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Seaislaron bacterias de la microfloraintestinal de jurel (Seriola dorsalis) en un medio
preparado con solubles de pescado al 1% (SP 1%), diluidos con agua de mar:agua destilada
(3:1). Quince cepas seleccionadas en base al crecimiento y produccién de vitamina By, en
medio SP 1%, fueron cultivadas a 30 °C en medio SP 1% adicionando por cada 100 ml; 1.0,
1.0, 10.0 y 25.0 mg de 4cido p-aminobenzdico, Biotina, Glicina y Treonina, como
catalizadores. De estos cultivos se analizé la produccién de vitamina B,,, metionina y lisina,
con las bacterias auxotréficas Escherichia coli (ATCC14169) y Pediococcus acidilactici
(ATCC8042). Los resultados revelaron que la produccién microbiana de B,, fue médxima en
cultivos con las cepas Bacillus megaterium (ATCC10778), C2050 (aislada de camarén) y
J109 (aislada de jurel), 1a sintesis de Metionina se observé superior con B. megaterium, C2050
y J109; y la produccién de Lisina fue mdxima en las cepas J108, J116 (aisladas de jurel) y B.
megaterium. Medio SP 1% catalizado con Glicina, alcanzé en cultivos de 24 horas los mayores
promedios de produccién de los tres metabolitos mencionados. Las cepas I-2, B. megaterium
y J109, se cultivaron a 30 °C por 36 horas, en medio ZoBell y solubles de pescado al 1%,
obteniendo respectivamente una biomasa en peso seco de 0.11, 0.85 y 0.39 g/l de cultivo en
ZoBell y 0.59, 0.5 y 0.56g/1 de cultivo en solubles. Los cultivos realizados en solubles de
pescado registraron una biomasa comparable al medio peptonado ZoBell.
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SUBPRODUCTOS PESQUEROS COMO MATERIA PRIMA EN DESARROLLOS
BIOTECNOLOGICOS

I INTRODUCCION

Laslabores de descarga y procesamiento de productos pesqueros implican la generacién
de sélidos y liquidosresiduales que en lamayoria de los casos representan un porcentaje elevado
de la materia prima procesada. De acuerdo a las diferentes empresas, estos residuos pueden

representar un factor altamente contaminante o pueden integrarse a la produccién.

Enelpuertode Ensenada, B. C. México, losresiduos liquidos generados por laindustria
pesquera constituyen una de las fuentes de contaminacién de mayor impacto en la Bahia de
Todos Santos, B. C. Peda (1987) estimé que estos efluentes en 1982 representaron 20,000
toneladas de materia orgdnica, medida como demanda quimica y bioquimica de oxigeno y solidos

totales voldtiles (DBO, DQO y STV).

. Una proporcién importante del material orgdnico vertido a la Bahia de Todos Santos
hasta 1990, estaba constituido por los residuos derivados de la fabricacién de harina de pescado;
sanguazay agua de cola. La sanguaza,llega a representar hastael 10% de la materia prima (Civit
et al. 1982) y el agua de cola entre el 50 y 60% (Fig. 1), ésta, al ser evaporada para la obtencién
de solubles de pescado representa el 10-13% del peso inicial (Windsor y Barlow, 1981; Castillo
et al. 1987.

A causa del volumen del agua de cola producido en la fabricacién de harina de pescado,
se han llevado a cabo numerosos estudios para tratar de reducir su potencial impacto ambiental;
se ha propuesto el tratamiento quimico (Clagget, 1970; Schaffeld et al. 1989), la concentracién
y/oreciclaje (Windsor y Barlow, 1981) y el uso en desarrollos biotecnolégicos (Diaz et al. 1983;

Fujii, 1989).
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FIGURA 1. Esquema general del proceso para laelaboracién de 1a harina de pescado (cantidades
aproximadas en kilogramos, Ac = aceites, Ag = agua y Sol = s6lidos), Tomada de
Windsor y Barlow (1981).



La alternativa ecolégica y econdmicamente mds redituable, es la concentracién
mediante evaporacion a solubles de pescado. Estos generalmente son reciclados para elaborar
"harina entera” o se utilizan como suplemento en dietas para aves y peces (Soares et al. 1973;

Gulbrandsen y Utne, 1981).

El agua de cola contiene una gran cantidad de elementos nutritivos, como aminodcidos,
peptonas y vitaminas (Castillo ez al. 1987; Soares, et al. 1973). Al concentrar el agua de cola a
solubles de pescado, las caracteristicas se magnifican, formando una emulsién de aceite en agua
de alta viscocidad y una proporcién de compuestos disueltos y particulados seis veces mayor

(Castillo er al. 1987; del Valle y Aguilera, 1991).

I.1 Objetivos

En base a lo anterior, se considerd de utilidad el explorar alternativas biotecnoldgicas,
adaptadas a las condiciones de Baja California y que contribuyeran a la utilizacién industrial de
subproductos pesqueros. Con tal propdsito, se planeé acondicionar solubles de pescado para el
aislamiento y cultivo de bacterias marinas, disolviendo los solubles, en agua de mar diluida y
estimar a su vez, la produccién de algunos metabolitos de interés comercial, para lo cual se

planteron los siguientes objetivos:
General;

Analizar la factibilidad de utilizar subproductos derivados de la industria pesquera,
como materia prima en procesos biotécnologicos, como una alternativa para la reduccién de
contaminantes en la Bahia de Todos Santos, B. C.

Especificos;

1) Aislar bacterias marinas con capacidad de desarrollarse en el concentrado proteico

y producir vitamina B,.

2) Conocer la solubilidad y efecto del pH en la materia prima, a fin de establecer

condiciones estandar que permitan su uso como medio de cultivo.




3) Estimar de los cultivos obtenidos, la concentracién de metabolitos: vitamina By,
Metionina y Lisina.
4) Evaluar el crecimiento de diferentes cepas bacterianas marinas, utilizando los

solubles de pescado como medio de cultivo.

1.2 Antecedentes

Sindelar (1984) determiné que el 31% de la pesca mundial de peldgicos, se emplea en
la elaboracién de harina de pescado, volumen que genera 10 millones de toneladas de agua de
cola o 2 millones de toneladas de solubles de pescado. En Ensenada, B. C. en 1989 en la
elaboracién de harina de pescado se procesaron 100,000 toneladas méwicas (TM) de pescado
(Garcia er al. 1990), que generaron 50,000 TM de agua cola, lo que equivale a 10,000 TM de

solubles de pescado.

La empresa Pesquera Zapata S. A. de C. V. hasta su cierre en 1990, era la dnica en la
localidad que colectaba sistemdticamente el agua de cola, para producir solubles de pescado,
constituyendo este proceso, el tnico esfuerzo realizado en la regién para revalorizarlos. Este
subproducto era comercializado en los Estados Unidos de Norteamerica durante 1989, a un

precio de 0.39 ddlares/litro (Pesquera Zapata, comunicacion personal).

En la actualidad la Bahia de Todos Santos, B. C. sigue afectada por los afluentes antes
mencionados, a pesar de la desaparicién de la Pezquera Zapata, puesto que las plantas harineras

que contindan trabajando, no cuentan en su mayoria con evaporadores de agua de cola.

Los solubles de pescado son una fuente importante de B,, y comunmente son usados
como suplemento en dietas balanceadas (Soares er al. 1973), aunque el efecto no es satisfactorio
(Gulbransen y Utne, 1981). La variabilidad bromatolégica que tienen en funcién de la época de
pesca, asi como también por el tipo de especie (Soares ez al. 1973) son algunos de los factores
que dificultan su utilizacién con fines biotecnolégicos. Sin embargo, tanto el volumen de

produccidn, el valor nutritivo del agua de cola y solubles (4 y 30% de proteinas respectivamente),



asi como su bajo precio de comercializacidn, posibilitan la utilizacién de estos subproductos
como fuentes de carbono y energia para el desarrollo de biotécnias con bacterias marinas y
generar productos bioactivos de alto valor, como vitamina B,, y los aminodcidos esenciales

metionina y lisina.

