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Debido a la importancia econdémica y ecolégica alcanzada
por la bacteria Bacillus thuringiensis al ser utilizada CORO
insecticida biolégico para el control de insectos plaga, se ha
planteado la busqueda de nuevas cepas , el mejoramiento genético
de algunas cepas de coleccién actuales y ademas el disefio de

nuevas técnicas para la produccién del bioinsecticida.

A partir de 11 cepas de B. thuringiensis, aisladas por
la Universidad Autcnoma de Nuevo Leén, se efectuaron ensayos de
fermentacién a nivel de matraz y en reactor de 14 L; los ensayos a
nivel de matraz, fueron realizados en dos medios de cultivo: MHS y
M-25. En estos experimentos se observd que las cepas, cultivadas
en el medio M-25, tuvieron un mejor crecimiento y actividad
insecticida; sobresaliendo las cepas GM-9 y GM-10 con el maximo
crecimiento poblacional y actividad biolégica. Por lo tanto estas
2 cepas y el medio M-25 fueron seleccionados para los ensayos de

Cultivo por Lote , en el reactor de 14 L.

Bajo este sistema de cultivo, las dos cepas mostraron
comportamientos cinéticos adecuados de crecimiento, consumo de
fuente de carbono, y actividades insecticidas; destacando la cepa

GM-10 al alcanzar el 100% de actividad insecticida.

Se probé también un sistema de Cultivo por Lote
Alimentado (CLA), de tipo de adicién constante; efectuiandose una
prueba preliminar con la cepa GM-9, en la cual el medio de adicién
(medio M-25 incrementado en 3 veces su concentracién original vy
sin micronutrimentos) no conté con la presencia de sales
inorganicas en su composicién. La cinética obtenida, demostré que
era necesario incorporar las sales excluidas, para efectuar los

siguientes CLA.



Con esta técnica de cultivo se obtuvieron crecimientos
del orden de 1:10°; sin embargo, las actividades biollgicas de los
productos tuvieron un decremento en su porcentaje de mortalidad.
Debido probablemente a presencia de enzimas proteoliticas en el
mosto, inestabilidad genética y problemas de disolucién del
producto al momento de efectuar los bioensayos.



INTRODUCCION



En la actualidad el hombre ha tomado conciencia de los
dafios que ocasiona con el uso excesivo de insecticidas quimicos,
los cuales afectan no s¢lo a las plagas sino también a la flora y
la fauna silvestres. Estos insecticidas permanecen en el ambiente
y lo deterioran permanentemente; por otra parte, algunos insectos
han desarrollado resistencia a estos productos y en consecuencia
ha sido necesario incrementar la dosis de los insecticidas o crear

nuevos productos, la mayor de las veces, mais téxicos.

Una alternativa a los problemas generados por el abuso
en la aplicacion de insecticidas quimicos, es el Control Biolégi-
co de Plagas. Este consiste en el manejo de la densidad poblacio-
nal de organismos que se han convertido en plagas o son plagas
potenciales, mediante la accién de patégenos o depredadores de
aquellos. La utilizacién de este Control afecta exclusivamente a
las plagas y como es un método biolégico, no deteriora el ambiente
( 14 ).

Los avances de la microbiologia han permitido la wutili-
zacién de microorganismos ( hongos, bacterias y virus) para el
control biolégico de insectos plaga, como se puede observar en la
Tabla 1; de entre éstos, las bacterias entomopatégenas sobresalen
por su efectividad ( 28 ) y entre ellas Bacillus thuringiensis, la
cual es el principal agente de accién microbiolégica para el con-
trol de lepidépteros y dipteros, que son plagas de importancia

agricola y sanitaria respectivamente ( 22 ).

La toxicidad de B. thuringiensis radica en una
proteina cristalina delta-endotoxina (é-endotoxina) la cual se
forma durante el proceso de esporulacién del microorganismo, por
lo que también ha recibido el nombre de cuerpo paraesporal ( 12 )



TABLA 1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS COMO INSECTICIDAS

CONTRA DIFERENTES ORDENES DE INSECTOS.

ORDEN DE INSECTO

GRUPO ORGANISMO ATACADO
BACTERIA
Bacillus popilliae COLEOPOTERA
Bacillus sphaericus DIPTERA
Bacillus thuringiensis LEPIDOPTERA
DIPTERA
VIRUS
BACULOVIRUS LEPIDOPTERA
HYMENOPTERA
DIPTERA
REOVIRUS LEPIDOPTERA
ENTOMOPOXV IRUS ORTHOPTERA
COLEOPTERA
HONGOs

DEUTEROMYCETES

Hymenostidble longispora HYMENOPTERA

Nomurea rileyt LEPIDOPTERA
ENTOMOPHTORALES

Entomophtora planchoniana HYMENOPTERA

Entomophtora virulenta ORTHOPTERA

Entomophtora muscoe DIPTERA

Fuente: Dulmage y Rogoff (28,62)



La accién patogénica de esta bacteria es selectiva, ya
que la actividad de una variedad o cepa de B. thuringiensis es
limitada, en el mayor de los casos, a un sé¢lo orden de insectos
como pude verse en la Tabla 2; as! mismo hasta el momento no hay
reportes en campo del desarrollo de alguna resistencia por parte
de los hospederos, ni tampoco de que la S-endotoxina tenga efectos
nocivos sobre otros organismos, incluyendo al hombre ( 71 ).

TABLA 2. EveEmrLOs DE YARIEDADES DE Bacillus thuringiensis

Y DE ESPECIES DE INSHECTCS A LOS QUE AFECTAN.

VARI EDAD INSECTO ORDEN
thuringiensis Ephastia kuehiniella LEPIDOPTERA
finitimus ' Malacosoma diestria LEPIDOPTERA
kurstakt Spodoptera exigua LEPIDOPTERA
sotto Bombix mort LEPIDOPTERA
atzawatl Ephastia cautella LEPIDOPTERA
tsraelensis Aedes aegypti DIPTERA

Culex guincuefaciatus DIPTERA
sandiego Leptinotarsa decemlineata COLEOPTERA

Fuente : Ertola (31)
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Las perspectivas del Control Bioldgico de

como el manejo relativamente facil de esta bacteria,

plagas, asi

han permitido

su empleo en la elaboracién de insecticidas por fermentacién como

se ejemplifica en la Tabla 3 ( 31,

64 ).

TABLA 3. Propbucros InsecTicipas UriLizapos A NiveEr  MunDIaL
ELaBORADOS A PARTIR DE Bacillis thuringiensis
NOMBRE PAIS SEROTIPO-VARIEDAD COMPANI A
BACTOSPEINE FRANCIA H-1/thuringienstis BIOCHEM. PROD.S. A.
LEPTOX FRANCIA H-1/thuringiensis BIOCHEM. PROD.S. A.
BUGTIME FRANCIA H-3(HD-1)-kurstaki BIOCHEM. PROD.S. A.
THURICIDE E. U, H-3(HD-1)/kurestakt SANDOZ. INC.
DIPEL E. U, H-3(HD-1)-kurstaki ABBOTT LABS.
INSECTINE U.R.S.S, H-1/\nsectus
BIP U.R.S.S. H-10/-caoucasicus
BITOXIBACILINA U.R.S.8S. H-t-/thuringLensi s
BAKTUKAL YUGOSLAVIA H-i~thuringiensis
BACTIMOS FRANCIA H-14-israelensis BIOCHEM. PROD.S. A.
SKEETAL G.B. H-14-18raelensis TATE & LYLE.INC.
TEKNAR E.U, H-14/israelensis SANDOZ. INC.
VECTOBAC E.U. H-14/18raelensis ABBOTT LABS.
Fuente: Krieg (43)
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2.1 CARACTERISTICAS BIoLOOICAS DE

Bactillus thuringiensis

La bacteria Bacillus thuringiensis es un bacilo con una
dimensién de 1y x 3 - 5 u; Gram positivo, con flagelos peritricos,
aerdbico y produce una endospora elipsoidal central, en la Figura
1 se presenta un esquema de esta bacteria. En medios de cultivo
sélidos forma colonias color crema, opacas, planas y de bordes
irregulares ( 13 ).

Habita en el suelo como sapréfito y sus esporas pueden
permanecer en estado latente hasta que las condiciones ambientales
permitan su germinacién o las destruyan. La endospora difiere
épticamente de la célula vegetativa, ya que e mas refractiva vy
menos suceptible a tincién, ademas de tener una gran resistencia
al calor y otros agentes destructivos, como los solventes
organicos (13,24 ).

La capacidad de producir un cristal protéico (é-endoto-
xina), es 1la principal caracteristica que diferencia a los
miembros de B. thuringiensis de aquellos del grupo de B. cerus, el
cual no es entomopatégeno. A pesar de que este cristal es
sintetizado durante el proceso de esporulacién, hay pruebas de que

se forma fuera de las partes componentes de la espora ( 10,12 ).



CRISTAL
(5-ENDOTOXINA)

CENTRO

CUTICULA

CORTEX

EXOSPORIO

ENDOSPORA

FIG. 1 : REPRESENTACION DE Bacillus thuringiensis .



2.2 CARACTERISTICAS DE LA

S-ENDOTOXINA

Esta proteina cristalina cuyas dimensiones aproximadas
son de 1um, constituye hasta un 30% del peso seco de un cultivo
esporulado ( 32 ).

Hasta el momento se han descrito de manera clara 2 tipos
de cristales, uno en forma biprismatica (diamante regular) y otro
bipiramidal (cubico con angulos redondeados) (37), representados
en la Figura 2. Ambos estan formados por un mismo tipo de molécula
de forma elipsoidal, la cual dependiendo de su orientacién y
longitud de separacién entre si{, origina 1la forma del cristal.
Existen otras formas de cristal (amorfas, esféricas) pero no han

sido descritas de manera particular (18).

El analisis en 1la composicién del cristal, de B.
thuringiensis de la variedad kurstaki, revel¢ que contiene 95% de
proteinas y 5% de carbohidratos. Este cristal protéico contiene
una subunidad de glicoprotéina de peso molecular aproximado de
1.3x10° Dclicnes (D), as! mismo contiene 3.8% de glucosa y 1.8% de
manosa (52); no obstante, existen diferencias bioquimicas entre
los cristales de las variedades de B. thuringiensis como: los
pesos moleculares de las subunidades del cristal, la composicidén y
en la activacién de aminoicidos. Estas diferencias se emplean
para proponer el origen de los diversos espectros de accidén vy
toxicidad de las variedades del Erupo de B. thuringiensis
(19,33,38,73).



