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RESUMEN 

 

Las espinosinas son lactonas macrocíclicas sintetizadas por la fermentación de la 

bacteria S. spinosa, y se han encontrado reportes del uso de estas espinosinas para 

atacar las plagas de algunos cultivos de interés comercial, como cítricos. Sin 

embargo, la producción de este metabolito de interés agroindustrial es limitada, por 

lo que los productos comerciales son elevados en costo. Es por ello que en esta 

investigación se evaluó la producción de biomasa y espinosinas por medio de la 

fermentación de la bacteria S. spinosa en sistemas de cultivo por lote, lote 

alimentado, y continuo. Para ello; se realizaron corridas experimentales donde el 

mayor rendimiento de biomasa y espinosinas ocurrió en el sistema continuo, 

obteniendo 1.9 g/L y 723.32 mg/L a las 36 h, debido a que el sistema tiene una 

entrada de suministro de nutrientes y salida de biomasa, se trabajó a una tasa de 

dilución de 0.078 h-1. Mientras que en el sistema en lote alimentado a las 30 h 

sintetizó 492.738 mg/L de espinosinas, y en el sistema en lote a las 36 h produjo 

289.297 mg/L de espinosinas.  

 

Palabras clave: sistemas de cultivo, biomasa, sustrato, lactonas macrocíclicas, 

bioprocesos, bioinsecticida. 
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INTRODUCCIÓN 

 

México está posicionado en el cuarto lugar en producción de cítricos en el mundo y 

en el caso de la naranja (Citrus sinensis) se encuentra en el quinto lugar (SIAP, 

2018). Así mismo, el estado de Veracruz se sitúa en el primer lugar en producción 

de naranja con un 50%. El municipio de Álamo Temapache es el principal productor 

de naranja con 2.3 millones de toneladas producidas en una superficie de 165 mil 

hectáreas (SIAP, 2018). La naranja se cultiva para uso comercial en varias regiones 

del país, tanto para obtención del jugo como para el consumo de fruta fresca. 

Desafortunadamente, los cultivos de naranja experimentan ataques por una serie 

de plagas de insectos y ácaros (Moore y Duncan, 2017). Principalmente, las moscas 

de la fruta son responsables de las restricciones de cuarentena que limitan el acceso 

de la producción a mercados internacionales  (Aluja y Mangan, 2008). Ante la 

situación planteada, el control químico para combatir la mosca de la fruta se ha visto 

afectada por las limitaciones que existe con los plaguicidas organofosforados, con 

base a esto se han buscado alternativas que sean eficientes y que represente un 

menor impacto al ambiente.  

En algunas regiones del país se está promoviendo el uso de un producto importado 

para atacar la problemática de las moscas de la fruta, el Spinosad GF-120 (Dow 

Agrociencies), un bioplaguicida cuya formulación es a base de las espinosinas 

obtenidas de la bacteria Saccharopolyspora spinosa. El Spinosad® mata insectos 

mediante el ataque al sistema nervioso, probablemente a través de la interacción y 
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unión a los receptores de nicotinacetilcolina y ácido amino butírico (Millar y 

Denholm, 2007). Su acción sobre insectos plaga se ha demostrado y poco o ningún 

efecto sobre insectos benéficos y mamíferos (Kirst, et al., 1992).El producto tiene 

un costo en el mercado de 700 pesos por galón y puede ser aplicada a una hectárea 

de cultivo de cítricos. Los citricultores de la región de Álamo Temapache han llevado 

a cabo pruebas en campos experimentales utilizando este producto y los resultados 

han sido positivos. Sin embargo, en la región se cuentan con alrededor de 165,000 

ha, lo que llevaría a que se aplicarán 165,000 galones del Spinosad® con un gasto 

aproximado de 115 millones de pesos por aplicación. 

En cuanto a los reportes de procesos para producir espinosinas a partir de la 

fermentación en medio líquido de S. spinosa, básicamente existe publicaciones 

sobre la optimización del medio como paso inicial en el mejoramiento de los 

rendimientos de producto  (Strobel y Nakatsukasa, 1993). Sin embargo, no se tienen 

reportes en literatura sobre la producción de la bacteria en diferentes sistemas de 

cultivo, como el lote alimentado y el sistema continuo, que conlleven a generar 

procesos con rendimientos de producción más altos y por ende los costos de venta 

sean más accesibles al citricultor.  
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1. ANTECEDENTES 
 

En la región norte del estado de Veracruz, existen dos plagas que se han distribuido 

alarmantemente y están afectando considerablemente los cultivos de los frutos. Una 

de ellas es la presencia de la mosca de la fruta (A. ludens) y la otra es infecciones 

por la bacteria Candidatus liberibacter la cual se disemina a través del vector 

Diaphorina citri y ocasiona la enfermedad llamada Huanglongbing, en la actualidad 

para controlar la enfermedad y al psílido, se destaca la eliminación de plantas con 

síntomas de HLB, en huertos comerciales, viveros y traspatio, así también, la 

aspersión de insecticidas para controlar el vector en focos de infección.  

