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Debido a la i•portancia econó•ica y ecológica alcanzada 

por la bacteria BaciLLus thurin8iens i s al ser utilizada co•o 

insecticida biológico para el control de insectos plaga, se ha 

planteado la busqueda de nuevas cepas , el mejora•iento genético 

de algunas cepas de colección actuales y además el dise~o de 

nuevas técnicas para la producci ón del bioinsecticida. 

A partir de 11 cepas de B. thur ineiens is, aisladas por 

la Universidad Autóno•a de Nuevo León, se efectuaron ensayos de 

fermentación a nivel de •atraz y en reactor de 14 L; los ensayos a 

nivel de matraz, fueron realizados en dos •edios de cultivo: HHS y 

H-25. En estos experi•entos se observó que las cepas, cultivadas 

en el •edio H-25, tuvieron un •ejor creci•iento y actividad 

insecticida; sobresaliendo las cepas GH-9 y GH-10 con el •áxi•o 

crecimiento poblacional y actividad biológica. Por lo tanto estas 

2 cepas y el •edio H-25 fueron seleccionados para los ensayos de 

Cultivo por Lote , en el reactor de 14 L. 

Bajo este sisteaa de cultivo, las dos cepas •ostraron 

co•portamientos cinéticos adecuados de crecimiento, consu•o de 

fuente de carbono, y actividades insecticidas; destacando la cepa 

GH-10 al alcanzar el 100~ de actividad insecticida . 

Se probó también un sistema de Cultivo por Lote 

Alimentado (CLAJ, de tipo de adición constante ; efectuándose una 

prueba preliminar con la cepa GH-9, en la cual el •edio de adición 

(•edio M-25 incrementado en 3 veces su concentración original y 

sin micronutrimentos) no contó con la presenc ia de sales 

i norgá nicas en su c omposici ón . La ciné tica obtenida, demostró 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
9

; sin eabargo, las actividades biol8gicas de los 

productos tuvieron un decreaento en su porcentaje de aortalidad . 

Debido probableaente a presencia de enzimas proteo lit i cas en el 

aosto, inestabilidad genética y problemas de disolución del 

producto al aoaento de efectuar los bioensayos. 
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I INTROD UCCION. 



En la actualidad el ho•bre ha to•ado conciencia de los 

da~os que ocasiona con el uso excesivo de insecticidas qui•icos, 

los cuales afectan no sólo a las plagas sino ta•bién a la flora y 

la fauna silvestres. Estos insecticidas per•anecen en el aabiente 

y lo deterioran per•anente11ente; 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 •ayor de las veces, •ás tóxicos. 

Una alternativa a los proble•as generados por el abuso 

en la aplicacion de insecticidas qui•icos, es el Control Biológi 

co de Plagas . Este consiste en el •anejo de la densidad poblacio

nal de organis•os que se han convertido en plagas o son plagas 

potenciales, •ediante la acción de patógenos o depredadores de 

aquellos . La utilización de este Control afecta exclusivamente a 

las plagas y co•o es un •étodo biológico, no deteriora el a•biente 

( 14 ). 

Los avances de la •icrobiologia han per•itido la utili

zació n de aicroorganis•os ( hongos, bacterias y virus) para el 

control biológico de insectos plaga, co•o se puede observar en la 

Tabla 1 ; de entre éstos, las bacterias ento•opatógenas sobresalen 

por su efect i vidad ( 28 ) y entre ellas Bacillus thurin5iensis, la 

cual es el principal agente de acción •icrobiológica para el con

trol de lepidópteros y dipteros , que son plagas de i•portancia 

agricola y sanitaria respect i va•ente ( 22 ). 

La toxicidad de B. thv.rin5 iensis radica en una 

proteina cristalina delta-endotoxina (6- endotoxina) la cual se 

forma durante el proceso de esporulación del •icr oorganis•o , por 

lo que también ha reci bido el no•bre de cuer po paraesporal ( 12 ) 
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TABLA 1. MICROOROANISMOS UTILIZADOS COMO INSECTICIDAS 

CONTRA DIFERENTES ORDENES DE INSECTOS. 