FIG. 2 : MUESTRA DE DOS TIPOS DE CRISTAL DE Bacillus thuringiens,

[ MopIFICADO PE GRIGOROVA et.al. C37)]

Ad FORMA DEL CRISTAL

BIPRISMATICA BIPIRAMIDAL

82 ARREGLO MOLECULAR EN EL CRISTAL.




2.3 MECANISMOS DE ACCION

DE LA S-ENDOTOXINA

En la Figura 3 se muestra esquemiticamente el epitelio
del intestino medio de las larvas de lepidépteros, el cual posee
una bomba de potasio que genera una diferencia de potencial y un

* vy k¥ hacia el lumen intestinal, lo cual da

gradiente de iones H
lugar a que el pH sea alcalino (con valores de 10.0 a 11.0) en el
interior del tracto intestinal. Estas condiciones son favorables
para la hidrélisis de los taninos que se encuentran en una alta

cantidad en la dieta foliar de las larvas (23).

La ingestién del cristal (é-endotoxina), es el primer
paso para su accién téxica. Al ser ingeridos, se disuelven en el
intestino medio gracias a las condiciones alcalinas prevalecientes
y a la accién de algunas proteasas (32); la glicoproteina o
protoxina del cristal (de aprox. 1.34x1053} se transforma en una
molécula téxica (de aprox. 6.8x10°p) resistente a dichas
condiciones ( 38, 73). Esta molécula difunde rapidamente e
interactia con los receptores especificos de las membranas
apicales de las columnas celulares intestinales (23). Esta
interaccié¢n incrementa la conductividad del g'_ modificando 1la
diferencia de potencial generada por la bomba, provocando
disturbios en los diferentes gradientes idnicos (Nazﬂug'y ca®h) y
finalmente una citélisis. Las alteraciones anteriores conducen a
una paralisis intestinal y a un aumento en la alcalinidad de la
hemolinfa (de pH 6.8 a 10.5) (23,45). ‘

Por otra parte la germinacién de esporas da origen a una
septicemia, con lo que se acelera la paralisis general,
produciéndose finalmente la muerte del organismo (45). Esta

forma de accién se ilustra en la Figura 4.



-~ LUMEN

pPH 10 - 11

t tu5)
A
A
M
M
cc | &

—~ HEMOLINFA

FIG.

3

pH 6.8

MODELO DEL EPITELIO INTESTINAL DE LEPIDOPTEROS,
LA BOMBA POTASIO Y SITIOS ESPECIFICOS DE
RECONOCIMIENTO DE LA TOXINA.

[ mMoprFicapo DE crowFORD gt.al. (23)]

CG. CELULAS GLOBULARES:; CC. CELULAS COLUMNARES
M. SITIOS DE RECONOCIMIENTO EN MEMBRANA

A. S-ENDOTOXINA

+
[ DIFERENCIA DE POTENCIAL ¢ mV)



£l

E—=rD

DISOLUCION EN EL
INTESTINO MEDIO

m

DIFUSION DE LA TOXINA
EN RECEPTORES ESPECIFICOS
(CITOLISIS)

ESPORAS PUEDEN GERMINAR.
PRODUCIENDO SEPTICEMIA

(0

INGESTION DEL CRISTAL

T

PARALISIS DEL SISTEMA
DIGESTIVO, AUMENTO DEL
pH EN HEMOLINFA

PARALISIS GENERAL,
MUERTE DE LA LARVA.

FIG. 4 1 ESQUEMA DE LA ACTIVIDAD TOXICA DE Bacillus thuringiensis
EN LARVAS DE LEPIDOPTEROS.



Otro papel que se ha asignado a los polipéptidos téxicos
sobre todo al inicio de su accidén, es la inhibicién del consumo de
oxigeno por las mitocondrias de las células epiteliales y el
desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa, por lo que se da
lugar a un desbalance metabdlico que contribuye a 1la paralisis
generalizada (40,41).

Si bien éste esquema de actividad se ha propuesto para
lepidépteros, es posible que se presente de manera anidloga en los
diferentes érdenes de insectos que son afectados por las diversas
variedades de B. thuringiensis (57,71).



2.4 HisToria

El primer aislamiento de B. thuringiensis, fué hecho en
Japén por Ishawata en 1902, a partir de "gusanos de la seda”
(Bombix mori); el microorganismo aislado fue denominado "Bacilo de
soto™ (76).

En 1911 en Thuringia, Alemania, Berliner aisldé un orga-
nismo similar de larvas enfermas de la "palomilla del
mediterraneo”™ (4dnagasta kuehniella). Berliner junto con su colabo-
rador Mattes, observaron que las células esporuladas de los culti-
vos no sélo contenian la espora, sino también un cuerpo de forma
romboide irregular, a ésta estructura la llamé "Restkorper™ y a la

bacteria Bacillus thuringiensis (76).

Aoki y Chigasaki en 1915, observaron que s8élo cultivos
esporulados y viejos del bacilo podian causar 1la afeccién del
"gusano de la seda™ y por la rapidez de la misma, sugirieron que

pudiera ser causada por la accién de una téxina (76).

En Canada, Hannay en 1953, estudié la esporulacién del
bacilo, retomando el "Restkorper™ de Berliner, determinando que
cuando se forma la espora ésta invariablemente es acompafiada de
los cuerpos parasporales; sugiriendo as{ que dichos cuerpos
pudierian estar involucrados en la enfermedad provocada al insecto,
por esta bacteria. En Estados Unidos, T.A. Angus explice 1la
patogenicidad de la bacteria en una serie de trabajos, de 1954 a
1956, en los que confirmé las sugerencias de Aoki y Chigasaki, asi
como las de Hannay (62).



A partir de estos trabajos, se vislumbré la posibilidad
de emplear a B. thuringiensis como un agente eficaz en el control
de insectos; por esta razén se acentud la investigacidén sobre esta

bacteria.

El sistema de clasificacién mas comin de las variedades
de B. thuringiensis, esta basado en las propiedades antigénicas de
las proteinas flagelares 1llamadas antigenos H, es decir, un
sistema de tipo serolégico establecido en 1962 por Barjac y
Bonefoi (9), del Instituto Pasteur (el cual se enlista en la Tabla
4 ). La serotipificacién fue apoyada por un anilisis de esterasas
de las diferentes variedades de la bacteria, estudio efectuado por
Norris en 1963 (54).

En 1969 Dulmage reporté la cepa HD-1 de 1la variedad
kurstaki (26), dicha cepa era 16 veces mas potente que las cepas
estandar usadas en los productos comerciales de la época; en 1971,
dicha cepa se adoptd como estandar internacional de muchos de esos
productos . El mismo investigador propuso 1la regulacién de la
potencia de los productos, con base en sistemas de unidades inter-
nacionales (U.I.) en los ensayos bioldgicos, de igual manera,
propuso la busqueda e implementacién de nuevos medios y
formulaciones para la produccién de B. thuringiensis (27), ya que
significaba una alternativa ecolégica y econ®dmica a los insectici-

das quimicos.

En las décadas de los afios de 1970 y 1980, se incremen-
taron 1los estudios de B&E. thuringiensis en muchos paises,
principalmente en la busqueda de nuevas cepas 2 algunas
investigaciones fructificaron al encontrar nuevos estandares con
mayor potencia (como HD-1-1973 o HD-1-1980) (28) o nuevas
variedades de esta bacteria que atacan otros ordenes de insectos
(dipteros y coledépteros) (17, 74) de importancia econ®mica cuando
se convierten en plagas.



TABLA 4 .SEROTIPOS DE DIFERENTES VARIEDADES DE

Bacillus thuringiensis.=

SEROTIPO VARIEDAD
H
1 thuringiensis
2 finttimus
3a alesti
8a,8b kurstaki
4a,4b sotto
4a,4c dendrol imus
Sa,sSb galleriae
Sa,Sc canadiensis
] entomocidius
? atzawatl
8a,8b morrisont
Ba,B¢c ostriniae
° tolworthti
10 darmstadiensis
11a,14b toumanof fi
12 thompsont
13 pakistant
14 israelensis
15 dakota
16 indiana
17 tohokuensis
18 kumamo toensis
19 tochigiensis
20a, 20b yunnanensis
214 colmert
22 shandogiensis
- tenebrionis
- sandiego

DE ACUERDO CON LA CLASIFICACION DE H.DE BARJAC. (2,10)

NO ESTABLECIDO



También los estudios genéticos con éste microorganismo
han tenido una gran relevancia, sobre todo porquée han localizado
los genes que regulan la sintesis de la &-endotoxina (46). Con
esta informacién, se ha pretendido aumentar la potencia en las
cepas estandar o el intentar transmitir los genes que sintetizan
la $-endotoxina en plantas (creacién de plantas transgénicas),
para que éstas elaboren la proteina directamente, de manera que
ahora las plantas sean resistentes, por si mismas, al ataque de

algunas plagas (11).



2.8 UriLigacion DE Bacillus thuringiensis

En MExICO

Segun Alcocer Gémez, el primer registro que se tiene de
B. thuringiensis en México (1), fue en 1959 cuando se uso en una
parcela de Chapingo, Méx. contra "gusanos de 1la col"™ (Pieris
elodia). En esa misma época, se realizaron ensayos de actividad
insecticida de la bacteria sobre el "boludo del nogal™ (Hvyphantia
cunea> y la "conchuela del frijol"™ (Epilancha varivestis), tenien-

do mortalidades del 86 y 78% respectivamente (5).

Posteriormente en 1977, Alcocer Gémez (2) reporta sus
trabajos sobre larvas del "gusano cogollero del maiz" (Spodeoptera
frugiperda), plaga importante en el pais y en Latinoamérica;
obteniendo buenos resultados con las larvas mas Jjovenes. Reporta
ademis la actividad del producto comercial pIPEL (ABBOTT, LABS.)
contra larvas del "gusano de bolsa"™ (Malacosoma azteca) en sauces

de Eochimilco, D.F., teniendo resultados del 74% de mortalidad.

