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RESUMEN 

Debido a aue en la actualidad son escasos los conseotos 
sobre biotecnología de Baci 1lus thurinoiensis. y existen pocas 
oub1icaciones al respecto, el presente trabajo se realizó con la 
finalidad de determinar alcunos aspectos como la prooaaacion« 
toxicidad y produce i On, apropiadas para la obtencion del 
bíoinsect icida, para ello se ut11 izaron dos cepas nativas de 
Bac11lus thurinoiensis var. a i zawa i claves GM-7 v GM-10, se 
cultivaron en tres diferentes medios de cultivo, a nivel de 
laboratorio, a base de Melaza de cafía de azúcar, Dextrosa v Jugo 
de Agave como fuentes de carbono v adicionados con Harina de Sova 
como fuente de Nitrógeno v Líauido de Remojo de Maiz, como 
factores de crecimiento y CaCQj como amortiouador de pH; de los 
extractos de fermentación recuoerados. se determinó su actividad 
insec t ic ida contra el Gusano Cogollero del Ma1z gpodoptera 
frugiperda mediante Bioensavo, a una dosis única de 500|ig/ml. v 
se encontró que la ceoa GM-7 presentó un porcentaje de muerte de 
93ÜÍ en el medio a base de Dextrosa y un 89% en el medio a base de 
Melaza v la cepa GM-10, resultó con un 84'/, de muerte en el medio 
de J U Q O de Agave y 73% en el medio de Dextrosa. Al comparar la 
producción de los extractos finales, el mejor fué para el medio 
con Melaza en la cepa GM-7 con 17 g/1 y de 14 g/1. para la ceoa 
GM-10 en el mismo medio. Fué Dor ello aue se consideró el medio 
con Melaza, el más aorooiado para optimizar condiciones a nivel 
de Fermentador de Í4 1 <planta semipi loto) v con la cepa GM-7. 
donde se observó un incremento en la producción hasta de 19 o/l y 
un porcentaje de muerte del 100% a la dosis de 500ug/ml v bajo 
las siguientes condiciones de propaaación: velocidad de agitación 
700 rom, aereac i ón 1 W M , t iempo de procesa 30h v, se observó que 
la Demanda de Oxígeno para B. thurinoíensis var. aizawai GM-7. 
presentó valores entre 0. 109 y 0. 141 QO )< h. . la cual se 
consideró bajo por tratarse de un microorganismo aeróbico. 



INTRODUCCION 
Los procedimientos actuales oara erradicar insectos de 

interés agrícola, son químicos y biolóQicos; los primeros 
ocasionan nuevos oroblemas al hombre, requiriéndose de mayores 
dósis oara eliminar placías de importancia, produciéndose con esto 
efec tos nocívos para la progresiva contaminación de los 
ecosistemas, como resistenc ia adquirida por los insectos, 
toxicidad selectiva y otras alteraciones de tipo ecológico. 

Por lo anterior, se prefiere los métodos de control 
biológico basándose en el uso de microorganimos patogenos como 
aaentes de control. Entre uno de los mas estudiados es una 
bac teri a esporulada y qram positiva denominada Bac i 11us 
thurinQiensis. que ha demostrado ser altamente patógena para 
di versos insectos, deb ido a una de sus toxinas 11amada S-
endotoxina, o cuerpo paraesppral o cristal, es la responsable de 
la propiedad bioinsecticida de este microorganismo (43,54). El 
control biológico se define como: El uso de microorganismos 
naturales o modificados, oenes o productos de ellos para reducir 
el efecto de oroanismos indeseables (plagas) a favor de insectos 
benéficos y microorganismos (37). 

Actualmente se conocen numerosos medios de cultivo para 
estudiar el metabolismo de B. thurinqiensis. ya que existe 
di versa variab11 idad en la activ idad tóxica de las preparaciones 
derivadas de 1 os dist intos medios de fermentación para una cepa 
usada (22). 

Estas características est imulan a la invest ioac i ón de B. 
thurmqíensis, v ofrecen buenas perspectivas como la búsqueda de 
cepas nat i vas con rendimientos de fermentación favorables y una 
toxicidad superior dirigida a plagas de importancia en México 
como lo es el gusano cooollero del maíz Spodoptera fruQiperda que 
se encuentra amp1iamente distribuido, ocasionando severos dafíos 
(76) . 

Tomando en cuenta que es escasa la informacion relacionada 
con las condiciones de propagación de Baci1lus thurinciensas var. 
aizawai a nivel de laboratorio y planta semipiloto es que nos 
proponemos los siguientes ob.iet ívos. 
Ob jet ivo general: Determinar algunos aspectos sobre 1 a 

propagac i on de B. thurinoíensis var. a izawai a nivel de 
laboratorio y planta semipiloto. 

•b jet i vos part icu1 ares: a).- Encontrar la me jor actividad tox ica 
de B. thurinqiensis var. a izawai en di f©rentes medios de 
cu 11ivo contra el gusano cogollero del maíz (Spodoptera 
fruqiperda). b ) O p t i m i z a r condiciones de operación a 
nivel de termentador de 14 1 (planta semipiloto). 



ANTECEDENTES 
HISTORIA.-

Bac i1lus thunnoiensis ha sido estudiada intensamente en las 
últimas tres décadas, y a demostrada ser apropiada como agente de 
control biológica de insectos plaga. 

El interés en este microorganismo principia por el 
aislamiento de una bacteria de orugas enfermas del gusano de seda 
(Boffibi x morí?, efectuadas oor el japonés Ishiwata (1905), 
denominándolo Baci 11us sotto. pero esta identificación no fue 
completa y la primera descripe ión microb i ol óg icamente válida del 
bacilo fué hecha en Alemania por Berliner (1911) y lo aislo de 
larvas enfermas de la oalomilia del med i terráneo (Añapas ta 
khueni ella). En 1915 Berliner en Alemania identificó estos 
aislados como una subespecie nueva y propone el nombre de B. 
thurinciiensis, ya que or ig inalmente fue aislada en Berlín en la 
Provincia de Thuringen. donde encontró e inició sus estudios con 
este bacilo (28,47,55). 

Un aislamiento similar fue hecho en 1927 por otro alemétn, 
Mattes, auien traba j ó con el mismo insec to. Ambos bac ter i ólogros 
hicieron observaciones importantes con este microorganismo, 
míen tras células vegetat ivas crecían y maduraban, éstas 
produc ían, además de la espora oval, un segundo cuerpo, y 
Berliner lo nombró "Restekorper" o cuerpo de desecho, tiempo 
después un canadiense (Hannay, 1953), utilizando el Microscopio 
Electrónica, redescubrió este cuerpo y confirmó las observaciones 
an ter iores, míen tras examinaba 1 a esporulac i ón en bacterias, 
observó cristales en forma de diamante libres del esporangio, en 
preparaciones de cultivos esooru1ados de B. thurinoiensis y se 
refiere a ellos como paraesporal. Hasta ese tiempo, se desconocía 
ésto como una función de patogenici dad, Hannay, por el contrario, 
sugiere que los cristales, al encontrarse en el íntest m o med io, 
están conectados con la f oroiac i ón de una sustancia tóxica que 
induce una posterior septicemia en larvas de insectos (30,34). 

Posteriormente Angus en los affos del 1953 al 1954 separó el 
cuerpo paraesporal de la espora en cultivos viejos, v demostró 
que el cristal contenía una toxina alcalina soluble para insectos 
y que la toxicidad para el gusano de seda (Bomb i x mor i) está en 
función de éste y requiere para ejercer su efecto, encontrarse en 
el intestino medio anterior del insecto, sitio susceptible a la 
acción del cristal paraesporal (31,43,56,68). 



CLASIFICACION DE SEROVARIEDADES DE B. thurinoiensìs 

SEROTIPO H SEROVAR 

1 thurinoiensìs 
2 fini timus 
3a alest i 
3a, 3b kurstaki 
3a, 3d suii vosh i ens i s 
3a, 3d , 3e fukuokaensis 
4a, 4b sotto 
4a, 4b dendrolìmus 
4a. 4c kenvae 
5a. 5b oaller iae 
5a, 5c canad iensis 
6 entomocidus 
6 subtox icus 
7 aizawai 
Sa, 8b morrisonì 
Sa, Se ostrin iae 
8a, 8d nioeriensis 
9 tolworthi 
IO darmstad i ens i s 
Ila , 1 lb toumanoffi 
Ila , Ile kvushuensis 
12 thompson i 
13 pak istanì 
14 israelensis 
15 dakota 
16 indlana 
17 tohokuensìs 
18 kumamo toens i s 
19 tochio iensis 
20a , 20b yunnanensis 
20a , 20c pondicheriensis 
21 colmeri 
22 shandooiensis 
23 japonensis 
24 neoleonensis 
25 correanensis 
26 siloensis 
27 mexicanensis 
* * whuanesis 

** = Ceca de B. thurino iensis que no presenta flaoelos. 
ref. De Barjac (16) y Ohba (69). 



En 1958-1959 Heimpel y Angus, intentaron una elasi ficac i ón 
de bacteri as cristalíferas, en base a la morfología y pruebas 
bioquimicás. Después Krieg úb ica otra clave en base a la 
c1 asi f icac ión de Heimpel y Angus con algunas modificaciones (24, 
47) . De Bar jac v Bonef o i, en 1962, reportan un análisis de 161 
cepas de B. thurinoiensis y proponen una c1 asificación en base a 
sus antigenos flagelares H y pruebas bioquímicas, v organizaron 9 
serotioos con 12 variedades (25,28,55,56). Más adelante, en 1967, 
Heimpel clasifica como S-endotoxina a la tox ina presente en el 
cuerpo paraesporal (30,47). Hasta 1990 se han descrito un total 
de 3S serotipos incluyendo dos nuevos aislados en México 
<15,42,67,74). 

TOXINAS DE B. thurinoiensis 

Pasaron cerca de 50 afíos desde el aislamiento original de B. 
thurinoiensis sin que la acc i ón tóx ica de este microorganismo 
fuera reconocida (55). 

La habilidad que presenta B. thuri no iensi s para producir 
toxinas varia de cepa en cepa y tamb ién depende de las 
condiciones del medio de cultivo (70). 

En las ceoas de B. thurinoiensis. se han descrita 7 toxinas 
d i ferentes: Fosfolipasa C (a-exotox ina), una exotoxina 
termoestable <í3-exotoxina) , una enzima no identificada que puede 
no ser tóxica (T—exotoxina), el cristal de proteina paraesooral 
( S-endotox ina) , una " tox m a lábi 114, una toxina so2ub le en aaua 
a i slada a parti r de una formulaci ón comerc ial y una exotoxina 
conocida como "factor ratón" (34). 

<x—exotoxina 

Esta toxina (fosfoliDasa C o lecitinasa) es prodacida por B. 
thurinoíensis y B. cereus. actúa afectando los fosfolioidos en 
membrana y causando 1isis v necrósis. Por su acción sobre la 
misma, probab1emente facilita la penet rae i ón de células 
veoétativas de B. thurinoiensis. del intesmo al hemocele del 
insecto (34.54). 

