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RESUMEN

Objetivo: se disefié un medio de cultivo a base de peptonas vegetales para la
produccion de biomasa de Clostridium chauvoei.

Métodos: se seleccionaron nueve peptonas vegetales y dos caldos con peptona
vegetal para sustituir la peptona de origen animal en el medio Clostridium modificado.
Se desarrollé una fermentacién relacionada con la produccién de masa celular,
verificando la absorbancia y el porcentaje de transmitancia (%T), la segunda etapa
involucro los ensayos de patogenicidad, determinando el titulo de DLs.

Resultados. Las peptonas vegetales 1-B, 8-M, 10-M, 11-M fueron seleccionadas por
presentar un % T cercano al del medio Clostridium modificado. Luego se realizé una
prueba de letalidad (DLsg) en cobayos. Los cultivos con estas peptonas vegetales
presentaron DLsy entre diluciones 102y 107°, en contraste con los cultivos realizados
con el medio control que fue de 10°%°

Conclusiones: las peptonas vegetales 1-B, 8-M, 10-M y 11-M favorecieron la
producciéon de biomasa de Clostridium chauvoei a pH 8,2. Las peptonas vegetales
probadas mostraron una letalidad mayor comparada con la del medio base.

Palabras clave: biomasa, Clostridium chauvoei, medio de cultivo, peptonas
vegetales.
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ABSTRACT

Objective: a culture medium based on vegetable peptones was designed for the
production of Clostridium chauvoei biomass.

Methods: nine vegetable peptones and two vegetable peptone broths were selected
to substitute animal peptone in the modified Clostridium medium. A fermentation
process was developed which was related to the production of cell mass, and
absorbance and transmittance percentage (%T) were verified. The second stage
included pathogenicity assays to determine LDg, titers.

Results: vegetable peptones 1-B, 8-M, 10-M, 11-M were selected, for their % T was
close to that of the modified Clostridium medium. A lethality test (LDsp) was then
performed on guinea pigs. Cultures with these vegetable peptones presented LDsgg
between 10®and 107 dilutions, in contrast to the 10°° obtained in cultures with the
control medium.

Conclusions: vegetable peptones 1-B, 8-M, 10-M and 11-M stimulated the
production of Clostridium chauvoei biomass at pH 8.2. The vegetable peptones tested
showed greater lethality than the base medium.

Key words: biomass, Clostridium chauvoei, culture medium, vegetable peptones.

INTRODUCCION

Clostridium chauvoei es un bacilo grampositivo anoxigénico que forma endosporas y
produce 4 toxinas; alfa (&), beta (&), gamma (&) y delta (&), un factor edema y una
neuraminidasa. Esta especie es el agente causal del carbunco sintoméatico o gangrena
enfisematosa, la cual consiste en una miositis enfisematosa necrosante, que afecta
por lo general a bovinos y ovinos, y, en ocasiones, a cabras y bufalos. Se caracteriza
por producir acido acético, butirico y férmico; butanol, CO, y H,, y crecer en medios
de cultivo liguidos y sdlidos, que le proveen una fuente de carbono y de nitrégeno que
satisfacen los requerimientos nutricionales y ambientales del microorganismo.*

En el presente trabajo de investigacion se disefio un medio de cultivo a base de
peptonas vegetales para la produccion de Clostridium chauvoei, utilizable en
produccion de vacunas, con la finalidad de reemplazar las peptonas de origen animal;
dada la incidencia de la particula pridnica, agente causal de la encelopatia
espongiforme bovina (enfermedad de las «vacas locas», en las materias primas
derivadas de la carne. Para eliminar tal riesgo, la Empresa Colombiana de Productos
Veterinarios, VECOL S.A. ha investigado materias primas de origen vegetal para la
elaboracién de medios de cultivo que garanticen la obtencién de productos biolégicos
de alta calidad, que no sean considerados un riesgo para la salud humana y animal.
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METODOS
Cepa bacteriana

Se empled la cepa de Clostridium chauvoei, la cual se obtuvo del cepario de
microorganismos existentes en la Empresa Colombiana de Productos Veterinarios,
VECOL S.A. Las cepas se conservaron en una solucion criopreservante v/v a 70 °C en
medio reforzado modificado, en una solucién de glicerol (solucion fisiologica estéril
50:50, en cantidades de 1 mL de semilla) 1 mL de solucién criopreservante, en viales.