En 1980 Alcocer Gémez realizé un estudio preliminar, con
miras a la produccién de B. thuringiensis, asi mismo reporté la
aplicacién de este organismo para el control de plagas de
lepidépteros en diversos cultivos y estados del pais como Sinaloa
y Chiapas. En la primera entidad lo aplicé sobre el "gusano falso
medidor™ (Trichoplusia ni) en cultivos de meldn y en la segunda
entidad contra el "gusano soldado" (Spcdoptera exigua) (3). Otras
plagas de lepidépteros contra 1las que fue aplicado segun el
reporte del mismo investigador son: Pileris elodia, Hyphantia cunea

y Diatrea sacharalis.



Durante la década de 1980, en nuestro pais, se acentud
la investigacién en torno a esta bacteria, en virtud de los altos
volumenes de importacién de productos elaborados a partir de B.

3
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IPEL en 1980 tuvo una cifra de importaci®n de 15
toneladas anules y actualmente alcanza las 50 toneladas al afio,
THURICIDE (SANDOZ), un producto de reciente introduccidn y
registro en la SARH, logré en 1990 una cifra de 30 toneladas
anuales ( 61 ). Es por ello que se han realizado trabajos
con la intencién de generar una tecnologia de produccién para
el pais en algunos centros de investigacién CORO: el
Tecnolégico de Veracruz, CINVESTAV y Universidad Auténoma de
Nuevo Leén (UANL) (8,25,47).

A nivel de investigacién basica, la UANL establecidé un
programa de aislamiento, hace aproximadamente 10 afios, de cepas de
B. thuringiensis a partir de suelo y de larvas enfermas de plagas
locales. Estas cepas han sido probadas a nivel experimental en
matraz y con distintos medios de fermentacién (47) ademas de
determinar la toxicidad del producto; 1los resultados han sido
interesantes en algunos de sus ensayos, ya que algunas cepas han
superado en actividad al estandar internacional HD-15-1980 (66).

Con base en la informacién anterior, se considera conve-
niente desarrcollar investigaciones mas profundas con cepas
aisladas en el pais, porque si bien las preparaciones comerciales
actuan satisfactoriamente sobre las plagas contra las que son
usadas; es posible que algunos de estos aislados lleguen a tener
mayor efectividad bioldgica y puedan ser utilizados en la solucidén

de problemas originados por plagas locales.
Ademss la busqueda de nuevas cepas junto con la

ingenieria genética de B. thuringiensis, es uno de los puntos
principales, en el panorama de investigacién de esta bacteria a
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nivel mundial (46,55). Esto permitira tener cepas con un mayor
espectro de actividad y/o potencia y 1la posibilidad de un
rendimiento econémico mayor que algunas de las cepas de coleccién
actuales (24), previendo que en el futuro se incremente el mercado
de los insecticidas biolégicos (60).
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2.6 ProceEsos peE ProbuccioN DE

Bacillus thuringiensis

La produccién comercial del bioinsecticida basado en B.
thuringiensis se ha realizado mediante dos tipos de procesos
fermentativos : Fermentacidén Semisélida y Fermentacién Sumergida
(64) .

1) FERMENTACION SEMISOLIDA.

El proceso consiste en que el medio de cultivo se
encuentra en forma de pequefas particulas sdélidas, entre las
cuales se crean puentes de agua, siendo en estos donde el micro-
organismo lleva a cabo el intercambio de materia, gas y energia
(64). El sustrato es extendido en cajones o charolas, que son
colocadas en una camara de fermentacién, donde se controla la
temperatura y humedad del aire ( la cual tiene generalmente un

valor muy alto).

Este procedimiento fue el primero en emplearse en la
produccidén de esporas y &-endotoxina de B. thuringiensis; sin
embargo, actualmente ya no es empleado, debido a las siguientes
desventajas:

a) Baja produccién de esporas por volumen de medio.

b) Problemas de control de las condiciones ambientales

de produccién (temperatura, pH y aireacién).

c) Calidad heterogénea del producto.

2) FERMENTACION SUMEROIDA.
Esta técnica es la mas conocida y desarrcllada a escala
industrial. Consiste en el cultivo de un microorganismo en medio

liquido; dicho cultivo contiene losg nutrimentos y condiciones

necesarias para el crecimiento y la obtencién del producto.
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Este proceso,es el que se ha utilizado para la
produccién comercial de B. thuringiensis (75) (el cual se 1ilustra
en la Figura 5), debido a las ventajas que presenta con respecto
al cultivo semisdélido, como son

a) Control adecuado de las condiciones ambientales de la

fermentacién.

b) Rapido crecimiento y wuna mayor concentracidén de

esporas por volumen de medio.

c) Producto de calidad homogénea.

CONDICIONES DE CULTIVO

Las condiciones éptimas para un adecuado crecimiento,
esporulacién y formacién del cristal protefico en la bacteria son

* Temperatura.

El Rango de crecimiento para B. thuringiensis se encuen-
tra entre los 20 y 35 C, pero la produccién éptima se observa a
los 30 ‘C (43).

* pH.

El crecimiento de la bacteria se observa en un rango de
pH de 5.8 a 8.5; sin embargo el pH ¢4ptimo de crecimiento es de 7.0
(22).

* Oxigeno.

Se ha observado que durante el crecimiento, asi como en
la etapa de esporulacién y producci¢n de la é&-endotoxina, B.
thuringiensis requiere por lo menos de 20 a 30 %X de oxigeno
disuelto en el medio (35).
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FIG. 5 : PROCESO DE PRODUCCION DE Bacillus thuringiensis,
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Mepios pE CuLTtivo

Los procesos fermentativos a escala industrial de la
produccién de esporas y cristales téxicos de la bacteria, utilizan
medios definidos y medios complejos (36, 58). Actualmente 8 Cpta
por estos ultimos, pues en su composicién pueden emplearse deriva-
dos agroindustriales (Tabla S ), que aportan los nutrientes nece-
sarios ( principalmente fuente de nitrégeno y carbono) para gene-
rar un crecimiento abundante y adecuadas esporulaciones, siendo
ademas de precio bajo y facil adquisicién (22); 1lo que ha
permitido disminuir los costos de produccién.

En los medios de cultivo se han empleado como fuentes de
carbono: glucosa, fructosa, almidén, maltosa, melaza, Aacidos
organicos e incluso aminoidcidos (6,28,31). Cuando se ha utilizado
glucosa, generalmente se han obtenido bvenos resultados. Saith
(70) en su trabajo con la variedad israelensis obtuvé una mejor
actividad insecticida y mayor produccién de esporas en medios con
glucosa, que en medios conteniendo sacarosa y glicerol.

Arcas y col. (6), tuvieron un incremento en la
produccién de esporas , cuando aumenté la concentracién de glucosa
de 10 a 20 g/L. Goldberg (36) incrementé la concentracién 15 a 30
g/L, s8in que se registrara una influencia negativa en la actividad
metabdélica de la bacteria. De Urquijo (25) trabajé con 30 g/L
obteniendo buenos resultados en la produccién de 1la variedad
kurstaki (HD-73).
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TABLA 5. DERIVADOS AOROINDUSTRIALES EN LA PRODUCCION DE

BIOINSECTICIDAS
FUENTES DE CARBONO FUENTES DE NITROGENO

GLUCOSA HARINA DE SOYA
HARINA DE MAIZ HARINA DE ALOGODON
LACTOSA ACUA DE COCIMIENTO
ACEITE DE SOYA DE MAIZ
MELAZAS OLUTEN DE MAIZ
ALMIDON LEVADURA

LEVADURA DE CERVEZA

CABEINA

FUENTE : ERTOLA Y ROVWE (31,64)
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Las fuentes de nitrégeno empleadas han sido: peptona,
triptona, extracto de levadura, aminoicidos y harinas de seamillas.
Dulmage (26) ha establecido que la omisién de una concentracién
adecuada de esta fuente, reduce 1la produccién vy actividad
insecticida del cristal téxico de la bacteria; ademas reporté va-
riaciones en la produccién y actividad insecticida, al wutilizar
diversas fuentes de nitrégeno (bactotriptona, harina de algodén,
triptona y fécula de maiz), con 12 variedades de 1la bacteria;
concluyendo que la actividad insecticida depende del efecto
combinado de las potencias de cada cepa y la influencia del medio
de cultivo. El mismo efecto fue observado por Salama y col. (67).

En relacién a las sales minerales requeridas por el

microorganismo, algunas investigaciones resaltan la importancia de
2 2 +2 2 +2
el “"+. Kﬂ Ca*. Zn . Cu‘ y Fe . De estas investigaciones

sobresale la de Nickerson y Bulla (53), quienes trabajaron con 18
cepas de B. thuringiensis en un medio minimo de sales, glucosa vy
acidos organicos; observando 1la importancia del Mn*? y ca?

durante la formacién de la espora.

CuLTtivo PorR LoTE ArLiMenTADO C CLA D

Adn cuando los procesos industriales de elaboracién del
complejo espora-cristal estan establecidos, continuan las
investigaciones para elevar 1la productividad del sistema de
fermentacién y aumentar la potencia de la é-endotoxina.

La productividad de un sistema de fermentacién es

afectada por la formulacién del medio, factores fisicoquimicos
(pH, temperatura y aireacié4n), rendimiento celular y técnica de
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cultivo (29, 34). Entonces para obtener una mayor productividad en
los sistemas de fermentacién, pueden utilizarse nuevos medios vy
técnicas de cultivo, como el Cultivo por Lote Alimentado (CLA).
Este método ha permitido un uso mas eficiente de 1los componentes
del medio de cultivo y una mayor productividad del sistema
(30,75).

Esta técnica consiste en agregar al fermentador, una
corriente de alimentacién que contenga uno o mas nutrimentos sin
que exista una corriente de salida ( Figura 6); por 1lo que el
volumen del reactor de fermentacién se incrementa y al alcanzar
el volumen maximo de operacién , se da por terminada 1la corrida
(59). Es importante puntualizar que en esta técnica se considera a
un componente del medio de cultivo como el sustrato limitante del
crecimiento, cuya concentracién determina la tasa de crecimiento
celular. Los otros componentes del medio pueden estar en exceso en
relacién a la demanda celular o bien pueden encontrarse en
concentraciones subdptimas (51).