La lee i t inasa es una proteina termoestable, su biosíntesis y 
acumulación ocurre en un rango de pH 6.0-9.0. Heimpel (1954-1955) 
demostró la coincidencia entre el pH optimo (6.9-7.4) para 
lecitinasa y el pH dentro del intestino de algunos insectos (34). 

Algunas especies de Bac i 1lus aue son incapaces de producir 
lecitinasa, desconociéndose su patogemcidad. Al probar B. 
cereus contra algunas especies de insectos, se encontró que las 
especies resistentes presentan un pH alcalino medio. Así, la 
condición alcalina en el intestino de alounos insectos puede ser 
un factor 1 imi tante en el crecimiento del oroanismo y la 
actividad lecitinasa (34). 

í* 



exotoxina 

Ciertas variedades de B. thurinoiensis recortan ser 
productoras de una exotaxma (8-exotoxina, f actor mosca o 
exotoxina termoestable) y entre los serotipos productores de ésta 
toxina se encuentran; 1, 5a5b, 5a5c, 7, 8a8b, 9, ÍO v llallb de 
B. thurinaiensis (34). 

La í3—exotoxina es un producto que se caracteriza por ser 
estable al calor excretado al med io durante la fase de 
crecimiento veaetativo, soluble en aoua v dializable, absorbe a 
260 nm y de estructura nucleotidica. Farkas y col. (1969), 
determinaron su estructura química, compuesta por adenina« 
ribosa, glucosa y ac. alárico con un grupo fosfato (34,55,68,70, 
72,). Su actividad teratoaénica se ha demostrado en insectos, en 
los cuales produce deformacianes físicas en la emergencia de las 
larvas, en mudas y durante la metamorfósis. Actúa inhibiendo la 
síntesis de ARN, resulta por lo anterior un compuesto altamente 
tóxico (34,73). 

T—exotoxina 
Es una enzima sin estar identificada, responsable del 

aclaramiento del aoar vema de huevo, con indeterminada toxicidad 
y presencia en la naturaleza (34). 
£—endotoxina 

Es considerada la de mavor importancia en Microbiolooia 
Indust rial, ya que la actividad insect ic ida de B. thurino iensis 
se basa en la S-endotoxina. ésta se forma durante el proceso de 
esoorulación, dentro de la célula vegetativa, al mismo tiempo que 
la espora, la £—endotoxina es producida y aparece como una 
inclusión cristalina, considerándose una característica constante 
de las especies de B. thurinqiensis (14,34,43,54,76). 

A esta inclusión se le adjudican algunos sinónimos como: 
Cuerpo paraesoora1, cristal de proteína o solamente cristal. 
Aunoue es denominado así a todo el cuerpo paraesporal, solo la 
porción activa dentro del cristal debe ser considerada £-
endotoxina (56). 

Bulla v col. <1976), determinaron aue el cristal es una 
Qlicoproteína, sin demostrarse actividad biolóaica, y proponen 
que su act ividad ocurre bajo cond ic iones natura les por proteasas 
del intestino del insecto hospedero (54). 

El cuerpo paraesporal mide en tamafío. cerca de un tercio de 
la espora (30% del peso seco del esporanoio y laroo como la 
espora luM), además de ser una característica constante en las 
esoec ies de B. thurinoíensi s v única di fereneía en tre éste v B. 
cereus (43,54), por otra parte se han clasificado los genes que 
cod i f ican las proteínas de incución cristalina de la •£—endotox ina 
(48). 

J6 
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Otras exoenzimas producidas por B. thuringlenxsis. con 
propiedades insect icidas o en2 imas donde tamb i én res ide su 
patogenicidad son; Quitinasa; otra enzima que daffa la membrana 
peritrófica, facilita el acceso de la £-endotoxina o bacterias al 
epitelio del intestino. Proteasa; enzima proteolitica 
ex t racelular, asoc i&da con el inicio de la esporulac ión y 
oblioatoria para el completo éxito del proceso. Todas el las 
expresan su acc i ón en combi nación can 1a fi-endo tox ina y la tí-
exotox ina <54). 

MODO DE ACCION 

La infección por B. thurínoiensis, comienza en el estadio 
larval por inoestión del alimento. La S—endotoxina es una 
protoxina, que es hidrolizada por enzimas que intervienen en el 
proceso de ingésti ón, en combinación con el pH alcalino del 
intestino medio, donde actúa y causa destrucción del epitelio, lo 
cual provoca una parálisis y el insecto deja de inoerir alimento 
( í4) . 

La acc i ón esoecí f ica de la S-endotox i na de B. thurinoiensis 
se basa principalmen te en tres fac tores, que determinan su 
potene ia v sons La variedad, la cual produce cierto tipo de 
cristal, y el modo de ac11vac i ón del mi smo por proteasas del juoo 
intestinal en donde la protoxina se transforma en la £-endotoxina 
y el tipo de células epiteliales del intestino, que actúan como 
b1ancos para la toxina act ivada (51). 

Heimpel v Angus describen los síntomas del modo de acción de 
B. thurina iensis. Paralisis oeneral; observada en las larvas del 
ousano de seda B. mor i, después de la ingestión de cultivos 
esporulados de las serovaríedades sotto, alesti o thurinoiensis. 
El desarrolla de ésta parálisis es rápida y acompañada por un 
incremento progresivo en la alcalinidad de la hemolinfa, 
separándose las células unas de otras v de la membrana basa 1, los 
músculos ci reulares y Xong i tudinales se relajan y cesan sus 
movimi en tos peristálticos normales (46.83). Parálisís intestina 1; 
los síntomas notados oor otros investigadores en un rango amplio 
de lepidópteros infectados con variedades de B. thurinoiensis, 
revelan que ocurre una inactividad en la larva, deja de 
alimentarse, se observan vómitos y diarreas, no ocurre parálisis 
rápida y general como en B. mori. Mediante ravos X se demostró 
que el intestino de larvas infectadas t íenen un cese en sus 
funciones; la muerte se presenta en 24 a 48 h (44). 

Tojo v Aizawa i 1983>. en un estudio del efecto de la 
proteasa d igest iva, presente en el jugo del intestino del ousano 
de seda B. mori sobre la S-endotoxina, reveló que para la 
disolución del cristal recjuiere valores del pH de 10.0 v 11.0, y 
sugieren que causa el hinchamiento de los cristales y en seouida 
la disolución por la proteasa (84). 



Klowden v col. (1983), hieieron bioensavos en mosouitos 
adultos de Aedes aeoypty con B. thurinoiensis var. israelensis, 
sin embargo ellos utilizaron cristales intactos y solubi 11zados y 
reportaron buenos rendimientos de toxicidad para el cristal 
intacto en larvas v el cristal solubi1izado en adultos, v no 
tienen exp1icación de la oran actividad que presenta este ultimo. 
Ademas, reportan baja potencia para laryas cuando es solubilizado 
el cristal v proponen que es debido a la forma de alimentación de 
la 1arva que pude inoerir menos componen te act i vo cuando el 
cristal se ha solub11 i zado (52). 

MEDIOS DE CULTIVO 

Se han usado y descrito numerosos medios de cultivo para 
estudiar el metabolismo de Baci 1lus thurinüiensis. Dubois (1968) 
describe un procedimiento a nivel de matraz, para la producción 
de B. thurinoiensis el cual produce 2x10® esporas/ml, usando un 
medio a base de glucosa 2.0g; bactopeptona 2.0g; <NH jpQ ̂  3. 0o; 
K2HP04 17.4o; M Q S O 4 0.03g? CaCl.HQ lBmo; FeS04.7H20 0.75m<j; 
CuS04.5Hp 7.5mo; 2nS04.7Hp 7.5mo; MnSO ^4N £) 40mg: por 1,000 mi 
de agua destilada (20). 

Dulmaqe (1970) reporta la producción del complejo espora S— 
endotoxina, usando 12 variedades de B, frhurmciiensis cultivadas 
en d iversos medios de fermentac i ón. Los resultados indicaron una 
oran variab i 1idad en la act i vidad tóxica de las preparaciones 
derivadas de los medios medida por biosnsavo, observó crue la 
actividad de la S-endotoxina no correspondía con las cuentas de 
esporas o rancio oe crecimiento del oroanismo, concluye que la 
toxicidad de una preparación varía en función tanto del medio de 
cultivo donde se cultivó, como la cepa usada. En ese mismo afío 
reoortó el aislamiento de B. thurinoiensis HD-1 var. kurstaki, la 
cual produce en fermentación altos niveles de £— endotoxina en un 
medio que contiene (o/l): Dextrosa 5.0: extracto de levadura 2.0; 
K'jHPQj 1.0; KH jPO^ 1.0: y recomienda el uso de sustratos baratos 
como harina de semilla de aloodón Í.O y harina de sova 1.0 (21). 
Dulmaoe» en 1971 recuperó complejos esoora £-endotoxina de i6 
aislados de B. thurinQiensis var. alestj (serotipo 3a) y de 2 
aislados de B. thurinoiensis var. kurstaki serotipo 3a, 2b) 
cult ivados en 3 medios a base de sales mineral es. ut11 i zando 
distintas fuentes de carbono y nitróoeno tales como triptona, 
proflo, harina nutrisoya, almidón de maíz, extracto de levadura y 
bacto peptona. Desmostró que la cantidad de £-endotoxina 
prcducida por los aislados varia amo 1iamente dependiendo del 
serotipo v medio en el cual crece, asi la actividad insecticida 
de las preparadónes de B. thurinoiensis es imposible de ser 
estimada por seratipos, ya que alounos aislados del mismo 
serot i oo producen di ferentes act iv idades insect ic idas al 
cult ivarse en medios di ferentes (22). 

Con la capacidad de obtener un producto con a2to nivel de 
esporulación, patóoeno para larvas de la palomilla del almendro 
(Ephestia cautela). Nagamma y col. en 1972, reportan un medio 



sólido Dara cultivar B. thurinoiensis que consiste en nuez molida 
y D O I V O de médula de tamarindo (75). 

Dulmage v De Barjac (1973), llevaron a cabo una fermentación 
con un aislado nuevo de B. thurinoiensis HD-187 identificado como 
serotipo 5 (5a5b) el cual produce altos rendimientos de fi-
en doto x i na, muy superiores a los ai s lados an teri ores, 
cultivandolo en tres medios: B—4s contíene harina de semilia de 
a 1 oodón al 1%. B-4b; al 2'/. y B-8 al 2'/. ad i clonado con liquido de 
remojo de mai z al 17., todos con peptona 0.2%; ql ucosa 1.5'/.; 
ex tracto de levadura 0.27. v sales minerales. Obtuvieron una 
actividad de 2.000 x10^ Unidades Internacionales por litro de 
caldo cosechado y el oroducto tenia una potencia de 200x10 ̂  
UI/ma. (29). 

Scherrer v col. (1973), al variar la concentrac ion de 
olucosa y aereación en un medio que contenía extracto de levadura 
y sales observaron aue se sfect& la longitud del cristal, en la 
variedad thurinoiensis. sin intervenir con el tamaño de la espora 
y toxicidad. El cristal tiene un incremento en la lonoitud de 0.2 
a 0.5 um con un aumento en la concentración de olucosa de 0.1 a 
0.6% (77). 