2.1 Anastrepha ludens 

En México, A. ludens es una plaga cuarentenaria importante en plantas frutales, 

especialmente en cítricos y mangos. Por lo tanto, y de acuerdo a lo anterior, los 

brotes de la mosca de la fruta ocurren frecuentemente en áreas de cítricos como la 

naranja valencia, Citrus sinensis (L) Osbeck (Vanoye-Eligio et al.,2019).  

El daño que causa la mosca mexicana de la fruta en cítricos es la caída de la fruta 

a consecuencia del crecimiento interno de las larvas (Buentello-Wong et al., 2016). 

Esta plaga tiene un mayor impacto en la economía de México, por lo cual el gobierno 

Federal ha implementado programas para controlar a A. ludens por medio de 

SAGARPA-SENASICA (Zepeda-Cisneros et al., 2014). 

2.2 Saccharopolyspora spinosa 

Este microorganismo fue identificado como una nueva especie de actinomiceto, 

llamado S. spinosa (Mertz y Yao, 1990). Además, es un organismo aeróbico, Gram-



4 
 

positivo y compuesto por hifas que contiene cadenas largas de esporas amarillentas 

y en forma de espinas. La palabra “Saccharopolyspora” en latín significa “azúcar 

con muchas esporas, y la palabra “spinosa” se refiere a la apariencia espinosa de 

las esporas (Thompson et al., 2000). S. spinosa es capaz de producir mediante 

fermentación natural, más de 20 espinosinas con propiedades insecticidas, pero las 

más abundantes son la A y la D (Thompson et al., 2000). 

2.2.1 Espinosinas  

Las espinosinas son productos de fermentación, están constituidas por una 

estructura de base tetracíclica poliencadenada (aglicón) con un anillo macrólido de 

12 miembros y un triciclo 5,6,5-cis-anti-trans, así como por una parte sacárica D-

forosamina y por una parte sacárica 2,3,4-tri-O-metil-L-ramnosa (Kirst et al.,1992). 

Las espinosinas son adecuadas para la lucha contra arácnidos, nematodos e 

insectos, especialmente contra lepidópteros y contra dípteros. Puede esperarse que 

las pestes de las plantas, que son combatidas actualmente con espinosinas, puedan 

generar una resistencia contra estos productos activos que se encuentran en el 

mercado. Por lo tanto, es importante preparar nuevos derivados de las espinosinas, 

biológicamente activos, que puedan reemplazar a las espinosinas actualmente 

utilizadas para la lucha contra las pestes. 

El Spinosad®, es una mezcla de las espinosinas A y D, las cuales se usan como 

pesticidas únicos con una alta actividad selectiva contra plagas dirigidas y baja 

toxicidad en organismos no objetivo (incluidos muchos artrópodos benéficos). Estas 

características hacen del Spinosad® una excelente herramienta para el manejo 

integrado de plagas. A pesar de los grandes resultados que se han obtenido en el 
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combate de plagas, inclusive en pruebas aplicadas a cítricos, el Spinosad® resulta 

un producto costoso y de ahí que es necesario llevar a cabo proyectos de 

investigación con la finalidad de proveer de este producto de manera más accesible 

a los citricultores de México. 

2.3. Producción de espinosinas por S. spinosa 

En los últimos años se han buscado mejoras en la producción de espinosinas a 

partir de la fermentación líquida de S. spinosa mediante métodos moleculares y de 

ingeniería metabólica (Liang et al., 2009; Jha et al., 2014; Zhang et al., 2014; Bai 

et al., 2015; Galm y Sparks, 2015). Aún los métodos de mutagénesis dirigida no han 

logrado que se obtengan cepas con una producción de espinosinas superior a 500 

µg/mL, por lo que también las investigaciones se han centrado en el estudio de la 

composición del medio de producción (Zhihua et al., 2006; Liang et al., 2009; Li et 

al., 2010), teniendo en común el uso de glucosa como principal fuente de carbono. 

Mertz y Yao (1990) publicaron el aislamiento de S. spinosa de una industria cañera 

y utilizaron como componentes del medio de cultivo 30 g de caldo de soya 

trípticaseina, 3 g de extracto de levadura, 2 g de MgSO4, 5 g de glucosa y 4 g de 

maltosa por litro de medio de cultivo. La cepa se cultivó por 72 h a 30 ºC. Strobel y 

Nakatsukasa (1993) utilizaron glucosa 40 g, harina de semilla de algodón 40 g, 

nutriente a base de leche peptonizada 15 g, licor de maíz 5 g, oleato de metilo 40 g 

y CaCO3 5 g, pH 7 en un litro de agua por 7 a 30 días a 250 rpm en incubadora 

orbital.  