Elaboracién del semillero de trabajo

Las semillas matrices de Clostridium chauvoei fueron reactivadas previamente a

37 ©C por 5 minutos. Se prepar6 1L de medio Clostridium modificado a pH 7,3, (g/L:
proteosa peptona, 20; extracto de levadura, 5; sulfato de magnesio heptahidratado,

1,5; fosfato dipotasico, 5; glucosa, 5; I-cistina, 0,75; pH 7,3), los cuales se dividieron de
la manera siguiente: se adicioné 32 mL de medio a ocho tubos plantulas estériles, 9 mL a
tres tubos tapa rosca estériles y 400 mL del mismo medio en fermentador estéril. A cada
tubo plantula se le adicion6é 8 mL de cepa para completar un volumen final de 40 mL, a
cada tubo tapa rosca se le adicion6 1 mL de cepa para completar un volumen de 10 mL y
al fermentador se le adicionaron 100 mL de cepa para completar un volumen de 500 mL.

Los cultivos en tubos plantulas y en el fermentador se trabajaron a una concentracién
del 20% (v/v) de semilla, y los cultivos en tubo se trabajaron a una concentracion del
10 % (v/v) de semilla. Los cultivos realizados en tubos plantulas y tapa rosca se
depositaron en campana de anaerobiosis con sistema anaerébico; por el contrario, al
fermentador se le realiz6 una inyeccion de gases, que contenia 5,0 % (v/v) de CO,,
10,1 % (v/v), de H, y 8,5 %(v/v) de N,, para proporcionar condiciones anaerobias.
Los cultivos se incubaron a 37 ©C por 48 h.

Verificacion de la pureza de la cepa de Clostridium chauvoei y determinacion de la
concentracion de semilla de trabajo

Se verifico la pureza y las caracteristicas fenotipicas de la cepa de Clostridium
chauvoei, mediante el cultivo en Agar sangre, las cajas se incubaron a 37 °C durante
48 h, en ambientes de anaerobiosis y aerobiosis. A las colonias obtenidas en
anaerobiosis, se les caracteriz6 macroscopicamente y microscopicamente (tincion de
Gram y esporos).

Para verificar las caracteristicas bioquimicas de la cepa se empled el APl 20A
(BioMérieux). Finalmente, se realiz6 una prueba de inmunofluorescencia directa con
anticuerpos conjugados con fluoresceina (aAntisuero policlonal anti-Clostridium
chauvoei conjugado con isotiocianato de fluoresceina de origen bovino, VMRD, Inc.)
a extendidos procedentes del banco de trabajo.?

Seleccion de peptonas vegetales y disefio de medios de cultivo

Para la seleccién de las peptonas vegetales se realizé una revision de literatura,® para
verificar los requisitos y especificaciones nutricionales. Asi, nueve peptonas vegetales
se seleccionaron y se disefiaron los medios teniendo como base el medio Clostridium
modificado (g/L: proteosa peptona, 20; extracto de levadura, 5; sulfato de magnesio
heptahidratado, 1,5; fosfato dipotéasico, 5; glucosa, 5; I-cistina, 0,75; pH 7,3)
reemplazando la peptona animal (proteosa peptona) de este medio por las
respectivas peptonas vegetales. Asimismo se ensayaron dos caldos ya formulados, el

447
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2013;32(4):445-456

vegetable peptone broth (pH 7,1) y el vegetable peptone phosphate broth (pH 7,3), a
estos se les adicion6 0,75 g/L de L- cistina, para reducir el oxigeno presente en el

; 4
mismo.