El interés por estos metabolitos radica en que son quimicos que México generalmemte
importa en grandes volimenes, para satisfacer las necesidades de la industria farmacetitica y

en la elaboracidn de dietas balanceadas.

La vitamina B, es indispensable en la dieta humana como factor hematopoyético
(Lehninger, 1983, Spalla er al. 1989) y es proporcionado por una dieta normal, la deficiencia
provoca la anemia perniciosa. En muchos organismos cultivados para consumo humano, la
carencia de B,, provoca enfermedades y pérdida de peso, en peces disminuye el crecimiento
(Aoe, 1980), por esta razén en dreas de intensiva produccién animal o vegetal frecuentemente

se adiciona al nutrimento.

La sintesis de B, se lleva a cabo unicamente en bacterias y no existen evidencias de
ser producida por organismos superiores (Maugh, 1973; Lehninger 1983). En los afios 60’s se
hicieron innumerables esfuerzos por sintetizarla "in vitro", tarea que no fue alcanzada hasta
1973, la sintesis consistié en casi 70 etapas, proceso que por razones econdémicas quedo para la

historia (Maugh, 1973).

Debido a que la sintesis microbiana representa la alternativa econémicamente mds
viable, los laboratorios farmaceuticos utilizan en su elaboracién a bacterias seleccionadas y
mejoradas con ingenieria genética. Actualmente la produccién mundial de B,, se estima en mds
de tres toneladas al afio a un costo de § 3-4 ddlares el gramo (Spalla er al. 1989). El precio de

quimica Sigma (Missouri, USA) es superior a 25 ddlares/g de cianocobalamina.

Igualmente importantes son la metionina y lisina, €stos son dos de los diez aminodcidos
esenciales para el hombre y muchas especies de vertebrados (Lehninger, 1983) y forman parte

de los veinte aminodcidos denominados proteicos. La carencia de cualesquiera de ellos puede



desencadenar problemas funcionales en algunos seres vivos, ya que ademds de ser formadores
de proteinas son tambi€n precursores de alcaloides, antibidticos, coenzimas, hormonas,

neurotransmisores, porfirinas y vitaminas entre otros, (Lehninger, 1983).

La sintesis de estos amindocidos se realiza principalmente en plantas verdes y en
algunas bacterias y hongos. La via de sintesis puede variar de especie a especie y de manera

general entre cinco y quince reacciones son necesarias para la produccion.

A nivel industrial, estos metabolitos se elaboran sintética y semisint€ticamente, las
reacciones quimicas comunmente usadas son de; Fisher, Radiénov y Zelinski (Potatov y
Tatarinchik, 1983). En la URSS, la lisina se sintetiza a partir de caprolactama (Potatov y

Tatarinchik, 1983).

Hochhauser (1983) establecié que el mercado mundial de lisinaen 1982 alcanzé 64,500
toneladas, de las cuales una fracciéon elevada es sintetizada por bacterias corineformes
(Arthrobacter, Corynebacterium y Brevibacterium). El precio de quimica Sigma (Missouri,
USA) es aproximadamente de 15 y 1.5 ddlares por gramo de D-lisina y D-metionina

respectivamente.

Las fermentaciones bacterianas representan para la industria, una excelente via para la
produccién a gran escala de metabolitos tanto primarios como secundarios, empleando en todos
los casos especies de organismos mejoradas geneticamente, como en el caso de la producciéon
microbiana de B, usando a Pseudomonas denitrificans, especie que en forma natural produce
4.0 ug-B,,/mly alterada geneticamente produce hasta 150 pg-B,,/ml, usando el mismo sustrato

(Spalla, er al. 1989).

La vitamina B,,, metionina y lisina, no son los unicos sustratos que pueden ser
producidos en cultivos bacterianos. Existen laboratorios que comercializan especies de
microoganismos caracterizados por una excelente auxotrofia, produccién o degradacién de algin
metabolito en particular. Como cjerriplo se podria citar a la NCIB ("National Collection of

Industrial Bacteria”, Aberdeen, Scotland.), NCMB ("National Collection of Marine Bacteria",



Aberdeen, Scotland.) y ATCC (“American Type Culture Collection”, Maryland, USA.). El
catdlogo de esta ultima, en su 18" edicién (1992), compila a bacterias patentadas que sintetizan
aproximadamente 1000 compuestos quimicos de valor comercial, entre ellos B,,, metionina y
lisina.

Sinembargo, el tracto intestinal de organismos marinos puede seruna fuente importante
de microorganismos productores de sustacias bioactivas. Se ha reportado, que en la microflora
intestinal de algunos peces se realiza la sintesis de diversos metabolitos. Limuswan y Lovell
(1981) evaluaron la sintesisintestinal y absorciéon de vitamina B,, en bagre (/ctalurus punctatus).
Recientemente Sugita et al. (1991), examinaron en teledstos de agua dulce una gran variedad
de bacterias intestinales con habilidad para sintetizar la B,,. Austin (1989), Ballestereral.(1977)
y Burkholder ez al. (1966), consideraron que el ambiente marino es una fuente potencial de

bacterias con importancia farmacoldgica.

1.3 Alcances

Considerando el potencial que representan los solubles de pescado en desarrollos

biotecnolégicos se pronostican los siguientes alcances.

La utilizacién de solubles de pescado como sustrato para el aislamiento y cultivo de
bacterias marinas, aumentaria la capacidad de desarrollar estudios microbiolégicos del ambiente

marino, particularmente los relacionados con bacterias intestinales de organismos marinos.

Se Obtendria informacién a nivel laboratorio sobre la posibilidad de utilizar
subproductos pesqueros en fermentaciones bacterianas, en base a la cual se evaluaria la

factibilidad de continuar en esta linea con estudios de escalamiento.

El establecimiento de una técnica para la utilizacion de solubles de pescado en cultivos

bacterianos, podria revalorizar este recurso, ya que la produccién de proteina unicelular y de



B,,, metionina y lisina, a partir de solubles podria ser una fuente importante
ionales, reduciendo como consecuencia, su potencial contaminante en lugares

ola se vierte directamente al ambiente marino.

(o



II MATERIALES Y METODOS

II.1 Cepas bacterianas
I1.1.1 Aislamiento y seleccion de microorganismos.

En base a los antecedentes sobre la importancia famacoldgica de algunas bacterias del
tracto intestinal de peces, el aislamiento de cepas bacterianas silvestres se enfocé en la flora
intestinal del jurel (Seriola dorsalis). El estdomago e intestino de un organismo fresco, obtenido
del mercado municipal de mariscos de Ensenada, B. C. fue colectado asépticamente. En el

laboratorio se realizé la homogenizacién y sembrado.

El medio de cultivo para los aislamientos, fue elaborado para el método en placa con
una base nutritiva del 1% de solubles de pescado disueltos en agua de mar diluida (medio SP

1%, anexo), y agar bacteriolégico (Difco).

Para evaluar la concentracion bacteriana, se empled el recuento indirecto en placa,
usando el medio marino ZoBell (anexo), descrito por Oppenheimer y ZoBell (1952) y ZoBell
(1941), asi como el medio SP 1% , reportando los resultados en unidades formadoras de colonia

por mililitro (UFC/ml).

La sistemdtica de aislamiento se llevé a cabo a partir de muestras diluidas en medio
mineral, por duplicado y sembradas en medio SP1% , incubando a 30°C por 24 horas.
Posteriormente, de las placas con una concentracion bacteriana menor de 100 colonias, fueron
recuperadas, aleatoriamente, las colonias que concidieran con los vértices de la cuadricula de la

pantalla del contador de colonias.