Zhihua et al. (2006), estudiaron los efectos de la glucosa y el fosfato inorgánico 

sobre el crecimiento del micelio y la producción de espinosinas con S. spinosa. Los 
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resultados mostraron que el aumento de la concentración de glucosa de 18.6 g/L a 

A< 58.8 g/L, podría promover el crecimiento del micelio y la producción del 

espinosinas. Y cuando la concentración de glucosa aumentó de 58.8 g/L a 79.6 g/L, 

la producción de espinosinas decayó y cuando la concentración de la glucosa 

aumentó de 79.6 g/L a 115.3 g/L, se produjo una disminución sustancial en el 

crecimiento del micelio y en la producción de espinosinas. Por otro lado, el 

incremento en la concentración de fosfato de 3.68 a 29.41 mm incrementa micelio 

y espinosinas. Guojun et al. (2016) utilizaron métodos de modelación regresiva para 

investigar el efecto de la fuente de carbono y optimizar el medio de producción. 

Lograron aumentar la producción de espinosinas en un 77%, de 310 a 549 µg/mL 

en un medio con 98 g de manitol, 43 g de harina de semilla de algodón, 12.9 g de 

licor de maíz, 0.5 g KH2PO4 y 3 g de CaCO3 en cada litro de agua a pH 7. 

2.4 Características y aplicación en los sistemas de cultivo en lote, lote 

alimentado y continuo 

Dentro del área de bioprocesos se ha trabajado con sistemas de cultivo celular, 

donde se han utilizado diferentes microorganismos de interés. A continuación, se 

muestran las características y aplicaciones de los sistemas de cultivo que se 

utilizaron en este trabajo para la fermentación de la bacteria de S. spinosa. 

2.4.1. Sistema de cultivo en lote 

El sistema de cultivo en lote es predominantemente utilizado, a pesar de que 

requiere largos periodos de tiempo para iniciar cada operación y es ineficiente 

cuando se cambian las concentraciones de sustrato y no permite el control de la 
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tasa de crecimiento o de la tasa de formación de producto (Montalvo et al., 2010; 

Mears et al., 2017).  

Los factores como el alto costo de mantenimiento del cultivo debido a la baja 

concentración celular, bajas productividades y una calidad variable de los productos 

hacen que el sistema en lote no sea viable (Ganuza e Izquierdo, 2007; Fernandes 

et al., 2015).  Sin embargo, la mayor parte de fermentación industrial, se lleva a 

cabo por un proceso en lotes. De acuerdo a las investigaciones realizadas en los 

últimos años, los perfiles de fermentación por lotes y la interacción entre la 

formación de productos, así también como el consumo de sustrato y la tasa de 

crecimiento de la biomasa, se han estudiado ampliamente mediante la construcción 

de modelos cinéticos (Sainz et al., 2003).  

2.4.2. Sistema de cultivo en lote alimentado  

En el área de las fermentaciones y de bioprocesos, la utilización de las operaciones 

de lote alimentado son consideradas comunes y han ganado atención en los últimos 

años debido a su gran impacto beneficioso en la economía y productividad de los 

bioprocesos; se emplea como una alternativa para evitar altas concentraciones de 

sustrato al inicio de la fermentación y los problemas inhibitorios o de producción que 

estos acarrean, además uno de sus objetivos es extender la fase de crecimiento del 

microorganismo, utilizando diferentes perfiles de adición y concentraciones de 

sustrato en la alimentación (Mohd Zain et al., 2018) Los perfiles de alimentación 

pueden ser retroalimentados, relacionando el flujo de alimentación con variables 

que pueden ser monitoreadas durante el proceso, como el pH ( Suzuki et al., 1990), 
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el oxígeno disuelto (Akesson et al., 1999), el coeficiente de respiración del 

microorganismo, o la concentración de glucosa en el medio.  

Con referencia a lo anterior se han realizado trabajos utilizando esta técnica de 

sistema de cultivo en lote alimentado como por ejemplo para la producción de 

pediocina en suero de leche (Guerra et al., 2007), en donde la concentración 

máxima de pediocina fue de 1.2 veces mayor que en la fermentación en lote. 

