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RESUMEN

Debido a gue en la actualidad son escasos los tons=ptos
sobre biptecnolooia de Bacillus thuringiensis, Yy existen pocas
oublicaciones al respecto, 2] presente trabajo se realizd con la
finalidad de determinar alaunos aspectos como 1a pProoacacion.
toxicidad  y produccion, apropiadas para la abtencidén del
biroinsecticida, para elleo se utilizaron dos cegas nativas de
Bacillus thuringiensis vat. alsawai claves GM-7 v GM-10, ss
cultivaron en tres diferentes medigs de cultivo, a nivel de
laboratorio, a base de Melaza de cafia de azucar, Dextrosa v Jugo
de Aoave como fuentes de carbono v adicionados con Harina de Sova
como fuente de Nitrégeng v Liquido de Remajio de Maiz, comg
factores de crecimiento vy CaCD3 como amorticuador de pH: de los
extractos de fermentacion recuberados. se determint su actividad
insecticida <contra el Busano Cognllero del Malz Spodoptera
frugiperda mediante Bioensave, a wna dpsis unica de S00upua/ml. v
se encontrd gque 1a ceoa Gf-7 presentd un porcentaje de muerte de
P34 #n el medio a base de Dextrosa y un B9% en el medio a base de
Melaza v la cepa GM-10. resultd con un 84%4 de muerte en el medio
de Juoo de Agave v 7I4 en el medip de Dextrosa. Al comparar la
produccidn de los extractos finales., el mejor fué para el medio
con Melaza en 1a cepa GM-7 con 17 o/l v de i4 g/l. para la cena
GM=-10 en el mizsme medio. Fué nor £llo gue se cansiderd el medio
con Melaza, el mas abpropiado para pptimizar condiciones a nivel
de Fesrmentador de 14 1 {planta semipiloto) yv con la cepa GM-7.
donde se observd un i1ncremento en la produccion hasta de 19 o/l y
un  porcentalje de puerte del 00G% a la dosis de 3S00ugs/ml v bajo
las siguwientes condiciones de praopacacidn: velocidad de agitagion
700 rpm, asreacion 1 VUM, tiempo de proceso 30h v, se obussrvd que
la Demanda de Oxigeno para B. thuringiensis vatr. aizawali GBM—~7,
presentd valores entre 0.109 y 0.141 aD,/1 x h.. 1o cual se
considerd bajo por tratarse de un microorganismo aerdbico.
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INTRODUCCION

Los procedimientos actuales para erradicar insectos de
interés aaricola, son quimicos vy bioldaicos; los primeros
acasionan nuevos oproblemas al  hombre. reEquiriéndose de mavores
déysis para eliminer placas de importancia, produciendose con esto
efectos nocivos para la progresiva contaminacidén de los
ecrosistemas, comd reEsistencia adaguirida por lps insectos,
toxicidad selectiva v otras alteracionss de tipa ecaoldgilco.

Faor 1o anterior. se prefiere los métodos de control
bioldgiro basandose en £1 usp de microorganimos patogsnos como
acentes de centrol. Entre uno de 1os mas estudiados es una
bacteria esporulads vy aram positiva denominada Bacillus
thurinaiensis, aquz Na demostrado ser altamente patogena para
diversos insectos. debido a uwuha de sus toxinas llamada S-
endotoxina. o cuerpd parassporal o cristal. 25 la responsable de
la propiedad bioinsecticida de este microorganismo (43,54). El
control bioldoico se define como: El uso de microorganismos
naturales o modificados, aenes o productos de ellos para reduciv
el sefecio de oraanismos indeseables (plagas) a favor de insectos
ben¢ficos y microarganismos (37).

Actualmente s conocen numergsos medios da cultivo para
estudiar 21 metabolismn de B. thuringiensis. vya ogue existe
divarsa variabilidad ean la actividad toxica de las preparaciones
derivadas de los distintos medios de fermesntacion para una cepa
usada {(22).

Estas caracteristicas estimulan a la investicacion de H.
thurainglensis, v ofrecen buenas perspectivas como la busqueda de
cepas nativas con rendimientos de fermentacidérn favorables y una
toxicidad superior dirigida a plagas de importancia en México
como 1o es 2l guzano coaocllero del mair Spodoptera frugiperda gule
se encuentra ampliamante distribuida, occasionando severos dafios
(78&).

Tomando en cuenta que es escasa  la informacion relacionada
ron las condiciones de propagacion de Bacillus thuringiensis var.
aizawal a nivel de labaoratorio y planta semipiloto es gue nos
praponemos los sigulientes oblietivos.

Objetive general: Determinar alogunos asvectos sobre la
propagacion de B. thuringiliensis var. alzawai a nhivel de
laboratorio y planta semipiloto.

Obietivos particdlares: al).- Encontrar la meior actividad toxica
de B. thuringiensis var. aizawai en diferentes medios de
cultiva contra el gusano cogollero del maiz (Spodoptera
frugiperda). h).~ Optimizar condiciones de operacitn a

nivel de fermentador de 14 1 {(planta semipiloto).

2



ANTECEDENTES
HISTORIA.-
Bacilius thuringiensis ha sido estudiada intensamente en las

tltimas tres décadas, y a demostrado ser apropiada como agente de
control bioléoico de insectos plaga.

El interés en este microorganismo principia par el
aislamiento de una bacteria de orugas enfermas del gusano de seda
(Bombix mot1). efectuadas porr el Japonés Ishiwata (1205,

denominandolo Bacillus sotio. peroc esta i1dentaificacidn no fue
campleta Vv la primera descripcitn micrtobiologicamente valida del
bacilo fué hecha en Alemania por Berliner (1911) v 1o aislo de
larvas enfsrmas de la oalomilla del mediterraneo (Anacasta
kheeniella). En 1215 Eewrliner en Alemania identificd estos
aislados como una subespecie nueva Yy prooone e1 nombre de K.
thurinaiensis, ya que originalmente fue aislada en Eerlin en la
Frovincia de Thuringen., donde epcontrd € inicid sus estudios con
este bacilo (28,47,53).

Un aislamiento similar fue hecho en 1927 par atro aleman,
Mattes. auien trabald con €1 mismo insecto. Ambos bacteridlogos
hicieron observaciones 1mportantes con este micrporganismo,
mientras células vegetativas crecian vy maduraban, éstas
producian, ademas de la espora oval, un sSegundo cuerpo. vy
Berliner 1o nombro "Restekorper” o cuerpo de desechn, tiempo
después un canadiense (Hannay., 1953), utilizando el Microscopio
Electrdnico, redescubrid este cuerpo y confirm® las observaciones
anteriores, mienteras examinaba la ssporulacion en bacterias.
gbservd cristales en forma de diamante libres del esporangilo. en
preparaciones de cultivos esnorulados de EB. thuringiensis y se
reftiere a @l1los como paraesporal. Hasta ese tiempo, se desconocia
ésto como una funcion de patogenicidad., Hannay, por el contrario,
sugiers que los cristales, al encontrarse en ] 1ntestino medio,
estan conectados con la formacion de una sustancia tdxica gque
induce una posterior septicemia =n larvas de insectos (Z0,34).

Fosteriormente Anous en los affos del 19533 al 1954 separd el
cusrpo paraesporal de la espora en cultiveos vieios. v demostrd
que el cristal contenia una toxina alcalina soluble para insectos
y gque la toxicidad para el gusang de seda (Bombix mori) estd en
funcitdn de éste y reguiere para ejercer su efecto, encontrarse en
2l intestino medio anterior del insecto, sitioc susceptible a la
accion del crigtal paraesporal (31,43%,56,468).



CLASIFICACIDN DE SERDVARIEDADES DE B. thuringiensis

SEROTIFPO H SERDVAR

i thuringiensis
=z finitimus

2a alesti

Zas 3b kurstaki

Sa. =d sumivoshiensis
3a. 3d ,3e fukuokaensis
4a., 4b zotto

4a, 4b dendrolimus
4a. 4¢ kenvae

Sa, Sb gallerias

Sa, Sc canadiensis

& entaomocidus

& subtoxicus

7 Aalzawai

B8a., 8Bb motrri1sonl

Ba. Bc ostriniae

Ba, Bd niocsriensis

9 tolworthi

10 darmstadiensis
1ia. 1lb toumanoffi
1ia. 1ic kEvushuensis
12 thompsoni

17z pakistani

14 israelensis
15 dakota

1é& indiana

17 tohokuensis
18 kumamotoensis
i? tochioiensis
20a, 20b vunnanensis
208, 20c pondicheriensis
21 colmeri

22 shandociensis
23 Jjaponensis

24 naoleonensis
25 correanensis
26 siloensis

27 mexicanensis
* ¥ whuanesis

*% = Cepa de B. thuringiensis que no presenta flaoelos.
ref. De Barjac (14) v Ohba (&9).



En 1958-1959 Heimpel vy Angus, intentaron una clasificacién
de bacterias cristaliferas, en base a la morfologia y pruebhas
broguimicas. Después HKriea dbica otra clave en base a la
clasifTicacitn de Heimpel v Angus con algunas modificaciones (24,
47y. De Bariac v Bonefoi, 2n 12462, repartan un andlisis de 161
cepas de B. thuringiensis y proponen una clas:ificacion en base a
sus antigenos flagelares H y pruebas bioquimicas, Vv organizaron 9
serntinos con 12 variedades (25.28.55,56). Mas adelante, en 1967,
Heimpel clasifica camo ZE-~endotoxina a la toxina presente en el
cuerpo paraespaoral (30,47, Hasta 1990 se han descrito un total
de 3I8 setrotipos incluyendo dos nuevos ailislados en México
(15.42.867.74}) .

TOXINAS DE B. thuringiensis

Fasaron cerca de 50 afios desde el aislamiento oriainal de BE.
thuringiensis 10 gQue la accion toxica de este microgrganismo
fuera reconocida (55).

La habilidad gquz presenta B. fhuringiengis para producir
toOx1INas varia de cepa en cepa y también depende de las
condiciones del madio de cultivo (70).

En las cepas de B. thuringiensis. se han descerita 7 toxinas
diferentes: Fosfolipasa [ (x—evotoxina)d, una aexptaorina
termoestable (B-exotoxinal)l., una erzima na idernrtificada que puede
no ser toxica {(T—exotoxinal. el cristal de prdteina paraesooral
(z—endotoxina)., una “toxina 1labil", uwvna toxina soluble en acua
aislada a partir de una formulacidn comercial y wuna exptoxins
conocida como "factor raton" (34).

a—exotoxina

Esta toxina {(fosfolibasa C o lecitinasal) es producida poe BE.
thuringilensis ¥ B. cereus, actta afectando los fosfolioidos en
meambrana vy causando 1lisis v pecrisis. For su accidn  sobre la
M1SMma, probablemente facilita 1a pensteracion de células
vagétativas de B. thuripoiensis, del intesine al hemocele del
insecta (34,34).