Para obtener el dato de la cantidad de peptona vegetal (g/L) necesaria para el crecimiento
del microorganismo en los medios de cultivo disefiados, se decidi6 investigar los siguientes
parametros; el porcentaje de nitrégeno total y pH. Para la peptona animal, proteosa
peptona, utilizada en el medio Clostridium modificado se tuvieron en cuenta estos
parametros como referencia para las demas peptonas, conociendo previamente la
cantidad en gramos en el medio base, se denomind peptona de referencia (PR) y las
peptonas vegetales, fueron denominadas como peptonas evaluadas (PE). Por lo tanto, se
relacionaron los datos de porcentaje de nitrogeno total y cantidad en gramos de la
peptona animal con el porcentaje de nitrégeno total de la proteina vegetal en la ecuacion
siguiente:

(M. TN2%0) pe = (M. TN2%0)er
donde:
m = masa de la peptona (g); TN, % = porcentaje total de nitrégeno.

Por otro lado, los valores de pH (6,5-7,2 +/- 2) fueron tenidos en cuenta al momento
de adaptar las peptonas al medio base como parametro de referencia para la
estabilidad de estas en solucién, asi como parametro importante en la seleccion del
valor de pH final de los medios disefiado. De acuerdo con este valor de pH, al valor de
pH 6ptimo de crecimiento de los clostridios y al valor de pH del medio modificado con
peptona animal, se eligieron tres datos de pH: pH 7,0, pH 7,3 y pH 8,2.

Las cantidades de los demas componentes del medio base (carbohidratos, sales
minerales y agente reductor) no fueron modificadas.

Preparacion de medios de cultivo

Para la preparacion de los nueve medios de cultivo, inicialmente se dispuso de 100 mL de
cada uno de los medios para realizar los cultivos en tubos tapa rosca y finalmente se
prepararon 200 mL de cada medio para realizar los cultivos en fermentador. Los
componentes se disolvieron en agua milliQ (0,182 MWcm) con agitacién constante
excepto la I-cistina, la cual se disolvié en NaOH (1 N). Se ajust6 el pH de los medios

(7,3, 7,0 y 8,2) y se esterilizaron mediante filtracion (0,22 mm). Se realiz6é control de
esterilidad dejando los medios de cultivo a 37 ©C por 24 h.

Se prepararon ademas, los caldos ya formulados con peptona vegetal vegetable
peptone broth y vegetable peptone phosphate broth para ser probados con
Clostridium chauvoei, a estos se les adicion6 I-cistina a la misma cantidad y se le
realizd el ajuste a los valores de pH correspondientes. Se esterilizaron mediante calor
humedo (autoclave).

Prueba de estabilidad y determinaciéon del pH de trabajo

Los medios disefiados con las nueve peptonas vegetales, asi como los caldos
formulados se sometieron a una temperatura de 37 °C por 5 dias, con el objeto de
determinar la estabilidad de las materias primas, mediante observacién, verificando la
integridad del aspecto del medio.
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Los medios que no evidenciaron ningun cambio o irregularidad en la estabilidad de
sus materias primas, fueron inoculados con Clostridium chauvoei y de acuerdo con la
mayor cantidad de biomasa generada, se seleccioné el mejor valor de pH para los
subsecuentes cultivos.

Seleccion de medios de cultivo y determinacion de la produccion de biomasa

Para determinar el mejor medio de cultivo a base de peptonas vegetales; se realizo la
siembra de Clostridium chauvoei en cada uno de los medios con las nueve peptonas
vegetales, en los caldos a base de peptonas y en el medio Clostridium modificado
(medio base).

Se trabajé un volumen de 50 mL por cada medio suplementado con la adicion de las
peptonas, los cultivos fueron incubados en anaerobiosis a 37 ©C por 48 h. Se trabajo
un volumen de 200 mL en fermentador de los medios que produjeron la mayor
cantidad de biomasa; a estos se les adicion6 la mezcla de gases para dar condiciones
de anaerobiosis y se incubaron a 37 ©C por 48 h. Las siembras se realizaron por
triplicado. Todos los cultivos se manejaron a una concentracion de semilla de trabajo
del 10% (v/v) y sin agitacion.