Por lo que es importante que en un CLA se programe el
aporte de medio fresco y el tiempo de suministro, para evitar
inhibiciones al crecimiento por exceso de sustrato as{ como la
limitacion del crecimiento por falta del mismo (44, 48, 49).

Los métodos mas comunes para establecer un parametro de
control en la adicién de sustrato son: alimentar a una velocidad
prefijada, la cual puede ser constante, exponencial o lineal;
controlar la velocidad de alimentacién para mantener constante el
pH ( El medio de adicién puede contener a4cido o base) y la ultima,
es controlando el oxigeno disuelto en el medio para aquellas
fermentaciones en las cuales la produccién es limitada por la

disponibilidad de oxigeno (42).
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Un CLA, puede mantener constante la tasa de crecimiento
del microorganismo, incrementar la concentracién de biomasa y/o
controlar 1la produccién de metabolitos secundarios. Ademis ,
permite determinar parametros bioenergéticos, influencia de
factores fisicoquimicos y limitaciones por diferentes nutrimentos
(30,42,49) .

Este sistema de cultivo empezé a utilizarse de forma
empirica, a principios del siglo XX, en la produccién de levadura
de panificacién; en los afios treinta de manera mas cientifica, se
utilizé en la produccién de glicerol, acetona, butanol y otros
productos (30,75). Actualmente con esta técnica se producen
antibiéticos, aminoicidos, vitaminas y enzimas (30,44); de manera
mis reciente se ha empleado en la produccién de proteina
unicelular (56).

En relacién al uso de esta técnica para producir B.
thuringiensis sé¢lo existe el reporte de Arcas y col (7), que
utilizaron un CLA lineal con la variedad kurstaki. Dichos autores
lograron incrementar la produccién de esporas de 1.08 x 10'* a
7.36 x 10** esp/L, al probar concentraciones de glucosa de hasta
56 g/L con el incremento proporcional de los demas componentes del

medio.

Debido a la importancia econémica y biolégica de B.
thuringiensis, el Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria
del CINVESTAV ha establecido proyectos, para desarrollar una
tecnologia para la produccién de bioinsecticidas, a escala
semipiloto con el fin de controlar ciertas plagas agricolas y

sanitarias.
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III OBJETIVOS.



Los objetivos del presente Trabajo de tesis fueron

3.1 OBJETIVO GENERAL .

3.1.1 Establecimiento de un Cultivo por Lote
Alimentado, para la produccién de un Insecticida
Bioldégico empleando cepas Bacillus thuringiensis,
nativas de México.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

3.2.1 Seleccionar dos cepas de Bacillus thuringiensis,

en cuanto a capacidad de crecimiento vy actividad
insecticida, para realizar los ensayos en el reactor de

fermentacién.
3.2.2 Establecer y elegir el medio de fermentacién,
en el cual se obtienen las cualidades de seleccién de

las cepas.

3.2.3 Determinar los parametros y condiciones adecuadas

para el desarrollo del Cultivo por Lote Alimentado.
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Iv MATERIALES Y METODOS



4.1 MICROORGANISMO.

En el presente trabajo se emplearon 11 cepas de B.
thuringiensts las cuales se enlistan en la Tabla 6 , provenientes
de la Coleccién de Cepas Nativas del Laboratorio de Microbiologia
Industrial y del Suelo, de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la UANL.

4.2 CONSERVACION DEL MICROORGANISMO.

Las cepas utilizadas se conservaron por resiembras
trimestrales en agar nutritivo (Merck) de pH 7.0. Antes de
efectuar la conservacion, se realizd un cultivo por estria cruzada
para verificar la morfologia colonial ¥y por 1lo tanto tener un
cultivo axénico. La conservacién se efectué sembrando las cepas en
tubos de tapén de rosca con medio inclinado, los cuales se
incubaron a 30°C durante 24 h y posteriormente se almacenaron en

refigeracisn a 4°C.
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TABLA 6. Ceras pE Bacillus :hurtngiansis‘ UTILIZADAS EN LA

EXPERIMENTACION.

CEPA SEROTIPO YARIEDAD
GM 1 21 colmert
GM 8 21 colmerti
GM 9 21 colmert
GM 10 21 colmert
GM 11 21 colmert
GM 23 7 alzawatl
GM 34 3a, 3b kurstaki
GM 49 3a, 3b kurstakt
GM 50 3a, 3b kurstakt
GM 59 3a, 3b kurstaki
GM 60 9 tolworthi

* PERTENECIENTES A LA COLECCION DE CEPAS NATIVAS DEL
LABORATORICO DE MICROBIOLOOIA INDUSTRIAL Y DEL SUELO DE LA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOCLOOICAS DE LA WUANL.

33



4.3 Mepros peE CuLTIvoO.

Las materias primas y sales utilizadas en la composicién
de los medios de cultivo fueron de grado industrial a excepcién de
los microelementos, que fueron grado reactivo. En 1la preparacién

de los medios se utilizé agua potable.
4.3.1 Mepio Harina DE Sova (MHS).

La composicién de este medio se indica en 1la Tabla
nimero 7; para su elaboracién la melaza se ajustéd a una
concentracion de 11% de azricares totales y el CaCO2 ge disgolvi®
previamente en 0.1 mL de HC1 a 0.5 N, con la finalidad de
solubilizar el compuesto. El pH se ajustéd a 7.0 antes de la
esterilizacién, la cual se llevé a cabo a 15 1b/in® por 15 min..

TABLA 7. ComposicioN peEL MeEpIO DE FERMENTACION
HarRINA DE Sova (MHSD

Melaza (i11% de azucares) S5 g
Harina de Soya 10 g
Agua de cocimiento de mai=z 1 g
CaC03 0.1 g
pH 7.0
Agua 1000 mL

EL CaCo, SE DISUELVE PREVIAMENTE EN ©0.1 mL DE HClL ( 0.5 N



4.3.2 MEpio HarRINA DE SANGrRe (M - 25).

La composicién de este medio Be presenta en la Tabla 8;
para su elaboracién se prepararon tres suspensiones denominadas A,
By C . La suspensién A requirié de un tratamiento térmico que se
efectus a 17 lb.’inz durante 50 minutos, la suspensiln C se preparZ
disolviendo cada componente en forma sucesiva. Posteriormente se
mezclaron las suspensiones A y C, ajustando el pH a 7.0 con NaOH
3.0 N vy se esterilizé a 20 1b/in® durante 25 minutos. La solucién
B se esterilizé por separado a 10 lb/inz durante 10 minutos vy
se mezcléd después con la suspencién A-C, en forma aséptica.

4.4 IwnocuLo

El inéculo para las fermentaciones a nivel matraz, se
prepar®d en tubos de tapén de rosca conteniendo 10 =mL de Caldo
Triptosa Fosfato (CTP, Bioxon). Los tubos fueron seambrados con una
asada de los cultivos mantenidos en tubo inclinado, incubandose
por 18 h a 30°C . Con este cultivo se inocularon los matraces,
empleando una concentracién del 0.5% con respecto al volumen de

trabajo.

El inéculo para el fermentador, se preparé en matraces
Erlenmeyer de 1 L conteniendo 250 mL de medio CTP y sembrados con
una asada del cultivo de tubo inclinado. Este cultivo se incubo
con agitacién constante (agitadora de ambiente controlado New-
Brunswick G25) a 200 rpm y 30°C durante 10 h. El fermentador se
inoculé en una relacién del 2% con referencia al volumen de

operacién.
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TABLA 8. ComprosicioN pEL Mepio pE CuUuLTIVO  PARA
FERMENTACION .,
HARINA DE Sancre (M - 25)

PARTE COMPUESTO CANTIDAD
Harina de Sangre i2 g
A Levadura de Cerveza 6 g
HaPO4 (85% v/V) 7 mL
B Glucosa 30 g

Agua de cocimiento de maiz 5g
CNH4) 2504 3 g
MgSOs 2 g
C KC1 1.5 g
CoClz 30 mg
MnSO4 40 mg
Z2nS0s 5.8 mg
CuS0s 7.5 mg
Agua 1000 mL

LA PARTE A SE SOMETE UN TRATAMIENTO TERMICO ANTES DE MEZCLAR CON
LA PARTE C PARA ESTERILIZAR.

LA PORCION B =SF rSTERILIZA POR SEPARADO.
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4.5 FERMENTACION EN MATRAZ

Estos ensayos se efectuaron con las 11 cepas de B.
thuringiensis, que fueron divididas en dos grupos: I y II para
facilitar el posterior manejo y analisis de resultados. El grupo I
correspondi¢ a las cepas GM-1 a GM-11 y el grupo If estuvo formado
por las cepas GM-23 a GM-60.

Las fermentaciones se realizaron por duplicado en
matraces Erlenmeyer de 500 mL, conteniendo 100 mL de medio, los
cuales se incubaron en agitacién a 250 rpm y 30 ‘C. De cada matraz
se tomé 1 mL de muestra, a intervalos de 6 h, para evaluar el
crecimiento y grado de esporulacién; cuando se tuvé mag del 80% de
esporas libres, 1la fermentacién se dié por terminada. Estas
fermentaciones se efectuaron tanto en el medio MHS, como en el
M-25.

4.6 FERMENTACION EN REACTOR DE 14 LIiTROS.

Para estos ensayos se utilizaron fermentadores de 14 L
de volumen nominal (New-Brunswick FS-314) equipados con :
controlador de pH (New-Brunswick pH 22), electrédo de pPH
esterilizable (Ingold electrode), medidor de oxigeno disuelto
(New-Brunswick DO B81), electr&ddo de oxigeno galvanico (construido
en el Depto. de Biotecnologia del CINVESTAV) y electrédo de
espuma. El sistema de agitacién de los fermentadores consistié de
dos impulsores tipo turbina. A estos fermentadores se les
adaptaron bombas peristalticas (New-Brunswick) para la adicién del
antiespumante y el acido o la base; el esquema del fermentador se

muestra en la Figura 7.
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FIG. 7 : ESQUEMA DEL REACTOR DE FERMENTACION DE
14 L CON SUS ACCESORIOS.
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4.6.1 Curtivo por LoTE

El fermentador se esterilizéd con el medio de cultivo
(M-25) y las fuentes accesorias que contenian el acido, la base vy
el antiespumante a 20 Lb/inz por 25 minutos.