2.4.3 Sistema de cultivo continuo 

En comparación con los procesos de fermentación por lote y lote alimentado, los 

procesos de fermentación continua pueden ser más difíciles de llevar a cabo por 

sus largos periodos de tiempo durante el proceso (Li et al., 2014). Cabe agregar que 

el proceso continuo prolonga la fase de crecimiento exponencial microbiano durante 

el cultivo en comparación con el sistema en lotes y, por lo tanto, reduce el tiempo 

de procesamiento, garantizando altos niveles de producción final y, además, de que 

los procesos continuos eliminan la inhibición de sustratos y/o subproductos, ya que 

la producción final se va recolectando continuamente. Se ha reportado y descrito 

previamente que el sistema en lote continuo la productividad es 2.3 a 5 veces más 

alta que el sistema en lotes, además de que esta operación permite el logro de altas 

densidades celulares y obtiene mayores productividades (Fernandes et al., 2015). 

Otra de las características importantes de los procesos de fermentación continua es 

que reducen el costo de los sustratos, ya que algunos sustratos en caldo se pueden 

reciclar y usar repetidamente durante la etapa de crecimiento celular, lo que lleva 

un costo de sustrato reducido. Después de lo anterior expuesto, el sistema continuo 
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puede ser una buena estrategia para el cultivo comercial o escala de laboratorio 

(Marchetti et al., 2012; Kwon et al., 2012).  

Se han reportado procesos de fermentación en sistemas continuos con diferentes 

productos. Uno de los procesos más prometedores se relaciona  con la formación 

del etanol (Verduyn et al., 1992), incluidas las bebidas fermentadas tales como el 

vino (Bakoyianis et al., 1992), sidra (Nedovic et al.,  2000); y etanol combustible. Así 

también se ha expuesto otro bioproductos tales como el PHA, hidrógeno, acetona- 

butanol-etanol (Li et al., 2014). 

Sobre la base de las consideraciones anteriores, en el presente proyecto se estudió 

el comportamiento de S. spinosa en sistemas en lote, lote alimentado y continuo 

con la finalidad de comparar la productividad de las espinosinas. 
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2. OBJETIVOS 

3.1 General 

Evaluar la producción de biomasa y espinosinas a partir del cultivo en lote, lote 

alimentado y continuo de S. spinosa con la finalidad de obtener el más alto 

rendimiento del producto. 

3.1.1 Específicos 

 Implementar cultivos de S. spinosa en lote, lote alimentado y continuo en 

fermentador con jarra de 10 L. 

 Evaluar la producción de biomasa por peso seco en los sistemas de cultivo 

 Evaluar la concentración de espinosinas en cada sistema de cultivo. 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

4.1 Material Biológico  

La cepa fue comprada en el Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del 

I.P.N. (CINVESTAV-IPN), cuyo registro está en la colección nacional de cepas 

microbianas y cultivos celulares afiliada a la WFCC (World Federation for Culture 

Collection) bajo el acrónimo CDBB. La cepa corresponde a Saccharopolyspora 

spinosa CDBB B-1920 y fue adquirida en cultivo sólido en Slants (tubos de vidrio). 

4.2 Activación de la cepa 

La cepa fue reactivada de acuerdo a la metodología de (Liang et al., 2009 y 

(Martinez-Chavez et al., 2018), donde el medio de cultivo contenía, 0.3 g/L de 

extracto de levadura, 0.2 g/L de sulfato de magnesio heptahidratado, 1 g/L de 

dextrosa, 1.8 g/L de agar y se ajustó el pH a 7. Posteriormente la bacteria S. spinosa 

fue resembrada en cajas Petri de 5 cm de diámetro, y fueron almacenadas en 

refrigeración a 4°C hasta su uso. Previamente, el medio se esterilizó en una 

autoclave (1925x), con tapón de algodón estéril y papel aluminio, a una presión de 

1.0 kg/cm2 y una temperatura de 121 °C durante 15 min. El medio inoculado se 

incubó a 30 °C por 48 h. 

4.3  Diseño experimental  

Se llevó a cabo un diseño experimental por lotes (Figura 1), los tratamientos a 

comparar fueron: sistema en lote, alimentado y continuo, donde la respuesta fue el 

crecimiento celular con respecto al tiempo y la producción de espinosinas. Cada 

tratamiento contó con 3 repeticiones. 
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Figura 1. Diseño experimental 

 

 

4.4 Fermentación en lote 

El sistema en lote se llevó a cabo en un fermentador de tanque agitado Xplora 

(Adaptive Biosystems Ltd, UK), el cual tiene una jarra de 10 L con un volumen de 

trabajo de hasta 7 L.  