Bolqberq y col. (1980), optimizaron un medio de cultivo para 
la producción del complejo espora £-endotoxina de B. 
thurinoiensis a escala pi loto con fermentadores de 500 1 de 
capacidad con: qlucosa 30.Og; peptona de soya 20.Og: extracto de 
levadura 4.5g; 1íqu ido de remojo de maíz 5.Oml: KC1 3.Og; 
(NH4 >^04 3.0O; Hf0 4 7.0ml; MQSQ4 2.0g; CaCl2 H 20 36. Omg; FeS04 7H q 
13.5mo; CuSQ 4 5H£ 7.5mo; ZnSO 4 7Y\q 7.5mo; MnSO 4 4H p 40mo por-
cada 1,000 mi de agua destilada a 32 °C con aereación de 0.3 W M . 
agitación de 12o a 160 rom, pH de 6.2 a 7.4 con una producción de 
4xlo' UFC/ml en 60 h de operación aproximadamente <4í>. 

Couch y Ross (1980) , recomendaron el uso de produc tos 
naturales como fuentes de nitróaeno, tales como: harina de 
pescado, harina de semilia de algodón, 1 i quido de remojo de mai z, 
harina de sova, levadura autolizada y caseína. Las fuentes de 
carbono incluyen: Produc tos de mai z hidrol izados, almidón y 
dextrosa. los cuales son adecuados y necesarios para disminuir 
los costos de mercado (14). 

Luthy y Ebersold (1981), desarrollaron un medio complejo 
basado en inoredientes baratos, con la siouiente composición: 
(ci/1) harina de soya 35. Os almidón de maiz 12.15; ex tracto de 
malta 2.0; K2HP04.2H20 1.3: MgSO^H £ 0.2; CaCl 2- 2H£¡ 0.08; 
MnS04.7Hp O.08; el pH se ajustó a 7.2 y con menos de 48 horas de 
incubación looraron una esporulación total (55). 

Maldonado (1981), reparta actividad insecticida en §. 
thurino iensis GM—1 en un medio compuesto por juoo de aoave v 
harina de sova el 1% y obtlene una potencia contra X- Di. ̂ e 
10,900 Ul/mci en promedio, difiriendo de la cepa ND-1 recortada 
por el Dr. Dulmaqe (1970), la que presenta una potencia de 18.000 



UI/mQ, la de mayor actividad (57). 
Castro (1982) prueba 8 d i ferentes medios de cult i vo para la 

producción del complejo esoora-crxstal de B. thurinoiensis clave 
GM-1 y encuentra: en medias sin CaCO 3, con melaza y jugo de 
aqave, un 447. de mortalidad para larvas neonatas de S. fruóiperda 
y para T. n_i. los extractos más tóxicos (14.500 UI /mo) con 1 os 
obtenidos en los medios a los cuales se les agreoa CaCQj (9). 

Salama y col. (1983) proponen el uso de varios subproductos 
industriales y agrícolas, incluyendo: harina de semilla de 
aioodon, harina de pescado, líquido de remojo de maí z, levadura 
de forraje, sangre de res, subproductos secos de aves, suero de 
queso, 1 iquido variab le < resttl tado de la cent ri fuoaci ón f i nal de 
almidón de maíz), asi como semi1 las de leguminosas incluyendo: 
fri jol de sova, garbanzo, habas, cacahuates y lentejas, todo 
incorporado a un medio base: (o/l) Glucosa 6.0; extracto de 
levadura 2.0: K^1P0^4.3; CaCÜ j 2,0 v sales minerales en una 
concentración del IV. para investioar su potencial en mantener la 
producción de complejas espora S-endotoxma en 2 variedades de B. 
thurinoiensis. kurstaki y entomicidus. y encontraron que la 
producción de esporas de estos productos fueron diferentes, de 
acuerdo a la variedad de B. thurinaíensis probada, por otra parte 
hacen notar que las mezclas de estos productos con la levadura de 
forraje, resultan siempre mas altas las cuentas de esporas y 
productos fin«les para ambas variedades cuando se aarega sanare 
de res? indicándose que estos productos también fueron eficientes 
en mantener la biosintesis de S—endotoxina con apreciable 
ac 11vi dad i nsect ic i da contra He 1íoth is armígera. Además, 
séfíalaron que las leguminosas soportan altas producciones de 
espora para cada variedad probada. Finalmente describen que la 
subespecie entomicidus. tiene buena actividad contra Spodoptera 
I i toralis sin importar que leguminosa sea usada en el medio de 
fermentación (75). 

Murga (Í9B3) utiliza catorce medios de cultivo diferentes 
con B. thurinoiensis cepa GM—1 y GM~2, variando la fuente de 
carbono. 8 con juoo de aoave a 1 °Brix (concentración de 0.1 y 27.) 
v 6 con melaza (2%) v variando concentración de harina de soya, 
líquido de remojo de maíz, aoua de cocimiento de levadura (ACL) 
CaCOj. MgSq. 7H20, FeS0?7H¿). ZnS04 .7 yp. De los extractos finales 
de B. thurino iensis clave GM-2, se realizaron bioensayos contra 
larvas neonatas de J- ÜÍ. y Hel io th is virescens; encontrando que 
la preparación derivada del medio que contiene harina de sova, 
ACL y sales, mostró la más al ta ac t ívidad con t ra T. ni. (32%) y 
con el medio que contiene jugo de agave, harina de soya, ACL y 
sales contra H. v1rescens un 28%. En comparación con la cepa de 
B. thurinoiensis GM-í crecida en los mismos medios, resultó con 
una actividad mayor de 1007. (66). 

Dharmsthini y col. (1985) desarrollaron dos medios, con un 
subproducto hidrolizado a partir de una factoría de alutamato 
monosódico, para comparar 1 a esporulaclón y toxicidad de B. 
thuringíensis y B. sphaericus en un fermentador de 3 litros de 



capacidad al ser probadas contra larvas de Aedes aeqypt i y Culex 
qumquefasc iatus respectivamente. Los medios contenían el 
hidrolizado al 4% y 7% para B. thurinQiensis y B. sphaericus 
respectivaments, suplementados con K 2HPO^ O, 05/í y obtienen una 
buena esporulación y toxicidad. El costo de estos medios a partir 
de subproductos agroindustríales es bastante bajo al compararse 
con medios definidos, $7.05 dolar para cultivar B, thur mci íensis 
y $11.67 dolar para B. sphaericus. Además sugieren el uso de 
materiales baratos dispon ibles localmente para la producción de 
B, thurinoiensis, por ejemplo; extracto de malta, sangre seca de 
bovino, extracto de semi1 las de leguminosa, protelna animal, 
estiércol animal, agua de drenaje, desechos de agricultura; todos 
éstos pueden demostrar altos rendimientos celulares. Así la 
utilización de éstos subproductos presentan buenas ventajas, las 
que se pueden considerar apropiadas para estimar un subproducto 
de la industria, entre los que estarían: 1> Un medio fáci 1 de 
preparar sin requerir o re-tratamiento de ninguno de sus 
cansti tuventes, 2) Obtener el medio de cultivo oue soporte un 
buen crecimiento v toxicidad, 3) Los costos del material para la 
fermentac i ón bajos al usar productos de la fermentaci ón 
industrial í18). 

la D roducc i ón de i nsect ic i das 
del complejo espora-cristal, 
de acjua. Entre los objetivos 

RECUPERACION DEL INSECTICIDA 

Una etapa importante en 
b iológicos es la recuperación 
oracediendose a la eliminación 
importantes es la oreservación del producto durante un 
almacenamiento prolongado. El procedimiento de deshidrataci ón es 
necesario para reducir la humedad final del ingrediente activo, 
lo cual nos permite limitar el c reci míento de otros oroani smos y 
ot ras reacciones indeseables. Otro ob jetivo de la deshidratac ión 
es la significativa reducción del volumen del producto, 
proporcionándose eficiencia en el transporte y almacenamiento del 
producto. 

El primer método para obtener concentraciones estables y 
secas del como leio espora-cristal en el laboratorio fue la 
1iofi 1ización, pero frecuentemente se tenían signi ficativas 
pérdidas de esporas v cristales v considerable aqlomeramiento del 
complejo. Un método mas satisfactorio para obtener materiales 
liofilizados involucra la útilizac i ón de suspensiones de lactosa 
con el compleja. Sin embargo, la liofili zación no fue amp1 iamente 
aceptada debido al gran volumen de líquido involucrado, mismo que 
f inalmente resulta bastante difícil y costoso (32). 

La acetona, considerada como un precip i tante de las 
proteínas, fue uti 1 izada para recuperar células bacterianas y 
esporas de concentrados acuosos, lo cual resu1tó un posible 
substituto, sin embarao, el producto fue después apelamazado v 
difícil de resuspender. Por lo tanto se intentó modificar el 
proceso de precipitación de acetona para hacerlo más adecuado a 
la recuperación del complejo espora-cristal de B. thurinoiensis, 



utilizándose lactosa; el apelmazamiento fue reducido suspendiendo 
el complejo concentrado en soluciones de lactosa y precipitando 
la lactosa con el complejo por la adición de acetona, el 
precipitado fue fácilmente recuperado como una preparación seca y 
estable, y sin presentar dificultad para resuspenderlo en aoua 
(32) . 

Sin embarpo, este proceso de precipi tac i ón es utilizado en 
recuperación de pequeña escala, resulta impráctico cuando se 
trata de recuperación a niveles más orandes (piloto o 
industrial), por el costo de acetona empleada, una solución a 
este problema fue mediante la utilización de un método que 
consiste en dos etapas, la primera de ellas por medio de una 
separaci ón mecánica como lo es la centrifuoac i ón y la secunda 
mediante un proceso térmico como es el secado por aspersión-

Este tipo de secado fue adaotado a fluidos con un alto 
con ten ido de humedad v que son sensibles al calor. Dentro de las 
ventajas que ofrece el secado por aspersión están su rápido ciclo 
de secado, un corto tiempo de retención del producto dentro de la 
cámara de secada v e1 producto final es fáci 1 de envasar. El 
tiempo de retención es tan bajo como 3-10 seoundos y la partícula 
del producto nunca puede alcanzar una temperatura más alta aue la 
temperatura del bulbo húmedo del aire usado para secar. La 
anterior si tuac ión permite el uso de al tas temperaturas sin 
causar daño al producto (63). 