La lecitinasa es una proteina termoestable. su biosintesis y
acumulacion ocurere en un rango de pH &6.0-2.0. Heimpel (1254-193535)
demostrd la coincidencia entre 1 pH optimo (6.9-7.4) para
lecitinasa y el pH dentro del intestino de algunos i1nsectos (34).

Alaunas sspecigs de Bacillus gue son incapaces de producis
lecitinasa, desconociendose su patogenicidad. A} probar B.
cereus gontra alounas especies de 1nsectos, se encontrd gqgue las
especies resistentes presentan wun pH alcalino medio. Asi, la
condicidén alcalina en el intestino de alounos insectos puede ser
un factor limitante en el crecimiento del oroanismo vy 1la
actividad lecitinaesa (34).

{5



B—exotoxina

Ciertas variedades de B. fthurinciensis treportan  ser
produc toras de wuna exotoxina (B—exntarina. factor mosca o
exctoxina termoestable) y entre los sarotipos productores de ésta

toxina se encuentran: 1, SaSb, SaSc. 7, 8aBb, 9, 10 v 1lallb de
B, thuringiensis (Z4)3.

La g-exotovina 25 un producto gue se caracteriza por ser
estable al calor excretado al medio durante la fase de
crecimiento veaetativo, soluble en aoua v dializable, absorbes a
2640 nm v de estructura nucleotidica. Farkas vy col. (195%),
daterminaraon su  estructura guimica. compuesta por adeninaa
ribosa, glucosa v ac. aldrico con un grupo fosfato (34.855,468,70,
224V Su actividad teratocénica se ha demostrado en i1nsectos. en
ios cuales produce deformaciones fisicas en la emergencia de las
larvas. en mudas y durante la metamorfdsis. Actua inhibiendo la
sintesis de ARN, resulta por lo anterior un compuesto al tamente
toico (F4.73).

r—exotoxina

Es uwuna enzima in estar ididentificada. responsable del
aclaramiento dael aoar vema de huevo, con indeterminada toxicidad
v presencia en la naturaleza (34).

f—endotoxina

Es considerada la de mavor importancia en Microbioloaiaz
Industrial, ya gue la actividad insecticida de B. thuringiensis
s basa en la L£-endotoxina. ésta se forma durante el proceso de
esporulacion, dentro de la ¢célula vegetativa, al mismo tirempo gue
la aspora, la £—-endotoxina s producida y aparece como una
inclusion cristalina, considerandose una caracteristica constante
de las especiss de B. thurinmiensis (14,34.43,54,74).

A esta 1nclusiedn se le adiuwdican algunos sinonimas como:
Cuerpo paraesporal, cristal de proteina o solamente cristal.
Aunaue s denominado asi & todo el cuerpo paraesporal, solo la
porcion activa dentro del eristal debe ser considerada £-—
endotoxina (56) .

Bulla v col. (197&) . determinaron aue &1 cristal es una
aclicoproteina. sin demostrarse actividad bioléaica, y proponen
que su actividad ocurre bajo condicianes naturales por proteasas
del intestino del insecto hospedera (54).

El cuerpo paraesporal mide en tamafip. cerca de un tercio de
la espora (F04 del peso seco del esporanaio y laroo coma la
espora 1uM?}, ademds de ser wuna caractericstica constante en las
especies de B, thuringiensis v dnica diferencila entre éste y H.
cereus (43,54), por otra parte se han clasitTicado los genes gue
codifican las proteinas de 1ncucidn cristalina de la £-endotoxina
{48).
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DEFERENTES TOXINAS DE CEPAS DE

RB-

Bacillus thuringiensis

SEROTIPO il i 6- TOXINA- TOXINA— FACTOR-
H BIOTIPO VARIEDAD EXOTOXINA EXOTOXINA EXOTOXTMNA ENDOTOXINA LABII SOLUBLE RATON

1 I thuringiensis + + - & i
2 I1 finitimus + - +

3 ITII 1 alesti + - + + +
3a,3b III 2 kurstaki + - +

4a,4b IV 1 sotto * = +

la,4b IV 1’  dendrolimus + = . '
‘“4a,4c IV 2 kenyae + = +

5a,5b v 1 galleriae - + + +
5a,5c¢ v 2 canadiensis = + +

6 \AS subtoxicus - - s

6 VI entomocidus = - +

7 VII aizawal + + +

g8a,8b VIII 1 morrisoni - + +

ga,8c VIII ostriniae + = 4

g % tolworthi + 4 " :
i N darmstadiensis ~ +

lla,1llb XI 1 toumanoffi + ¥ +

lla,l1lec XI 2 kyushuensis * = 4

12 XII thompsoni + * +

13 XIXT pakistani + = +

14 XIV israelensis * = +

1% XV dakota + K

16 XVI indiana h "

- - wuhanensis '3 - +

1 XVIT tohokuensis -

Lo XVIIL kumamotoensis + = _

19 XIX tochigiensis + - "
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Otras excenzimas producidas por B. thuringienisis, con
propledades insecticidas o enzimas donde también reside su
patogenicidad son: Buitinasa; atra enzima gue daffa la membrana
peri1tréfica, facilita 2] arceso de la S-endotoxina o bacterias al
gpitelio del intestino. Froteasaj; enzima proteolitica
extracelular, asagciada can 81 inicio de la esporulacion v
ogblioateoria para el completo exito del proceso. Todas ellas
expresan su accidn en cambinacién con la E-endatoxina y la #H-
exotoxina (54).

mMopDO DE ACCION

La infeccidn pot+ E. thurinoiensis, comienza en 21 estadio
larval por inaqestién del alimento. La S—-endotoxina s uha
protaoxina, gue es hidrolizada por enzimas que intervienen en el
proceso  de 1ngestidn., en combinacién con el pH alcalino del
intesting medio. donde actla y causa destruccion del epitelio. 1o
cual provoca una pardlisis v el insecto deia de inaerir alimento
(14).

La accien esparcifica de la S-sndotoxina de B. thuminoiensis
52 basa principalmente en  tres factores, gue determinan sSu
potencia v son: La variedad, la cual produce cierto tipo de
cristal. v 81 modo de activacion del mismo por proteasas del jugo
intestinal en donde la protoxina se transforma en la f£-endotoxina
v el tipo de células epiteliales del intestineo, gue actdan como
blancos para la toxina activada (51).

Heimpel v Angus descraiben los sintomas del modo de accion de
B. thutrinaoiensis. Faralisis general; observada en las larvas del
gusano de seda B. mori, despugs de la ingestion de cultivos
gsporulados de las seravariedades sotto, alesty o thuringiens:is.
El desarrollo de ésta paralisis es rapida y acompafiada por un
incremento progresivo en  la alcalinidad de 1la hemalinfa,
separandose las células unas de otras v de la membrana basal, los
misculos circulares vy longitudinales se relajan y ceEsan Sus
movimientos peristadlticas normales (46.83). Parélisis i1ntestinal:
los sintomas notados oot oftos investigadores en un ranqao amplio
de lepirdéptetros infectados con varigdades de B. thuringiensis,
revelan gque oacurre una  1nactividad en la larva, deja de
alimentarse. s observan vémitos vy diarreas, no ocurre paralisis
rapida v general como en B. moti. Mediante tavos X se demostro
gque @l intestino de larvas i1nfectadas tienen un cese en sus
funcioness: la muerte se presenta en 24 a 48 h (44).

Tojo v Airawa (1983}, en un estudiop del efecto de 1la
proteasa digestiva. presente en el jugo del intestino del aqusano
de seda B. mari sobre la £-endatoxina, reveld gue para la
disolucion del cristal requiere valores del pH de 10.0 v 11.0, v
sualeren gue causa €l hinchamiento de los cristales v en sequirda
la displucion por la proteasa (84).
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Klowden v col. (1983), hicieron biocensavos gn mosguiteos
adultos de Aedes aegypty con B. thurinoiensis var. israelensis,
sin empargo £llos utilizaron cristales intactos vy solubilizados y
reportaron buenos rendamientos de toxicidad para el cristal
intacto en larvas v el cristal solubilizado en adultos, vy no
tienen explicacién de la aqran actividad que presenta este ultimo.
fdemas, resportan baja potencia para larvas cuando es solubilizado
el cristal v proponen oue es debido a la forma de alimentacidn de
ia larva gue pude ingerir menogs comoonente active cuando el
cristal se ha solubilizado (32).

MEDIOS DE CULTIVO

Se han usado v descrito numerosos medios de cultive para
estudiar el metabeolismo de Bacillus thurintiensis. Dubois (1948)
describe wun procedimiento a nivel de matraz. para la producc:i:dn
de B. thurinoiensis el cual produce 22Zx10° esporas/ml, usando un
medip a base de aglucosa 2.0a6: bactopeptona 2.0g; (NH 9 50 4 5. 003
K2F$Th 17. 405 MQSO , ©.030; CaCl.Hg 18ma; FeSO g 7H,0  0.75maj
CuSD4.5ﬂp 7.5mag Zn804.7HQ 7.5mas: MnS0O ,4Héj 40mas: por 1,000 ml
de agua destilada (20).

Pulmage (1270} reporta l1a producci1on del complejo espora 5—
endotoxina, wusando 12 variedades de B. thuringiensis cul tivadas
en diversos medios de fermentacién. Los resultados indicaron una
oran variabilidad en la actividad €6xi1ica de 1as preparaciones
derivadas de los medios medida por bioensayo. observd aue la
actividad de la f-endotoxina no correspondia con las cuentas de
egporas O ranapb de crecimiento del otraanismo, concluve gue la
toricidad de una preparacion varia en funcion tanto del medio de
cultivo donde ze cultivd, como la cepa usada., En ese wmismo afio
reoortd el aislamiento de B. thuringiens:s HD-1 var. kuestaki, la

=

cual produce en fermentacidn altos niveles de £~ endotoxina en un
medio gue contiene (a/l): Dextrosa J.0: extracto de levadura 2.0j;
KZHPQ 1.0 KH2P041.0= Yy recomienda el uso de sustratos baratos

comp harina de semilla de alooddn 1.0 y harirpa de sova 1.0 (21},

Dulmaage, en 1971 recuperd complejos esoora L-endotoxina de 1é6
aislados de B. thurinoiensis var. alesti: (seroftipo 3a) y de 2
aislados de B. thuringiensis var., kurstaki ssrotipo 3a, 2b)
cultivados en X medios a base de salss minerales. utilizando
distintas Ffuentes de carbono v nitrdoaena tales como triptona.
proflo, harina nutrisova, &imiddn de maiz. extracto de levadura y
bacta peptona. Desmostré gue la cantidad de £-endotoxina
producida por los aislados varia amoliamente dependiendo del
serotipo v medio en 21 rual crece, asi la actividad insscticida
de las preparacadnes de B. thurinoiensis es imposible de ser
estimada por serotipos. va gue alaunos aislados del mismo
sarotino producen di ferentes actividades insecticidas al

cultivarse en medios diferentes (22).