El fermentador con medio de cultivo conteniendo 3 g/L de extracto de levadura, 2 

g/L de sulfato de magnesio heptahidratado, 10 g/L de dextrosa, pH 7 fue esterilizado 

a una presión de 1.0 kg/cm2 y a una temperatura de 121 °C durante un tiempo de 

15 min. La aireación se fijó en 2.5 vvm, pH inicial de 7.0 sin control de pH durante 

la fermentación, velocidad de agitación de 140 rpm y temperatura de 26 °C. El 

tanque agitado se inoculó con 50 mL de pre-inóculo por litro de medio, a una 

densidad óptica de 0.24 (Martinez-Chavez et al., 2018). 
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4.5  Fermentación en lote alimentado 

El inóculo que se utilizó para la reactivación de la cepa es como en el caso del 

sistema en lote. Los cultivos por lote alimentado se desarrollaron en un fermentador 

Xplora de 10 litros (Adaptive Biosystems Ltd, UK). Se comenzó con una operación 

por carga con 2000 mL del medio de cultivo con aireación de 2.5 vvm, pH inicial de 

7.0 sin control de pH durante la fermentación, velocidad de agitación de 140 rpm y 

temperatura de 26 °C. Este proceso por carga duró hasta garantizar la fase de 

crecimiento exponencial, y después se inició con el proceso por lote alimentado, 

agregando medio de cultivo fresco (500 mL/día) hasta que se lograron condiciones 

casi estacionarias (Lu et al., 2017). La alimentación se adicionó al reactor bajo 

condiciones asépticas utilizando una bomba peristáltica (Watson-Marlow, Modelo 

323) hasta alcanzar un volumen total de 3000 mL.  

4.6 Fermentación en sistema continuo 

Al inicio, el cultivo se llevó a cabo en modo lote hasta agotar el sustrato y luego fue 

operado en modo continuo. El medio fresco fue suministrado continuamente al 

fermentador por una bomba peristáltica, al mismo tiempo que el producto fue 

removido a través del módulo de filtración por una bomba de succión. La velocidad 

de alimentación y la de salida del medio se ajustó a un flujo de 78 mL/h. El nivel del 

fermentador se ajustó a un litro para obtener una tasa de dilución de 0.078 h-1. El 

fermentador y el módulo de filtración fueron simultáneamente esterilizados por 40 

min a 121 ºC. La fermentación se llevó a cabo con aireación de 2.5 vvm, pH inicial 

de 7.0 sin control de pH durante la fermentación, velocidad de agitación de 140 rpm 

y temperatura de 26 °C (Martinez-Chavez et al., 2018). 
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4.7 Métodos analíticos 

4.7.1 Determinación de Biomasa 

La concentración de biomasa se determinó turbidométricamente midiendo la 

absorbancia de la muestra a 620 nm en un espectrofotómetro UV-Vis. La densidad 

óptica fue relacionada con el peso seco de biomasa por unidad de volumen a través 

de la construcción previa de una curva de calibración. Se tomaron alícuotas de 10 

mL cada 2 h durante cada corrida experimental y se determinó la biomasa en peso 

seco después de centrifugar 15 min a 10000 rpm, se recolectaron las células 

sedimentadas y se llevaron a estufa a 105 °C por 1 h (Martínez-Chávez., 2018). Con 

el fin de comparar el crecimiento bacteriano en cada corrida experimental en cada 

sistema de cultivo se calcularon la producción de biomasa (X mg/L), la velocidad 

específica de crecimiento (μ) y el tiempo de duplicación (td). 

4.7.2 Determinación de glucosa 

El consumo de sustrato se determinó por la técnica del ácido 3,5 dinitrosalicílico 

(Miller, 1959), para la determinación espectrofotométrica a 540 nm de los azúcares 

reductores. Esta técnica sirve para cuantificar los azucares reductores producidos 

durante una fermentación o para cuantificar los productos de una reacción 

enzimática. A 500 𝜇L de muestra se le adiciono 500 𝜇L del reactivo DNS, se colocó 

en baño en ebullición durante 5 min y después de enfriar se adicionó de 10 mL de 

agua. Las mediciones de absorbancia se compararon con las de una curva patrón 

de glucosa, midiendo a 540 nm en un espectrofotómetro UV-Vis. 
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4.7.3 Determinación de espinosinas 

El método de extracción de espinosinas se llevó a cabo por la metodología de Jha 

et al., (2014), se tomaron 10 ml de medio de cultivo procedente de cada corrida 

experimental y 20 mL de acetonitrilo (1:2), se puso a reposar durante 30 min con 

agitación y se centrifugo a 10,000 rpm para separar las células. Se decantó y al 

sobrenadante se le adiciono 15 ml de diclorometano. Después se evaporó el 

solvente en estufa a 60 °C, y se recuperaron las espinosinas con acetonitrilo para 

su cuantificación por HPLC (Cecil Adept, modelo CE 4200).  