Cumplido el periodo de incubacion, se tomé una muestra de 10 mL de cada cultivo
para realizar las pruebas de esterilidad y determinar la produccién de biomasa. La
produccion de biomasa se evalué mediante densidad 6ptica, estableciéndose el valor
de absorbancia y el porcentaje de transmitancia, de los diferentes medios de cultivos
optimizados a una longitud de onda de 540 nm (UNICAM UV/VIS 8625 Spectrometer
USA).>

Prueba de letalidad en cobayos

Para verificar la capacidad patogénica de los cultivos seleccionados en este estudio, se
realizé la prueba en cobayos exocriados, de 350 450 g de peso (grupos de cuatro
cobayos por dilucién), a los cuales se les inoculé 0,5 mL por via intramuscular de cada
una de las diluciones en base 10 (107 a 10™°) preparadas a partir de 1 mL del cultivo
de Clostridium chauvoei en los medios optimizados y 9 mL de CaCl, 5% estéril a

4 ©C. La prueba se realiz6 por triplicado. Los cobayos se observaron durante 72 h y se
registré a diario la mortalidad o supervivencia para determinar la DLso. Los calculos se
realizaron por el método estadistico Reed-Muench.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos de tres réplicas de ensayos independientes, se
realizé6 mediante un analisis de varianza (ANOVA) y el test de Tukey con ayuda del
programa estadistico SAS Versiéon 6,02.

RESULTADOS

Identificaciéon de Clostridium chauvoei y determinacién de la concentracién de semilla
de trabajo

Las cepas de Clostridium chauvoei se observaron bacilos grampositivos pleomorficos,
algunos esporulados, las células son completamente variables en apariencia, algunas
de ellas son definidamente hinchadas, muchas de ellas muestran desigual coloracion.
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Sus colonias en agar sangre se observaron pequefias, planas y transparentes u
opacas, de bordes irregulares con actividad b hemolitica.

En las pruebas bioquimicas se reveld principalmente la hidrdlisis de la gelatina,
fermentacion de la glucosa, maltosa, lactosa y sacarosa. Lo anterior permitio
confirmar que estos microorganismos pertenecen al género Clostridium especie
chauvoei.

Con respecto a la determinacion de la cantidad semilla, la cantidad de biomasa
determinada por el porcentaje de transmitancia, que fue de 1,4 % y 1,6 %, no fue
significativo entre los cultivos, en ambos el microorganismo dispuso de los nutrientes
adecuados para su crecimiento y metabolismo, sin embargo al 10% (v/v) de semilla
se reducia la cantidad de medio y de la misma; por lo tanto los cultivos siguientes se
trabajaron a esta concentracion de semilla.

Disefio de medios de cultivo

Las nueve peptonas vegetales (PE) seleccionadas, y sus concentraciones de nitrégeno
total fueron relacionados con el valor en % (P/V) de nitrégeno total y gramos de la
peptona animal (PR) para establecer las cantidades en gramos de las peptonas
evaluadas, de acuerdo con la ecuacion (1), los resultados son observables en la tabla.

Tabla. Cantidad de nitrogeno total presente, pH v determinacion de los gL de cada

una de las peptonas vegetales evaluadas

Peptona vegetal Mitrdgeno total pH g {peptona) /L
(PE} (%% P
1, 1-B == 7 a1
2, 2-B 9,4 7 a0
3, 3-B 10,5 6,9 27
4, 4-0 1z 7.2+ /-2 24
5, 5-0 8,75 7,0+/-0,5 33
6, G-I 12,7 7 22
7. 9-M 1z 5,9 24
8,10-M 9,6 6,5 30
9, 11-M 11,6 6,7 25

Peptona animal

Froteosa peptona 14,3 0,6-7,6 20
(PR}

450
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas 2013;32(4):445-456

Prueba de estabilidad y determinaciéon del pH de trabajo

En la prueba de estabilidad a 37° C todos los medios de cultivo a pH 7,3+/-0,2,
presentaron un precipitado a las 48 h. Por lo tanto, se escogieron otras opciones de
pH, que para el caso fue 7,0 y 8,2. Se redisefiaron los medios retirando la sal mineral
de menor cantidad: sulfato de magnesio heptahidratado. Los medios disefiados, a
estos pH se sometieron nuevamente a 37 ©C, donde la mayoria presenté un color café
tenue, libre de precipitados que impidieran o limitaran el crecimiento y proliferacion
del microorganismo.®

La precipitacion presentada, se atribuye a que ciertos medios poseen sales insolubles
de calcio y magnesio que podrian precipitarse en presencia de peptonas y de
extractos de carne’, por lo tanto todo material insoluble presente en el medio de
cultivo va tener una determinada capacidad de unién a elementos metalicos
disminuyendo su concentracion efectiva.’