Con la capacidad de obtener un praducta con alto nivel de
esgorulacion, patdoena para larvas de la palomilla del almendro
(Ephestia cautela). Nagamma ¥ €opl. en 1972. reportan un medio
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s@lido para cultivar B. _thuringiensis gque consiste en nuez molida
y polvo de médula de tamaraindo (75).

Dulmage v De Rarjac (1973), llevaron a cabo una fermentacidn
con un aislado nueve de B. thurinoiensis HD-187 identificado como
serptipc 5 (SaSb) el cual produce altos rendimientos de £~
endotoxina, muy supetigres a los aislados anteriores,
cultivandolo en tres medios: B—4:; contiene harina de semilla de
alogodon al 1%. B-4b; a1l 2V y B-8 al 2% adicionado con liguido de
remojo de maliz al 1%, todos con peptona 0.2%4g glucosa 1,35%;
extracto de levadura 0.3% v sales minerales. Obtuvieron una
actividad de 2,000x10% Unidsdes Internacionales por litro de
caldo cosechado y =] oroducto tenia una potencia de 200x10
UI/mg. (29).

Scherrrer v col. (1973). al wvariar la concentracion de
cluctsa v asrgacitn en un medio gues contenia extracto de levadura
vy sales observaron gue se afecta la longitud del cristal, en la
variedad thuringiensis. sin intervenir con £l tamafio de la espora
y toxicidad. El ¢ristal tiene un incremento en la lonaitud de C.2
a ¢.5 um con un aumento en la concentracién de alucosa de 0.1 =&
Q. &% (77)<

Golaobera y col. (198G), aptimizaron un medio de cultivo patra
la produccién del compleio espora Z—endotoxina de E.
thurinoiensis a escala piloto con fermentadores de S00 1 de
capacidad con: qlucosa 3I0.0g; peptona de soya 20.0g: extracto de
levadura 4.3gs liquido de remolno de maiz 5.0ml: KC1 3.0gg3
(NH, 350, Z.003 HFO ,7.0ml;y MaS0,; 2.0g; CaCl;H,0 T6.0mg; FeSd, 74 &
13.5mas CuSD4 SHQ 7.T9ma; ZInS0 4 7HQ 7.3mas MnSO , 4+|p 40ma  por
cada 1.000 ml de agua destilada a 32 °C con agreacidn de 0.3 VUM,
api1tacion de 120 & 140 robm, pH de &.2 a8 7.4 con una produccidn de
4>:1C19 UFEC/mi en 40 h de operacién aproximadamente {(41).

Coucih ¥ Raoss (1980)., r=comendaron €1 wuso de productos
naturales como Tuentes de nitrooeno, tales com: harina de
pescado, harina de samilla de alognddén, liquido de rempio de malz,
harina de sova, levadura autolizada y caseina. Las fuentes de
carbono incluyen: Froductos de maiz hidrglizados, almidén vy
dextrosa. los cuales son adecuados y necesarlios para disminuir
los costaos de mercadao (14).

Luthy vy Ebeersold (1981), desarrollaron un medio complejo
basado en inaredientes baratos, con la siguiente compositcion:
(/1) harina de soya 35.0; almidon de mairz 12.195; extracto de
malta 2. 0% thPO¢2H20 1.3 MgSD¢7H 9 0. 2: CaCl .2H9 G.08:
Mn50,. 7HP ©.08; 21 pH se ajustd a 7.2 y con menos de 48 horas de
incubacion locraron una esporulacion total (55).

Maldonado (1981), reporta actividad insecticida en B,
thurmangiensis GM=1 en un medio compuesto por juoo de acave v
harina de sava el 1% vy obtiene una potencia contra T. ni de
10,200 UI/ma en promedio, difiriendo de la cepa HD-1 reportada
por &1 Dr. Dulmage (19270), la que presenta una potencia de 18,000
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UI/ma. la de mayor actividad (57).

Castra (1982) prueba 8 diferentes medios de cultivo para la
produccion del complejo esoora-cristal de B. thurinoiensis clave
GM—-1 vy encuentra: en medios sin CaCUS‘ con meiazZa vy Jugo de
agave, un 44% de martalidad gara larvas neohatas de 5. fruniperda
y para T. pi los extractos mds toxicos (14.500 Ul/ag) con los
ocbtenidos en los medios a los cuales se les agrega CaC03 (?).

Salama y col. {(1983) prooonen 81 uso de varios subproductos
industriales y agricolas. incluyendo: harina de semilla de
algodon, harina de pescado, liguido de remocito de maiz, levadura
de forraie, sanqre de res, subproductos secos de aves, suero de
queso, liguideo variable {(resultade de la centrifucacidn final de
almidon de maiz). asi como semillas de leguminesas incluyendo:
ftrijol d=s sova, garbanza., habas, cacahuates y lentejas. todo
incorporado &8 un medio base: (a/1) Blucosa 6.035 extracto de
levadura 2.03 }ifWTh4.3: CaCO 3 2.0 v sales mineralss en una
concentracion del 2% para investioar su potencial en mantener la
produccion de compleios espora f-endotoxina en 2 variedades de B.
thurinaolensis., kurstski y entomicidus, Yy encontraron gue la
produccion de esporas de estos productos fueron diferentes, de
acuerdo a la variedad de B. thurinalensis probada, por otra patrte
hacen notar cque las mezclas de estas preoductos con la levadura de
forraje, resultan siempre mas altas 1as cuentas de esporas y
productos finales para ambas variedades cuando se aqrega sangre
de resi indicandose gue estos productos también fueron eficientes
en mantener la biosintesis de S-endotoxina can apreciable
actividad insecticida contra Heliothis armigera. Ademas,
sefialaron que las leguminosas soportan altas producciones de
espora para cada variedad probada. Finalmente describen due la
subespecie entomicidus, tiene buena actividad contra Spodopteta
litoralis sin importar que legumingsa sea usada en el medio de
fermentacion (757.

Murga (1983 utiliza catorce medios de cultive diferentes
con B. thutringiensis cepa GM—~1 v BM-2. variando la fuente de
carbono., 2 con juco de agave a 1°Brix {(concentracidén de 0.1t y 2%)
v 6 gon melaza (24) v variando concentracion de harina de sova,
liguido de remojo de malz. acua de cocimiento de levadura (ACL)
CaCllh;. MgSQ.7H,0, FeS0,,7H . ZnS0,.7H). De los extractos finales
de B. thurinoiensis clave GM-2, se realizaron bicensayos contra
larvas neonatas de T. ni y Heliothis virgscens:; encontrando gue
la orepatracion derivada del medio gque contiene harina de sova,
ACL v sales. mostrd la mas alta actividad caontra T. ni (524 y
con el medio que contiene jugo de agave, harina de soya, ACL y
sales contra H. virescens un 28B%. En comparacisn con la cepa de
B. thuringiensis GM~1 crecida en 1los mismos madias, resultd con
una actividad mayor de 100% (&6).

Dharmsthini ¥y col. (1989%) desarrollareon dos medios, con un
suboroducto hidrolizado a partir de una factoria de alutamato
monosddico, para comparar la esporulacién vy  tosicidad de B.
thuringiensis vy B. sphaericus en wn fermentador de 32 litros de
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capacidad al ser probadas corntra larvas de fedes asgypki vy Culex
gurnguefasciatus respectivamente. tog medias contenian el
hidrolizado &} 44 y 7% para B. thuringiensis y B. sphaericus
respectivamente, suplementados con K;ﬁPG 0,057 vy obtienen una
buena esporulacidn y toxicidad. El costo de estos medios a partir
de subpraductos agroindustriales es bastante bajo al compararse
con medios definidos, $7.03 dolar para cultivar B. thurincaiensis
y $11.687 dolar para B. sphaericus. Ademds sugiersn el uso de
materiales baratos disponibles localmente para 1a produccidn de
B. thurinciensis., pot eiemplo; extracto de malta, sangre seca de
bovino, extracta de semillas de Ileguminosa, proteina a&animal,
estiercol animal, agua de drenaje, desechpos de agricultura; todos
éstos bpueden demostrar altos rendimientos celulares. Asi la
utilizacion de éstos subpraoductos presentan buenas ventajas, las
que se pueden considerar apropiadss para estimar un subproducto
de la industria, entre 1los ague estarian: 1) Un medio f&cil de
preparar sin reguerir pre—tratamiento de ninguno de sus
canstituventes, 2) Obsensr 21 medio de rcultivo gue saporte un
buen crecimiento v toxicidad, 3I) Los costos del material para la
fermentacion bajos al usar groductos de 1& fermentacion

industeial (18).

RECUFERACION DEL INSECTICIDA

Una =2tapa impartante en la produccidédn de ipnsecticidas

bioldgices es la recuperacicon del compleio espora-cristal,
gracediendose a la eliminacion de agua. Entre los objetivos
importantes es la preseprvacion del producto durante un

almacenamiento prolongado. El procedimienton de deshidratacion es
necesario para reducir la humedad final del ingrediente activo,
lo cual nos permite limitar 1 crecimiento de ptros oroanismos v
otras treacciones indessables. Otro objetivo de la deshidratacidn
es la significativa reduccion del volumen del peaduc ta,
proporcinnandose eficiencia en el transporte y almacenamiento del
producto.

El ptrimer método para obtener concentraciones estables vy
secas del complaio espora-cristal en el laboratorio fue la
lipfilizacién, pero frecuentemente se tenian significativas
pérdidas de esporas v cristales v considerable aglomeramiento del
complejlo. Un método mas satisfactorio para obtener materiales
liofilizados invelucra la utilizacion de suspensiones de lactosa
con el compleja. Sin embarco., la liofilizacien no fue ampliamente
aceptada debide al gran volumen de liguido involucrado, mismo que
finalmente resulta bastante diticil y costoso (32).

ta acetana, considerada como un precipitante de las
proteinas, fue utilizada para recuperar células bacterianas vy
esporas de concentrados acuosos, la cual resultd un pasible
substituto. sin embarco. el producto fue después apelamazado v
dificil de resuspender. For 1l tanto se intentd® modificar sl
proceso de precipitacion de acetona para hacerlo mas adecuado a
la recuperacitn del compleio espora-cristal de B. thuringiensis,
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utilizandose lactosa; el apelmazamiento fue reducido suspendiendo
el compiejo concentrado en sSoluciones de lactosa vy precipitando
l1a lactosa con 81 ceomplejo por la adicidn de acetona. e1
precipitado fus facilmente recuperado como una preparacidn seca vy
estable., ¥ sin presentar dificultad para resuspanderlo en acua
(223 .