Las muestras se pasaron por un filtro de 0.2 µm con ayuda de una jeringa comercial 

de 2 mL y almacenadas en tubos ependorf de 1000 µL. Posteriormente se 

inyectaron 40 µL al HPLC-UV-Vis mediante una fase móvil de acetonitrilo/agua 

(90:10, v/v) a un flujo de 1 mL x min a 245 nm de longitud. Se utilizó una columna 

(pursuit 5) C-18 (150 x 4.6 mm). Se llevó acabo el mismo procedimiento para 

construir una curva de calibración de 0, 4, 6, 8, 10 mg/mL, usando como estándar 

espinosad (Sigma). 

4.8 Análisis estadísticos 

Para el análisis estadístico, las medias de la producción de biomasa y espinosinas 

de los tratamientos de lote, lote alimentado y continuo se sometieron a un Análisis 

de Varianza (ANOVA) a una vía, para ver diferencias significativas (P<0.05) y a una 

prueba pos hoc de comparación de medias (Tukey), mediante el uso del programa 

estadístico SIGMA PLOT V12.0. 
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5. RESULTADOS 

 

En el laboratorio del Instituto Tecnológico Superior de Álamo Temapache ITSAT-

CIAA, en la línea de investigación de bioprocesos se llevaron a cabo tres sistemas 

de cultivo: lote, lote alimentado y sistema continuo. 

A continuación, se ilustra el proceso que se realizó para el crecimiento de la bacteria 

S. spinosa en la producción de espinosinas. 

En la figura 2 se muestran los sistemas de fermentación utilizados en este proyecto, 

tomando en cuenta los parámetros como aireación 2.5 vvm, a 140 rpm a 26°C, sin 

control de pH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) b) c) 

Figura 2 Sistemas de cultivo de fermentación para la producción de espinosinas 
de la bacteria de S. spinosa. a) sistema de cultivo en lote, b) sistema en lote 
alimentado y c) sistema de cultivo continuo. 
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5.1 Producción de biomasa en sistema en lote  

En la figura 3 se muestra la cinética de crecimiento de biomasa, que va desde 0 a 

48 h. El comportamiento de la curva no muestra fase de latencia, sin embargo, la 

fase exponencial se ve reflejada desde las primeras horas hasta las 36 h con una 

producción de 0.775 g/L de biomasa, con una µ= 0.057 h-1 y un TD = 9.90 h, e 

inmediatamente inicia la fase de muerte. Este comportamiento tiene correlación con 

el consumo de sustrato, donde a partir de la hora 36, el sustrato consumido fue de 

75%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 Variación del consumo de sustrato (azúcares) y crecimiento de 
biomasa de la bacteria de S. spinosa para el sistema de cultivo en lote 
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5.2 Producción de biomasa en sistema de lote alimentado  

Como se aprecia en la figura 4, la producción de biomasa inicia inmediatamente 

después de la inoculación, esto quiere decir, que no se presenta la fase de latencia, 

sin embargo, la producción de máxima de biomasa es a las 30 h con 1.32g/L, con 

una µh-1= 0.92 h-1 y un TD = 7.70 h. Por otro lado, el consumo de sustrato fue a las 

24 h con el 80%, por lo que se le adiciono nuevo sustrato, y el comportamiento de 

producción de biomasa fue aumentando hasta 30 h, no así, en la segunda adición 

de sustrato (hora 48), viéndose afectada la producción de biomasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 Variación del consumo de sustrato (azúcares) y crecimiento de biomasa de 
la bacteria de S. spinosa para el sistema de cultivo en lote alimentado 

. 
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5.3 Producción de biomasa en sistema continuo 

En el sistema continuo, se observa una producción máxima de biomasa de 1.90 g/L 

a las 28 h con una µh-1=0.07 h-1 y un TD de 13.86 h. Así mismo se ajustó a una tasa 

de dilución (D) de 0.078 ℎ−1 donde a las 28 h inicia el sistema continuo obteniendo 

0.102 g/L, de la misma manera a las 38 h alcanza un crecimiento de biomasa de 

2.12 g/L cuando contiene 858 mL de medio de cultivo como se muestra en la figura 

5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 Comportamiento del crecimiento de biomasa y consumo de sustrato 
(azúcares) de la bacteria de S. spinosa, contenida en el fermentador de tanque 
agitado. 
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5.4 Cuantificación de espinosinas mediante HPLC 

Se realizó la cuantificación de espinosinas A y D mediante HPLC (Tabla 2). En el 

sistema en lote, a las 24 h tuvo una producción de espinosinas de 240.770 mg/L; 

sin embargo, a las 36 h se observa 1.20 veces mayor (289.297 mg/L). Por otra parte, 

el sistema alimentado muestra una producción de 426.628 mg/L a las 24 h y 492.738 

mg/L en 30 h, mientras que el sistema continuo sintetizó 292.726 mg/L de 

espinosinas en 24 h y 638.320 mg/L en 28 h. 

Al realizar el ANOVA de producción de biomasa se encontraron diferencias 

significativas entre los sistemas de biorreactores, con una F=24594.973 y P=0.001. 