La temperatura trabajada (37 ©C), fue seleccionada de acuerdo con la temperatura
6ptima de crecimiento de los clostridios (30 °C y 37 ©C)® y a la temperatura de
solubilidad de las proteinas (10 ©C a 45 ©C, alcanzando un nivel maximo alrededor de
los 35 ©C), por tanto cuando se exceden estos limites los polimeros tienden a la
desnaturalizacién y en ocasiones, a la precipitacion.®

Por otro lado, los resultados de la determinacién del pH de trabajo mediante la
cantidad de biomasa generada, muestran diferencias estadisticamente significativas
entre los porcentajes de transmitancia de los medios disefiados con peptonas
vegetales (p<0,05) a pH 7,0 y pH 8,2 para Clostridium chauvoei. Los medios de
cultivo vegetable peptone broth y vegetable peptone phosphate broth produjeron
altos porcentajes de transmitancia a ambos pH (Fig. 1); sin embargo los cultivos a pH
8,2 mostraron entre si menor variabilidad y mayor produccién de biomasa que en los
resultados obtenidos a pH 7,0 (Fig. 2), a excepciéon del medio vegetable peptone
phosphate broth.

Choman,*® determiné, que las especies de Clostridium spp. son capaces de
reproducirse bajo condiciones alcalinas, disminuyendo el pH entre 5,1-6,1, lo que
indica un activo crecimiento. Por otro lado Qari et al.* al desarrollar un medio
anaerobio modificado a un pH de 8,4 informaron la reduccion del pH de 1,48 y un % T
de 2,20 en un tiempo de cultivo de 48 h, respectivamente.

Estos datos comparados con otros reportes de medios para Clostridium spp., permiten
inferir que bajo estas condiciones se asegura un profuso crecimiento del
microorganismo. Sin embargo, para un microorganismo dado, el pH 6ptimo de
crecimiento varia de sustrato a sustrato; por ejemplo Clostridium aceticum solo crece
autotréficamente entre pH 8,1 y 8,5, mientras crece con carbohidratos requeridos a
pH alrededor de 7,0.**

Los medios de cultivo vegetable peptone broth y vegetable peptone phosphate broth,
no favorecieron una buena produccién de biomasa, debido posiblemente a la
formulaciéon de los medios, los cuales no suministraron los componentes necesarios o
las cantidades adecuadas de los mismos para promover una buena produccién de
biomasa de Clostridium chauvoei.
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1. Pepto 11. Pep 3. Pepto 5. Pepto 7. Weget 9, Pepto

10. Pep 2. Pepto 4, Pepto 6. 'Yeget 2. Pepto
Cultivo

Fig. 1. Comparacidn de los porcentajes de transmitancia entre los diterentes
cultivas con peptonas vegetales a pH 7,0 v 8,2 para la cepa de Clostridium
chauvoes, 1 peptona veg. 1-B, 10: peptona veq. 10-M, 11: peptona veg, 11-M,
2 peptona weg, 2-B, 3: peptona veq. 3-B, 4 peptona veg. 4-0, 5 peptona veq.
5-0, 6: vegetable peptone broth, 7 vegetable peptone phosphate broth, 8
peptona veqg, 8-M, 9; peptona veg. 2-M.

Transmitancia

20
*6
*18
iy
10 4
0
-10 . :
N- 11 11
7 g
PH

Fig. 2. Comparacion de los porcentajes de transmitancia entre pH 7,0 ¥ 8,2, Los
cultivos con peptona wegetal a pH 7,0 v 8,2 poseen porcentajes de transmitancia
muy cercanos, sin embargo a pH 2,2 se observa menos variahilidad de estos,
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Seleccion de medios de cultivo y determinacion de la produccion de biomasa

Se realizaron tres réplicas de los ensayos en tubos tapa rosca a un volumen final de
50 mL, para evaluar la produccién de biomasa en los 11 medios de cultivo con
peptona vegetal, lo cual se determiné a través del % T, de cada ensayo comparando
los datos entre si para definir los mejores cultivos a base de peptonas vegetales.