Las condiciones de operacién del fermentador fueron

VOLUMEN 7 L

TEMPERATURA ao “c
AQITACION GO0 rpm _
AIREACION 1 v.v.m™
pH 7.0

#({volumen de aire por volumen de medic por minuto)

El valor del pH se mantuvo por adicién de icido ( HzPO4
85 % ) o base (NaOH 0.1 N ).

La formacion de espuma se controlé¢ automaticamente por
medio de un electrédo de espuma, que al entrar en contacto con
ésta, cerraba el circuito eléctrico de wuna bomba peristaltica,
para adicionar el antiespumante (polipropilenglicol 1 %); al bajar
el nivel de la espuma se abria el circuito deteniéndose la adicién

del antiespumante.

Del fermentador se tomaron muestras cada 4 h para su
analisis (conteo celular y azucares reductores).

4.6.2 CuLtivo por LoTE ALiMenTADO (CLA).

Para establecer las condiciones de operacién del CLA a
probar con las cepas GM-9 y GM-10, se utilizé el programa de
computacién EcUcCLA ( ECUACIONES PARA CULTIVO POR LOTE ALIMENTADO)
elaborado por Ordaz (56). Las variables que maneja el programa

fueron cargadas con los siguientes valores (en la seccion de
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nomenclatura se encuentra la correspondencia y unidades
utilizadas):
Vo =5 ., ¥f = 10 ., umax.= 0.24 , Csoo = 30 ,

Cxo00 = 0.13 , ¥ = 0.3, Ks = 5.06043 , A = 0.1.

El programa permite variar el inicio y 1los flujos de
adicidén volumétrica, con el propésito de obtener las mejores
condiciones para el establecimiento de un CLA.

De las diferentes opciones obtenidas con el programa se
opté por un CLA de las siguientes caracteristicas: Un CLA
constante, de velocidad de adicién volumétrica de 500 (X so0) mL/h;
un volumen de operacién inicial de S5 L para alcanzar con la

alimentacién un volumen maximo de operacién de 10 L.

Como medio de cultivo se empled el medio M-25, tanto en
la fase inicial del cultivo (cultivo por lote a concentracién
normal del medio) como en la alimentacién, donde el medio tuvo un
incremento en 8u concentracién 3 wveces con respecto a la
composicién original y sin micronutrimentos. La composicién final
del medio M-25 para alimentacién Be presenta en la Tabla 9; 1la
preparacién, el tratamiento y esterilizacién del medio de adicién
se efectué de la manera descrita para el medio normal.

El medio para la alimentacién (5 L) fue colocado en un
garrafén Pirex de 8 L (Figura 8) para efectuar 1la adicién del
medio al reactor, la cual fue hecha a través de una manguera
(Master flex 6411-14) y una bomba peristaltica; ademas se modificd
otra bomba peristaltica a funcién prensil para evitar el blogueo
del flujo en la manguera. Durante el tiempo que durd la
alimentacién (aproximadamente 10 h) el medio se mantuvo con
agitacién mediante una barra magnética, este sistema de

alimentaci®én se esquematiza en la Figura 9.
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1. GARRAFON.

2. PLACA DE AGITACION.

3. CONDUCTO DE ADICION.
DE GLUCOSA.
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TABLA 9. COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA ALIMENTACION

HARINA DE SANORE (M-23).

Harina de Sangre 36 g
A Levadura de Cerveza i8 g
HaPO4 (es5% v-v) 21 mL
B Glucosa 90 g
Agua de cocimiento de maiz 1S5 g
CNH4) 2504 9g
¢ MgSO4 6g
KC1 4.5 g
Agua 1000 mL

A SE SOMETE A UN TRATAMIENTO TERMICO ANTES DE MEZCLAR CON
LA PARTE C PARA ESTERILIZAR.

B SE ESTERILIZA POR SEFARADO
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Es importante mencionar que las condiciones de
preparacién y operacién del fermentador con este sistema fueron
las mismas que para el cultivo por lote. Al término de 1la
alimentacién se continué el cultivo por lote, para permitir el
proceso de esporulacién y sintesis de la S-endotoxina.

Las muestras para andlisis se tomaron cada 4 h durante
el cultivo por lote y, cada 2 h durante la alimentacién.

4.7 EvaLuvacioN DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

El crecimiento microbiano se cuantificé por Cuenta
directa al microscopio. Esta evaluacién se realizé en una Camara
de Neubauer (Propper 090022) y en un microscopio de contraste de
fases (Zeiss, Sandor 18).

De cada muestra se realizaron diluciones apropiadas, de
acuerdo con el tiempo de fermentacién; 1la cuenta celular se

efectué a un aumento de 400x y por duplicado.

4.8 DeETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA

REsIipDuaL.

Se empled la técnica del Acido 3,5-Dinitro salicilico
(DNS) descrita por Miller (50), la cual permite cuantificar el

contenido de azdcares reductores presentes en el medio.

Para el analisis de las muestras se efectuaron
diluciones 1:100, 1:50, 1:25 y 1:10, dependiendo de 1la edad del
cultivo. Cada muestra fue tratada por triplicado para obtener un

valor promedio.
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4.9 DeETERMINACION DEL PEso CeLuLArR PROMEDIO,

Para este ensayo se utilizé un equipo de filtracién
Millipore (receptaculo, fércep y embudo) con membranas de tamafio
de poro de 0.45 ym. Las membranas Be pusieron a peso constante
colocandolas a 80°C en una estufa al vacfio durante 24 h vy
poeteriormente en un desecador al vacio otras 24 h; el peso de las
membranas se determiné en balanza analitica. Todo el equipo se
colocd en un matraz kitazato conectado al sistema de vacio, para

efectuar la filtracién.

Para hacer la determinacién del peso, se efectuaron dos
cultivos con la cepa GM-9 en matraces Erlenmeyer de 500 =mL
conteniendo 100 mL de medio CTP c¢/u, e incubados en agitacién a
250 rpm y 30°C hasta la fase exponencial; entonces, de cada uno de
los cultivos se tomé una muestra por triplicado, para realizar el
conteo celular y un volumen de 10 mL (también por triplicado) que

se filtré sobre la membrana.

Las membranas con el filtrado celular se colocaron
nuevamente a peso constante. El peso promedio de 1la bacteria se
obtuvo dividiendo el peso obtenido entre el numero de bacterias

contenido en el mismo volumen.
4.10 DETERMINACION DEL REnNDIMIENTO (YX/B)

La valoracién de este parimetro sélo se efectué en los
cultivos realizados en el fermentador.

El rendimiento (Yx/s) indica 1la cantidad de ceélulas
producidas en relacién a la cantidad de sustrato que se utiliza

(44) y se calcula mediante la siguiente expresién (49):



g de células obtenidas

Y x/8 =
g de sustrato consumido

Para determinar los gramos de células obtenidos en las
fermentaciones, se utilizé el peso promedio obtenido, en relacion

al nimero de bacterias resultantes de estas corridas.

4.11 DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE SATURACION (Ks)
¥ VELocipap EsPeEciFica bpE CRECIMIENTO Maxima

(pmax).

La determinacién de la Ks de B. thuringiensis para gluco
sa, se realizé con base en el modelo de crecimiento establecido
por Monod (49), relacionando la velocidad especifica de
crecimiento instantanea (u) con la concentracién de sustrato
residual en 1la parte cercana a la fase estaclionaria de
crecimiento, de un cultivo por lote. En este caso 8e utilizé la

ultima fermentacién de la cepa GM-9.

A partir de esta cinética de crecimiento, se obtuvieron
datos tedricos del numero de células y concentracién de sustrato a
diferentes tiempos. Con estos datos se establecieron dos matrices:

[ t ] : VALORES DE TIEMPO
[ ] [ S ] : VALORES DE NUMERO DE CELULAS &
VALORES DE CONCENTRACION DE
AZUCARES REDUCTORES.

Por medio de una calculadora programable (Ti 58C/59), se
efectuaron las operaciones matriciales correspondientes, para
obtener una ecuacidén polinomial de tercer orden para
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relacionar tanto X y S con t

o 1
& = at '+ ait + azt + a3t

& = wvaloer para X 0 8§ & un tiempe dade
a8 = wvalor del coeficiente (num. cel.  -ml o g~-L}

t = tiempo

La ecuacién polinomial para X, se derivé con respecto al
tiempo que al ser dividida por X se obtiene la u instantianea. Este
valor y la concentracién de sustrato residual correspondiente, se
determinaron en el intervalo que dura la fase exponencial de
crecimiento ( 13 a 28 h ); los resultados se graficaron por el
sistema de reciprocos (1/y vs 1/[s]l), ajustindose 1la recta por
regresién lineal, para obtener los valores de pméax y Ks.

4.12 RECUPERACION ¥ SEcapo pEL Probucro.

El sistema de obtencién del producto (complejo espora-
cristal) se hizo mediante la técnica de Coprecipitacién de lactosa
y acetona, establecida por Dulmage (27), la cual se describe en
la Figura 10.

El secado del producto se efectudé en estufa al vacio a
40°C durante 24 h, después se colocé en un desecador al vacio por
24 h a temperatura ambiente para completar el secado.

El producto seco fue molido en mortero, hasta obtener
particulas finas; este polvo fue guardado en bolsas de polietileno
y refrigerado a 4°C hasta su envio, para pruebas bioldégicas, a la
Facultad de Ciencias Biolégias de la UANL.
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AJUSTAR EL MEDIO A pH 7.0

(CUANDO EXISTE COMPLEJO ESPORA CRISTAL LIBRE)
4

CENTRIFUGAR
(S000 rpm 30 min}
+

SEDIMENTO
+

RESUSPENDER EN LACTOSA

(3% (140D
+

AGITAR 30 min
+

AGREGAR 5 vol. DE ACETONA
+

HOMOGENIZAR
(30 min y reposar 1% mur

+

FILTRAR CON VACIO
+

SECAR

{ A TEMPERATURA AMBIENTE EN VACIO?
+

MOLER
+

ALMACENAR

°
(EN REFRIGERACION A 4 ©

FIG. 10. DIAGRAMA DE RECUPERACION Y SECADO DEL
(27)
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4.13 BIloENSAYOS.