Veinticuatro cepas bacterianas con capacidad para crecer en medio SP 1% fueron
aisladas. Estas cepas se resembraron en medio SP 1%, a fin de purificar la cepa por estrias y
estimar la afinidad por el sustrato, afinidad medida en razén del crecimiento observado a 30 °C

por 24 horas. Este crecimiento fue evaluado desde negativo (-) hasta muy abundante (4+).
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Las 24 cepas silvestres fueron incorporadas a la coleccién de siete cepas aisladas del
tracto digestivo de camardn (Penaeus sp) colectadas por Porras (1984) y la cepa Bacillus
megaterium (ATCC10778 o NCIB8508). Estas ocho cepas, habian sido clasificadas como

productoras de vitamina B,,, al ser cultivadas en petréleo crudo (Aldana, 1989).

Con la coleccién de 32 especies, se procedié a una segunda seleccién en base a la
capacidad de producir vitamina B,, en solubles de pescado al 1% diluidos en agua de mar a 26 /.-
de salinidad (SP1%). Cinco medios de cultivo se prepararon con solubles de pescado al 1% y
pH neutro, esterilizado a 121 °C por 15 minutos y se agregé por filtracion (0.1 pum) los
catalizadores; Biotina, Acido para aminobenzdico (PABA), Treonina, Cloruro de cobalto y
Glicina, en una proporcion de 100 mg por litro de solubles. Estos compuestos fueron adicionados
por ser considerados como promotores del crecimiento y sintesis de proteinas (Demain et al.

1968; Boeckx y Dakshinamurti, 1974 y 1975; Spalla er al. 1989).

Los medios preparados y solubles al 1% como control, fueron repartidos en viales,
conteniendo 15 ml de cada uno de los sustratos, a los cuales se les agregé 0.1 ml de cada una de
las 32 cepas bacterianas en solucién, con aproximadamente 10* UFC/ml, incubando por 48 horas
a 3020.5 °C en agitacion constante a 200 rpm. Al final de este periédo, el cultivo fue detenido

por esterilizacién a 121 °C por 15 minutos.

La produccion de vitamina B, en estos cultivos se analizd en placa a través de la cepa
auxotrofica Escherichia coli (ATCC 14169), cuyo crecimiento en el medio glucosa (librede B,
anexo 3) es proporcional a la concentracion de vitamina. Sobre el medio de glucosa sembrado
con la cepa E. coli le fueron inoculadas alicuotas de cada cultivo. La respuesta de esta cepa fue
evaluada por el tamario y elevacion de su halo de crecimiento alrededor de las muestras de

cultivo, desde negativo (-) hasta muy abundante (4+).

Eneste andlisis se usé como control positivo una solucién de 0.075 pgB,,/ml, y también

se evalud el crecimiento de la cepa E. coli con cada catalizador.
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Finalmente, 15 cepas integraron la coleccién de bacterias con capacidad de crecer y

sintetizar vitamina B, en solubles de pescado al 1% con la adicién de catalizadores.

II.1.2 Preservacion de las cepas bacterianas

Para el mantenimieno de la coleccién, cada especie fue cultivada en medio ZoBell en
placa, por 24 horas a 30 °C y conservadas en refrigeracién entre 2 y 8 °C. Quincenalmente se
resembraron a fin de mantener la viabilidad de las mismas. Las cepas bacterianas utilizadas en
las biodigestiones, fueron previamente cultivadas en solubles al 1% en placa, por 24 horas a

30 °C, para asegurar un crecimiento exponencial.

Similarmente, la especie auxotréfica E. coli (ATCC 14169) fue cultivada en el medio
“B12 Culture Agar USP" (Difco medio 0541-15-9) y la cepa Pediococcus acidilactici (ATCC
8042) para el ensayo de metionina y lisina fue mantenida en medio "Lactobacilli Agar AOAC"
(Difco, clave 0900-15-4); estos medios se prepararon de acuerdo a Laboratorios Difco (Difco

Manual, 1985).

Previo a la evaluacién metabdlica, las cepas auxotréficas fueron cultivadas en; "B,
Inoculum Broth USP" (Difco medio 0542-15-8) para E. coli incubada a 30 °C por 24 horas y
"Lactobacilli Broth AOAC" (Difco 0901-15-3) para Pediococcus acidilactici incubadasa 35 °C |
por 24 horas. Al final, estos cultivos fueron centrifugados cuatro veces y lavados esterilmente
con 20 ml de solucidn salina, para obtener una suspension bacteriana libre de cualquier traza de

B,,, metionina o lisina.

II.2 Caracterizacon de los solubles de pescado.

Los solubles de pescado fueron recolectadas directamente de la planta, donde se

tomaron alicuotas de aproximadamente 4.0 1, ademds de recopilar para cada muestra el tiempo
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de almacenamiento y el mecanismo empleado para la conservacion. En el laboratorio, 1a materia
prima se preservo a una temperatura de 2-8 °C. En las pruebas de caracterizacion, los solubles

de pescado fueron diluidos en agua de mar a 26 /- de salinidad.

II.2.1 Estimacion de la densidad y solubilidad del concentrado proteico.

La densidad fue estimada entre 4 y 6°C, en dos muestras por quintuplicado, pesando
en una balanza analitica pipetas con un volumen exacto de solubles. Por diferencia gravimétrica

se determind el peso de la muestra y la densidad (en gramos-cm™).

Las pruebas de solubilidad se realizaron por triplicado, diluyendo los solubles al 0.1,
1,2,5,10 y 20% en medio mineral, a un potencial hidrégeno de 7.0 y el que resultara de la
disolucién solubles-medio mineral, el pH fue ajustado con H,SO, 1.0 N (JT Baker) y NaOH
1.0 N (Sigma), con la ayuda de un potenciémetro Chemcadet (Cole Parmer). El pardmetro
evaluado fue el volumen de precipitado y se estimo por sedimentacién en 60 minutos (solubilidad
aparente) y por centrifugacién a 2500 rpm por 10 minutos. El volimen de precipitado enrelacién

a la muestra, representd la solubilidad (%) aparente y por centrifugacién.

I1.2.2 Efecto del pH y Clarificacion.

Por las caracteristicas de los solubles de pescado observadas en laboratorio y las
reportadas en la bibliografia (exceso de sélidos suspendidos, transparencia reducida y dificil
manejo por su alta viscocidad), se prepard una serie de pruebas para clarificar y aumentar la
filtrabilidad de los solubles, manipulando el potencial de hidrogéno a pH 6,7,8 y 9,con el 1%

de la materia prima.

Laclarificaciénde los solubles fue estimada porla absorbancia, paraello, las soluciones
preparadas se dejaron reposar por seis horas en una probeta, posteriormente se estimé la
absorbancia del sobrenadante’ a una longitud 6ptica de 600 nm, también se evalué el volumen

de sedimento precipitado.
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La filtrabilidad se determind filtrando 250 ml de cada solucién a una presion de vacio
de 250 mm de Hg y usando filtros (Millipore y Nucleopore) con una malla de 8,3 y0.45 um.

Previamente las soluciones de solubles fueron prefiltrados en filtros Whatman no. 4, para retener

las particulas mayores a 20um.

II.3 Producccion de vitamina B12, metionina y lisina en solubles de pescado al 1% (SP
1%).

El medio de cultivo utilizado en el experimento de produccidn, se elabord con solubles

de pescado (1%) de manera similar al usado en la seleccién de microorganismos. Sin embargo,

se efectuaron mezclas entre los catalizadores (Tabla I) y se agregd 1.0 g de cloruro de cobalto

por litro de solubles de pescado al 1%.

TABLA 1. Tratamientos empleados para promover la sintesis de B,,, lisina y

metionina, en cultivos con solubles de pescado.

Tratamiento Catalizador Formulacion Cepas
(mg/100mI)}! cultivadas
A Treonina 25 'S
B Glicina 10 15
1 Treonina/Glicina 25/10/1 15
/PABA
D Glicina/Biotina 10/1 5
E Glicina/PABA 10/1 5

! Peso del catalizador en medio SP 1% como solvente.