ESTANDARIZACION Y BIDENSAYO 
En un esfuerzo por conocer las unidades más apropiadas para 

medir la act ividad insect ic ida de una preparac i ón patógena de B. 
thurinQiensis, necesidad aue surgí ó al observar que las 
preparac iones comerciales presen taban una baja y variable 
ac t ivi dad insectic ida según la cepa uti1 i zada comerc ialmente 
(2,5). De esta forma la cuenta de esporas o ranaos de crecimiento 
se desechó sin encontrar relación con la actividad insecticida de 
la S-endotoxina (24,33), En Weoeninqen, países bajos, se 
recomendó aue la formu1ac i ón E-61 de B. thurinoiensis fuera 
adoptada como un estandar primarlo de referencia internacional 
aslonándole una potenc ia de 1,000 Unídades Internac i onales 
(UI/mo) (4,31). Mas adelante, Dulmage (1969), recuperó el aislado 
de B. thurinoiensis var. kurstaki, designado como HD-1, la cual 
fue 20 a 200 veces más potente en la producción' de la £-
endotoxma (2) . 

En 1972, en una reun i ón celebrada en Brownvi1le Texas, 
representantes de tres productos en Estados Un idos s porponen que 
las f ormulac iones de la S—endotox ina de B. thur mci íensis. se 
estandarizan mediante un bioensavo contra Trhichop 1usia ni y 
compararlo con un material estándar internacional, las 
actividades de estas formulaciones son expresadas en UX/mo. De 
esta manera una formulación de HD—1 llamada HD-l-S-1971„ fue 
aaoptada cama una referencia primaria, la cual presenta una 
potencia de 18,000 Ul/mg (4,24,23,25). 



La estadarisación se define como la adopción de las unidades 
más apropiadas para medir la potencia insecticida de una 
preparación patóoena y existen varios métodos para la aplicación 
de insecticidas; los de contacta matan todos los estadios de un 
insecto por exposición directa con sus superficies corporales, a 
diferencia de los insecticidas faiolóoicos a base de B. 
thurinozensis; la infección se presenta principalmente por 
inoest- ión con el al i mentó, en el estad i o larval. Los cul t ivas 
esporulados de bacterias, pueden ser secados y formar un polvo 
f m o , que es ap1icado como suspensión; o bien mediante algunas 
técnicas desarrolladas para químicos, como apiícación con 
adhesivos, aaentes humectantes, emulsificadores di luyentes y 
acarreadores, los cuales están 1 ibres de efectos bactericidas v 
bacteri ostát icos. Entre los compuestos sat i sfactorios para la 
aplicación de los insecticidas biolopicos se encuentran: leche en 
polvo descremada, lacas de vmi 1, mezclas de aminoesterato, agua, 
aceite y alciunas arcillas. 

Dulmaoe (1970), recuperó el complejo espora-cristal, de 
caldos producidos de 12 variedades de B. thurinoiensis. donde 
encontró que es inadecuado predecir la actividad por: variedad, 
cantidad de crecimiento del orqanismo v medio de fermentación; 
por lo tanto, para determinar la potencia de las formulaciones de 
S-endotox i na. se requiere de un toioensayo; determinac i ón de 
serotipo, medio de fermentación o cuenta de esporas. Sternohous y 
Jerrel (1950) encontraron apropiado y necesario estimar las 
S I Q U I E N t e s características: 1 ) espec ificar la variedad y aislado 
usado; 2) medir la actividad por medio de un bioensayo, va que 
resulta inadecuada la cuenta de esporas, 3) estudiar la 
producción de la £-endotoxina de B. thurinoiensis como un efecto 
de la fermentaci ón. 

En cuanto a la medición por bioensayo, el primer reporte de 
adopción del mismo fue propuesto en 1971, utilizando T. njL como 
oroanismo de prueba, en 1973 Balowali, propone uno mediante una 
suspensi ón puri ficada de los cristales, que es deposi tada en un 
pequeño triángulo de hoja de col fresca que es insertada a través 
de una rendija a un recipiente en el que se encuentra la larva 
del ouinto estadio de Pieris brasi cae, la cual consume en breve 
tiempo la dósis aplicada, encontrándose bastante variación debido 
a la distribución de la toxina y apetito larval individual (40). 

Dulmage y col, (1976) establec ieron un procedimíento de 
bioensavos basado en el anterior, pero con modificaciones para 
aumentar su eficiencia; utilizando larvas neonatas de He 1íothis 
vi rescens como insecto prueba y adoptándose formulaciones de B. 
thurinoiens is HD-l-S-1971 como el estándar primario oficial de 
referencia (24,33). 

Schesser y col. (1977), proponen dos formas de introducción 
de la toxina, una; el material insect icida es incoroorado en la 
d i eta acsar-base y otra; la can 11 dad de mater ial insec t icida es 
depositado en la superficie de la dieta artificial (78). 



PREPARACIONES COMERCIALES A BASE DE 
B. thurinaiensis 

CEPA 

H 1 / thurinoiensis 

H 3 / kurstak i 

H 7 / aizawai 

H 8 / morrisoni 
(tenebrionis v san diecio) 

H 14 / israelensis 

të-Exotoxina-espora-cristal 

ref. Balén. (38) 

NOMBRE COMERCIAL 

Bactospeine 

Thuric ide. Delfín, Javelin 
Forav 46 B 
B i ob i t 
Novo—Duoon t 
Foi 1/Cpndpr/Citlass 
Dendrobac i 11in© 
Larvo-Bt 
Boxi1—Bt 
Dipel 

Certan 
Florbac 

Di Terra 

M-Uno 
Trident 
Novodor 

Vectabac 
Bactimos 
Teknar 
Skeetal 

Eksotoksme 
Toxobacterine 



En 1978, Moraes y Chaib, reí izaron un bioensayo para 
determinar el efecto de B. thurmciiensís sobre larvas de Plodla 
interpunctella por medio de espolvoreo asperjado del producto 
insecticida sobre un sustrato alimenticio tarros) obteniendo una 
DLcAÍQual a 0.725/í (65). 

INSECTO BLANCO 

El Qusano COQOIlera del maiz, S. furcuperda (Smith) es una 
Dlaoa aorícola de importancia económica para cultivos de maíz en 
México, las larvas aue lo infectan, se encuentran ampllamente 
distribuidas en los estados de Morelos, Michoacán, Oaxaca, 
Quintana Roo y Yucatán, los dafíos son bastante considerables 
cuando una parcela se deja sin protección con alpun método de 
control, se pierden unas dos terceras partes aproximadamente del 
cultivo, v en ocasiones estas pérdidas son mayores (48,80). 

Actualmente esta olaqa causa dafíos de alrededor del 50?/. de 
la cosecha en reo iones como la Pen insula de Yucatán. Si tuaciones 
s i mi lares se presentan en el Noreste y Noroeste del pals, como en 
el Valle del Yapui en Sonora y la Comarca Laaunera de Coahuila 
(80) . 

El rizador del Repollo Trichoplusia ni; se encuentra 
distribuido en las zonas algodoneras de los Estados de Baja 
Cal i fornia, Chihuahua. Sonora, Coahuila. Duranoo, Tamaulioas, 
Morelos y Ch iapas (8i). 

Además de atacar a plantas de la familia de las cruciferas, 
ésta daña también a la lechuaa, esoinaca, betabel, chícharo, 
aoío, perejil, papa, cíave1, berro, algodón, melón, sandia y 
cártamo (64). 



MATERIALES V METODOS 

I.— Obtención, Identificación y Mantenimiento de Cepas: 
Las cepas uti 1 izadas fueron proporcionadas por la colecc ión 

de cepas de B. thurinoiensis GM-UANL del Depto. de Microb íolocila 
e Inmunolooía. FCB-UANL, las cuales poseen las claves de 
colección GM-7 y SM—10, émbas cepas fueron identificadas por 
medio de métodos serológicos como B. thurinoiensis var.aizawai y 
mantenidas para su conservación por resiembras periódicas en Aoar 
Nutritivo pH de 7.0 y se incubaron a 30°C/24 h y se almacenan a 
temperatura de refrigeración. 

II.— Medios de Cultivo: 

Se probaron tres diferentes medios de cultivo, los que 
contenen como fuente de carbono Melaza, Dextrosa y Juoo de Aqave: 
como fuente de n i tróoeno harina de sova, suplementados con 
L iqu i do de Remojo de Maí z como fac tor de crecimiento, <Tab la la) 
además de CaCO j como amortiouador del pH y fuente de Calcio 
(Tabla 1). 
III.- Experimentos a Nivel de Matraz: 

a) Inóculo.- Las cepas de Baci11us thurinoiensis se 
activaron en Agar Nutritivo pH de 7.0 y se incubaron a 30*C/24 h, 
para tomar varias asadas e inocular en Matraz Erlenmeyer de 250 
mi de capacidad con caldo Triptosa v Fosfata (CTP) a pH de 7.0, 
manten i éndose en ao i tac i ón a 200 rom durante 18—24 horas a 30 °C. 
en un aq i tador rotator io (New Brounswick Scienti fie). En seguida 
se tomaron 0.57. (V/V) de este inóculo para sembrar en los medios 
de producc i ón del complejo ©spora-cristal de este microorganismo. 
Por otro lado. se determinó el numero de células viables 
introducidas al medio de producción (Fio. 1). 

b) Condiciones de Propagaci ón.— Se usaron matraces 
Erlenmeyer de 500 mi de capac idad con 100 mi de medio, 
manteniéndose en agitación a 200 rpm a temperatura de 30°C para 
la selección del medio de fermentación (MF) cuyas condiciones 
resultaron más apropiadas para producir esta bacteria. 

c) Determinación de la Cinética.— Se tomaron alícuotas de 5 
mi cada 24 h. efectuándose frotis consecutivos hasta encontrar un 
80% de liberación de esporas y cristales. 



1.- Determinación del pH, - Se depositó 1 mi de la muestra 
del cultivo en 15 mi de aoua destilada a pH= 7.0 para 
medir el pH resultante. 

2.- Consumo de azúcares.— Las muestras de cada 24 horas 
fueron almacenadas bajo congelación v posteriormente 
descongeladas para centrifugarlas a 3,000 rpm durante 
15 minutos, v del sobrenadante se cuantificó azücares 
reductores por el método del Acido 3.5, DNS, 
(Dini trisalicílico), real i zandose leeturas a una 
longitud de onda de 540 nm (84). 

d) Recuperación del Complejo Espora-Cristal.- Se efectuó al 
final de la ferroentac ión, usando el procedimiento descrito por 
Dulmage y Col. (1970), que consiste en una coprecipitacion con 
Lactosa-Acetona (32) (Fio. i). 

e) Conteo de Esporas-— Se utilizó 1.0q de extracto y se 
d i luvó en 9 mi de soluc i ón sal i na estén 1 pH= 7.0 
pasteruri zandose a 80aC oor 10 minutos, posteriormente se 
hicieron 8 diluciones más v el recuento se llevó a cabo oor la 
técnica de Difusión en Placa por duplicado, incubándose a 37°C 
oor 24 horas. 

f> Bioensayos de los Extractos de Matraz.— De los extractos 
recuperados de las fermentaciones, se probaron contra larvas 
neonatas de S. fruo iperda, mediante bionesayo, para determinar el 
'/, de muerte. Las larvas fueron al i mentadas con una dieta 
nutritiva de Sborei modificada (Tabla Ib), aplicando una dosis 
única de 500pq del complejo espora-cristal por mi de dieta de 
cada uno de los extractos. Se ut111zaron 20 larvas distribuidas 
en 20 rec ip i entes. dejándose 10 larvas para control. El total de 
recipientes se incubaron a 25°C y a una humedad relativa de 55"A; 
después de 7 días de incubación se determinó el porcentaje de 
muerte (Fio. 3). Al obtenerse ese dato de cada muéstra, se 
seleccionó el mejor medio de cultivo para extrapolar datos a un 
fermentador de 14 1 i tros de capacidad. 
IV.— Experimentos a Nivel de Planta Semipiloto. 