Las pruebas biolégicas de los productos se efectuaron en
la UANL, utilizando como insectos prueba a larvas de lepidépteros
(Spodoptera frugiperda , Heliotis virisens y Trichoplusia ni) ¥y
dipteros (Aedees aegypti).

Los bioensayos se realizaron en diluciones seriadas de
las muestras, para alcanzar una désis de prueba de 500 ug/mL,
utilizando un regulador de fosfatos (pH 7.0).

Cada dilucién se incorporé y homogenizé a una dieta
artificial, en porciones de 1 parte de dilucién por 50 partes de
dieta.

El homogenizado de cada dilucién se transfiri¢ a recipi-
entes plasticos (volumen de 3/4 de onza); 25 copas plasticas
fueron utilizadas por dilucién. Posteriormente, mediante el uso de
pinceles de cerdas finas, en cada una de las copas se puso una
larva. En las muestras control, unicamente se incorporé a la dieta
la solucién reguladora.

Los recipientes con larvas fueron colocados en incubado-
ra a 30°C con una humedad relativa del 50% . Después de 7 dias de
incubacién, se realizé el conteo de larvas muertas para cada
dilucién y se registré el porcentaje de mortalidad para cada una
de las diluciones.
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RESULTADOS Y DISCUSION



5.1 FERMENTACION POR LOTE EN MATRAZ.

Las cinéticas de crecimiento, obtenidas de las
fermentaciones por lote en matraz de cada una de las cepas en los
doe medios de fermentacién ( M-25 y MHS), 8Be presentan en las
Figuras 11 a 15 para las cepas pertenecientes al grupo 1 las
Figuras 16 a 21 para las del grupo II.

En ambos grupos de estudio hubo un mejor crecimiento en
el medio M-25 , en comparacién con el medio MHS. En el grupo I se
registraron buenos crecimientos en ambos medios de fermentacién;
también en este primer grupo de ensayo se obtuvieron las cepas que
registraron el l&leo crecimiento poblacional de todas las cepas
probadas, siendo las cepas GM-9 y GM-10. En el medio MHS, la cepa
GM-9 tuvé un crecimiento de 1.7x10° cel/mL vy la cepa GM-10
alcanzé un crecimiento de 2.0x10° cel/mL; estas mismas cepas
tuvieron crecimientos del orden de 2.8x10° y 2.7x10° cel/mL

respectivamente ,en el medio M-25.

En el segundo grupo de estudio, todas las cepas, tuvie-
ron crecimientos bajos; sin embargo las cepas GM-34 (Figura 17) vy
GM-49 (Figura 18) en el medio M-25, tuvieron concentraciones de
1.78x10° y 1.7x10° cel/nL, respectivamente. En el medio MHS el
valor mias alto del grupo, fue del orden de 1.0x10° cel/mL, para la
cepa GM-34

Las diferencias de crecimiento observadas entre los
grupos se debe, probablemente, al hecho de que pertenecen a
diferentes variedades. El grupo 1 esti compuesto en s8u totalidad
por cepas de la variedad colmert y el grupo 11 por las variedades
kurstaki, aizawai y tolworthi. Esta sugerencia se apoya en los

estudios de varios autores (24,58) quienes, trabajando cada uno de
ellos con un medio de cultivo y diferentes variedades de Ila
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bacteria, encontraron diversos valores en el crecimiento.
Concluyendo, entonces, que la variedad de la especie en estudio
influye en la capacidad de crecimiento del microorganismo.

En relacién a los medios de cultivo empleados, algunos
investigadores (6,55,57) han demostrado que B. thuringienstis
mejora sustancialmente su crecimiento, cuando a medios definidos
de glucosa y sales minerales se les aflade extracto de levadura,
peptona de carne o hidrolizados de caseina, eﬁ decir componentes
de nitrégeno aminado.

Las investigaciones efectuadas por Salama (67), al
diseffar un medio a base de glucosa , extracto de levadura y deri-
vados nitrogenados de origen animal (harina de pescado, harina de
sangre y algunos otros), sefalan la obtencién de valores signifi-
cativos de concentracién de esporas y actividad biolégica, lo que
permite concluir al autor que este tipo de medios son los dptimos
para el cultivo de B. thuringiensis. Resultados similares son re-
portados por De Urquijo (25), quién confirmé ademas las
consideraciones hechas por Rogoff (62), investigador que determind
la existencia de un mejor crecimiento y esporulacién de la
bacteria, en aquellos medios que contienen como fuente de
nitrégeno, proteinas hidrolizadas; conclusiones similares fueron
obtenidas en las investigaciones realizadas por Bailén y col. (8),
obteniendo un crecimiento importante del serotipo H-14
(israelensis), cuando emples harina de soya hidrolizada en sus

medios de cultivo.

En nuestro caso, aun cuando se ocuparon medios de
cultivo complejos, se obtuvieron mejores crecimentos en el medio
M-25 que en el medio MHS; probablemente debido a que el primero
esta constituido por componentes (glucosa é hidrolizados de fuente
de nitrégeno) que pueden favorecer el crecimiento y esporulacidn.
En tanto el medio MHS, aunque sus componentes son adecuados
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no peraitieron un buen crecimiento de la

(melazas y harina soya),
bacteria. Por lo que se sugiere, para obtener un mejor crecimiento

con este medio, hidrolizar sus fuentes de nitrégeno y carbono y/o

combinarlas con otros componentes.
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5.2 Activipap BroLooica

{ PRODUCTO DE FERMENTACION EN MATRAZ )

Los resultados de la actividad bioldgica del producto
obtenido al realizar los cultivos por lote en matraz se presentan
en la Tabla 10 (para el grupo I) y en la Tabla 11 (para el grupo
11). La dosis de prueba, en todos los casos, fue de 500 ug/mL.

Los productos de las cepas del grupo I cultivados en
M-25 mostraron el mayor efecto de muerte contra Spodoptera
frugiperda. Siendo las cepas GM-9 y GM-10 las que registraron los
valores mas altos con 60 y 58% respectivamente; la cepa GM-8 pre-
sentd el menor porcentaje de mortalidad en este medio ( 46 R). Los
productos obtenidos en el medio MHS con este mismo grupo de cepas,
dieron una menor mortalidad con valores del 36% al 50%; correspon-
diendo la mas alta actividad insecticida (50%) a la cepa GM-10.

En general, las cepas del grupo II presentaron un menor
porcentaje de actividad, como se puede observar en 1la Tabla 11.
Los productos de de las cepas GM-23 y GM-34 resultantes de la
fermentacién tanto, en M-25 como en MHS, tuvieron un efecto nulo
sobre el insecto prueba Adedes aegipty. Este insecto fue incluido
en el estudio, debido a informes de la UANL, que indicaban que
esta cepas habian mostrado cierta accién contra este diptero; sin
embargo el que el producto haya resultado inefectivo, resulta de
alguna manera légico, ya que se ha reportado que las variedades
atzawal (GM-23) y kurstaki: (GM-34), son efectivas preferentemente
contra lepidépteros y no contra dipteros (40,68,72).
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TABLA 10. Actividad Bioldégica del producto de
fermentacién en matraz de las cepas de Bacillus

thuringiensis del grupo I.

CEPA % MORTALIDAD

1 2
GM 1 46 38
GM B 46 36
GM 9 60 48
GM 10 58 50
GHM 11 50 43

Insecto Prueba : Spodoptera frugiperda
Dosis de muestra: 500 ug/mL

1 Medio de fermentacién M-25.

2 Medio de fermentacisn MHS.
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Las cepas restantes del grupo 11 probadas contra
Trichoplusia ni, mostraron actividades bajas (10 - 20%), unicamen-
te el producto de la cepa GM-49 obtenido en el medio M-25, alcanzd
el 50% de actividad insecticida (Tabla 11b). Ademas los productos
de estas cepas, probados a dosis menores de 450 ug/mL, fueron
atéxicos.

Los diferentes comportamientos de las cepas de los
grupos I y II en relacién a su actividad insecticida contra las
diferentes larvas de 1insecto, pueden explicarse considerando
diversos factores, por ejemplo: la variedad y los aspectos
nutricionales de la bacteria, el medio de cultivo en el que se
desarrollé y por otro lado la sensibilidad de los insectos a los
productos de cada uno de los aislados bacterianos. Se ha informado
por diversos autores (18,38,57,58,70,72), que todos estos
factores intervienen en la calidad y actividad de la &4-endotoxina

producida por el microorganismo.

Sanchez (66) probé la toxicidad de diferentes aislados
nativos contra larvas de Spodoptera frugiperda, encontrando que
las cepas GM-1, GM-8, GM-9, GM-10 y GM-11 tuvieron las actividades
insecticidas mas altas (40% al 100%). A su vez Castro (20) reporta
en su trabajo las actividades insecticidas de 1las cepas GM-8 vy
GM-10 probados en medios a base de melazas y contra el mismo
insecto, del 68% y 100% respectivamente.

Los resultados de las actividades insecticidas obtenidas
en el presente trabajo muestran diferencias, con respecto a los
trabajos mencionados en el parrafo anterior. Estas diferencias
pueden explicarse, tomando en cuenta que los medios de cultivo
empleados son diferentes as{ como las condiciones utilizadas que,
8i{ bién son similares, no son iguales.
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TABLA 11. Actividad Biolégica del producto de
fermentacién en matraz de las cepas de Bacillus

thuringiensis del grupo II.

1l1a. Insecto Prueba : Adedes aegyptti.

Cepa % Mortalidad
i 2

GM 23 0 0

GM 34 0 0

z
11b. Insecto Pueba : Trichoplusia nt

GM 49 50 30
GM 50 20 10
GM 59 10 10
GM 60 10 10

Dosis : 500 ug/mL.

1. Medio de Fermentacién M-25.

2. Medio de Fermentacién MHS.

* Muestras atéxicas (0 % de mortalidad), en

conentraciones menores de 450 ug/mL.
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5.3 DETERMINACION DEL PEso PROMEDIO BACTERIANO.