La coleccion bacteriana completa se cultivé por 24 horas en los tratamientos A, By C
por duplicado, y solamente cinco cepas elegidas aleatoriamente fueron cultivadas en los
tratamientos D y E por sextuplicado, a fin de muestrear a las 24, 48 y 72 horas de cultivo.
Ademas, una alicuota esteril fue usada como de control para cada tratamiento. Para este
experimento las condiciones de cultivo fueron idénticas a las desarrolladas en el cultivo de

seleccion (I1.1.1).
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Al final de la incubacién, por esterilizacién a 121 °C por 15 minutos, fue liberado el
material intracelular, denominado lisado bacteriano. Representando un total de 2x5x 15 muestras
y 12 controles, de las cuales 5x15 muestras y seis controles fueron inmediatamente analizadas

para evaluar la producciéon metabdlica. La muestra sobrante fue mezclada con la segunda y

almacenadas en refrigeracion para andlisis posteriores.

I.3.1 Evaluacion de vitamina B,,

El ensayo para la vitamina B,, se realizd en placa, en el medio glucosado (anexo),
sembrando 0.1 ml de la cepa auxotrética E. coli (ATCC 14169) en toda la superficie de la placa

e incubando a 30 °C por 1 hora.

Para la inoculacién y lectura de las muestras se identificé en cada placa la posicion de
norte (arbitrariamente) y se establecié en papel una matriz simétrica con nueve puntos.
Posteriormente, tomando como guia la matriz de papel, se sembré en cada caja de cultivo por
triplicado tres muestras de lisado bacteriano, inoculando 6 Ll cada vez, la curva patrén se obtuvo

inoculando por quintuplicado cada estandar, finalmente se incubé a 30 °C por 12 horas.

Al término de laincubacidn, con un vernier se midid el diametro del halo de crecimiento
y la concentracién de vitamina B,, fue determinada por interpolacién a la curva estandar. De la
misma manera, se analizé el control de cada tratamiento, cuya magnitud fue sustraida a cada

muestra de la serie respectiva.

I1.3.2 Evaluacion de la sintesis de metionina y lisina

Tubos de ensayo con 10.0 ml de los medios de bioensayo, preparados de acuerdo a los
laboratorios Difco; "Lysine Assay Medium" y "Methionine Assay Medium" para lisina y
metionina, se les adiciond 0.5 ml del producto de la lisis bacteriana y fueron esterilizados a

121 °C por 10 minutos.
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Al término de este proceso los tubos fueron enfriados en baiio frio y una vez alcanzada
la temperatura ambiental, los tubos fueron inoculados con la cepa auxotréfica Pediococcus
acidilacticci (ATCC 8042) e incubados a 35 °C por 20 horas. Al término de este, los cultivos
fueron analizados por turbidimetria en un espectrofotémetro "Bausch and Lomb" modelo 20 a

una longitud de onda de 600 nm.

Las curvas de referencia para cada metabolito, se obtuvieron adicionando soluciones
de concentracion conocida. Por interpolacién a la curva estandar especifica, se determind la
produccion metabdlica en los cultivos. Similarmente, los controles de cada tratamiento fueron

analizados para evaluar el posible aporte directo del sustrato y sustraerlo de los cultivos

bacterianos.

I1.3.3 Anailisis de los resultados de la produccion de B,,, metionina y lisina.

Debido a que los datos originales del experimento final no resultaron normales ni
homoscedisticos, fueron transformados a logaritmos. La prueba x* de normalidad para los datos

trasnformados fue en los tres casos ¥*>>0.17 (p >0.05).

De esta forma los datos fueron analizados parametricamente por andlisis de varianza
(ANVA) de dos factores (especie y catalizador), para establecer la existencia o no, de un
catalizador éptimo. Asimismo, identificar qué especies desarrollan una mayor preferencia para
producirvitamina B,,, metionina o lisina. Este andlisis fue desarrollado a un nivel de significancia

a=0.05.

II.4 Solubles de pescados como medio de cultivo
I1.4.1 Proporcion ideal de solubles de pescado para cultivo

La dilucién éptima del sustrato, fue examinada por la concentracién bacteriana menos
variable y mds cercana a la obtenida en el medio marino ZoBell. Solublesal 1,2 y 5% en placa

por triplicado, fueron inoculados con 0.1 ml de una suspensién bacteriana, para cuantificar la
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variabilidad del recuento bacteriano y estimar la concentracion de sustrato mds favorable en
cuanto a la recuperacién de bacterias (UFC/ml). Debido a que los datos tanto originales como
transformados no resultaron normales ni homosceddsticos, se probd a través de un andlisis de

varianza no parameétrico (Kruskal-Wallis) a un &t=0.05 que el recuento bacteriano es similar

entre los medios de cultivo.

11.4.2 Concentracion bacteriana en cultivos liquidos con solubles de pescado.

&

Solubles al 1% y medio ZoBell se prepararon en base al punto I1.2.2, tratandolos a pH
9.0 por seis horas, posteriormente el sobrenadante se neutralizé, esterilizd y filtré a 20 y 4 pm.
Con esta suspension, se procedi6 a cultivar algunas bacterias de interés biolégico como la cepa
fungicida I-2 (Crisostomo, 1992), B. megaterium (ATCC10778) y la cepa J109, en un matraz
erlenmeyer de 250 ml de capacidad, con 150 ml de medio, en duplicado. Los medios de cultivo
fueron dispuestos aleatoriamente en un agitador orbital (Lab-line Instruments) a 200 rpm, e

incubados por 36 horas a 30 °C.

En alicuotas tomadas al inicio y a las 12, 24 y 36 horas de cultivo se estimé la densidad
optica a 600 nm. Al término del cultivo se estimé la biomasa, filtrando alicuotas de 10 ml de
cultivo y deshidratando a 60 °C por seis horas, por diferencia gravimétrica entre el filtro de
cultivo bacteriano y un filtro con medio esteril, se obtuvo la biomasa en peso seco/alicuota de

cultivo.
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III RESULTADOS

II1.1 Seleccion de cepas bacterianas.

Empleando solubles de pescado al 1% (SP 1%) como medio de aislamiento, se
recuperaron 24 especies bacterianas del tracto digestivo de jurel (Seriola dorsalis), 14 del
intestino y 10 del estémago. En estos tejidos se estimé respectivamente, una concentracion
bacteriana en medio ZoBell de 2.9 y 3.3 10°UFC/g y en solubles de pescado de 2.6 y
2.2 10°UFC/g. Esta densidad correspondi6 a la concentracién bacteriana reportada para peces

marinos (Horsley, 1977). Las especies aisladas representaron entre el 7 y 13% de la microflora

estimada en solubles de pescado.

En base a la capacidad para crecer en solubles y producir vitamina B, con la adicién
de un catalizador, se seleccionaron 15 especies (Tabla II), Baciilus megaterium (ATCC10778)
(B.m.) especie registrada como productora de B,,, seis aisladas del intestino de camarén (C) y

ocho bacterias aisladas del tracto digestivo de jurel (J).

Lasespecies aisladasdel tracto digestivo de jurel (J), tuvieron en general un crecimiento
abundante (3+) en medio solido SP 1%, con la excepcién de la cepa J109, en cambio, las cepas

aisladas de camarén tuvieron un crecimiento bueno (2+).

En los cultivos de solubles adicionado con cloruro de cobalto, 4cido
para-aminobenzdico (PABA) y Biotina indujeron la produccién de vitamina B, en cuatro
especiesomenos, en el medio SP 1% sin catalizador se observé la produccién de estacobalamina
en siete cepas, en cambio, solubles de pescado al 1% catalizados con Glicina promovieron la
produccién de B,, en ocho cepas bacterianas, con Treonina 12 produjeron B,,. En este andlisis
se observa que los catalizadores que indujeron con eficiencia la sintesis de B,, fueron Treonina

y en menor grado Glicina (Tabla II).
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TABLA II. Cepas bacterianas seleccionadas en base al crecimiento y sintesis de vitamina B,,
en solubles de pescado.