Con respecto a los resultados en la figura 3 existen diferencias estadisticamente
significativas entre los porcentajes de transmitancia de los medios disefiados con
peptonas vegetales (p <0,05) para la cepa de Clostridium chauvoei; sin embargo, los
cultivos con peptona veg. 1-B, peptona veg. 11-M favorecieron una producciéon de
biomasa muy cercana a la del medio base (proteosa peptona, medio Clostridium
modificado, pH 7,3); seguido por los cultivos con peptona veg. 8-M, peptona veg.
10-M. En los cultivos restantes se observé una produccion de biomasa en % T entre
3,2- 10,8%.

Transmitancia
20

104

—

=

==

e oy T

I:I L] L L] L] L] | | L] ] | | L]

] ]
M- 3 3 3 3 3 3 3 3 33 3 3
1 Petpon 11 Petpo 2 Pepton 4 Pepton 6 Pepton 8 Pepton

10 Pepto 12 Medio 3 Pepton S Pepton 7 Wegeta 9 Pepton

Cultivo

Fig. 3. Comparacidn de los porcentaje de transmitancia de los cultivos con peptona
vegetal v el medio Clostridium rmodificado a pH 8,2 en tubos tapa rosca (50 mL) para
Clostrdiven chauvoel, 1: peptona veq. 1-B, 10: peptona veg. 10-M, 11 peptona veg.
11-M, 12: medio Clostridium modificado (medio base), 2: peptona veg., 2-B, 3.
peptona veg. 3-B, 4: peptona veq. 4-0, 5 peptona veg. 5-0, 6: vegetable pepione
broth, 7 Wegetable peptone phosphate broth, B peptona veg, 8-M, 9: peptona veg.
Q-M,

De acuerdo con estos resultados, los cultivos con las peptonas vegetales 1-b, 8-m,
10-m y 11-m fueron seleccionados y se llevé a cabo el experimento a mayor escala
en fermentador con (200 mL); con el objetivo de evaluar la produccién de biomasa a
un volumen mayor y en un mejor sistema de cultivo, para poder definir los mejores
cultivos con alguna de estas peptonas vegetales.

Es por esto que en los resultados observados en la figura 4, no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los porcentajes de transmitancia de los cuatro
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cultivos a base de peptona vegetal (p>0,05) y en el medio Clostridium modificado para la
cepa de Clostridium chauvoei a pH 8,2. De acuerdo con el test de Tukey, estos ultimos
cultivos con peptona vegetal presentan un % T muy cercano, por lo cual se estima que
estas peptonas pueden ser aptas para reemplazar a la peptona animal en el medio

Clostridium modificado.

M= 3 3 3 3 3 3 3
1 Pepton 2 Pepton 3 Pepton 4 Pepton S Medio 6 medic 7 Medio

Transmitancia
3.5

3,0

2,3

2,0 4

1,5

Cultivo

Fig. 4. Comparacidn de los porcentaje de transmitancia de los 4 cultivos con peptona
vegetal seleccionados v el medio Clostridium modificado en fermentador (200 mL) para Clos-
fridium chauvoed a pH 8,2, 1! peptona veq. 1-B, 2: peptona veq, 8-M, 2 peptona veg. 10-M,
4: peptona veg, 11-M, 5 medio Clostridium rodificado pH 7,2 (medio base), 6 medio Clostr-
divm modificado pH 2.2 sin Mg504 7H,0, 7 medio Clostrdivm modificado pH 7,3 sin MgSD4
?HEO

Por otro lado, en el medio Clostridium modificado a pH 7,3 (medio base) se evidencié
una mayor produccion de biomasa (%T: 2,0) comparado con los medios Clostridium
modificado sin sulfato de magnesio a pH 8,2 y a pH 7,3, los cuales obtuvieron una
biomasa de Clostridium chauvoei con % T entre 2,6 y 2,5, respectivamente.