Siendo la mayor producción en sistema continuo con 1.9 mg/L. Además, el ANOVA 

de espinosinas arrojó diferencias significativas (F=254.42 y P=0.001). Por lo que se 

procedió a realizar la prueba de comparación de medias de Tukey, con una p<0.05 

 
Figura 6 Crecimiento de biomasa y consumo de sustrato (azúcares) de la bacteria 
de S. spinosa en la salida del fermentador. 
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entre los sistemas de producción de espinosinas y biomasa (Tabla 2). Y se aprecia 

que existen diferencias estadísticas entre los sistemas analizados, tanto en biomasa 

y espinosinas.  

Tabla 1 Cuantificación de espinosinas producidas por S. spinosa en distintos 

sistemas de biorreactores. 

Sistema Horas (h) X (mg/L) Espinosinas (mg/L) 

 
Lote 

24 0.57±0.0214d 240.77±0.574e 

36 0.775±0.0404c 289.297±2.210d 

 
L. Alimentado 

24 1.01±0.1041b 426.628±0.6204c 

30 1.320±2.210b 492.738±0.880b 

 
L. Continuo 

24 0.77±0.0125c 292.726±0.420d 

28 1.900±0.111a 638.320±2.435a 

 
Letras distintas significan que existe diferencia estadística significativa, mediante la prueba de Tukey 
P>0.05; X= Biomasa; h= horas 
 

A continuación, se muestra el monitoreo de la cuantificación de espinosinas en la 

salida del biorreactor en el sistema continuo, monitoreada cada 78 mL/h.  La 

producción de espinosinas se comporta igual a la producción de biomasa. Iniciando 

con 34.32 mg/L y aumentado significativamente hasta 723.32 mg/L de espinosinas. 
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Figura 7 Monitoreo de producción de espinosinas por S.spinosa en la salida del 
fermentador 
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6. DISCUSIÓN 
 

Los estudios científicos sobre incremento en la producción de espinosinas se basan 

principalmente en mejoras de S. spinosa (Bai et al.,2015., Wang et al., 2015; Lu et 

al., 2017) y en la optimización del medio de cultivo (Strobel y Nakatsukasa, 1993), 

Aún asi, los autores han publicado baja productividad de espinosinas. En procesos 

industriales para otras especies, existen diferentes sistemas de producción de 

compuestos de interés, además de cultivos en lote se usan los sistemas continuo y 

alimentado, y se reportan incrementos en la producción de metabolitos de interés 

(Guerra et al., 2007). Es por ello, que el presente trabajo da respuesta a la 

producción de espinosinas y de biomasa en diferentes sistemas.  

Los resultados obtenidos en el sistema en lote la mayor produccion de biomasa fue 

a las 36 h con 0.775 g/L, y produjo 289.297 mg/L de espinosinas, en cuanto al 

sistema en lote alimentado la produccion de biomasa fue a las 30 h, sintitazando 

492.738 mg/L de espinosinas, mientras en el sistema continuo obtuvo una 

produccion maxima de 1.90 g/L, y  una productividad de 723.32 mg/L de 

espinosinas, este ultimo es debido a que el sistema cuenta con una entrada de 

suministro de nutrientes y salida de biomasa. 

En los sistemas de biorreactores se utilizó sacarosa como fuente de carbono a una 

concentración de 10 g/L, obteniendo un rendimiento celular con respecto al 

consumo de sustrato adicionado de 0.19 g/L., no así en la investigación de Guagun 

et al. (2016), donde utilizaron diferentes fuentes de carbono, el rendimiento celular 

más alto se logró con manitol a una concentración de 10 g/L, consiguiendo 0.0325 
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g/L, a nivel matraz. En el 2017, Lu et al., realizaron pruebas de adición de oxígeno 

en concentraciones variadas y obtuvieron un rendimiento celular de 0.97 g/L, 

usando 60 g/L de glucosa como sustrato a un pH de 7.2, en matraces. En cuanto a 

nivel biorreactor, Bai et al., (2015) trabajo sistema en lote, y el rendimiento celular 

fue de 0.367 g/L en 120 h, utilizando 60 g/L de glucosa, a 150 rpm, adicionando en 

diferentes tiempos oxigeno (OD) de 20, 40 y 50%. El resultado obtenido en esta 

investigación sobre el rendimiento celular en el sistema continuo es menor, ya que 

posiblemente depende por la adición de OD en tiempos variados.  