El resultado de los experimentos a nivel de matraz, se 
extrapoló a un microfermentador, Modelo M19-1410 New Brunswick 
Selentifie con capacidad de 14 1itros de Za siouiente maneras 

a) Inóculo.— Se utilizó como oreinoculo el medio CTP bajo 
las mismas condiciones ya mencionadas; transf ir i éndose 1. 07. (V/V) 
aun un Matraz Erlenmeyer de 500 mi de capacidad con 100 mi del 
Med io de Cu 11ivo (MF) selelce ionado, manten i éndose en aoitación a 
200 rpm por 20 h a 30*C y con éste se inoculó el fermentador, el 
cual con tenía un volumen de operac ión de 9 11 tros del mismo med10 
de cultivo ( F Í Q . 2 ) . 

2.6 



b) Condiciones de Propagación.— Manteniéndose constantes a 
todo lo largo del porceso de fermentación como sigue: La 
agitación fue de 700 rpm y una aireación de 1 W M con respecto a 
la temperatura, ésta fue de 30°C, el pH del medio se mantuvo a 
7.0 ajustándose con HC1 1N o NaOH 1N, hasta observar el inicio de 
la esporulación para posteriormente dejar que se eleve hasta 8.0 
para la 1iberac i ón f ina 1 de la espora y cristal. Para el control 
de la espuma fue medíante Antiespumante Tipo "A,! (Dow Corning) al 
inicio de la fermentación. 

c) Cuantificación de Parámetros de Cultivo.— Se colectaron 
muestras de 15 mi del microfermentador a intervalos de 2 h, 
durante un periodo de 20—2ó h de fermentac i ón. Mediante frotis 
consecutivos se corroboró el final de la esporulación hasta 
observar una liberación del 80% de esporas y cristales. 

1.- Cuenta Viable,- Se tomó 1 mi de la muestra para 
posteriormente efectuar diluciones en solución salina 
estéri 1 a pH= 7.0, v el conteo se efectuó por el 
método de di fusión en p1aca, por dup1icado e 
incubándose a 37°C por 24 h. 

2 . - Determinación de DH.- Se llevó a cabo con un electrodo 
de pH tipo Inoold conectado directamente al fermentador 
v para corroborarlo. se midió por separado la muestra, 
mediante potenciómetro. 

3.- Determinac i ón de la Demanda de Oxigeno (D.0.).- Esta 
cuantificación se realiso en una ©tapa anticipada a la 
fase estac ionaria, con el fin de tener la máxima 
cantidad de células, donde al final se obtiene una 
buena cantidad de esporas v cristales. Esta demanda se 
basa siguiendo el método Humphrey, A. E. et al. (1967), 
que consiste en eliminar en dicha etapa, la aireación 
y practicamente la aai tac i ón. En este momento la 
concentrac ión de oxigeno disuelto es abatida como una 
función de la concentración de células presente,las 
cuales. de esta manera muestran su requerimiento de 
oxígeno expresado como Na= oOj/l X hora (QO^ gramos 
de oxíoeno, 1= Litro de Medio de Cultivo) (89). 

Esta determinación se real iza valiéndose del apoyo que 
proporciona un electrodo de Ox igeno Tipo Johnson -
Borkowsky a base de plomo v plata, el cual 
independientemente de medir actividad de oxígeno, nos 
permite dilucidar el procentaje de saturación de2 gas 
en un medio de cultivo. 

La información de 
permite visualizar 
con esa demanda, a 
aereación. 

la D.0., es importante, va que 
si el reactor es capaz de cumplir 
través de su sistema de agitación v 



Determinación del Coeficiente de Respiración, QQj.- Es 
un factor más importante que el D.O. debida a que éste, 
representa una veloeidad ©speclfica de utilización de 
oxigeno expresada como: QQ qO^g cel. x hora. (QO 
oramos de Oxigeno por g cel.s gramos de Células), 
obteniéndose a través de dividir la D.O. entre la 
cantidad de células existente en cada litro de medio de 
culti vo. 
Coeficiente de Transferencia de Oxigeno (Kla).— Hay que 
hacer notar que la D.O. y 00 2 son dos parámetros 
específicos o afines al microorganismo, sin embargo, el 
coeficiente de transferencia de Oxíoeno (Kla) es un 
parámetro que representa las caracteristicas de un 
reactor biolooico, y que aunque se cuantifique durante 
el proceso de fermentación no deja de ser una 
representación de las características físico—mecánicas 
del fermentador. 

Para medir este oarámetro se puede realizar siüuiendo 
la técnica de Humphrey, A. etal. (1967), la cual se 
basa en que la variación de la concentraciOn de ox ioeno 
disuelto con respecto al medio es iqual a cero, sin 
embaroo, al real i zarlo en un cult ivo intermi tente, es 
de suponerse que esta situación no es asi (89). 
Para establecer una metodología sencilla de medición de 
este oarámetro, se divide la D.O. entre el aradiente de 
concen trac i ón de Ox i oeno que prevalece durante la 
medición, obteniéndose un coeficiente da transferencía 
de oxigeno expresado como Kla= HR"! 
Energía de AQ i tac i ón. - El consumo de enero la oor 
concepto de mezclado es uno de los factores económicos 
de oran interés en una fermentac i ón aeróbica. El 
sistema de mese lado formado por el motor, las propelas, 
d i fusor de ai re. las mamparas, permi ten crear meíores 
condiciones posibles de homooemeidad en el caldo de 
fermentac ión, sin embargo, se conoce de antemano que la 
reoIoQÍa de Bac i 1lus thurinoiensis es del tipo No 
Newtoniano, por lo que este parámetro se vuelve más 
importante aun. Su medición esta respaldada por el uso 
de un multimetro que nos permite cuantificar el 
amperaje empleado por la fuerza de ag i tac i ón; éste dato 
puede ser traducido fácilmente a unidades de potencia, 
Ho, que componen la potencia por unidad de Volumen 
expresada como: Hp/V (Hp/lOOO 1). 

Cuant i f icac i ón de la Fuente de Carbono.- Las muestras 
recuperadas durante el monitoreo se almacenaron a 
temperatura de conoslac i ón y posteriormente se 
descongelaron y centrifugaron a 3,000 rpm por 15 
minutos y el sobrenadante se analizó por el método del 
Ac ido 3,5 Din i trosalic í1 ico, método espectrofotométrico 



para determinar azucares reductores, leyendose la 
absorvancia a una lonoitud de onda de 540 nm (84). 

d) Recuperación del Complejo Espora—Cristal.— Al finalizar 
la fermentación, se ajustó el pH del medio a 7.0 con HC1 1N. 
lueao se centrifuoó a 10,000 rpm por 30 minutos. El precipitado 
se secó en un aspersor con un atomizador de centrifuga a una 
temperatura de entrada de 130°C y una temperatura de sal ida de 
70-S0*c (Fio. 2). 

e) Cuenta de Esporas Viables.— Se llevó a cabo de la misma 
manera que para los extrac tos obten idos a nivel de laboratorio, 

f> Bloensayos de los Extractos de Fermentador.— Se 
utilizaron larvas del primer estadio del Gusano Cogollero del 
Maiz (S. fruqiperda), al imentándolas con una dieta artificial de 
Shorei mod i ficada (Tabla Ib) <49). Para encontrar el porcentaje 
de muerte del como le.jo espora-cristal, se parti ó de una solución 
madre de 500 UQ dei producto de la extracción, y de aquí se 
obtubieron las diluciones correspondientes a 500 UQ, 250ug, IOOUQ, 
50uo, 25po, 10pg y 1uq por mi de dieta, utili zándose 10 larvas 
por d iluc ión, d i stribuidas en 10 copas, posteriormente se 
incubaron a una humedad relat iva de 55'/. v 25°C de temperatura, 
por un período de 7 días. Se tomó el numero de larvas muertas en 
cada dilución de la muestra, para a partir de este dato, 
determinar 2a mortalidad (Fio. 3). 



RESULTADOS Y DISCUSION 

Experimentos a Nivel de Laboratorio 

En todos los ensayos real i zados se obtuvo un buen 
crecimiento v esDorulación de Baci1lus thurinoiensis, de igual 
manera. se encontraron resultados semejantes en el consumo de 
azúcares por estos aislados como se puede ver en las Fiquras 4 y 
5. 

Se observa oue en los diferentes medios de cultivo (Tabla 1) 
el pH se mantiene durante la fase de crecimiento exponencial, 
para lueoo lleaar a un ranao de S.O a 8.5 y con esto alcanzar la 
esDorulación al presentarse su marcado descenso en el consumo de 
la fuente de carbono hasta 1 legar a valores minirnos al rededor de 
las 48-72 hrs. (Fias. 4 v 5). 

Al observar los conteos de escoras de los extractos, éstas 
presentan similitud» excepto en alQunos casos, aún v cuando no 
existe una relación con el porciento de muerte y a pesar de que 
las cepas hubiesen crecido en distintos medios de cultivo (Mz, Dx 
v JA), dado que son pequeñas las diferencias en el conteo final 
de esporas y cristales para cada uno de los aislados (Tabla 2). 

Se puede ver en la Figura 6 v Tabla 2 el orado de actividad 
de B. thurinqiensis var. a i zawai cepas GM—7 v GM—10 contra larvas 
del primer estadio del ciusano cooollero del maíz (Spodoptera 
fruóiperda). que varía su porcentaje de muerte y concuerda con lo 
reportado por Du.lmaoe (1970) y Smith (1982) , quienes señalaron 
aue la toxic idad de esta bacter ia a insectos es espec i fiea v 
depende tanto de la cepa (serotipo o variedad), como del medio 
donde se cultivó dicho aislamiento (21,82). 

Los resultados de bioensayos efectuados con el complejo 
espora—cristal £—endotoxina, para cada una de las cepas de B. 
thurinoiensis var. a izawai a una concetrac i ón de 500 uq de 
extracto por mi en la dieta, se encontró que la GM-7 cultivada en 
medio a base de dextrosa (Dx) como fuente de carbono, resultó con 
un 937. de muerte y la misma cepa en el medio de melaza (Mz) con 
un 89y. de mortalidad v la GM—10 en el medio con J U Q O de aoave 
(JA) con un 847. de muerte. De el los cabe destacar la produce i ón 
en g /1 de la cepa GM—7 en melaza con 17g de extracto por 11 tro de 
medio y en dextrosa con 7 q de extracto por litro de medio, y por 
otro lado la cepa GM-10, con estos mismos medios se obtubieron 14 
y 13 q de extracto por litro de medio respectivamente (tabla 2). 
Un medio a base de melaza como fuente de carbono; fue reportado 
por Sánchez (1985), quien cultivó la cepa HD—i v encontró una 
potencia mavor que el estándard (STD-HD-1-1980) de 18,242 UI 
usando como insecto de prueba Heliotis virescens (76). 