Para determinar este valor, se ocupé a la cepa GM-9 como
modelo, ésta fue crecida en medio CTP, para evitar interferencias
por parte de la gran cantidad de sélidos en suspensién, que se
encuentran en el medio de fermentacién M-25. La masa promedio del
microorganismo se obtuvo considerando la relacién entre el peso de
un volumen de cultivo con el nimero de bacterias encontradas en
éste. El1 valor obtenido para el peso bacteriano promedio fue de

6.85 x 10 **g.

Mandelstam (48) da un valor para el peso bacteriano de

"g; Rose (63) reporta en sus estudios de centrifugacién

2.5x10°

(diferencial y en gradiente) un valor de 1.5x10_“g, a su vez
Brock (15), establece que el peso seco de una célula
procariséntica, fluctua entre 10 *° a 10 *g. como se puede
apreciar, no existe ningun valor especifico para el peso de una
célula bacteriana ; sin embargo, consideramos que el valor
encontrado, es valido ya que B8Be encuentra entre los limites

establecidos.
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5.4 CuLTivo POR LOTE ( REACTOR DE 14 L.).

Para estas corridas se utilizaron las cepas que
presentaron una mayor actividad bioldgica y mejor crecimiento a
nivel de matraz, asi como el medio de fermentacién donde se
obtuvieron estas cualidades; por lo tanto se eligieron las cepas
GM-9, GM-10 y el medio M-25.

El seguimiento del cultivo asi como el manejo del reac-
tor, se 1llevé a cabo conforme se indica en 1la seccién de
metodologia. Las cinéticas de crecimiento obtenidas para 1la cepa
GM-10 se presentan en las Figuras 22 y 23, para la cepa GM-9 en
las Figuras 24 y 25.

El comportamiento cinético de las cepas fue similar, a
excepcidén del primer cultivo de la cepa GM-9 donde se registré 1la
minima concentracién celular, que fue de 1.16x10° cel/mL; éste
resultado puede atribuirse a fallas en el manejo del sistema, ya
que los experimentos posteriores dieron mayores concentraciones
celulares. En el siguiente cultivo de esta misma cepa se obtuvo un
valor de 1.77 x 10° cel/mL y en los crecimientos de la cepa GM-10,
se encontré un valor en promedio de 2.47 x 10° cel/mL.

Los cultivos alcanzaron estas magnitudes y el 90% de
esporulacién en aproximadamente 35 h ; el alcanzar este porcenta-
je de esporulacién en ese tiempo se considera aceptable, en
relacién a trabajos similares (6).

La velocidad especifica de crecimiento (u) para los cul-
tivos, se determiné a partir de la pendiente de 1la curva de
crecimiento al graficar el logaritmo natural (1n) de la
concentracién celular (cel/ml) contra la edad del cultivo (h) ;5
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las  obtenidas para las diferentes cepas son similares, pues
todas se encontraron en un intervalo de .18 a .19 h™*,

Existen algunos reportes de u para B. thuringiensis HD-1
(Rurstaki) bajo condiciones similaree, en 1lose que el valor
promedio obtenido es de 0.3 h™' (35): es decir, la tasa de
crecimiento de estas cepas nativas es menor al de una cepa estan-
dar.

En cuanto al consumo de la fuente de carbono se encontré
que es total, ya que la concentracién de sustrato residual al
término del cultivo, fue en promedio de 0.0275 g/L.

En relacién al rendimiento (Yx/s) de 1los cultivos por
lote se obtuvo en promedio, un valor de 0.33 g/g para la cepa GM-9
y de 0.54 g/g cepa GM-10. En la literatura se han informado rendi-
mientos de 0.30 y 0.40 g/g (43); sin embargo no podemos realizar
una comparacién valida con nuestros resultados, dado que en
aquellos trabajos no se indica la manera o el factor utilizado
para realizar la determinacién.

Al comparar las cinéticas de crecimiento de 1las cepas
GM-9 y GM-10 y algunas efectuadas con cepas estandar como la HD-73
(kurstaki), en el mismo medio (25) y la cepa H-14 (israelensis)
crecida en medios con fuentes nitrogenadas (8), puede decirse que
tienen caracteristicas similares en relacién al tiempo promedio de
fermentacién, 30 h en las cepas estandar y 35 h para las empleadas
en este trabajo. En relacidén a la concentracién celular al final
del tiempo de fermentacién, las cepas estandar registran
concentraciones de aproximadamente 4x10° cel/mL y los valores
maximos obtenidos en este trabajo son de 1.14 a 1.5x109 cel/mL, es
decir la capacidad de crecimiento de las cepas nativas, es casi
tres veces menor que la de las cepas estandar.
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Cinetica de crecimiento de la cepa GM - 10,
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5.5 ACTIVIDAD BIOLOGICA

(FIODUC'I'O DE FERMENTACION EN REACTOR)

Las pruebas de capaclidad insecticida para los productos
obtenidos en los cultivos por lote, de las cepas GM-9 y GM-10, se
efectuaron utilizando como insecto prueba a Trichoplusta ni, con
dosis de 500 ug/ml. Los resultados de estas actividades se regis-
tran en la Tabla 12; como se observa el producto de la cepa GM-10
presenta mayor actividad con respecto al primer bioensayo, este
valor obtenido de 100%, es un resultado aceptable para cualquier
cepa.

TABLA 12. Actividad Bioldgica de cepas de Bacillus
thuringienstis.

Producto de Cultivo por Lote en Reactor

de 14 L.
Cepa % Mortalidad
GM 9 60
GM 10 100

Insecto Prueba : Trichoplusia ni.
Dosis : 500 ug/mL.

Por otra parte el producto de la cepa GM-9 presentd el
mismo nivel de actividad biolégica, que el registrado por el
producto obtenido por fermentacién en matraz (60% ); sin embargo

estos datos deben tomarse con reserva, dado que el organismo
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blanco utilizado en este ensayo, es diferente al empleado en la
primera determinacién (Spodoptera frugiperda), pues ' se ha
establecido que 1los insectos que son afectados por este
microorganismo, tienen diferente sensibilidad a un mismo producto
(71,72, 74), aun cuando pertenezcan al mismo orden de insecto;

como en este caso, que pertenecen al orden lepidéptera.
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5.6 DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE SATURACION (Ks)
¥ LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO MAXIMA

(max)

Para efectuar la determinacién de estos parametros, se
realizé,en primer lugar el ajuste de los datos cinéticos obtenidos
durante el cultivo por lote de la cepa GM-9 (Figura 25); de las
curvas ajustadas se tomaron algunos puntos, los cuales se
presentan a continuacién:

t X S

tiempo No.de celulas Susirat o residual
th) (140 cel . mL) tg-L?}

13.2 5.3 10.

17.3 9.3 5.3

20.0 2.1 3.25

22.7 15.3 1.88

25.7 17.0 0.75

28.2 17.3 0.25

A partir de éstos datoe y por tratamiento matricial se
establecidé la ecuacién polinomial de tercer orden que relacioné a
las variables: nim. de celulas (X) y concentracién de sustrato
residual (S) con tiempo (t); obteniéndose los siguientes valores,
para cada una de las variables:
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No. de células Sustrato

a = 24.4098095 a = 44.97339765
a1 = -4.4865875 a1 = -4.125083675
az = 0.301503833 az = 0.1312598668
as = -0.00534 as = -0.0014591296

Para comprobar que la ecuacién obtenida representaba 1la
cinética de crecimiento de 1la bacteria, se sustituyeron los
valores de los coeficientes de la ecuacién, mostrados en el cuadro

anterior, obteniéndose los siguientes datos:

t X S

13 5.30019632 10.3241959
17 9.022879932 5.612372904
20 12.5365869 3.30263401
22 14.74180029 2.214520284
25 17.2025885 1.084B2245
28 17.87756445 0.347977258

Como se observa existe similitud entre 1los valores
calculados mediante la ecuacién y los valores obtenidos por el
ajuste, lo que nos permitié establecer que el ajuste fue adecuado
Y que representaba adecuadamente la cinética de crecimiento. Una
vez hecha esta comprobacién y la derivacién de 1la ecuacién que
relaciona a X con t, se calcularon los valores de u instantinea vy
su S correspondiente, que fueron estimados desde las 13 hasta
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las 26 h. Estos valores se graficaron de manera semejlante al
modelo de Lineaweaver-Burk, para cinética enzimatica (Figura 26).
De esta grafica se obtuvieron los valores de pmax, y Ks para
glucosa, tomando en cuenta la pendiente y la ordenada al origen de
la grafica. Como se indica a continuacién:

m = 23.538 = ke/uax .. Ks = 5.6043 g/L
b= 4.2 =1/imax . (maAx = 0.238 h™*

Al investigar los valores de estos parametros, en la
literatura, encontramos los datos reportados por Bailén (8), quién
reporta un valor de umix de 0.246 h™' y de Ks de 7.6019 g/L, para
la cepa H-14 (israelensis). Sin embargo estos datos fueron
obtenidos en un medio a base de melazas, por lo que no se puede
efectuar una comparacién completa, ya que es un sustrato
diferente al empleado en nuestra experimentacién. Pero podemos
observar que existen similitudes en los valores, sobre todo para
la tasa maxima de crecimiento y para el caso Ks no estin muy

alejados.

79



DETERMINACION DE KS
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Fig. 26 . Grafica de los datos para el calculo de umax y Ks,
por el metodo de reciprocos.

A= -1/Ks = 0.18 M = 1/umax = 4,206
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5.7 CuLtivo POR LOTE ALIMENTADO.

El Cultivo por Lote Alimentado (CLA), fue el tercer
sistema de fermentacién empleado. En primer lugar, se efectud un
analisis para el establecimiento de las condiciones de manejo vy
operacién del CLA, mediante el programa de computacién ECUCLA,
estableciendo entonces lae caracteristicas del cultivo realizado
que fueron: una alimentacisn constante de 500 > so mL/h
comenzando la adicién a las 15 h de edad del cultivo, el CLA se
inicié en dicho momento por qué es en é¢ste, donde se presenta la
fase exponencial de crecimiento del microorganismo; y una
concentracién del medio de alimentacién, incrementada 3 veces con
respecto al medio original (M-25).