En cuanto a la producción de espinosinas A y D, o también llamada espinosad 

(mezcla de las dos lactonas), fueron detectadas mediante HPLC con detector de 

UV-Vis. El sistema continuo sintetizó la mayor concentración (638.32 mg/L) de 

espinosinas, 1.29 veces más que el sistema alimentado (492.73 mg/L) y 2.2 mayor 

que el sistema en lote (289.297 mg/L), y esta producción pudiera deberse a que se 

le adicionaba sustrato durante el análisis (78 mL/h). Por otra parte, Jim et al., (2008) 

evaluó la producción de espinosinas de bacterias recombinantes (S. spinosa) en un 

biorreactor con 5 L de medio de cultivo, las dos cepas con mayor resultado fueron 

UN-3 con 547 mg/L y UN-L3 con 493 mg/L a las 168 h. Dos años más tarde, 

mediante una cepa transformada genéticamente, con 30 g/L de glucosa se obtuvo 

0.800 mg/L de espinosinas a nivel matraz (Pan et al., 2010). Y en el 2012 reportaron 

466.6 mg/L en una cepa transformada (S078-1101) y 251 mg/L con la cepa 

(SP06081) a los 216 h, con glucosa como sustrato a una concentración de 60 g/L 

(Yushuan et al., 2012). En un sistema en biorreactor en lote, Lu et al., (2017) reporta 

una producción de 357 mg/L de espinosinas en 120 h, adicionando en cantidades 
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variables (20, 40 y 50%) de oxígeno disuelto.  Bai et al., (2015), reporta a 240 h una 

producción de 138 mg/L de espinosinas en matraces. Los reporten anteriores 

indican que las espinosinas no obtienen su máxima producción en la etapa de 

exponencial, por lo que existe correlación entre la producción de biomasa y la 

síntesis de espinosinas, ya que estas se producen en la etapa estacionaria y la 

adición de oxigeno influye en producción de este compuesto (Yushuan et al., 2011). 

Cabe recalcar, en esta investigación se trabajó con 10 g/L de sustrato y se obtuvo 

638.32 mg/L de espinosinas a las 48 h en el sistema en continuo, mientras, los 

demás autores trabajaron de 30 hasta 60 g/L de sustrato y la producción se dio por 

arriba de las 48 h.  Los resultados presentados en sistema continuo, alimentado y 

lote son mayores a los reportados por otros investigadores. Estos resultados 

pudieran deberse al inoculo, y la aeración utilizada (2.5vvm) y la cantidad mínima 

de sustrato utilizado.   

La producción de espinosinas en la salida del biorreactor en sistema continuo dio 

detección de este compuesto, lo que indica que se comienzan a sintetizar en la 

etapa exponencial y mayoritariamente en la fase estacionaria. Este comportamiento 

fue reportado por Yang et al., (2014) donde, reveló que la producción de espinosinas 

se da a partir de la etapa exponencial y que no es exclusiva de la fase estacionaria. 
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7. CONCLUSIONES 

 

En el presente trabajo se llevó a cabo el crecimiento de la bacteria de S. spinosa en 

sistemas de cultivo de lote, lote alimentado y continuo, donde existe correlación del 

consumo de sustrato contra la producción de biomasa y la producción de 

espinosinas. 

El sistema continuo favoreció la mejor producción de biomasa y espinosinas en un 

periodo de 28 h en comparación con los sistemas de lote y lote alimentado, 

adicionando el pre-inoculo a una ABS de 0.25 por cada litro de cultivo, lo que 

favoreció la adaptación de S. spinosa al no mostrar la fase de latencia. Es por ello 

que el sistema continuo es apto para la producción de metabolitos de interés de la 

bacteria de S. espinosa ya que mostró el mayor rendimiento de espinosinas. 

Los resultados favorecieron el sistema continuo en la producción de espinosinas, 

por consiguiente, se considera apto para arrancar una producción a mayor escala, 

para utilizar el principio activo en productos de interés agroindustrial, y esto a su vez 

permitirá reducir los costos de producción.  

 

 

 

 

 



27 
 

8. APLICACIÓN PRÁCTICA 

 

La presente investigación da conocimiento a la producción de espinosinas de la 

bacteria S. spinosa en sistemas de biorreactores continuos, para la generación de 

bioplaguicidas, principalmente en cítricos. 

Las fermentaciones de la bacteria S. espinosa en el fermentador del sistema 

continuo permitirán la obtención de productos de interés a gran escala (Industrial), 

que permiten reducir costos de producción y poder obtener productos amigables 

para la aplicación en la agricultura, principalmente contra la Anastrepha ludens, en 

los cítricos. Sin dejar a un lado los cultivos de interés comercial, como el mango, 

guayaba, etc. ya que este ingrediente activo es efectivo. 

Con base a lo anterior, los citricultores de la región de Álamo Temapache y 

alrededores, podrán obtener el producto a un costo más accesible, lo que les 

permitirá adquirir el producto con mayor facilidad tanto a pequeños como a grandes 

citricultores. 
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