Dulmage í1971), señala que una cepa de igual variedad que 
otra, v sin embarqo aislada por otra fuente ouede presentar 
distinta actividad biológica, asi como obtenerse varios rangos de 
toxicidad para un mismo insecto de prueba, sin importar si crecen 



en medios de cultivo idénticos, lo cual concuerda con lo 
encontrado en este trabajo (22). 

La importancia de seleccionar un medio de cultivo que 
soporte una a 1 ta producción de esporas y cristales, es un factor 
determinante en la mortal idad aue presenta ésta cepa; por lo que, 
con estos resultados se nos indica que resultó mejor probar a 
n ivel de fermentador de 14 11 tros la cepa GM-7 en el medio de 
melaza (Tablas 1 v 2) (54). 

Experimentos a Nivel de Planta Semipiloto 

La cuantificación de la cinética microbiana de ceoas de 
Bac i 11us thurino iensis var. ai zawai cepa GM-7, mostró un perfil 
de comportamiento muy similar al reportado por otros autores (39, 
58,59,60,61.62,63) que componen el orupo de investiaaclón a nivel 
nac ional. Por otro lado, es importante mencionar que conceptos 
sobre biotecnología de B. thurinQ iensis. hay muy pocos publicados 
en la 1 i teratura científica, la mayoría de el 1 os son de tipo 
bioquímico, microbiológico y toxicolóqico. 

El definir las condiciones" de propagación de B. 
thurinoiensis cepa GM—7 permitió la obtención de la mayor 
cantidad posible del numero de cri stales, tomando en 
consideración párametros que están relacíonados con la 
Transferencia de Masa, como el Oxígeno, el cual se vió refleiado 
en forma de demanda de Oxígeno (Na= gOj/l x h) parámetro típico y 
afín del microorganismo. (10,11,19,44,51.53>, mientras que la 
transferenc ia de Oxiqeno (Kla= Hr~*) es parámetro t ipico de las 
características de diserto v construcción de un Reactor Biolóqico 
(12,13,88). 

Durante el desarrollo de B. thurinQiensis var. aizawai cepa 
GM-7 a nivel de planta semioi loto, se obtuvo una respuesta 
General de crecimiento que se expresa en las tablas 5 y 7, esta 
cinética es típica, sin embarao, algunos autores han encontrado 
anormalidades que refle.jan la posibilidad de aue el 
microorgan ismo posea di ferentes alternativas enzimát i cas para la 
utilización de los componentes del medio de cultivo (8) « 

La existencia de una reolooía de tipo no newtoniano en el 
caIdo de fermentaci On en el cual se propaqa B. thurinqiensis 
(Tabla 1), se ve expresada por los valores obtenidos en los 
conceptos de Oxiaeno Disuelto (0.D.); Coeficiente de Respiración 
QÜ2 V Coeficiente de Transferencia de Oxígeno (fcla), Con las 
Tablas 4 y 6 se puede observar aue los experimentos realizados 
con ©1 proposito d© verificar el efecto de mezclado de la 
cinética microbiana de B. thurincuensis var. aizawai cepa GM—7 
indican claramente que los requerimientos de oxiqeno por parte 
del microorganismo son ba.jas. Así por ejemplo, al observar el 
efecto de la aoi tac i ón se establece que la Demanda de Oxioeno 
para esta ceoa, oscila entre 0.109 y 0.141 oOj/l x h. valores 
oue, definitivamente por tratarse de una fermentación aeréisica, 
son relativamente bajos al compararse con los de otros autores 



que reportan valares que vanan en el ranoo de 1-2 a 3.5 QO ̂  1 x 
h. (1,3,7,17,53,71). 

Con referencia a las respuestas que ofrece la ceoa de B. 
thurino iensis var. aizawai cepa GM-7, ante las condiciones de 
mezclado que prevalecen durante su propagación, en las Tablas 4, 
5, 6 y 7 podemos observar que el microorganismo presenta 
di ferentes comportamientos ante los parámetros de velocidad de 
aqitación v aereación. Desde el punto de vista de las condiciones 
de mezclado se conoce que la agitación favorece más a la 
producción de células que la aereación, v así por ejemplos al 
anexar los datos de la demanda de oxígeno y el coeficiente de 
respi rae ión, se encontró que la demanda de Oxígeno se va 
incrementando en función al aumento de la veloei dad de ao i taclón, 
y la mismo sucede con el coeficiente de respiración (QO ̂ . Esta 
respuesta ind ica que conforme aumentamos la cali dad de 
transferencia de masa, el microoroanismo tiene una mayor 
dispon ib 11 idad de ox igeno, de tal manera que se benef ic ia v 
podemos obtener con ello un aumento en la cantidad de esporas/ml, 
lo cual se puede apreciar en las Tablas 5 v 7. 

Por otro lado al analizar el coeficiente de rendimíento, 
observamos que este permanece constante prácticamente, lo que 
significa oue independientemente de que el microorganismo 
disponga de una mavor cantidad de ox íqeno para aspee tos de 
respiración, su capacidad para transformar el sustrato permanece 
constan te, sin embargo, se encontró que durante la fase 
estacionaria las esporas/ml sufren un cambio sionificativo, lo 
cual demuestra que parte de su blosíntesis es uti11zada para la 
formación de nuevos cristales (Fia. 8). 

Estos resultados, englobados en las cuatro tablas va 
mencionadas, nos dan una imagen muy importante desde el punto de 
vista de diseño v construcción de reactores b ia1Oqi eos, va que al 
analizar los valores de Demanda de Oxigeno, se puede observar que 
aún v cuando este microorganismo es poco exiqente en cuanto a la 
cantidad de oxigeno por gcel/1 por hora, (Na), las condiciones de 
mezc1ado resultaron importantes para una buena esporulación y 
f ormac i ón de cr i sta les. F'ara esclarecer este punto, en la f i gura 
7 se pretende establecer un criterio, que B. thurinqiensis es un 
microoroanismo dependiente de las condiciones de operación y de 
la formulación del medio de cultivo para elaborar un producto con 
cierto nivel de toxicidad, y de acuerdo con las experiencias aue 
se han real i zado hasta ahora en nuestro qrupo de investígación, 
se puede concluir qu$ todas las cepas que se han probado para 
Control Biológico se comportan de una manera muy similar, es 
decir, por reacciones un tanto distintos ante los camb ios de 
formulaci ón de med ios de cult ivo y de las condiciones de 
operación. 

Al hacer un análisis de las parámetros de mezclado en el 
reactor biolóo ico durante la propaoaci ón de la ceoa de &. 
thurinQiensi s cepa GM-7 se puede establecer que las condiciones 
de la mecánica del fluido que prevalecen dentro del reactor son 



las aue están relacionadas, específicamente, a las de un fluido 
no newtoniano. 

Por lo anterior, es conven iente establecer que toda la 
invest iqaci ón aue se pudiera rea 1 i zar en un futuro tendría que 
ser con respecto a este tipo de fermentaciones que son muy 
similares a las de tioo micelial en las que los problemas de 
transf erencia de masa v de cal or son de bastante importanc ía, ailin 
cuando se visualiza el escalonamiento de proceso. El diserto y 
construcción de cada una de las partes que componen al reactor es 
de oran interés, asi como el hacer un análisis de la influencia 
que tiene cada una de las partes del reactor como pudieran ser 
las propelas; su tamafío, su diámetro, su al tura, el numero de 
bafles, ancho de éstos, t ipo de di fusor de ai re, d iametro de los 
ori f ic ios en el d ifusor de aire, la relaci que hav en el 
diámetro de 1 tanaue y el diámetro de 1 as propelas, etc. Las 
condiciones de mezclado vienen a tener una influencla muy 
sionificativa sobre la respuesta del microorganismo, considerando 
aun más que es muy probable aue a diferencia de la mayoría de los 
casos de procesos de fermentación, en que el criterio de 
escalonamiento se encierra alrededor de los coeficientes de 
transferencia de masa, veloe idad de aa i tac i ón, número de Revnols, 
etc., para el caso de B. thurínoiensis var. aizawai el criterio 
básico más importante de su escalonamiento será el de toxicidad 
que se obtenqa al final del proseso. 

Al hacer una comparac i ón de los resultados encontrados, con 
los de otros autores se puede concluir que hav similitud de una 
manera qenera1 a las respuestas de cinética y fisiolaaia 
microb iana bajo estas cond ic iones de operación y formuíac i ón de 
med ios de cultivo (Fiq. 8). Sin embargo, es necesario hacer notar 
que a pesar de estas respuestas, ex isten d i ferenc ias cuando se 
ana 1 i zan desde el punto de vista de consumo de enero la y demanda 
de oxigeno: con lo anterior podr í a/nos dec i r que la sup lemen tac i ón 
de ox i geno para sufraoar estas demandas, están muy relac ionadas 
con las de transferencia de masa con respecto al transoorte de 
nutrientes al interior de la células si en un momento determinado 
la célula no reauiere de tanta cantidad de oxígeno en el medio de 
cultivo (Fio. 8), es muy probable, que las condic iones de 
mezclado tenoan que prevalecer para ooder satisfacer el 
transporte de nutrientes al interior de la célula. Lo anterior se 
puede constatar al anal izar la concentración de células v del 
coeficiente de rendimiento en base a sustrato; en la tabla 6 se 
hace un análisis sobre el mismo se puede establecer que éste se 
incrementa. en función del cambio de los parámetros como la 
aereación, donde ios valores van desde 0.5 W M a 2.0 W M . Lo 
anterior nos sirve de base para reafianzar el criterio de que las 
condic iones de mezclado son importantes para que el 
microoroanismo tenga mayor eficiencia en la disponibilidad de los 
ingredientes que componen el medio de cultivo, serla apropiado 
hacer análisis más exaustivos al estudio o al efecto que tienen 
cada una de las partes que componen al reactor. 



En lo referente al diseño de reactores, la 1 iteratura es muy 
amplia en lo que respecta a la influencia de la aereación y la 
aoitación sobre el crecimiento microbiano (35,36,44,45,50,53,71, 
73,90) . Sin embarco en lo que respecta a B. thurmoiensis es muy 
poco lo que se ha publicado hasta ahora (27,87) por lo anterior, 
es conveniente establecer que a partir de los resultados que se 
han mostrado aquí de la cepa de B. thurinoiensis var. aizawai 
cepa GM-7 es necesario ahondar en la investigación con relación a 
la reolooia del medio de cultivo v anal izar cada uno de los 
parámetros que lo componen, por ejemplos el número de Reynolds 
<Nfte= Di^.N. /n); este número podría encontrar una serie de 
factares que tiene una influencia muy significativa sobre 1 a 
calidad del medio de cultivo, y este a su vez desenpeña un papel 
importante en cuanto a la eficiencia con la que el microorganismo 
se está propagando. Los estudios reolóoicos por lo oeneral están 
relac ionados con: Demanda de Oxigeno, influenc ia del tamaño y la 
ve loe idad de las propelas, asi como la viscosidad aparente del 
medio de cultivo; por lo anterior se sugiere que estos estudios 
se lleven a cabo con el fin de definir más claramente las 
condiciones que deben prevalecer encuanto a aspectos de mezclado 
para que B. thuri nqien5is var, ai zawa i pueda propagarse 
adecuadamente y que, en funeión de ésto resulte una mejor 
oropaqacón y toxicidad para la cepa. 