Sin embaruo. este proceso de precipitacion es utilizado en
recuperacitn de pequeflfa escala, resulta 1mpr&ctico cuando  se
trata de recuperacidn a niveles mas arandes (piloto o
industrial), por &l costo de acetona empleada, una solucidm a
geste problema fue mediante la utilizacidn de un método aque
consiaste en daos etapas. la primera de ellas por medio de uwna
separacidn mecénica como 1o es  l1la centrifunacien y la segunda
mediante un proceso termico como s el secads par aspersion.

Este tipo de secado fue adaotado a Tfluidos com un alto
contenido de humedad v gue son sensibles al calor. Dentro de las
ventajas que ofrece el secado por aspersion estan su rdpido ciclo
de secado, un corto tiempo de retencidn del producto dentro de la
camara de secada v 21 producto final es facil de envasar. EI
tiempo de retencitn es tan bajo comg 3-10 sequndos vy la particula
del producto nunca puede alcanzar una temperatura mas alta gue 1la
temperatura del bulbo hiamedo del aire usado para secar. La
anterior situacidon permite gl usn de altas temperaturas sin
causar dafio al praducto (63).

ESTANDRARIZACION Y BIDENSAYD

En wn ssfusrzo por conocer las unidades mas apropiadas para
medir la actividad insecticida de una preparacion patdasna de EB.
thuringiensis, necesidad aue surglt &l observar gque las
preparaciones comerciales presentaban una baja y wvariable
actividad insecticida seadn la cepa uwtilizada comercialmente
12,5). De esta forma la cuenta de esporas 0 rangos de crecimiento
s2 desechd sin encontrar relacidon con la actividad insecticida de
la E£—endotaxina (Z4.33) . En Weaeningen, paises bajos, sSe
recomends aue la formulacidn E-61 de B. thurangiensis fuera
adoptada como un estandar primarilio de eeferencia inteenacional
asionandole uwna potencia de 1,000 Unidades Internacionales
(UI/mo} (4,31). Mas adelante, Dulmage (1946%), recuperd el aislado
de B. thurinoiensis var. kurstaki, designado como HD-1, 1a cual
fue 20 a 200 veces mas potente en la produccion de la £-
endotaxina (2).

En 1972, en una reunidn celebrada en Brownville Texas.
representantes de tres productos en Estados Unidos: porponan gue
lag formulaciones de la £-endotorxina de EBE. thuringiensis, se
estandarizan mediante un bipensava cantra Trhichoplusia ni vy
compararlo con LtF) material estandar internacional, las
actividades de estas formulaciones son expiresadas en Ul/ma. De
esta manara una formulacicon de HD-1 llamada HD-1-5-1%271, fue
adgoptada como una referencia primaria, la cual presenta una
potencia de 1B.000 Ul/mg (4.324,23,25).




{ a estadarizaciédn se define como la adopcidn de 1as unidades
mas aptopiadas para medie la potencia 1nsecticida de una
preparacidn patbéuena v existen varios métodos para la aplicacion
de ihsecticidas: los de contacto matan todos los estadios de un
insecto por exposicién directa con sus superficies corporales. a

diferencia de los i1insecticidas biplégicos a base de B
thurifngrensis: ia infecciédn se presenta principalmente por

ingestiéon con el alimento, en el estadio larval. Los cultivos
esporulados de bacterias,; pueden ser secados v formar un polvo
fino., gue es aplicado como suspersitny o bien mediante algunas
técnicas desarrolladas para guimicos, Comc aplicacion con
adhesivos, agantes humectantes., emulsificadores diluyentes y
acarreadores. los cuales estan libres de efectos bactericidas v
bacteriostaticos. Entre los compuestos satisfactorios para 1a
aplicacidn de los insecticidas bioloalcos se encuentran: leche en
polvo descremada. lacas de vinil, mezclas de amingesterato. agua.
aceite y algunas arcillas.

Dulmage (1270) y recuperd g1 compleio espora—-crisktal, de
caldos producidos de 12 variedades de B. thuringisnsis. donds
encontrd gue es inadecuado predecie la actividad por: variedad,
cantidad de crecimiento del organismo v medio de farmentaciong
por 1o tantp, para determinar la potencia de las formulaciones de
E~endotoxina. se reguierg de un bioensayo: determinaciodn ds
szrotipo, medio de fermentacidn o cuenta de esporas. Sternchous y
Jerrel {(1950) encontraron apropilado y hnecesarino estimar las
siguientes caracteristicas: 1} especificar la variedad v aislado
usados; 2} medir la actividad por medio de un bicensavo, va gue
resulta  inadecuada la cuenta de esporas, 3) egstudiar 1a
produccion de la £-endotoxina de B. fhurinaciensis como un efecto
de la fermentacién.

En cuanto a la medicidn por bioensavo, €1 primer reporte de
adopcidén del mismo fug propeesto en 1971, utilizando I. 01 como
grganismo de prusba, en 1973 Galowali., propeone uno mediante una
susbensidan purificada de los cristales, gue es depositada en un
pequefio triangulo de hoja de col fresca gue es insertada a través
de una rendija a un reciplente en €l que se encuentra la larva
deel opuinto estadio de FPigeis brasicae, la cual consume en breve
tiempo la d6ésis aplicada. encontrandose bastante variacion debida
a2 la distribuci6n de la toxina y apetito larval individual (40).

Dulmage v cal. (1976) establecieron un procedimiento de
bhiosnsavos basado ernt 21 anterior. pero con modifTicaciones para
aumentar su e=ficiencia: utilizando larvas negnatas de Heliothis
virescens como insecito prueba vy adoptandose formulaciones de B.
thuringiensis HD-1-8-1971 comp el estandar primario oficial de
referencia (24,33).

Schesser y col. (1977)., proponen dos formas de introduccion
de la toxina, una: =21 material insecticida es incoroorado en la
dieta anar-base y otrai; la cantidad de material insectigida es
depositado en la superficie de la dieta art:ificial (78).
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FPREPARACIONES COMERCIALES A BASE DE

B. thuringiensis

CEFA

H 1 / thurinaiensis

H 3 / kurstaki

H 7 /7 aizawai

H 8 / maorrisoni

{tenebrianis v san dieao)

H 14 / israslensis

B-Exptoxina—espora-cristal

NOMEBRE COMERCIAL

Bactospeine

Thutricide. Delfin, Javelin
Forav 48 B

Biabit

Novo—Dupont
Foil/Condor/Citlass
Dendrobacilline

Larvo-—-Bt

Boxil-—-Bt

Dipei

Certan
Florbac

Di Terra

M-Uno
Trident
Novodor

Vectaobac
Bactimos
Teknar
Skestal

Eksotoksine
Toxabacterine

ref. Galan. (38)



En 1978, Moraes y Chaib. telizaron un biecensavo para
determinar el &fecto de B. thurinaiensis sobre larvas de Plodia
interpuncislla par medio de espoalvoreo &asperjado del producto
insecticida sobre un sustrato alimenticio t(arroz) obteniendo una
DLSOiaual a 0.725% (65).

INSECTO BLANCO

El nusano coaollero del maiz. 5. furaiperda (Swmith) es una
plaga agricola de importancia economica para cultivos de maiz en
Ménxico, las larvas gue lo infectan, se encusntran ampliamente
distribuidas en los estados de fMorelos, Michoacan.s Daxaca,
Auintana FRoo v Yucatan. los dafflos son bastante considerables
cuando una parcela se deja sin proteccion con algun método de
contrpl,. se pierden unas dos terceras partes aproximadamente del
cultivo, v en ocasiones estas pérdidas son mavores (48.80).

Actualmente esta bplaga causa dafios de alrededor del 504 de
la wosecha en reqgignes como 1la Peninsula de Yucatan., Situaciones
similares se presentan en el Noreste v Noroeste del pats. como en

el Valle del Yagui en Sonora y la Comarca bLaagunera de Coahuila
(S0).

El rtrizrador del Repolloc Trichoplusia ni; se encuentra
distribuido en las zZonas algodoneras de 1bos Estados de Baga
California, Chihuwahuwa., Sonora. Coabhuila. Puranco, Tamaulioas,
Morelos v Chiapas (Bl).

fdemi&s de atacar a plantas de la familia de las cruciferas.
ésta dafia también a la lechugsa. esoinaca. betabel. chicharo,

avip, perejil, papa. clavel, berrp, algodon, melodn, sandia v
cartamo (&4).
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MATERIALES Y METODOS

I.- Obtencion, Identificacidn y Mantenimiento de Cepas:

Lag cepas utilizadas fueran proporcionadas por la coleccion
de c=pas de B. thurinoiensis GM-UANL del Pepto. de Micrpbioloala
e Inmunologia. FCB-UANL, las cuales poseen las claves de
colecgcidbn GM-7 vy GM-10, &ambas cepas fueron ident:ificadas por
medio de métodos serpldgicos como B. thuripgiensis vear.aizawai v
mantenidas para su conservacidon por resiembras periddicas en Acar
Nutritivo pH de 7.0 v se incubaron a 3JI0°C/724 h v se almacenan a
temperatura de refrigeracion.

I1I.— Medios de Cultivo:

Se oprobaron tres diferentes medios de cultivo. los que
contenen como fuente de carbono Melaza., Dextrosa v Juoo de Ggave:
coma fuente de nitrcaeno harina de sova, suplementados con
Liguido de Remoio d2 Maiz como factor de crecimiento, (Tabla 1a}
ademas de CaCO; como amorticuador del pH vy fuente de Calcio
(Tabla 17}.

111.— Experimentos a Nivel de Matraz:

a) Intculo.— Las cepas de Bacillus thurinoiensis se
activaren 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 230
ml de capacidad can caldo Triptosa v Fosfata (CTF) a pH de 7.0,
manteniéndose en aoitacion a ZOO rom durante iB—24 horas a 30°C.
en un agitador rotatorio (New Brounswiclk Scientific). En sequida
sg2 tomaron Q.3% (V/V) de este indculo para sembrar en los medios
de produccidn del compleio espora—-cristal de este microorganismo,
For oD%ro lado. se detarmind® 21 numerp de células viables
introducidas al medio de produccion (Fio. 1}).

b) Condiciones de Propagacidn.— Se usaron matraces
Erienmeyer de S0Q ml de capacidad comn 100 ml de medio,
mantenidéndose en agitacidn a 200 rpm a temperatura de 3JI0°C para
la seleccian del medio de fermentaciéon (MF) cuvas condiciones
resul taron mé&s apropiadas para producir esta bacteria.

r) Determinacidn de la Cinética.— Se tomaron alicuntas de 5
ml cada 24 b, efectuadndose frotis conascutivos hasta encantrar un
80% de liberacién de esporas y cristales.



i1i.— Determinacion del pH.— Se daepositd 1| ml de la muestera
de}l cultivo en 13 ml de agua destilada a pH= 7.0 para
medir el pH resultante.