Catalizador
};:.spccie Crecimiento  Clorurode PABA Biotina SP1% Glicina Treonina
Cobalto

B.m. -+ - = w B T *
Cc2044 2+ - " - . 2+ .
2050 2+ ’ : : . 2+ s
3070 2+ ; . . : 2+ &
c2123 + 4+ - - 2+ 2+ 4+
C3022 + - - - = i 3+
C3030 + + = = * " 2+
4107 3+ 3 : - 2+ z +
J109 + . e + 2+ 2
J112 2+ - = + 2+ = =
J116 4+ - 2+ - + 5 500
J121 4+ - - = = = 4+
J125 4+ - + . . + o
Ji27 3+ - - + 2+ - +
Cat.‘ - = = - = =
B8, 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

; Efecto del catalizador en los bioensayos.
Solucién de vitamina By,, 0.075 pg/ml.

III.2 Caracterizacion de los solubles de pescado.

Los solubles recolectados estaban compuestos por 35% de proteinas, 2.9% de grasa,
6.7% de cenizas y 52.3% de humedad. Ademds, se establecié un periodo de almacenamiento
entre 2 'y 90 dias y fueron preservados a un pH menor a 4.5 (datos proporcionados por Pesquera
Zapata, S. A. de C. V). Esta proporcion, corespondié a la composicién promedio de solubles de
pescado parcialmente desnatados, obtenidos en la empresa antes mencionada. La composicién
arriba seiialada también es similar a la reportada por Soares et al. (1973) en solubles de arenque
(Brevoortia tyrannus), con 31.8% de proteina, 11.2% de grasa, 7.8% de cenizas y 48.7% de

humedad.
II1.2.1 Densidad y solubilidad del concentrado proteico.

La densidad promedio de los solubles de pescado analizados en 10 alicuotas fue
de p=1.18£0.008 g/cm’.ladensidadobtenidaes similara la reportada por Soares ez al., (1973)

evaluada en 1.19+0.03 g/cm’.
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La solubilidad de los solubles de pescado variden proporciéninversaalaconcentracién
de soluto y al pH. Sin embargo, la solubilidad por centrifugacién en los dos potenciales de

hidréeeno indicé una disolucién mayor al 90% en soluciones hasta del 5% de solubles (Tabla
o

ID).

TABLA III. Solubilidad porcentual del concentrado proteico de pescado a pH de
disolucién y 7.0.

Muestra ml pH de disolucién* pH 7.0
SP/100ml Aparente Centrifugado Aparente Centrifugado
0.1 100 98.6 98 97.5
1.0 98 96.8 95 96.2
2.0 95 95.0 90 94.6
5.0 88 92.7 80 91.3
10.0 70 88.9 65 86.4
20.0 60 82.5 40 80.7

! El pH de las disoluciones fue disminuyendo conforme la proporcién de soluto aumentd, registrandose un pH 6.0 para la solucién
al 0.1% y un pH 4.2 para el 20 % .

I11.2.2 Efecto del pH y clarificacion de los solubles de pescado.

En el tratamiento de los solubles de pescado al 1% a diferente pH, se observé que el
volumen de precipitado aumenté en proporcién directa al pH (Tabla IV). La clarificacién
(evaluada por la absorbancia) del sobrenadante aumentd con el incremento del pH, ademds, en
las soluciones con pH superior a 7.0, se obtuvé una buena filtrabilidad en membranas con una

luz de malla de 0.45 um (Tabla IV).

TABLA IV. Materia precipitada y caracteristicas del sobrenadante en solubles de pescado al

1%.
pH Volumen Materia Volumen Absorbancia Filtrado
Precipitado seca (g) Sobrenadante 600 nm (micras)
6 8.93 0.71 497.41 0.40 3.0
7 14.33 1.12 493.97 - 0.28 0.45
8 2793 L7 481.06 0.14 0.45
9 34.00 1.78 477.16 0.10 0.45
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El volumen de precipitado se incrementd en relacién directa al pH (Tabla IV)
(r2=0.89). Relacién similar se obtuvo con el peso seco del precipitado y el pH ( r*=0.86), sin

embargo, la diferencia de precipitado en peso seco a pH 8.0 y 9.0 fue minima (Fig. 2).

o
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Peso seco de precipitado (g/500 ml)
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7 8
Potencial hidrogeno (pH)

FIGURA 2. Materia seca promedio y desviacién estandar del precipitado de solubles de pescado
al 1% en diferentes pH.

II1.3. Evaluacion de la produccion de metabolitos.
IT1.3.1 Produccion de vitamina B,, en medio SP 1% adicionado de catalizadores.

De las 15 cepas analizadas en cultivos de 24 horas con tres tratamientos, sélo las cepas
C2050, B. megaterium (B.m.) y J109 presentaron una produccidn igual o superiora 10 ngB,,/ml
empleando Glicina (B) como catalizador. Cuando se utiliza Treonina (A) o el tratamiento C,
sololacepa B. megaterium supera este nivel (Fig. 3); esta iltima cepa alcanzé una concentracién
de 37 ng/ml de vitamina B,,. El andlisis de varianza (ANVA) detecté diferencias significativas
entre las' 15 cepas bacterianas y entre catalizadores (p < 0.05). Estos resultados indican que el
uso de catalizadores debe estar adaptado a la cepa con que se trabaje, porque no se distingue un

tratamiento que mejore la produccién de todas las cepas estudiadas.
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FIGURA 3. Produccién promedio de vitamina B,,, en 15 diferentes cepas bacterianas cultivadas
en medio SP 1% con Treonina (A), Glicina (B) y Treonina+Glicna+PABA (C).

Para los tratamiento A, B y C, la prueba de rango multiple establecid cuatro niveles

diferentes de produccidn de B, entre las 15 cepas;

Nivel 1, cepas que producen menos de 0.5 ngB,,/ml, J107, J108, J121 y J116.

Nivel 2 (produccién entre 0.5 y 3.0 ngB,,/ml) J112, C2044, C3030, J125, J127 y C2123
Nivel 3 (cepas con una produccién entre 3.0 y 7.5 ngB,,/ml) C3070, C3022 y J109
Nivel 4, cepas con una produccién mayor a 7.5 ngB,,/ml, C2050 y Bacillus megaterium.

Esta misma prueba, detectd que el efecto de los catalizadores Glicina (B) y Treonina

(A) es diferente, pero no hay diferencias entre estos y el tratamiento Glicina+Treonina+PABA
©.
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' De las especies C2044, C2123, B. megaterium, J1 16 y J121 cultivadas en medio SP
cionado de Glicina+Biotina (D) y Glicina+PABA (E), solamente la cepa B. megaterium
vitamina B, (Fig. 4). En el tratamiento D se estimé una produccionde 34.1,25.6 y 23.1
i de cultivo a las 24, 48 y 72 horas respectivamente y en Glicina+PABA (E) de 44.9,
135.5 ngB,,/mlen el mismo periodo. Lo anterior indica, que el tiempo en que se alcanza
ixima produccién de vitamina varia conlacepayconeltipode catalizador. Debe destacarse
1 medio SP 1% catalizado con Glicina+PABA, promuevid la produccién mas elevada de

cuando se cultivé B. megaterium.
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FIGURA 4. Produccién promedio de vitamina B,, en cultivos bacterianos en SP 1% catalizados

con Glicina+Biotina (D) y Glicina+PABA (E) en funcién del tiempo.
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[11.3.2 Produccion de metionina.