Ex iste una qran controversia con respecto a B. thurinoiensis 
v su toxicidad, ya que algunos autores consideran que las 
cond i c iones de operación durante el proceso de fermentaciOn no 
oresentan relevancia alguna en la capacidad tóxica de la toxina 
(27.87), sin embargo, los estudios real izados por Medrano 1987 v 
1989, establecen que ex iste una relac i on muy estrecha entre el 
med io de cu 11 ivo, las cond ic iones de operac ión y la toxicidad del 
bioinsecticida, lo cual de alguna manera se maní fiesta en nuestro 
caso también (60,62). 

Para ello podemos observar aue para B. thuringiensis var. 
a izawai el t iempo del proceso (Tp) ose i 1 ó al rededor de 30 h, 
mientras que el t iempo de esporulac i ón (Te) fue aproximadamente 
de 8 h, conduciendo a una formación de esporas promedio de 25x10 ' 
esporas/g de extracto. Estos resu1tados responden a va lores de 
Mortalidad del 100 '/. con 500 nq de extracto/ml de dieta, que 
comparadas con los obtenidas por fiedrano y col. 1987 (58) se 
concluve que son afines desde el punto de vista de condiciones de 
operacion en el proceso de fermentac i ón. 

Los estud i os real izados por Medrano v col. (1987,1989) con 
relación al diseño de equipo conducen a reforzar el concepto aue 
se encuentra en la Fíg. 7, la cual establece que para la 
producci ón de b ioinsect ic idas def m11ivamente se deberá 
considerar las condiciones del proceso, la formulación del medio 
de cultivo y la toxicidad, éstos tres conceptos están rodeados de 
t rabajo experimental a n ivel de aereación, ag i tac ión, Ox ígeno 
Disuelto, trabajo de planta semipiloto, estudios nutricionales a 
ni vel de matraz, así como estud ios relacionados con la influencia 
de la concentración tanto de la fuente de carbono como de 



nitrógeno, para finalizar con lo concerniente a la toxicidad delx 
complejo espora-cristal que habré de ser probado a nivel de camoo0 
experimental para ver su acción especifica contra el insecto0 
plaga que se desee combatir (60,62). 



CONCLUSIONES 

A) Experimentos a nivel de Laboratorio.-
í.- Los conteas de esporas de los extractos, son similares va 

que son pequefías las diferencias para cada uno de los 
aislados (X 10 ) que permitió la obtención del mavor número 
de cristales. 

La cepa de B. th_urinqiensis que presentó mavor actividad 
contra Spodoptera f ruoiperda. mediante bioensayo fué la Gli-7 
en el med i o Dext rosa con 93 'A de muerte y en Melaza con un 
89% de muerte, a una dosis de 500ug/ml. del extracto. 

B» thui rno iensis GM-10 presentó su mayor toxicidad al 
cultivarse en el medio con Juoo de Aqave con un valor de 84*/. 
de mortalidad, ba.jo la misma dosis. 

4.- La mavor oroducción de extracto fué de 17g/l con la cepa 6M-
7 en el medio con melaza de cafía de azúcar, a condiciones de 
laboratorio. 

B) Experimentos a nivel de Planta Semipiloto.-
1.- Los parámetros ópt imas de fermentac i ón de B. thurinoiensis 

var. ai zawai GM-7 son« velocidad de aoitación 700 rom, 
aereación 1 W M y con un tiempo de proceso de 30 h. 

2. - La producción de extracto se elevó a 19q/1 con el medio de 
cul 11 vo a base de melaza de cafía de azúcar en B. 
thurinoiensis var. aizawai GM-7. 

B. thurinoiensis var. ai zawai GM-7 mostrò una Demanda de 
OxiQeno <Na> entre 0.109 v 0.141 qO^l x h» y un Coeficiente 

Reso i raci ón ( de 0. 150 q0/o cel, x h. , los cuales son de 
ba.ios v atractivos, desde el punto de vista industriai 

4.- Los b ioensayos, ut i 11zandose larvas neonatas de S-
f ruoiperda, mostraron un 1007. de muerte emp 1 eandose 
extractos de B. thurinoiensis var. ai zawai GM-7. 
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Fig. 4 Comportamiento del pH y Consumo de Azúcar Reductor (A.R. - -
g/1) durante la propagación de Bacillus thuringiensis var. — 
aizawai cepa GM-7 en tres diferentes medio de cultivo a n i -
vel de matraz. (0* Mzs Melaza, Dx: Dextrosa, A: J.A.: 
Jugo de Agave). 
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Fig. 5 Comportamiento del pH y Consumo de Azúcar Reductor (A.R. g/1) -
durante la propagación de Bacillus thuringiensis var. aizawai -
cepa GM-10 en tres diferentes medios de cultivo a nivel de labo-
ratorio. ( • : Mz: Melaza, • : Dx: Dextrosa, • J.A.: Jugo 
de Agave). 

1020091315 



WJ 

F 
o * 
<-f n 

rfö S Su H 0 Q, O H pi>d ft o fu » <Q H pj & H-m 9<P< 

{u 

o io (o ̂  05 "0 {I o ® o ; c 0 r* 
^ £ S Jf (D ® H-H W gi 

Qi Cj Hi V' P tf K H) iÛ P B "Ö 0<û ̂  P H- <t> M OJHJ ¡3 ft tt ® rt h K ® H > 0. W 10 511 « S* Q> 3 fi) < S" fD <î> affi — Ui F- X • O O ft OClîH » îu C Oj O (t> rt \ O 3 Q ro K J5 • H CL ft (D û. H-(D < |W O • r . rt »0 H H P» 0 O «o rt p 0 M3 S" 2. 
(D M 
13 O H (D (0 . » h fr d> O H (C III S h <2 dP ö> 0) 

O 
ÖJ H 

es (D 0 O rt> 
ID 
I 9 .. (d e» »o 1 P 01 rt P « (D (0 O 
» S ? N H 
M •< S (D ® 4 o 

OJ N (D Q) û 



H-
«Û 

-j 
Qi 50 (î> n> H M P 0 O m P-Crt tr 3 
P-0 (D p-S ft (0 n O n> o ft H» p-0 o H p-p' c: f« 10 0» o p-h o\ 0 3 Qi c o> o (D p-H Qi o 3 « (D 
•o Q. •o P-0 0 h 
to o 
4 0 3 c QJ rr P-c O 
^ P-p-0 3 3 

(D 
P- W a> 3 Qi 0) CD 
P-en 
» ^ 0 0 o 10 0 

^ 
ft 0 X p-o p-a tu Q* 

n 
z o a « 2 22 = 

• O O a 
i 
• j. 

» 

t 

o o o o 2 » n o n n 3 ar H -t 
* 
> > O o Ö o X 2 
o O n M 
e n C m 3 3 -4 -t m n 
e o i* n 
SE o W a o 

> a • A a s m X e O 

•4 O X 
5 
o > 
o 

Z > 
H 
> 
N 

1 n a Z n 
> o O a 

o o 
'S 3 

S ° 
sSô 

m 
M 

OO 35 c o m m 

> o 
M > O 

î 

» n s n ^ o 

t V 



T(h) 

Fig. 8 Cinética de fermentación de B. thuringiensis var. aizawai cepa -
GM-7 a nivel semipiloto en termentadores de 14 1 en medio melaza 
(Mz). pH (o). #C. (cel/g) número de células (•). A.R. (g/1) 
Azúcar Reductor ( • ) y % 0. D., porciento de Oxigeno Disuelto 
( • ). 
Condiciones de operacion (ver tabla 3)• 



Tabla 1. Distribución del contenido de tres diferentes medios de cultivo-
para la producción del complejo espora <f endotoxina de Bacillus 
thurjngiensis var. aizawai cepas GM-7 y GM-10 

C1 ave de] Medio 1 

Mz Lx JA 

Fuente de í 

Carbono 20 1.5 15 

HS 20 20 20 

i i 0 

CaCO, 1 1 1 

* Expresado en (2/1 ) 

íiíiza i. 0-5% ae A.:-.. 

Dx = Osxtrosa (7396 de A.R.> 

JA = Juso de Agave (85% de A.R.) 

PH = 7 . 0 - 7 . 2 

HS - Harina de Soya 

^R\M= I.. - Q U i d o de remojo ma J z 

CaCO-, = Carbonato de Calcio 



Tabla la.- ANALISIS PARCIAL DEL LIQUIDO DE REMOJO DE MAIZ 

Solidos totales 51.0 7. p/v 
ñc. Láctico 15.0 p/v 
Azúcar Reductor 5. 6 y. p/v 
Azúcar Reductor deso. de Hidrólisis 6.S 7. p/v 
Ni tróoeno Total 4.0 p/v 

Aminoácidos como % de Nitróoeno 
Alan ina 25 
Arqinina 8 
Ac. Sluiamico 8 
Leucina 6 
Prolina 5 
Isoleucina 3. 5 
Threon ina 3.5 
Valina 3.5 
Fenilalanina 2.0 
Metion ina 1.0 
C ist ina 1.0 

Ceniza 1.25 
Potasio 20.0 7. 
Fósforo 1-5 •/. 
Sod i o 0.3-1 7. 
íiaqnec i o 0.003-0.3 
Hierro 0.01-0.3 y. 
Cobre } 
Ca 1 c i o 5 0.01-0.03 y. 
Z inc 0.003-0.08 7. 
Plomo } 
Plata} 
Cromo} 0.001-0.003 

Vitaminas B 
Aneurina 
Biot ina 
Pantotenato de 
Ac. Fólico 
Nicotinamida 
Riboflavina 

También Niacin. 

Cale ÍQ 

y Primxdina 

41-4? yg o 
0.34-0.38 ug q 
14.5-21.5 ug g 
0.26-0.ó ug g 

30-40 ug g 
3.9-4.7 ¿jg g 

ref. Stanbury y Whitaker. (83) 



Tabla Ib.- COMPOSICION DE LA DIETA SHOREI MODIFICADA. 