Es importante mencionar que la concentracién del medio
de alimentacién utilizada, fue la maxima permitida por el sistema

de alimentacién.

5.7.1 CLA PRELIMINAR
(Sin adicién de sales de (NH:)2S0:, MgSO: y KCl)

El primer ensayo bajo el sistema de CLA, fue una prueba
preliminar, la cuil consistié en no adicionar al medio de
alimentacién las sales de (NH4)2504, MgSOs4 y KCl, considerando que
estas pudieran ser aportados por los componentes complejos
presentes en el medio (30). El experimento se efectué con la cepa
GM-9 y la cinética obtenida se muestra en la Figura 27; a partir
de la cual se calculé un Yx/s de 0.52 g/g y una u de 0.18 h*
Estos resultados son similares a los valores obtenidos en el
cultivo por lote; por 1lo tanto, nos permitié establecer la
importancia de incorporar en la composBicién del medio 1las sales
excluidas. Concepto que fue reafirmado en los cultivos realizados
posteriormente bajo la técnica del CLA.
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5.7.2 CLA ESTABLECIDO.

Tomando en cuenta el resultado del primer ensayo del
CLA, se realizaron otros dos, en estos cultivos se ocuparon las
cepas GM-9 y GM-10 y las cinéticas obtenidas se presentan en las
Figuras 28 y 29 respectivamente. En ambos casos el medio de
alimentacién conté con las sales que se habian restringido en el
CLA preliminar; ambos cultivos presentaron un comportamiento
cinético similar, como se muestra a continuacién:

Cepa GM-9 GM-10
cuenta celular 5.4 5.5
(10°cel/nL)
. .29 43
Hu (h )
7 .7
Yx/s (gr/gr)

Como se observa existe una duplicacién en la
concentracisn celular (5.5 x 10° cel/mL), en comparaciln con los
cultivos por lote (2.47 x 10° cel/mL) y por tanto se mejoraron los
rendimientos.

Por otra parte, las g de ambas cepas (0.29 y 0.30 h_‘},
superaron a la ymax cadlculada para el cultivo por lote: 0.24 ht y
en ambos cultivos se alcanzé la maxima concentracién celular en un
periodo de 35 a 40 h y obteniéndose el 90 % de esporulacién
cercano a las 55 h de edad del cultivo.
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En este caso el medio de adicion no contenia las
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En ningin caso, de los dos CLA, se alcanzaron
concentraciones de glucosa de 50 gr/L ni superiores, siendo 1la
mixima de 46 gr/L; este resultado es importante, ya que algunos
autores mencionan que a concentraciones superiores de 50 gr/L de
glucosa se inhibe el proceso de formacién de esporas, afectandose
entonces, la produccién de la é-endotoxina (7,34).

Bajo este sistema de CLA , las cepas lograron buenos
crecimientos; lo que es importante, porqué permite continuar 1la
investigacién para el posible uso de esta técnica en la produccién
de la bacteria a una mayor escala.

5.8 AcTtivibpap BroLooica

(PRODUCTO OBTENIDO POR CLA)

Los resultados de 1la actividad insecticida de 1los
productos recuperados de los CLA se registran en 1la Tabla 13,
utilizando como insecto prueba a Trichoplusia ni ¥y con dosis de
500 ~g/mL.

TABLA 13. Actividad Biolégica de cepas de Bacillus
thuringiensis.
Producto obtenido en CLA.

Cepa Mortalidad (%)
GM 9 40
GM 10 40

Insecto prueba: Trichoplusia ni
Dosis :500 ug/ml
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En este ensayo, los productos de las cepas GM-9 y GM-10
presentan un mismo valor de actividad biolégica, siendo éste menor
a los registrados en los cultivos por lote. Esta baja de actividad
insecticida fue mucho mas notable para la cepa GM-10, ya que bajé
su actividad en un 60%, y la cepa GM-9 bajé s8u actividad en un
20%. Estos resultados no eran los esperados, dado el mejoramiento
del comportamiento cinético de las cepas.

La disminucién en la actividad puede ser explicada por
diferentes factores. Uno de ellos puede ser porque el cultivo se
detuvé cuando se liberd el 90% de las esporas, lo que implicé un
periédo de aproximado de 55 h, tiempo en el cuil pudieron
liberarse enzimas proteoliticas, que pueden afectar la calidad de
la $-endotoxina; tal como ha sido reportado por Andrews y col.
(4).

Otro mecanismo que pudo haber influido en la baja de
actividad insecticida puede Ber, la pérdida de 1la informacién
genética para la elaboracién de la S-endotoxina. Esta informacién
se encuentra en plasmidos (de 30 a 70 Md) que contienen los genes
cry (formacién del cristal) (41,46), en la cepa HD-1 (kurstaki)
estos plasmidos son multicopia (11); Selinger (69) y Roy (65) en-
contraron que en fermentaciones de cultivos continuos con frecuen-
cia se pierde el plasmido, siendo esta pérdida relacionada con 1la

obtencién de cepas acristaliferas o de baja accién biolégica.

La pérdida de expresién de genes encontrados en
plismidos se explica por: a) inestabilidad segregacional del
plasmido entre células hijas; b) inestabilidad estructural o
rearreglos en el DNA plasmidico. Sin embargo los mecanismos que
gobiernan la estabilidad de un plasmido dentro de la célula, adn
no estian completamente entendidos (16,39).
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En fermentaciones de cultivo continuo de la cepa GM-10,
realizados en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de
la UNAM, se encontré que la cepa presenta inestabilidad genética
(Cerén 1989, comunicacidén personal en III Con. Nal. de Biotec.);
este hecho apoya la sugerencia de que la baja de actividad de 1los
cultivos en CLA puede deberse a la pérdida de informacién genética

para la sintesis del cristal protéico.

Un tercer factor que podria explicar la baja de
actividad bioldégica, fue 1la dificultad que se encontré para
suspender el producto en la solucién amortiguadora para efectuar
el bioensayo, esto de acuerdo con los informes de la UANL; lo que
pudo traducirse en errores al momento de calcular la concentracién
del producto administrado en la dieta de los organismos prueba, vy
por lo tanto dar valores de actividad biolégica virtualmente

menores.

El dnico registro que se tiene de CLA para esta bacteria
(ademas del presente trabajo), es el estudio de Arcas y col. (7),
quienes trabajaron con un CLA lineal y la cepa HD-1 (kurstakiD,
con el propésito de estudiar el efecto de aumentar la
concentracién de nutrimentos de un medio a base de glucosa-
extracto de levadura, sobre el crecimiento, esporulacién y
produccién de la é-endotoxina; ellos obtienen un incremento en la
obtencién de esporas y en la actividad de 1la &-endotoxina ,
concluyendo que este sistema puede ser aplicado en 1la produccidén

del biocinsecticida de B. thuringiensis.
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Consideramos que los datos aportados por este trabajo
son importantes, dado que es el primer intento en nuestro pais,
del empleo de este sistema de cultivo con B. thuringiensis y sobre
todo utilizando cepas nativas . Ademis estos resultados permiten
la apertura de nuevas lineas de Investigacién, que tengan por meta
llegar a establecer y consolidar un CLA para la produccién de 1la
bacteria en cuestién.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

El mejor medio de cultivo, para crecimiento y actividad
biolégica de las cepas, fue el medio M-25.

Las mejores cepas, en cuanto a capacidad de crecimiento vy
actividad insecticida, obtenido en el cultivo por lote en
matraz fueron las cepas GM-9 y GM-10.

Las cepas anteriormente en los cultivos por lote, en el
reactor de 14 L, tienen concentraciones celulares de 1.77x
10° y de 2.47x10°.

La cepa GM-10, bajo el sistema de cultivo por lote,
alcanza el maximo porcentaje (100 %) de actividad

insecticida.

El CLA establecido fue de alimentacién constante, con una
velocidad de adici¢n de 500 (¥ so0 ml/h).

El CLA de adicién constante incrementa notablemente la
concentracién celular de las cepas utilizadas ( 5.4 y 5.5
x 10°), con respecto al cultivo por lote; sin embargo
existe una disminucién de la actividad insecticida. Por lo
que en el trabajo se discuten algunas posibilidades

que explican este comportamiento.
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VIiI RECOMENDACIONES



1)

2)

3)

4)

5)

6)

Efectuar estudios de optimizacién de el medio de
cultivo MHS, para su wutilizacién en procesos de
fermentacién, donde se utilice B. thuringiensis

Continuar los ensayos de cultivo por lote, en reactor
de 14 L, de las cepas GM-9 y GM-10, con la finalidad
de mejorar su produccién bajo este sistema.

Realizar una minimizacién del medio M-25, para evitar
problemas de adicién, al momento de incrementar su

concentracién en un CLA.

Determinar .max y Ks (para glucosa) de B. thuringiensis
por medio de otros métodos como, el sistema de
Cultivo Continuo.

Probar otros tipos de CLA (exponencial y lineal),
aparte del sistema de adicién constante y con cepas
estandar del microorganismo.

Si se pretenden continuar los ensayos de elaboracién de

insecticidas biolégicos con cepas nativas, se
recomienda determinar su estabilidad genética.
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IX NOMENCLATURA



a = Coeficiente de nimero de células
Csoo = concentracién inicial de sutrato (g/L)

cxoo = concentraciZn inicial celular (g/L)

A = cambio de flujo (L/h)

g = gramos

h = horas

in = pulgadas

Ks = constante de saturacién (mg/ml)
L = litros

1b = libras

ng = miligramos

mL = mililitros

1 = tasa especifica de crecimiento (h_‘)

ymax = tasa especifica de crecimiento maxima (h")

rpm = revoluciones por minuto

S = concentracién de sustrato (g/L)

SA = concentracién de sustrato en el medio alimentado (g/L)
T = temperatura (°C)

t = tiempo

Vo = volumen inicial de medio

vf = volumen final de medio

vvm = volumen de aire por volumen de medio por minuto

X = concentracién celular (g/L ¢ cel/mL)

Yx/s = rendimiento celular por unidad de sustrato (g/g)
¥ = concentracién de sustrato al final del cultivo
por lote (g/L)
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