De las 15 cepas cultivadas en medio SP 1% por 24 horas, en los tratamientos A, B, y
C, solo trece de ellas produjeron mds de 0.5 tg/ml de metionina (Fig. 5). Las cepas C3070, B.
megaterium y J109 registraron concentraciones mdximas que oscilaron entre 2 y 3 pg/ml. La
prueba estadistica ANVA fue significativa entre las cepas (p <0.05), pero el efecto entre los
tratamientos fue similar (p > 0.05). Esdecir, cada cepa respondié en forma diferente, peroningin

catalizador emergio como el mds apropiado para todas las cepas.
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FIGURA S. Producccién de metionina en 15 cepas bacterianas cultivadas por 24 horas en SP
1% con Treonina (A), Glicina (B) y Treonina+Glicina+PABA (C).

La prueba de rango muiltiple registré para estos tratamientos, diferencias solamente a

tres niveles de produccion entre las especies estudiadas;

Nivel 1, produccién menor a 0.1 pg/ml; J112
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ivel 2 (cepas con una produccion entre 0.1y 0.75 pug/ml) C3030, J116,C2123,7J127, J108,

yJ 107
Nivel 3, producciénmayora0.75 pug/ml; Bacillus megaterium, C2050,J109, C3022, C3070,

4yJ121.

En los cultivos bacterianos en medio SP 1% catalizados con Glicina+Biotina (D) y
ina+PABA (E), en periodos de 24, 48 y 72 horas de incubacion, se observé produccion de
10nina en las cinco especies cultivadas (Fig. 6), registrdindose una diferencia sustancial entre
tratamientos. Esto se comprobé por el andlisis de varianza, el cual registré diferencias
significativas entre los catalizadores ( p <0.05), pero no se detectaron diferencias (p >0.05)
entre las cepas ni debido al tiempo de incubacién (24,48 y 72 horas). La prueba de rango multiple
establecio un efecto diferente entre los catalizadores, registrando un mayor promedio el medio
SP 1% adicionado con Glicina+Biotina (D). Con este tratamiento se obtuvé una concen&acién

de 3.9 pg/ml con la cepa C2044 a las 48 horas de cultivo.

Cepa Bacteriana
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4 0 48 o 72 E24 £
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FIGURA 6. Sintesis de metionina en cinco especies bacterianas en cultivos de solubles con
Glicina+Biotina (D) y Glicina+PABA (E), a las 24, 48 y 72 horas.
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3.3 Produccioén de lisina.

En la figura 7 se muestra que todas las cepas estudiadas produjeron lisina en medio
adicionado con Treonina (A), Glicina (B) y Glicina+Treonina+PABA (C), en un perfodo
incubacién de 24 horas, aunque se observan diferencias de produccién entre las cepas
vadas. La cepa J108 presentd la mayor produccién de lisina, llegando a 2.15 pg/ml cuando
se adicioné Glicina como catalizador. El andlisis de varianza confirmé estas diferencias de
_ deuccién entre cepas (p <0.05) pero no entre catalizadores (0.17 >p >0.05). Esta

informacionindicaque cada cepareacciond diferentemente alos catalizadores empleados, siendo

imposible determinar que catalizador aumenta de manera general la produccién de lisina.
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FIGURA 7. Produccién de lisina en 15 cepas bacterianas cultivadas por 24 horas, en medio SP
1% con los catalizadores Treonina (A), Glicina (B) y Glicina+Treonina+PABA (C).

La prueba de rango miiltiple entre cepas registré dos diferentes niveles de produccién

de lisina;
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Nivel 1, con una produccién menor a 0.2 pg/ml; J127, C2050, C3030, J121 y C2044

Nivel 2, cepas con una produccién mayor a 0.2 pg/ml; J107, J125, C2123, J109, C3070,
J116, C3022, J112, B. megaterium 'y J108.

Las especies C2044, C2123, B. megaterium, J116 y J121 produjeron lisina cuando se
cultivaron por 24, 48 y 72 horas en medio SP 1% adicionado con Glicina+Biotina (D) y
Glicina+PABA (E). Sin embargo, se observaron diferencias entre en las cinco especies y entre
los dos tratamientos (Fig. 8), (ANVA p < 0.05), sin embargo, no hubo diferencias debido al

periodo de incubacién (p > 0.05).

La prueba de rango multiple detectd diferente la produccidn entre las cepas C2044 y
C2123con B. megateriumy J116 peroentre estas cuatro y J121 nohubo diferencias significativas.
Esta prueba detectd que las medias entre los los catalizadores fueron homogéneas, sin embargo,

la media del tratamiento D fue mayor.
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FIGURA 8. Variacién de la sintesis de lisina, en cultivos bacterianos con solubles de pescado
adicionados de Glicina-Biotina (D) y Glicina+PABA (E) en funcién del tiempo.



1114 Concentrado proteico como medio de cultivo
1.4.1 Determinacion de la concentracion optima de solubles de pescado.

Los resultados de los cultivos de nueve cepas de bacterias en medio SPal 1,2y 5 %,
presentan en la Tabla V. En dicha tabla, para una misma cepa no se observaron diferencias
orden de magnitud entre los diferentes medios de cultivo. Sin embargo, en las cepas C3030,
070, B. megateriume I-2, hub6 una marcada diferencia en el tamaiio de la colonia, resultando

: mayor en el medio marino ZoBell que en los solubles de pescado.

TABLA V. Concentracién bacteriana de nueve especies, obtenida en cultivos de medio
marino ZoBell y en Solubles de pescado al 1,2y 5%.

Cepa 10°UFC/ml
Bacteriana ZoBell SP 1% SP 2% SP 5%

C3030 175 160 150 155
C3070 213 198 174 189
J107 210 188 177 205
J108 448 407 380 360
J112 170 150 168 155
J116 260 220 209 235

B. megaterium 31 22 20 21
1-2 202 180 176 n.d.
Vibrio alginolyticus 3350 2950 n.d. n.d.

A través del andlisis de varianza no paramétrico (Kruskal-Wallis), se determiné que
la densidad bacteriana es similar entre los cuatro medios de cultivo (p >0.05). Con esto se
establece, que el medio SP 1% provee suficientes nutrientes para el cultivo y recuento de bacterias

marinas.

II1.4.2 Estimacion de 1a biomasa en cultivos con medio SP 1%.

En el cultivo de B. megaterium, I-2 y J109 en medio ZoBell y Solubles de Pescado al
1%, se obtuvo una biomasa en peso seco respectivamente de 110, 858 y 395 mg/1 de cultivoen

ZoBell y de 595, 500 y 565mg/1 de solubles (Fig. 9).




La biomasa bacteriana alcanzada en el medio SP 1%, es similar a la obtenida en medio
], lo que significa que el medio SP 1%, alcalinizado a pH 9.0 para aumentar la precipitacién
aterial suspendido y ulterior neutralizacién, tiene una proporcion adecuada de nutrientes

el cultivo masivo de algunos microorganismos.
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FIGURA 9. Cultivo de B. megaterium, I-2 y J109 en medio ZoBell y Solubles de pescado al
1%.

Por observaciones al microscopio se detectd, que el tamaiio celular de las cepas I-2 y
B.megaterium fue menor en el cultivo de solubles de pescado en contraposicién al medio ZoBell.
Condicién similar fue detectada al determinar la concetracién bacteriana, observdndose que el
tamanio de la colonia en el medio ZoBell fue mayor que en el medio SP 1%, sin embargo, ésto

no se observé con la cepa J109.



IV DISCUSION

Elaislamiento de cepas bacterianas de la flora intestinal de peces, resultd ser una fuente

excelente de microorganismos con capacidad de crecer en los solubles de pescado.

De los trabajos de Aiso er al. (1968), quienes determinaron que de la microflora
estomacal de macarela (Trachurus spp) el 10% son bacterias coryneformes (productoras de
Lisina) y el 3.3% son Bacillus sp. y Sugita et al. (1991) que estimaron la produccién microbiana
de vitamina B,, a nivel intestinal en bagre, se desprende que las cepas bacterianas en estos tejidos

son potencialmente productoras de vitamina B,, y lisina.