Harina de Sova 80.0 o/l 
Bérmen de TriQo 3¿>. 0 o/l 
Sai Wssson 12.0 Q/l 
Sacarosa 13. 0 Q/l 
Ac. Sorbico 1.0 o/l 
Meti1-p-Hidroxibenzoato 2.2 Q/l 
Ac. Ascòrbico 4.B Q / L 

Aüar Aoar 15.0 ml/1 
Cloruro de Colina (15%) 6.6 ml/1 
Formalüehido ( 10"/.) 5.0 ml/1 
Ac. Acético (25%) 13.3 ml/1 
So lue ión Vitaminica * 4. 0 ml/1 
Aoua Dest ilada 1000.0 mi 

Solución Vitaminica * 

F'antotenato de Calcio 12 o/l 
Ni acinamida 3 a / l 
Riboflavina 3 o /1 
Ac. Fólico 3 g/1 
Tiamina <HC1> 1.5o/l 
Piridoxina (HC1 ) 1.5q/1 
Biotina 0.12ml 
Vitamina B-jj 25 mi 
Volumen Aforado a 1000.0 mi 

ref. lonofo. (49) 



Tabla 2 Relación entre producción de B. tiraringiensis. -var. aizawai cepas GM.-7 y 
GM-10, a nivel de matraz en tres diferentes medios de cultivo y mortalidad 
(%]contra el gusano cogollero del maíz, Spodoptera fruqiperda. 

Clave del Medio 

ílz Dx J A 

Cepas G M - 7 G M - 1 0 G M - 7 
i— 

G M - 1 0 G M - 7 G M - 1 0 

It C* 
l ce I/m1 > 

98 x 10S 35 x id 29 x 10 6 67 x 10 5 44 x 106 20 x 10 

» t 
< eso/?) 

12 x 109 25 x 109 56 x làQ 22 x 10 9 26 x 109 25 x IO5 

Product i '-•n 
< e i ; 

17 14 13 12 11 

Mortai i dad (%) 
1500 j\¿/mi) 

89 49 93 7 3 59 84 

* F'rpjnoculo 

: 0 N D I C 1 0 N E S D E O P E R A C I O N : 

Volumen de Operación 100 ííH 
Agitación 250 rpm 
Temperatura 303C 
DH Inicial 7.0-7.2 
DH Final 8.0-8.5 
In rn l o 1% iv/v) 
Tiempo de Operación 48-72 hrs 



Tabla 3 Producción de B. thuringiensis var. aizawai cepa -
GM-7 en un termentador de 14 1 en el medio de cul-
tivo a base de melaza (Mz) y mortalidad (%) contra 
el gusano cogollero del maíz (Spodoptera frugiperda) 

Clave del Medio Mz 

Cepa GM-7 

ft C* (ce 1 /m I ) 20 x 10 7 

# E (esp/e) 25 x 10 9 

• I J üuuci < A . LY 

Mortalidad (*) 100 

< 5 0 0 J X ? / M 1 ) 

* Inoculo en MF 

ouNLMÜ IONES DE OPERACION: 

Volumen de Operación 9 !t 
Aereac i ón 1 VVM 
Agitación 700 rpm 
Temperatura 30 5C 
D H Inicial 7 . 0 - 7 . 2 

pH Final 8.0-8.5 
¡ rií'icu lo 1% i v/v 
t- el H 1 ii ̂  1 I n u 1 o 16 n r s 
Tiempo de Uperafcion 30 hrs 



Tabla 4 Efecto da la velocidad da agitaciSn acbre la cinética microbiana 
de B. thuringienaia var. aizawai cepa GH-7 en un fomentador de 
14 1. 

<« 02/lxh) 

ARitacion Crpm) 

200 300 400 500 600 ' 700 800 

X 0.646 0.848 0.848 0.880 0.880 0.'943 0.942 
ía ce 1/1) 

Yx/S 0.187 0.187 0.187 0.199 0.199 0.208 0.208 
iff cel/pe) 

a - J.u^u ..ii. •J. 1.1*. v'.ko O. 135 0. 135 

Na 0.109 0.113 0.121 0.131 0.131 0.141 0.141 

0.128 0.133 0.142 0.148 0.146 0.150 0.160 

KLA 84 87 93 100 100 108 106 
<Hr" ) 

(Hp/1000 1) 0.015 0.015 0.016 0.017 0.019 0.019 0.019 

CONDICIONES DE OPERACION: 
Volumen de Operación 9 lt*. 
Aereación 1 VVM 
Temperatura 30*C 
pH Inicial • 7.0-7.2 
DH Final 6.0-8.5 
Instilo 1* <v/v) 
tuja el In -culo 18 hrs 



atabla 5 Efecto da la velocidad da agitación aobr* la propagación y eapojAla-
cifin da B. thuringianaia var. alsawal capa GM-7 an un fenontador 
da 14 1. " 

Agitación (rpi) 
' > 

200 300 400 500 600 700 

X 0.848 0.8<*o u. tí**8 0.980 0.880 0.943 0 
i a cal/1) 

Na 0.109 0.113 0.121 0.131 0.131 0.141 G 
iff 02/lxh) 

r h » 12 12 12 10 8 8 

TD (hl 40 40 38 38 34 30 

« E (esD/a) 19 x 10fl 20 x ltf 22 x 10 9 23 x 109 23 x 10 9 25 x 10 8 25 'x 

ONDICIONES DE OPERACIONt 

Volumen de Operacitìn 9 It 
Aereacinn 1 VVH 
Temperatura 30'C 
DH Intelai 7.0-7.2 
eH Final 8.0-8.5 
n culo 1* <v/v> 

i • hT9 
i i<.tup uè ksoorulaci n a 
riempo de Prooeso Tp 



Babia 6 Bfecto da la aawmolSn sobra la cinética aicxAlana da B. -
thuriaaléñala var. alsawal copa GH-7 en un fexmentador~da 14 1. 

Aeread on <VVN> 
• - 0.5 1.0 1.5 2.0 

X 
(a ce1/1) 

0.652 0.943 0.990 1.01 

Y*/s 0. 145 0.208 0.220 0.225 

C Hr > 
0.118 0.135 0. 141 0.143 

Na 
(g0T/l x h) 

0.085 0.141 0.153 0.158 

Q>, 
OOf/gcelxh) 

0. 130 0. 150 0.154 0.156 

Kla 
(Hr"1 > 

85 108 118 121 

1 I 0 021 .019 0.016 0.014 

CONDICIONES DE OPERACIONI 

Volunen de Operación 
Agitación 
Temperatura 
PH Inicial 
ph Final 
Inóoulo 
Edad del Inóoulo 

9 lt 
700 rpa 
30 »C 
7.0-7.2 
6.0-8.6 
1* (v/v) 
18 hre 

U 



Sabia 7 afecto de la aareaclén sobre la f^rrmjmwtfc y eapoeulaclSn de B. ̂  
tfauringléñala var. alzawai capa G|H7 en un famantador da 14 lT 

Aeread ón (VVM) 
O'. 5 í . o 1.5 2.0 

X 0.^52 0.943 0.990 1.01 
<« ce1/1) * 

Na 0.085 0.141 0.153 0.156 

Te (h) 10 8 6 8 

Tp fh) 36 30 32 32 

* E (esD/tt) 17 x 10 9 25 x 1 0 9 26 x 10 9 9 7 x 

CONDICIONES DE OPERACION: 

Volumen de Operación 9 lt 
Aeltaolón 700 rp« 
Temperatura 30*C 
H Inicial 7.Q-7.2 

b nal 6. 
Inoculo 1* «v/v) 
Edad del Inoculo 18 hrs 
Tiempo de Esporulaolán Te 
Tiempo de Proceso Tp 

» 



ESTADISTICA 

Análisis de Rearesión de la variable Aoitacion en función de Yx/s 
( 9 cel/ o s ) . 

V = 0.176 + 0.00004 Aoitación 
R 2 = 0.99 
r =0.99 
EE = 6.25 x 10~5 

Ao Y calculada 
Yx/s 

200 0. 184 
300 0. 188 
400 0. 192 
500 0. 196 
600 0. 200 
700 0. 204 
800 0. 208 

'i i i • i 
200 400 600 800 

(rpmj 

El domín i o de la función fué más peauefío de lo aue se 
esperaba. va que nos muestra una oráfica de tipo 1ineal, 
D O Sib 1emente a valores mavores se encuentre curvatura que pueda 
darnos el ópt imo para aoi tac iOn. Es importante señalar que ésta 
función es muv confiable va aue los valores de R2 v r son de 0.99 
y altamente significativos. Por otra parte el EE es despreciable 
(6.25 x 10'5) . 

Análisis de Reoreción de la Variable Aereación en función del 
Yx/s ( a cel/ c. s ). 

v = 0.06149 + 0.20420 Aereación - O.062 Aer. 2 
R2 = 0.99 
r = 0.99 
EE = 4. 105 x 10"4 



a 100 

Ae Y calculada 
Yx/s 

0. 5 0. 148 
1.0 0.204 
1.5 0.228 
2.0 0.222 

0.14* 

— I — 

i.0 Ae 
(vvrrO El dominio de la función fué satisfactorio va oue se observa 

una orafica de tipo cuadrática v í a curvatura puSdí dlrnos i! 
valor óptimo para aereacion (Ae). En e s t e caso la funcioTpor ser cuadrática v con valores de R 2 v r = fi PQ ser 
conf iable y nredlse el c - p o r t » , ^ d¿,e t ^ n f " : ! r ™ ^ 
CVx/B> a causa da la aereacian. El valor encontrón ¿arfeí i ^ e s 
de 4.105 x 104 el cual se considera despreciable 

Análisis de Reoresión Múltiple 

Variables 

Aereaci ón 
Aoi tación 
Ao i tac i ón ̂  
Valores 

Yx/s (calculado) 
1 0.184 
2 0.188 
3 0.192 
4 0.196 
5 0.200 
6 0.204 
7 0.208 
8 0.148 
9 0.204 
10 0 . 2 2 8 
11 0.222 

Variable Dependiente 
Yx/s. 



Variable Coeficiente de Reoreción 

Ae 
Aq 
A Q 

2.04^2 x 
3.8892 * 

10 
IO 

-1 
-5 

-6.2051 ;< 10 - 2 

Error Estandar de Estimación = 0.005 
R2 = 0.964 
Rmúltiole = 0.982 

Análisis de Varianza 

Fuente GL Suma de Cuadrados 

modelo 
residual 
total 

Cuadrado Medio F calculada 

3 
7 
10 

0. 005 
0. 000 
0.005 

0.002 
0.0001 

62.218** 

Suma de Cuadrados Secuenciales 
Fuente F'robab i 1 i dad > F 

Ae 
A Q 

A Q 

0.00001 
0.04275 
0.00013 

Prueba de Durbín-Watson = 2.98 

Con los parámetros empleados para éste trabajo, el Anél i sis 
de Rearesion Múltiple nos muestra que 1 a variable Aereaci6n (As) 
es la aue princi pálmente influve en nuestros resultados va aue el 
valor de la F oara ésta variable fué altamente sionificativo al 
P>0.01 en tanto que la Agitación (AQ) fué sionificatívo a P>0.05 
Es evidente que el valor explorado de la Aeutación (AQ) POR S E R 
pequefío influve notablemente en los resultados encontrados por 
que en estudios posteriores será necesario aumentarlo para 
describir la curvatura y de ésta manera encontrar la función de 

comportamiento de ámbas 
potencial que se pueda 

respuesta 
estud iadas 
el las. 

que ared iqa el 
V el ren d i m i en t o variables 

obtener de 