2.—- Consumo de azGcares.— Las muestras de cada 24 horas
fueron almacenadas B3)0 congelacion v posterigrmente
descongeladas para centrifugarlas & J,.000 rpm durante
15 minutos, v del sobrenadante se cuantific® azucares
reductores por el método del Acido Sy 9% DNS,
(Dinitrisalicilico), realircandase lecturas a una
longitud de onda de 540 nm (84).

d) Recuperaciton del Complejo EsporaCristal.— Se efactud al
final de la fermentacidn, usando ] procedimiento descrito por
Dulmage v Col. (1970)., gque consiste en wna coprecipitacion con
Lactosa—-Acetona (32) (Fia. 1).

e) Conteo de Esporas.— S5e utilizd 1.0a de extracto y se
diluvg en 2 ml de salucion gsalina estéral pH= 70
pasterurizandose a 80°C poar 10 minutos. posteriormente se
hicieron 8 diluciones m&zs v &1 recuento sa llevé a cabo pbor la
téenica de Difusion en Placa por duplicado, incubandose a Z7°C
por 24 horas.

)Y Bioensavos de 1los Extractos de Matraz.— De los extractos
recuperados de las fermentaciones, se probaron contra larvas
neonatas de 5. fruniperda. mediante bionesavo. para determinar el
% de muerts. Las larvas fueron alimentadas conmn una digta
nutritiva de EShorei modificada (Tabla ib), aplicande una dosis
drnica de S0Qpug del complejo espora—-cristal por ml de dieta de
cada uno de los extractos. S5e utilizaron 20 larvas distribuidas
en 20 recipientes. dejandose 10 larvas para contral. E1 total de
recipientes se incubaren a 23°C vy a una humedad relativa de 53%s
desoués de 7 dias de incubacidn se determind el porcentaje de
ugerte (Fig. 33. Al obtenerse ese dato de cada aouestra, se
selecciond &1 mejor medio de cultivo para extrapolar datas a un
farmernitador de 14 litros de capacidad.

IV.— Experimentos a Nivel de Planta Semipiloto.

£l resultado de los expevimentos a nivel de matraz, se
extrapold a un microfercmentadotr, Maodelo M19-1410 New Brunswick
Svientific con capacidad de 14 litvros de 1la siauiente manera:s
(3

al Infculo.— Se utilizd como preinoculo el medio CTF bajo
las mismas condiciones yva mencionadas; transfiriéndose 1.0%4 (V/V)
aun un HMatraz Erlenmeyer de 500 ml de capacidad con 100 ml del
Mediog de Cultiva (MF) selelccionado. manteniéndose en aoitaciéon a
200 rpm por 20 h a 30°C v con éste se 1noculd el fermentador, 1
cual conternia un volumen de operacidn de ? 1litros del mismo medio
da cultivo (Fig.2).
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b} Condiciones de Propagaciin.— Manteniéndose constantes a
tde lo largo del porcesg de Termentaciéon comoe sigue: La
apitacitn fue de 700 rpm y una aireaci1on de 1 VWM con respecto a
la temparatura, ésta fue de I0O°C, el pH del media se mantuvo a
7.0 ajustandose con HCL 1IN o NaOH 1IN, hasta observar el inicio de
l1a esporulacion para posteriormente dejar que se 2leve hasta 8.0
para la liberacidn final de la espora y cristal. Fara el control
de la espuma fue mediante Antiespumante Tipo "A" (Dow Caorning) al
inicio de la fermentacidn.

c) Cuvantificacion de Parametros de Cultivo.— 5e colectaron
muestras de 15 ml del microfermsntador & intervalos de 2 h,
durante un periodo de 202484 h de fermentaciéon. Mediante frotis
consecutivas se corroboréd el final de la esporulacidon hasta
obserwvar una liberacion del 80% de esporas y cristales.

i.~- Cuenta Viable,.—- Sz taomd 1 ml de la muestra para
posteriormente efectuar diluriones en solucidn salina
estéeril & pH= 7.0, v el cohtepn se efectud poar el
método de difusidn arn  placa, por duplicada e
incubandose a 37°C por 24 h.

4 Determinacion de pH.— 5e llevd a cabo con un electrodo
de pH tipo Incold conectado directamente a1 fermentador
v para corroborarla. se midis por sepatado la muestra,
mediante potenciometro.

f~d
|

Z.— Determinacion de la Demanda de Oxigenoc {(D.0O.).- Esta
cuantificacion se realizo en una 2tapa anticilpada a la
fase estacionaria. con el fin de tengr 1a maxima
cantidad de células, donde al final se obtiene una
buena cantidad de esporas v cristales. Esta demanda se
basa siauiendo el método Humphrey, A.E. et al. (1967},
gue consiste en eliminar en dicha etapa. la aireacion
vy practicamente la aaitacidtn. En este momento la
concentracion de oxigeno disuelto es abatida como una
funcian de la concentracion de células presente, las
cuales., de esta maners muestran suw regusrimiento de
oxigeno expresado como Na= o0,/1 x hora (00 gramos
de axigeno., 1= Litro de Medio de Cultivo) (8B9).

Esta daterminacitn se realiza valiéndose del apoyo gue
proparcipna  un electrodo de Oxigeno Tipao Johnson -
RBorkowsky a base de plaomo v plata. el cual
independientenente de medir actividad de oxiaeno, nos
permite dilucaidar el procentaje de saturacién del gas
en uwn media de cultivo.

La informacién de la D.0.. es importante. va que
permite visualizar <si el reactor s capaz de cumplir
con esa demanda. a través de su sistema de agitacion v
aereacion.
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Determinacion del Coeficiente de Respiracidn, QDQ.- Es
un factar mas importante gque el D.0. debido a gue éste.
representa una velocidad especifica de utilizacidn de
origeno eupresada comos Q0f= a04 g cel. x hora. (002=
aramos de Oxigeno por g cel.= gramas de Células).
cbteniéndose a través de dividair la D.DO. entre la
cantidad de células existente en cada litreo de medio de
cultivo.

Eoeficiente de Transferencia de DOxigeno (Kla).—- Hay gue
hacer notar gue la D.0O. v m02 son dos parametros
papecificos o afines al micrporganismo, sin embarge., el
coeficiente de transferencia de Oxiogeno (Kla) es un
parametro que reocresenta  las caracteristicas de un
reactor bioloaico, v gue aungue se cuantifigue durante
el proceso de fermentacion no deja de ssr una
representacidn de las caracteristicas fisico—-mecdnicas
del fermentador.

Fara medir este parametro se puede realizar siouiendo
la técnica de Humphrey, A. et al. (19467}, la cual se
basa en gue la varairacion de la concentracaidn de oxiaeno
disuelto con respecto al medio es iqual a cero. sSin
embarao., al realizarlo 20 un cultive intermitente, es
de suponerse gque esta situacian no es asi (89).

Fara sstablecer una metodolooia sencilla de medicidn de
2ste parametro, se divide la D.0O. entre 21 aradiente de
concentracion de Oxiceno que prevalece durante 1la
medicion, obteniéndose un coeficiente de transferencisa
de oxigeno expresado como Kla= HiR

Eneraia de Agitacidén.— E1 capsumo de ensrgla  por
concepto de mezclado es uno de los factores econdmicos
de oran interds en uwna fermentacién aerdbica. El
zistema de mezclado formado por el motor. las propelas.
difusaor de aire. las mamparas, peramiten crear meiores
condiciones posibles de homogenigidad en 21 caldo de
fermegntacidén, sin embargo, se conoce de antemang gque 1a
reoloalia de Bacillus thurinciensis es del +tipo No
Newtoniano, por lo gue este parametro se vuelve mas
importante aun. Su medicion esta respaldada por el uso
de un multimetra gue nos permite cuantificar el
amperaje empleado por la fuerza de agitacion; éste dato
puede ser traducido facilmente a unidades de potencia,
Ho, aque compaopen 1l&a potencia por unidad de Volumen
exprasada como: Hp/V (Hp/1G0OO 1).

Cuantificacion de la Fusnte de Carbono.- Las muestras
recuperadas durante el monitoreao se almacenaron a
temperatura de coneelacidn vy posteriotrmente 1=)
descongelaron vy centrafugaron a 3,000 epm por 15
minutos v el sobrenadante se analizé por el método del
Acido 3,5 Dinitrosalicilico, método espectrciotométrico



para determinar azucares reductores., leyendose 1a
absarvancia a ura lonaitud de onda de 540 nm (84).

d) Recuperacién del EComplejo Espora-Cristal.— Al finalizar
la fermentacian, se ajustd gl pH del medio a 7.0 con HC1 1N,
luego se centrifund a 10,000 rpm por 30 minutos. El precipitado
se se2cd en un aspersor con un atomizador de centrifuga a una
temperatura de entrada de 130°C v una temperatura de salida de
70-8C°0 (Fig. 2.

e} Cuenta de Esporas Viables.— Se 1llevd a cabo de la misma
manera que para 1os extractos obtenidos & nivel de laboratorio.

) Bioensaypos de los Extractos de Fermentador.— Se
utilizaron larvas del primer estadio del Gusano Cogollero del
Maiz (5. frugiperdal), alimenténdolas con una dieta artificial de
Shorel modificada (Tabla 1b) (4%). Fara encontrar €1 porcentaje
de muerte del complejo espora—-cristal, se partid de una solucion
madre de S00ug  del producto de la extraceidn, y de agui se
obtubieran las dilucicnes correspondientes a S00pn, 2950ug, 100ua.
S0us, £8pa. 10pg v lpg por ml de dieta, utilizandose 10 larvas
por dilucidn, distribuidas =n 10 copas, posteriormente se
incubaron a una humedad relativa de 554 y 25°C de tempesratura,
por un pericodo de 7 digs. Se tomd el pumero de larvas muertas en
cada dilucitn de la muestra, para a partir de este dato.
determinar la mortalidad (Fig. 3).
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RESULTADOS Y DISCUSIDN
Experimentos a Nivel de Laboratorio

En todas ias ensayos realizados se obtuvo un  buen
crecimiento v esporulacidn de Bacillus thuringiensis. de 1agual
manetra. se encontraron resultados semeiantes en el consumo de
azlicaras por estos aislados como se puede ver en las Figuras 4 v
DB

Se phserva oue en los diferentes medios de cultivo (Tabla 1)
el pH se mantiene durante la fase de crecimiento exponencial,
patra lusgo llegar a un rango de 8.0 a 8.9 v con esto alcanzar la
espordlacion al presentarse su marcado descenso en €1  consume de
la fuent2 de carbono hasta llecar a valores minimps al rededor de
las 48-72 hrs. (Fios. 4 v 9).