Los medios disefiados con las cuatro peptonas vegetales presentaron un % T muy
cercano al medio base, pero con mayor variabilidad en los resultados. Asimismo, las
modificaciones del medio base (6: pH 8,2 sin sulfato de magnesio y 7: pH 7,3 sin
sulfato de magnesio) presentaron %T cercano al medio Clostridium modificado con
mayor variabilidad de los resultados. Los medios PYG (peptona-extracto de levadura-
glucosa) son recomendados para cultivar especies de Clostridium;*? por lo tanto el
medio Clostridium modificado, que es un medio complejo, permite la propagacion de
Clostridium chauvoei, debido a que posee proteosa peptona, extracto de levadura,
glucosa, sulfato de magnesio y fosfato dipotasico que influyen positivamente en la
producciéon de biomasa y esporulacion de los microorganismos, en comparacion con
los componentes de otros medios.
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El reemplazo de la peptona animal por las peptonas vegetales a la cantidad propuesta
en el medio base, se destacé por estimular el crecimiento abundante de Clostridium
chauvoei, gracias a que estas posiblemente aportaron carbono, nitrégeno (proteosas),
sales inorganicas como los fosfatos y algunos micronutrientes como Ca, Zn, Fe y Cu,
componentes esenciales requeridos en un medio microbiolégico para el crecimiento de
los microorganismos,®*® afirman que las sales, elementos trazas y solucién de
vitaminas deben ser empleados para preparar medios complejos, pero los
requerimientos de bases purinas y pirimidinas, y aminoacidos pueden variar, de
manera significativa; esto es totalmente importante, ya que son precursores para
proteinas o como sustratos productores de energia. Por lo tanto, las peptonas
vegetales como las peptonas animales son fuentes de nitrégeno orgéanico
fundamentales que poseen la capacidad de promover un profuso crecimiento en
medios de cultivo complejos para microorganismos con alta demanda en
requerimientos nutricionales como los Clostridium spp; sin embargo, la produccion de
biomasa para algunos cultivos fue mas baja con respecto al medio base, que pudo
deberse a aspectos como el nimero de pasaje de la semilla, el cual origina
disminucién de la capacidad de multiplicacién; condiciones del medio, en los cuales la
cantidad empleada de peptona vegetal o el pH seleccionado pudo favorecer o no la
produccién de biomasa.

La eliminacion del sulfato de magnesio en los medios disefiados con las peptonas
vegetales y en el medio base a pH 7,3 y 8,2 no tuvo un efecto negativo en la
produccién de biomasa. De acuerdo con lo descrito? una férmula puede no tener
metales y minerales especificos. En tales casos se asume que los factores requeridos
estan presentes en los hidrolizados, en el tampdn o en el agar. Al final de la
produccion de biomasa en los cultivos con peptona veg. 1-B, peptona veg 8-M,
peptona veg. 10-M y peptona 11-M se les verificé la actividad letal en cobayos,
encontrando titulos de 1083, 107" y 10®7 respectivamente.

De igual forma se ratifico que los componentes del medio de cultivo empleado y que
la solucidn salina estéril no fueron la causa de la muerte de los cobayos. Entre las
diluciones 108 y 10 se localiza la DLs, de los cultivos con las siguientes peptonas
vegetales; peptona veg. 1-B, peptona veg. 10-M y peptona 11-M, entre las diluciones
107" y 10°® se localiza la DLso del cultivo con la peptona veg. 8-M y finalmente, entre la
dilucién 10° y 107 se localiza la DLso del medio Clostridium modificado,
respectivamente.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos, se logré el disefio de medios de cultivo con peptonas
vegetales a pH 8,2 para la produccion de biomasa de Clostridium chauvoei. Se definieron
cuatro medios de cultivo a base de las peptonas vegetales; 1-B, 8-M, 10-M y 11-M, las
cuales favorecieron la produccién de biomasa de C. chauvoei. Los porcentajes de
transmitancia de estas peptonas no evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas entre si, ni con el medio de control (ver figura 3). El titulo del medio control
fue el menor de todos los medios evaluados y se logro obtener titulos mayores al utilizar
peptonas vegetales, lo que favorece las condiciones de obtencion de una biomasa con
mayor evidencia de toxicidad dentro del proceso de produccién.
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