El ensayo de seleccidn bacteriana, se baso en la produccion de vitamina B,, y aunque
una seleccion similar no se hizo para los aminodcidos por el volumen de muestras (200 por
metabolito), el andlisis practicado (Tabla II) detectd a 15 cepas bacterianas con habilidad para

de sintetizar B,, en cultivos de medio SP 1%.

Es de mencionarse que, industrialmente la esperanza matemdtica para mejorar la
expresién metabdlica de una especie a través de mutaciones es de 10~ (Spalla er al. 1989). Lo
cual significa un esfuerzo econémico considerable, sin embargo redituable, como es el caso de

la produccién de vitamina B ,, con un mercado de 3000 kilogramos/afio.

El concentrado de pescado, tiene en general una aceptable solubilidad en agua de mar
diluida (medio mineral) y decrece con el aumento del pH y ligeramente por saturacién de soluto
(ver tabla V). A bajas concentraciones no se observan particulas de aceite, pero, una solucién
al 1 0 2% (semejante al agua de cola) a pH 7.0 absorbe toda la luz a 600 nm y presenta una gran

cantidad de material en suspension, lo cual limita su uso como medio de cultivo.

Por observaciones de laboratorio, se detecté que el aumento en el pH de solubles al
1% en medio mineral, incrementaba la floculacién y precipitacién del material suspendido. Por
esta razon se ensayaron disoluciones de solubles a pH 6.0, 7.0, 8.0 y 9.0, como pretratamiento
para su uso. En este ensayo, a pH 9.0 se desarroll6 la solucién mds transparente y filtrable a una

luz de malla de 0.45 pm, ademds, el volumen y peso seco del material precipitado (ver Tabla
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g_gmuestran que en el intervalo de pH entre 6.0 y 9.0 la solubilidad de los solubles decrecié
e}l aumento del pH. Sin embargo, Castillo er al. (1987) y del Valle y Aguilera (1991)
inaron que la coagulacién del material proteico en el agua de cola alcanzé su médximo

e un pH de 4.0 y 5.0, igualmente sucedid con las grasas y sélidos totales.

La divergencia encontrada, en relacidn al punto de mdxima precipitacion puede estar
inada por el vehiculo de dilucidn. Castillo er al. (1987) y del Valle y Aguilera (1990y 1991)
ilizaron agua corriente en todos las pruebas de laboratorio, en contraste a este trabajo, en que

uso agua de mar diluida 3:1 con agua destilada, en este caso el agua de mar puede funcionar

' omo una solucion buffer y modificar el punto isoeléctrico de la suspension.

g Ademds, al esterilizar los solubles de pescado al 1% por 15 minutosa 121 °C, se observo

unaprecipitacion adicional, esto coincide con del Valle y Aguilera (1991), mientras que Castillo
et al. (1987) establecieron que la solubilidad de proteinas en el agua de cola se incrementa con
el aumento de la temperatura (de 25'a 80 °C) a pH entre 3.0 y 10.0. Debido a que es normal que
algunos compuestos peptidicos coagulen a temperatura de esterilizacidn, se establece que la

floculacién del medio SP 1% también aumenta en proporcidn directa con la temperatura.

Debe mencionarse, que a un pH entre 8.0 y 9.0 se detecté un punto de inflexién en la
curva de pH vs. precipitacidn, esto se deduce por la varianza registrada a pH 8.0 (Fig. 2). En
teoria, esto permite la utilizacién del medio SP 1% por medio de un pretratamiento a un pH 8.0

0 9.0 con resultados similares.

Para el experimento final, se elimind el cultivo de solubles de pescado sin catalizador
debido a que, en este medio no se observé en general una respuesta positiva (ver Tabla II).
Ademas para magnificar la produccién microbianade vitaminaB,,, lisina y metionina, se prefirid
experimetar en medio SP 1% con cuatro catalizadores combinados en cinco tratamientos (A, B,
C,D y E, ver Tabla ) a fin de determinar si algin catalizador tenia un efecto superlativo. Estas
combinaciones contenian Treonina o Glicina, ya que estos aminodcidos promovieron la sintesis

de B,, mds que otros catalizadores (ver Tabla II).
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De la produccién microbiana de vitamina B ,, se establece que las cepas B. megaterium,
2050y J109, sintetizaron una mayor concentracién vitamina en los tratamientos A, B y C.En
Jos tratamientos D y E solo la cepa B. megaterium produjo B,,. No es posible establecer en
general un catalizador ideal, ni tampoco un periodo éptimo de incubacién. Sin embargo, la cepa

antes mencionada alcanza una produccién mdxima de 135.49 ngB,,/ml a las 72 horas de cultivo
en el tratamiento D.

La sintesis observada, resulta comparable a la obtenida por Starr ez al. (1957) quienes
encontraron algunas bacterias marinas con capacidad de producir hasta 18 ng-vitamina B,,/ml
de cultivo. Burkholder y Burkholder (1956) ensayando con E. coli, encontraron una
productividad en bacterias terrestres y marinasde 130 ng-B,,/ml de cultivo, en medios de cultivo
gquimicamente definidos. La cepa E. coli (113-3) usada en estos trabajos, es una especie que no

se recomienda para este ensayo (ATCC, 1980)..

La sintesis de B, es realizada por diversas especies, que cultivadas extensivamente
llegan a producir hasta 25 ug-B,,/ml. Sin embargo en la industria, el nivel de produccién es
mayor, por mejoramiento genético como ejemplo, Propionibacterium shermaniiy Pseudomonas
denitrificans sintetizan 25 y 140 pg-B,,/ml respectivamente, cultivadas en condiciones
fisicoquimicas sofisticadas, incluyendo reactivos como 5,6-dimetil benzimidazole, producto

intermedio en la sintesis de esta vitamina.

Las cepas bacterianas con mayor habilidad de sintetizar metionina en los tratamientos
A, B y C fueron B. megaterium, C2050 y J109, pero no se observé en especial un catalizador
que promoviera la sintesis de metionina en las 15 cepas analizadas. Similarmente, se registré
que los periddos de incubacidn tienen un efecto indiferente a 24, 48 y 72 horas, ademds, en base

al promedio de produccién el tratamiento D (Glicina+Biotina) superd al tratamiento E.

La sintesis de Lisina se detectd principalmente en las cepas J108 y B. megaterium en
los tratamientos A, B y C. Las cepas J116 y B. megaterium alcanzaron los mayores promedios
en los tratamientos D y E. No obstante, no se observé un tratamiento especifico ni un periodo

de incubacién que mejore significativamente la produccién de lisina en toda la coleccion.
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Debe seiialarse, que los medios de cultivo utilizados en desarrollos industriales son
i0s y se utiliza en general agua dulce, a diferencia del proceso aqui establecido, en el cual
a en un medio con una salinidad de 26 /- lo cual puede ser un factor adverso para el

lo de ciertos microorganismos, pero acorde a nuestros objetivos.

Los niveles de produccidn de las muestras tomadas a periodos de 24 horas en los cultivos
, determinaron que la existencia de un periodo de incubacién éptimo, fue practicamente
ible de identificar (ver Figuras 4, 6 y 8). Autores como Spalla et al. (1989) y Sugita et
991) sugieren periodos de incubacién mayores a S dias. Sin embargo, como la sintesis de
bolitos primarios (moléculas esenciales de bajo peso molecular) ocurre en la fase de
cimiento exponencial (Stanley y Stanley, 1986) y estdn regulados por autoinhibicién (Meyer
. 1985), se estima que bajo las condiciones aqui desarrolladas, periodos menores a 72 horas

F'miten una produccién metabdlica aceptable.