~1 abservar los contens de esporas de logs extractos. éstas
presentan similitud, excepta en alqunos casocs, atn v cuando no
existe una relacion con el porciento de muerte y & pesar de gue
lags cepas hubiesen crecide en distintos medios de cultivo (Mz. Dx
v JA), dado gque son pegueflas las diferencias en 21 conteg final
de esporas v cristales para cada uno de los arslados (Tabla 2.

Se puede ver en l1la Figura 6 v Tabla 2 el grado de activaidad
de B. thuringiensis var. aizawai cepas GM-7 v GM-10 contra larvas
del  primer estadio del ausano coaollero del maiz (Spodoptera
frugiperdal . gue varf{a su paorcentaje de musrte y concuerda con lo
reportado por Dulmage (1970) y Smith (1982). quienes seffalaron
aue la toxicidad de esta bacteria a insectos es especlfica v
depende tanto de la cepa (serotipo o variedad), como del medio
donde se cultivé dicho aislamiento (21,82).

l.os resyltados de bioensayos efectuados con el complejo
gspora-cristal £-endotoxina, para cada una de las cepas de B.
thurinoiensis var. ailzawai a una copncetracidn de 500 uwg de
extracto por ml en la dieta., se encontrd que la GM-7 cultivada en
medio a base de dextrosa (Dx) como fuente de carbono. resulté con
un 93% de muerte vy la misma cepa en el medio de melaca (M=) con
un 8%2¥% de mortalidad v la BM—10 en 21 medio con juao de acgave
{(J&) con un B4% de muerte. De elloas cabe destacar la produccion
en g/l de la cepa BM-7 en melaza con 179 de sxtracto por litro de
medio v en dextrosa con 7 g de extracto por litro de medic. y por
otro lado la cepa GM—-10, con estos mismos medios se obtubieron 14
v 13 o de extracto por litro de medio respectivamente (tabla 2.
Un medio a base de melaza comno fuente de carboneo: fue reportado
por Sancher (19835), guien cultivd la cepa HD-1 v encontrd una
potencia mavor aque 1 estandard (STD~HD-1-1980) de 18,242 UI
usando como insecto de prueba Heliotig virescens (76).

Dulmage (1%971), sefizla gue una cepa de iqgual variedad gue
atra, v sin embargo aislada por otra fuente puede presentar
distinta actividad biolégica, asi como obtenerse vatrios rangos de
toxicidad para un mismo 1nsecto de prueba. sin i1mportar si1 crecen
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en medios d& cultive i1dénticos, lg cual concuerda con 1o
encontrado en este trabajo (22).

La aimportancia de seleccionar un medio de cultivo gue
spoporte uwna alta produccidn de esporas y cristales, es un factar
determinante en la mortalidad que presenta ésta cepaj; por lo gue,
con estos resultados se nogs indica gue resultd mejor probar a
nivel de fermentador de 14 litros la cepa O6BM=-7 en 2l amedio de
melaza (Tablas 1 v 2} (54).

Experimentos a Nivel de Planta Semipiloto

La cuantificacitn de la cinética microbiana de cepas de
Bacillus thuringiensis var. aizawai cepa GM-7;, mostrd un perfil
de comportamiento muy similar al reportado por otros autores (32,
58,59, 60,61.62,463) gue componen el aqrupg de i1nvestigacitn a nivel
nacional. For otro lado, es i1mportante mencionar gue conceptos
sobre biotecnoloaia de B. thurinagiensis. hay muy pocos publicados
en  la literatura cientifica. la mavoria de ellos son de tipo
bioguimico., microbinldgico vy toxicolégitro.

E1 definipr las condiciones de propagac1on de E.
thuringiensis cepa BGM-7 permitia la aobtencién de la mayor
cantidad posible del nuaero de cristales, tomando en
consideracisn parametros gue estan relacionados can la

Transferencia de Masa. comg 2l Oxigeno, el cual se vio refleiado
en forma de demanda de Oxigeno (Na= g0,/1 x h) parametro tipico vy
afin del aicroorganismo. (10,11,.19.44,51.93). mientras gue la
transferencia de 0Oxigeno (Kla= Hr ) es parametro tipicao de las
caracteristicas de disefio v construccion de un Reactor Bioléaico
(L2,13.88).

Durante el desarrnllao de B. thurinoiensis var. aizawadl cepa
EM-7 @ rivel de planta semioilota. se abtuvo uwna respuesta
aeneral de crecimientQ que se eMpresa en las tablas 5 yv 7. esta
cinética es tipica. sin embarco. alogunos autores han encantrado
anormalidades que reflajan la gosibilidad de qus el
micronrganismo bosea diferentes alternativas enzimaticas para la
utilizacidan de los componentes del medio de cultivo (8).

La existencia de uwna replogie de tipop no newtonianoc en el
caldo de fermentacion en 21 cual se propaga B. thuringiensis
(Tabla 13, se ve expiresada por los valores obtenidos en los
concedbtos de Oxigeno Disuelto (0.D.); Coeficiente de Respiracion
{0~ v Caeficiente de Transferencia de Oxigeno (Klal. Con las
Tablas 4 v & se puede cbservar oue los experimentos realizados
con ®21 propagsito de verificar el efecto de mezclado de 13
cinética microblana de B. thuringiensis var. alzawai cepa GM-7
indican claramente gue los reqgquerimientos de oxiageno potr parte
del microorganismo  soh bajas. AS1 por 23emplo, al ohservar el
efecto de la agitacidn se establece gue la Damanda de Oxiageno
Dara esta cepa, oscila 2ntre 0.109 vy G,141 00,/1 ¥ h. valores
aue, definitivamente par tratarse de una fermentacian asrsdbhica,
son  telativamente bajos al compararse con los de otros autores
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gue renartan valores que varian en el rango de 1.2 a 3.5 aUz/l =4
he €1,3,7,17,.53,71%.

Con referencia a las respusstas que ofrece 1la ¢epa de B.
thuringiensis wvar. agizawal cepa GFM-7., ante las condiciones de
mezclado gue prevalecen durante su propagacion, en las Tablas 4.
5. & v 7 podemos observar gue el microorganismo presenta
diferentes comporftfamientos ante los parametros de velocidad de
agitacion v aereacién. Desde &1 punto de vista de las condiciones
de merclado se conoce gue la agitacion favorsce mas a 1a
produccion de células que la aereacién, v asi por siemplo: al
anexar l1os datos de l1a demanda de oxioeno v el coeficiente de
respilracidn, se encontrda gue la demanda de Dxigenc ses  va
incremantandc en funci1én al aumento de la veloridad de anitacitin.
v lo misme sucede con el coeficiente de vespiracion (QDZ)' Esta
respuesta indica gue conforme aumantamos la calidad de
transferencia de Masd.« 2l microoreoanismo tiene una mayor
disponibilidad de oxigenno, de& tal manera que se beneficia v
podemas obtener con £llo un aumento en la cantidad de esporas/ml,
lo cual se pusde apreclar en las Tabhlas 5 v 7.

For otro lado al apalizar el coeficiente de rendimiento,
obhservames gue este permanece constante practicamente, lo gue
significa gue independientemente de gue el microorganismo
disponga de una mavgr cantidad de oxiaeno para aspectos de
resplracitn,., sw capacidad para transformar el sustrato permanece
constante, sin ambargo, se encontrd que durante 1a fase
estacionaria las ssporas/ml sufren un cambio sianificativo. lo
cual demusstra que parte de su bilosintesis es utilizada para la
formacidn de nuevos cristales (Fig. 8).

Estos resul tados, enoglaobados en las cuatro tablas va
mencipnadas, nos dan una imaocen muy importante desde el punto de
vista de disefio v construcciton de reactores bioltcicos, va gue al
analizar los valores de Demanda de Oxiaenc, se puede obhseprvar gue
afin v ctuandc 8ste microorganismo es poto exigente en cuantao a la
cantidad de oxiosno por acel/1 por hora, (Na). las condiciones de
merclado resultaron importantes para una buena esporulacion vy
formacion de cristales. Fara esclarecer este punto., en la fiaura
7 se pretende establecesr un criterio, gue B. thurinoiensis es un
microoroanismo dependiente de las condiciones da operacion y de
la formulacidn del medio de cultivo para elaborar un producto con
cisrto nivel de toxicidad. vy de acuetrdo con las expetiencias que
se han realizado hasta ahora en nuestro grupe de investigacion,
se puede conclulr gug todas las cepas que2 se han probado para
Conirel Biologico se comportan de wna manera muy similae, es
decir. por reacciones un tanto distintos ante los cambios de
formulacion de medios de cultivo y de las condicirones de
aperacion.

Al hacer un analisis de los patrametros de mezclado en el
reactor biolanico durante la propagacidn de la cepa de B.
thurinaiensis cepa GBM-7 se puede establecerr que las condiciones
de la mecanica del fluido gue prevalecen dentro del reactor son
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las aue estan relacionadas, especificamente, a las de un fluido
no newtoniano.

For 1o anterior, es conveniente establecer ques toda 1la
investigacion aue se pudiera realizar en un futuroe tendria que
s=pr  Ccon tespecto a este tipo de fermentaciones que son muy
similares a las de tioo micelial en las que los problemas de
transferencia de masa v de calor son de bastante iLmportancia, aun
cuando sSe visualiza el escalonamiento de proceso, EI  disefio v
caonstrucci1on de cada una de las partes que compenen al reactor es
de aran interés. asi como 21 hacer un analisis de la i1nfluencia
que tiens cada una de las partes del reactor como pudieran ser
las propelas: su  tamafio, su diametro, su altura, el numero de
bafles. ancho de éstos, tipo de difusor de aire. diametro de los
orificins en el difusor de aire, la relacion gQue hav en el
diametro del tangue v el didnetro de las propelas, etc. Las
condicignes de mewxclado vienen a tener wuna influencia muy
si1anificativa sobre la respuesta del microorganismo, considerando
ALl MAas gue es muy probable acue a diferencia de la mavoria de los
casps de procesos de  fermentacion, en que &1 criterio de
escalonamiento se encigrra alrededor de los coeficientes de
transferencia de masa, velocidad de agitacidn, namero de Revnols,
gtc., para &) caso de B. thuringiensis var. gizawai el criterio
basico mas impertante de su escalonamiento sera el de toxicidad
que se obtenga al final del proseso.

Al hacer una comparacidn de los resul tados encontrados, con
los de ogtros autores se puede concluir gue hay similitud de una
manera enagral a las respuastas de cinética y fisiglaala
microbiana bajio estas condiciones de operacion v formulacion de
medios de cultive (Fig. 8). 5in embargo, es necesario hacer natar
gue a pesar de estas  respuestas., existen diferencias cuando se
amalizan desde el punto de vista de consumo de enerala v demanda
de oxigeno: con lo anterior podrlamos decit que la suplementacién
de oxigeno para sufranar estas demandas, estan muy relacionadas
con l1as de transferencia de masa con respecto al transporta de
nutrientes al interior de la célulag si en un momento determinado
la célula no reguiere de tanta cantidad de oxiaeeno sn el medio de
cultive (Fie. B8), es muy praobable. gue las condigciones ge
mecclado tenoan gue prevalecer para ogder satisfacer el
transporte de nutrientes al interior de la célula. Lo anterior se
puede constatar al analizar 1la concentracidn de células vy del
coeficsiente de rendimiento en base a sustratos en la tabla 6 se
hace un analisis sobre 2] mismo se puede establecer que éste se
incrementa., en funcidn del cambio de los parametros como la
agreacion, donde ios valores wvan desde 0.3 VWM a 2.0 VUM, Lo
anterior nos sirve de base para reafianzar el criterio de gue las
condiciones de mezclado san importantes para gue el
mictrporoanismo tenga mayor 2ficiencia en la disponibilidad de los
inaredientes gque componen el medio de cultivo, seria apropiado
hacer analisis mas gxaustivos al estud:io o al efecta que tiesnen
cada una de las partes que componen al reactor,



En lo referente al disefin de reactores, la literatura es muy
amplia en  lo gue respecta a la influencia’ de la aereacion y la
agltacion sobre &l crecimientoc wmicrobiano (35,36,44,45,50,93.71,
73,90 . S5in embarco en 1o que respecta a B. thuringlensi:s 23 muy
poco lo gue se ha publicado hasta ahora (27.87) por 1o anterior,
es convehiente establecer gque a partir de los resultados gue se
than mostrado aqui de la cepa de B. thuringiensis valr. l1zswail
cepa BM~7 es necesario ahondar en la investigacion con relacién a
la reolonia del medio de cultiveo v analizar cada uno de los
paramgtiros que 1o componen, por ejemplo: el numero de Reynolds
{MRe= Di< .N. /nYsy este numero podria encontrar una serie de
factores gue tiene una influencia muy si1gnificativa sobre 1a
calidad del medio de cultivo., y este a su vez desenpefia un papel
importante en cuanto a la eficiencia con la gue el microorganismo
s2 estad propagando. Los estudios reoldoicos por lo ageneral estan
relacionados con: Demanda de Oxigeno. influencia del tamafo y la
velocidad de las propelas, asi como la viscosidad aparente del
medio de cultivo: par 1lo anterior Se sugiere gue estos sstudios
se  lleven & cabo con el fin de definir @mas claramente las
condiciones gue deben prevalecer encuanto a aspectos de mezclado
paera gue H. thuringiensis var. alzawai pueda ptropacarsa
adecuadamente vy gue, en funcion de ésto iresulte uvna mejor
propagacon vy toxigidad para la cepa.

Existe una qgran controversia con respecto a B. thuringiens:s
v su  toxicidad: va gue algunos autores cansideran que las
condicianes de operacidn durante el proceso de fermentacion no
oresentan ralevancia alguna en la capacidad téxica de la toxina
(27.87), sin smbargo, los estudios realizados por Medrano 1987 v
1989, establecen que existe una relacion muy estrecha entre =1
medipo de cultivo, las condiciones de agperacion v la taoxicidad del
biginsecticida, lo cual de alguna manera se manifiesta en nuestro

casa tambign (50,462).

Fara ello podemos observar gue para B. thuringignsis var.
arzawalr @l tiempo del proceso  (Tp) oscild alrededor de 30 h,
mientras que el tiempo de esporulacidén (Te) fue aproximadaments
de 8 h. conduciendp a una farmacién de espaoras praomedio de 25x10
asporasf/g de extracto. Estos resultados responden a valores de
Mortalidad del 100 % con 3500 pn de extracto/ml de dieta, que
comparados con los aobtenidos por Medrano y col. 1987 (S98) se
concluve gue sen afines desde el punto de vista de condiciones de
operacion en el proceso de fermentacidon.

tos estudios realizados por Medrano v col. (1987.1989) con
relacidon al diseflo de sguipoe conducen a reforzar el concepto aue
se encuentra =n la ¥Fig. 7. l1a cual establece que para la
oroduccion de bininsecticidas definitivamente =1} debera
considerar las condiciones del proceso., la formulacidén del medio
de cultivo v la toxicidad., éstos tres conceptos estdn rodeados de
trabajo experimental a nivel de asreacion, agitac:on, Oxigeno
Disuel to, trabaijo de planta semipiloto, estudias nutricionales a
nivel de matraz., asi como estudios relacionados con la influencia
de la concentracién tanto de la fTuente de carbono coma de
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nitrosena, para finalizar con lo concerniente & la toxicidad dely
compleio espora-cristal que habra de ser praobado a nivel de cambog
experimental para ver su  accion especifica contra el 1nsectoy
plaga gue se desee combatir (&0, 62).



CONCLUSIONES

A) Experimentos a nivel de Laboratorio.-—

Los conteos de esporas de los sxtractos, son similares va
gue son geguefias las diferencias para cada wuno de los
aislados (X 107 gue permitid la obtencion del mavor ndmeto
de ctristales.

La cepa de B. thuringiensis que presentd mavor actividad
contra Spedoptera frugiperda. mediante bioensavo fué 1a GM-7
en el medio Dextrosa coan 9734 de muerte v en Felaza con un
897 de muerte. a una dosis de SOQug/ml. del extracto.

E. thuiraogiensis GM-10C presentd su mayor toxicidad al
cultivarse en el medio con Juoo de Agave con un valor de 847
de mortalidad, bajo la misma dosis.

LLa mavar producciédn de extevacto fué de 17g/1 con la cepa GM-
7 en 2]l medio con melaza de cafia de azucar, & condiciones de
laboratario.

B Experimentos a nivel de Planta Semipilotao.-—
Los parametros oOptimas de fermentacidn de B. thuringiensis

var. aizaway GM-7 son: velocidad de aagitacidn 700 rom.
asreacion 1 VWM v con un tiempo de pgroceso de 30 h.

l_a produccion de extracto se elevd a 12q9/1 con el wmedio de
cultive a base de melaza de cafia de azucar en EB.
thuringiensis var. aizawal GM-7.

B. thurinoiensis var. aizawai GM~7 mostré una Demanda de
Ouigeno (Na) entre 0.109 v 0.141 a0 1 x h. y un Cpeficiente
ge Respiracién ( 03 de 0.150 g0/a cel. X h.a los cuales son
baijos v atractivos, desde 1 punto de vista industrial.

N - @
Los biocensayos. utilizandose larvas neonatas de S.
Trusiperda. mostraron un 100% de muerte empleandose
extractos de B. thuringiensis var. aizawail GM-7,
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Fig. 4 Comportamiento del pH y Consumo de Azficar Reductor (A.R. - -
g/1) durante la propagacidn de Bac¢illus thuringiensis var. —-—

aizawai cepa GM-7 en tres diferentes medio de cultivo a ni--
vel de matraz. (O: Mz: Melaza, (J: Dx: Dextzrosa, A: J.A.:
Jugo de Agave).
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A.R.

Fig. 5

T(h)

Comportamiento del pH y Consumo de Azlicar Reductor (A.R. g/1) —
durante la propagacidn de Bacillus thuringiensis var. aizawai -
cepa GM-10 en tres diferentes medios de cultivo a nivel de labo-

ratorio. ( ® 3 Mz: Melaza, M: Dx: Dextrosa, A : J.A.: Jugo
de Agave).
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Fig. 6 Mortalidad obtenida a partir de extractos de B. thuringiensis var. aizawai cepas GM-7 y GM~10
propagadas en tres diferentes medios de cultive, propagadas contra larvas neonatas del lexr. es-—
tadio de Spodoptera frugiperda a 500 mg/ml. de extracto y expresado en % de muerte (Mz: Melaza.
D6: Pextrosa. J.A.: Jugo de Agave) .
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de los bioinsecticidas producidos por B. thuringiensis,
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Fig. 8 cinética de fermentacidn de B. thuringiensis var. aizawai cepa -
GM-7 a nivel semipiloto en fermentadores de 34 1 en medio melaza
(Mz). pH (g ). #C. (cel/y) nlmero de células (®). A.R. {(g/1)
Azlicar Reductor ([J) y % O. D, porcienta de Oxigeno Disuelto
(m).

Condiciones de operacidn {ver tabla 3).




Tabla 1., Distribucidn del contenido de tres diferentes medios de cultivo-~

para la produccidn del complejo espora J endotoxina de Bacillus
thuringiensis var. aizawal cepas GM-7 y GM-10

. Clave del Medio '

Mz = Dx JA
Fuente de ¥
Carbono 20 ) 1.5 15
HS 20 20 20
1 IR
CaCo. 1 1 1

* Expresado en (g/1)

= wilazZa LSk ae Al

Dx = Dextrasa (73% de A.R.)

JA = Jugo de Agave (85% de A,R.)
pH = 7.0 - 7.2

H5 = Harina de Sovya

L= L_quidno de femo o 22 masz
CaCO~ = Carbonato de Calcio

&



Tabla i1a.~ ANALISIS FARCIAL DEL LIGUIDO DE REMOJO DE MAIZ

Solidaos totales 51.0 % n/v
Ac. Lactico 15.Q X p/v
Azticar Reductor S.b6 % p/v
Azvcar Reductor desp. de Hidrolisis 6.8 L prv
Nitréaageno Tatal 4.0 % p/v
aminocdcidos comg % de Nitréoeno
Alanina 25
aArginina 8
Adc. Gluiamico g
Leuwcina &
Prolina b
Isoleucinea JD
Thirepnina 2.3
Valina 3.5
Fenilalanina 2.0
Hletionina 1.0
Cistina 1.0
Caniza 1.25 % p/v
Fotasio 20.0 %
Fasfoiro 1-5 %
Sodio OZ3-1&
Magnecic Q. Q03-0,3 7%
Hisrra O.01~9,3 %
Cobre 1
Calcial 0.01-0.Q3 %
Zing 0.003-0.08 %
Flomo)
Flatal
Cromn 0.001-0.003 %
Vitaminas B
Aneurina 41-49 pg o
Biotina 0.34-0.38 ug ot
Pantotenato de Calcio 14.5-21.5 ug g'l
Ac. Folico 0.26-0.6 po ol
Nicotinamida I0-40 ug g )
Riboflavina 3.9-4.7 ua o

También Niacina v Frimidina

ret. Stanbury y Whitaker. (83)
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Tabla lb.— COMPOSICION DE LA DIETA SHOREI MODIFICADA.