T Meyereral. 1985y Nisbet, 1982, establecieron que laexpresion bacteriana de cualquier
metabolito, estd en funcidn del genoma, el cual depende en cierto grado de las condiciones
ambientales. Por esta razén, en base a la produccién de B,,, Metionina o Lisina obtenida en
algunos tratamientos, se considera que lossolubles de pescado son adecuados para el crecimiento

y expresion metabdlica para las bacterias marinas estudiadas.

Esto resulta particularmente importante porque la cepa Bacillus megaterium, es un
microorganismo de origen terreste, aislado del suelo y es eficiente para sintetizar B, y
aminodcidos en una alta concentracién, en medio SP 1% (26 /.- de salinidad), por ello, se puede
extrapolar que los solubles de pescado representan también, una fuente potencial de materia y

energia para el cultivo y expresion de algunas bacterias terrestres.

La concentracién bacteriana de diversos cultivos, estimada en medio ZoBell y en SP
1‘?; (Tabla V) resulté estadisticamente similar, y la biomasa en peso seco alcanzada con las cepas
B.megaterium,J109 e I-2 de 592, 565 y 500 mg/l de medio SP 1%, en medio ZoBell la cosecha
respectiva fue de 110, 395 y 852 mg/l. Tomando lo anterioir se infiere que el medio SP 1%
presenta una proporcién de nutrientes suficiente para permitir el desarrollo de altas

concentraciones de bacterias y comparable a las obtenidas con peptonas (medio marino ZoBell).
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Fujii (1989) en cultivos de Aspergillus tamari en un medio con agua de cola (30%) y
sn periodica del 3% de glucosa, coseché a los 5, 10, 15 y 20 dias una biomasa en peso
ode 1015, 743, 826 y 558mg/100 ml respectivamente, si consideramos que esta biomasa
ale al 10% en peso seco, el rendimiento por litro es similar a nuestro estudio, no obstante

icién periddica de glucosa en este trabajo.

Conversion idéntica obtuvieron Miller y Srinivasen (1983) al cultivar Aspergillus
eus (ATCC 20514) en Solka-Floc (Brown Paper Company, USA) (subproducto celuloide
la fabricacién de papel), levadura y minerales, obteniendo una biomasa en peso seco de 870

| de cultivo y un contenido de proteina cruda de aproximadamente 300 mg/1.

. Preparando peptonas de subproductos pesqueros, Almas y Sandsdalen (1989) y Clausen
al. (1985) para cultivar Vibrio anguillarum (NCBN 2129), E. coli B 'y Proteus sp (NTHC
3) encontraron que el hidrolisado de subproductos duplic la biomasa obtenida en triptona

mercial.

En base a estos trabajos se establece que algunos subproductos pesqueros, como los
solubles de pescado aiin sin tratamiento enzimdtico, resultan eficaces como medio de cultivo y

economicamente factibles para la produccién de protéina unicelular.

L




IV CONCLUSIONES

1. Para el acondiconamiento de los solubles de pescado como medio de cultivo, una
suspension al 1% en medio mineral, ajustada a pH 9.0, esterilizada y trasferida a un embudo de
separacion para eliminar el sedimento, permite que los nutrientes disueltos permanezcan en una

proporcion tal, que el cultivo de microorganismos heterotréficos resulte comparable al medio

ZoBell.

2. El medio SP 1% pretratado a pH 9.0, resulta apropiado para el cultivo y
concentracion de bacterias -por centrifugacion o sedimentaciéon. Gelificado con el 1.5% de agar
bacteriolégico, su transparencia facilita la enumeracion bacteriana, de una manera comparable

a los medios tradicionales.

3. El empleo de agua de mar (medio mineral) en cultivos bacterianos, constituye una
alternativa factible y exitosa para la regién, porque el agua dulce puede constituir un factor

limitante en Baja California.

4. Entérminosde produccién metabdlica, no fue posible identificar significativamente
un tratamiento que elevara la produccién de vitamina B12, metionina o lisina en las 15 cepas

ensayadas. Asimismo, dentro de 72 horas no se registré un periodo 6ptimo de cultivo.

5. El medio SP 1% catalizado con Glicina (Tratamiento B) alcanzé los mds altos
promedios de produccién en cultivos de 24 horas. La sintesis de metionina y lisina obtenida en
el tratamiento D (Glicina+Biotina) superé en cultivos de 24, 48 y 72 al tratamiento E, en cambio
la mayor produccién de vitamina B, en este periodo se obtuvo en el medio SP 1% catalizado

con Glicina+PABA.

6. Bajo las condiciones de cultivo desarrolladas en este trabajo, un periodo de

incubacién de 24 0 72 horas es satisfactorio para obtener una produccién metabdlica significativa.

7. Las bacterias de mayor rendimiento metabolico fueron: B. megaterium, C2050 y
J109 para producir B,,; B. megarerium, C2123 y C2050 para la sintesis de Metionina y J116, B.

megateriumy J108 en la produccién de Lisina.
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8. En cultivos de bacterias marinas y terrestres en solubles de pescado al 1% (26/.-
inidad), se obtiene una biomasa bacteriana comparable a la obtenida en medio estandar
11, por lo cual se determina que, los solubles de pescado (y agua de cola) son una fuente
teria y energia potencial y alternativa para el crecimiento de microorganismos asi como

la enumeracion de bacterias.

9. Elpotencial de los solubles de pescado observado en este trabajo, hace factible y

isoria su utilizacién en procesos biotecnolégicos con escalamiento industrial.

10. Es vital, que la industria pesquera participe con centros de investigacién en el
1€jo y control de la contaminacidn, asimismo, implantar nuevas estrategias para la utilizacién

gral de nuestros recursos pesqueros.
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COMENDACIONES

1. Paramejorar algunaexpresion metabdlica en cultivos bacterianos con subproductos
eicos, realizar sistematicamente muestreos y aislamientos del medio marino y terrestre, asi
o.implantar condiciones de cultivo con variables como: pH (ajuste periédico 6.0 - 8.0),
eratura (entre 20 y 30 °C), tension de oxigeno (0, 25, 50 y 100% de saturacidn), salinidad

h;e 0y 1007/-), luz, adicién de otros catalizadores y de carbohidratos.

2. Desarrollar los cultivos realizando andlisis periodicos, tratando de establecer un

fodo de incubacion 6ptimo, al menos para pequefios grupos de bacterias.

3. Para evaluar extensivamente la produccién de vitamina B,,, metionina o lisina es
eferible realizar el andlisis con técnicas mecanizadas y mds precisas, como la cromatrografia

uida de alta resolucién (HPLC), por mencionar a una.
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ANEXO1

Medio Solubles de Pescado 1%

Solubles de pescado 10 ml
Agar bacteriologico® 15¢g
Agua de mar envejecida 750 ml
Agua destilada 250 ml

* Solamente para medio sélido.
Ajustael pH a 7.0 £0.2 a 25 °C, calentar para disolver y esterilizar por 15 minutos a 15
libras de presidn. '

Medio ZoBell.
Bacto peptona 5g-
Extracto de levadura lg
Agar bacterioldgico® 13g
Cloruro férrico sol 1% I ml
Agua de mar envejecida 750 ml
Agua destilada 250 ml

* Solamente para medio sélido.
AjustaelpHa7.0£0.2 a25 °C, calentar para disolver y esterilizar por 15 minutos a 15
libras de presidn.

Medio glucosado.

Fosfato dibdsico de potasio 70¢g
Fosfato monobdsico de potasio 30g
Citrato de sodio 05¢g
Sulfato de magnesio 01lg
Sulfato de amonio 10g
Cloruro de sodiuo 0l1lg
D-glucosa _ 100 g
Agar bacteriolégico 150¢g
Agua destilada 11

Disolver por separado todos los componentes, finalmente mezclarlos y ajustar el pH a 7.0
$0.2, esterilizar a 121 “C por 15 minutos.