Harina de Sova 80.0 a/1
Gérmen de Trigo 36.0 afl
Sal Wssson 12.0 o/1
Bacarosa 13.0 a/l
Ac. Sorbiceo 1.3 o/l
Metil-p-Hidroxibenzoato 2.2 g/l
Ac. Ascorbica 4.8 a/l
Acar Acar 15.0 mi/1
Cloruro de Colina (1S4 4.6 ml/1
Formaldehnido (10%} 9.0 mi/l
Ac. Acético (23%) 1Z.3 ml/1
Splucion Mitaminica # 4.0 ml/1
Acua Destilada 1000.0 ml

Solucion Vitaminica *

Fantotenato de Calcio 12 o/l
Niacinamidsa 3 a/l
Ribatlavina I e/l
Ac. Folico F a’/l
Tiamina {(HCI) 1.580/1
Firidoxing {(HCZ1) 1.3ag/1
Biotina 0.12m1
Vitamina B'IZ 25 ml
Yolumen Aforado a 1000.0 ml

reft. lanofo. (4%)
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Tabla 2 RelaciOn entre produccitn de B. thuringiensis..var. aizawai cepas GM-7 y
GM-10, a nivel de matraz en tres diferentes medios de cultivo y mortalidad

{%]contra el gusano cogollerc del maiz, Spodoptera frugiperda.

Clave del Medio
Mz Dx “ JA

Cepas GM-7 GM-10 GM-7 GM-10 GM-7 GM~10
b Cx 98 x 10° 35 x 1P 29 x 1068 67 x 10° a4 x 10% 20 x 107
tcels/ml} 3

\ g o
¢ B 12 x 108 25 x 107 858 x 10? 22 x 107 26 x 10° 28 x 10°
«Bsn/sg)
Praducciomn ATl 14 7 13 12 11
tg )
Mortalidad (%) 88 49 S3 73 59 84
(500 Fz/ml)
* Preinoculo
SONDICIONES DE OPERACION:
Volumen de Operacimn 100 ol
Agitacion ZB0 rpm
Temperatura 30°C
pH Iniciatl 7.0~-7.2
pH Final 8.0-8.5
In ~nleo 1% (v/v)
Mrempo de Operaciom 43-7TZ hrs
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Tabla 3 Produccion de B. thuringiensis var. aizawal cepa -

GM-7 en un fermentador de 14 1 en el medio de cul-
tivo a base de melaza (Mz) y mortalidad (%) contra
el gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda)

Clave del Medio Mz
Cepa GH-7
8 Cx (cel/ml) 20 x 10!
# E (esp/g) 25 x 109
WA VR AV V2 1y
Mortalidad (%) 100
(500 ngmi)

* inmeulo en MF

CUNDI L 1ONES DE UPERACIUN:

Voijiumen de Operacion 9 It
Aereacion 1 VVM
Agitacion 700 ropm
Temperatura 30°C

pH Inicial 0= 2
pH Final 8.0-8.5
incseculn 1% (ysyn
Fdad Aol In ~uip 13 nrs
Tiempo de Uperacion 30 hrs



Tabla 4 Efecto da la velocidad de agitaciGn ecbre la cinStica microbiana
de B. thuringlensis var. aizawai cepa Git~7 en un fermentador de

14 1.
Agitacion (rem)
200 300 400 500 600 - 700 800
X 0.848 0.848 D.Ba8 0. 6880 0.880 0.8943 0.543
(g cel/l)
Yx/8 0.187 0.187 0.187 0.1989 0.189 0.208 0.208
(a2 cel/gs)
- = R W LW - L Lo ). l.ll_ % las -D. 135 O- 135
td:"y
Na 0.108 0.113 0.121 0.131 0.131 0.141 0.141
(g Dy/71xh) .
G- 0.128 0.133 0.142 0.198 0.148 0.150 0.160"
Kia 84 87 23 100 100 108 108
tHr ')
(Hps1000 1) 0.015 0.015 0.016 0.017 0.018 0.018 0.018

CONDICIONES DE OPERACION:

Volumen de Operacién 8 lta
Aereacidén 1 VVM
Temperatura 30°*C

pH Iniecial - 7.0-7.2
pH Final 8.0-8.5
In~cuto 1% (v/v)

cieuy ol In gulo 18 hrs



,

Efecto da 1a velocidad de agitacifn scbre. la propagacifn y esporkla-
cidn de B. thuringiensis var. aizawai cepa GM~7 en un fermentallor

Tabla 5

da 14 1.
Agitacion (rem)
200 300 400 500 600 ] 700
X 0.8a8 0.8s0 U. 548 0.880 0.880 0.843 0
ia cel/1)
Nz 0.108 0.113 0.121 0.131 0.131 0.141 (¢}
tg 0y71xh)
by o} 12 12 12 10 8 8
To {h) 40 40 38 36 34 30
# E (esp/g) 19 x 10% 20 x 1d 22 x 109 23 x 10 23 x 10° 25 x 107 25

ONDICIONES DE OPERACION:®

Volumen de Operacidm 8 it
Aereacinn 1 VVM
Temparatura 30"C
pH Inicial 7.0-7.2
oH Final 8.0-8.5
n cujn 1% tv/y)
1 ¢ hrs
Idepy we ksporulaci n (]

liempo de Proceso Te



Tabla 6 Efecto ds la aereacifn scbre la cinStica micrchbiana e B, - -
thuringiensis var. aizawai cepa GN-7 en un fermentador de 14 1.

Aersacion (VVM)

Q- 0.5 1.0 1.5 2.0

X 0.6b62 0.843 0.880 1.01
« (g cal/l)

Yu/s 0.145 0.208 0.220 0.225

A 0.118 0.135 0.141 0.143
(Hr"' )

Na 0.085 0.141 0.153 0.158 °

(20,71 x h)

Qov 0.130 0.160 0.154 0.156
te0y/gcalxh)
Kla 85 ioe 118 i21
tHr™' )
] 1 0 021 .019 0.015 0.014

CONDICIONES DE OPERACION:

Volumen de Operaecidm 9 1t
Agitaciom 700 rom
Temperatura 30°C

pH Inicial 7.0-7.2
ph Final 8.0-8.85
Indoulo 1% (v/v)
Edad del Indculo 18 hrs
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Tabla 7 Efecto de la aarsacifn scbre la propagaesifn y esporulacién ds B. - ~
twringiensis var. aizawei cepa G-7 en un fermentador da 14 1.

Aergacisan (VVM)

[
(’;‘5 1-0 1-5 2-0
X 0%52 0.943 0.990 1.01
(g cal/l)
4
Na 0.085 0.141 0.163 0.158
Te Ch) 10 8 8 8
To (h) 36 30 32 32
# E (espre) 17 x 109 25 x 10° 26 x 109 @7 x 10

CONDICIONES DE OPERACION:

Volumen de Dperacidn g 1t
Agitaoisn 700 rem
Temperatura 30*C

H Inicial 7.0-7.2

F onal 8.

Innculo i tv/sv)
Edad del Inooculo 18 hrs
Tiempo de Esporulaaidn Te
Tiempo de Proceso Te



ESTADISTICA

Analisis de Rearesidn de la variable Agitacion en funcidn de Yu/s
{ g cel/ as ).

v = 0,176 + 0.00004 Agitacion
RZ = 0.99

r = 0.99

EE = &6.25 x 107

An Y calculada 0.2 7 fylijfq’}’}’)’
Yr/s

200 0. 184 0.1 A

00 0.188

400 0. 192

SO0 0.1%¢4

&00 0. 200 .0 v ¥ ¥ T

700 0. 204 200 400 600 800
8GO 0.208 Ag

(rem)

El dominio de la funcion fué mas peauefic de lo gue se
esperaba. va que nos muestra wuna aoradfica de tipo lineal,
posiblemente a valores mavores se gncuentre curvatura gue pueda
darnos 21 Optimo para aalrtaciaon. Es importante seflalar gue ésta
funcidn es muy confiable va aue los valores de Rz v r son de 0.99

v altamente significativos. FPor otra parte el EE es despreciable
(6.25 » 1079 .

Analisis de Reorecion de la Variable Aereacidén en funcidn del
Yu/s5 ( o zel/ a s ).

V.= 0.06149 + 0.20420 Asreacién - G.06Z Aer. 2
R? = 0.99

ro= 0.99

EE = 4.105 x 107



azoo A

Ae Y calculada
Yx/s
0.5 ¢.148
1.0 0. 204 0.148 -
1.5 0.228
2.0 0,222 ¥ > v —
10 2.0 pe
(vvm)

El dominio de la funcidn fué satisfactorio va gue se observa
una grafica de +tip0 cuadratica v 1a curvatura puede darnos el
valor optimo para aereacion (Ae). En este casa la funcion por ser
cuadratica v con valores de R2 VP = 0.99 muestra también sepr
confiable y predise el comportamiento gue tiene el rendimiento
tYu/s) a causa de la aereacion. El valoe encontrada para 21 EE es
de 4.105 % 10" el cual se considera despreciable,

Analisis de Rearesion Maltiple

Variables Variable Dependiente

Aereacidn Yx/s.
Acitacion
Acitacidn

Valotes
Yi/s {(calculado)

. 184
©.188
Q. 192
0.19546
0. 200
0. 204
. 208
0.148
C. 204
0.22

D222

H:{JUJ\JU‘LI'I#L.-JI'\JM

-
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Variahle Coeficiente de Reatrecidn

ae 2.6472 x 1907}
Aa z.8892 x 1072
Ag 2 —6.2051 x 1072

Evrrar Estandar de Estimacion = 0.005
rRZ = 0.944
Rmaltiple = Q.982

Anzalisis de Varianza

Fuente GL Suma de Cuadrados Cuadrado Medio F calculada
modalo = 0. 005 0.002 L. 218%%
residual 7 0. 000 0.0001

total 10 0. 005

Suma de Cuadrados Sscuenciales

Fuente Frobabilidad » F
Ae Q. 00001
fa¥e 0.04275
Aa? 0. 00013

Firueba de Durbin—-Watson = 2.98

Con los parametros empleados para éste trabajo. el Andlisis
de Rearesion Miltiple nos muestra gue la variable Asreacitr (A=)
es la ogue principalmente influve en nuestros resultados va gue o1
valor de la F para ésta variable fué altamente si1onificative al
F>0.01 en tanto que 1la Agitacion (Ao) fué sianificativeo a pig, o5,
Es svidente gque el valor explarado de la Aoitacion  (Ag) por -
peguefio influve notablemente en 105 resultados encontrados por lo
que en estudicos bosteriores serd necesario aumentario para
desceribir la curvatura y de ésta manesra encontrar la funcion de
respuesta que aredica o1 comoortamiento de Ambas variaples
estudiadas v el rendimiento patencial que se pueda obtepeg de
ellas.
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