GRUPO ORGANISHO 

BACTERIA 

Bacittus popitti~ 

Bac i i i us s ph.aer i cus 

VIRUS 
BACULOVIRUS 

REOVIRUS 

ENTOMOPOKVIRUS 

HONGOS 

DEUTEROMVCETES 

Hym.enostible loneispora 

Nom:u.rea ri leyi 

ENTOMOPHTORALES 

Ent o mophtora pL anchoniana 

En tomo phtor a virutenta 

Ent o mophtora musc oe 

Fuente: Dulaage y Rogoff (28,62) 
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ORDEN DE INSECTO 

ATACADO 

COLEOPOTERA 

DIPTERA 

LEPIDOPTERA 
DIPTERA 

LEPIDOPTERA 
HYMENOPTERA 
DIPTERA 

LEPIDOPTERA 

ORTHOPTERA 

COLEOPTERA 

HVMENOPTERA 

LEPIDOPTERA 

HYMENOPTERA 

ORTHOPTERA 

DIPTERA 



La acción patogénica de esta bacteria es selectiva, ya 

que la actividad de una variedad o cepa de 8 . thurin6iensis es 

li•itada, en el •ayor de los casos, a un sólo orden de insectos 

co•o pude verse en la Tabla 2; asi •is•o hasta el aoaento no hay 

reportes en ca•po del desarrollo de alguna resistencia por parte 

de los hospederos, ni taapoco de que la 6-endotozina tenga efectos 

nocivos sobre otros organis•os, incluyendo al hoabre ( 71 ). 

TABLA 2 . EJEMPLOS DE VARIEDADES DE Bacillus thurinBiensis 

VARIEDAD INSECTO ORDEN 

thurin6iensis Eph.astia ~uehiniella LEPIDOPTERA 

fini t imus Halacosoma diestria LEPIDOPTERA 

><.urstaki Spodoptera exi6Ua LEPIDOPTERA 

sot to Bombix mori LEPIDOPTERA 

aizawai Eph.ast i a cautella LEPIDOPTERA 

isr aelensis Aedes ae(!Ypt i DIPTERA 

Culex quincuefaciatus DIPTERA 

sandieeo Leptino tarsa decemlineata COLEOPTERA 

Fuente Ertola (31) 
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Las perspectivas del Control Biológico de plagas, asi 

coao el aanejo relativamente fácil de esta bacteria, han permitido 

su empleo en la elaboración de insecticidas por feraentación coao 

se ejemplifica en la Tabla 3 ( 31, 64 ) . 

TABLA 3. PRODUCTOS INSECTICIDAS UTILIZADOS A NIVEL MUNDIAL 

ELABORADOS A PARTIR DE Baci i Lis thurine¡ i ensis . 

NOMBRE 

BACTOSPEINE 

LEPTOX 

BUOTIME 

THURICIDE 

DIPEL 

INSECTINE 

BIP 

B I TOX I BACILINA 

BAKTUKAL 

BACTIMOS 

SKEETAL 

TEKNAR 

VECTOBAC 

PAIS 

FRANCIA 

FRANCIA 

FRANCIA 

E . U . 

E . U . 

SEROTIPO/VARIEDAD 

H-t / thuri.ng i.. •n• i• 

H-1 / lhuri.ngi.enai.s 

H-3<HD-1l / kure lok• 

H-3 <HD-1 >/ kurelok• 

H-3 CHD-t >/ kurslaki. 

U . R . S . S . H-1 /i nsectue 

U . R . S . S . H - 10/cauc asi.cus 

U . R . S . S. H - t / lhuri. ngienei. e 

YUOOSLAVXA H-1 / lhuri.ngi.ene i. e 

FRANCIA 

a . B . 

E . U . 

E . U . 

H-t• / i.•ra.elenei.• 

H-t• / i.er ae lenai.a 

H - 14. /i.s raelenei. s 

H-14 / i.sraelens i.s 

Fuente: Krieg (43) 
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COMPANIA 

BIOCHEM. PROD . S . A . 

B IOCHEM . PROD . S . A . 

B IOCHEM . PROD.S . A . 

SANDOZ. INC. 

ABBOTT LABS. 

B IOCHEM. PROD . S . A . 

TATE & LYLE . INC . 

SANDOZ . INC . 

ABBOTT LABS . 
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2. 1 CARACTERISTICAS 8IOLOOICAS DIE 

Bacillus tht.trin6iensis 

La bacteria Bacillus tht.tri1\8iensis es un bacilo con una 

dimensión de 1µ x 3 - 5 µ; Graa positivo, con flagelos peritricos, 

aeróbico y produce una endospora elipsoidal central, en la Figura 

1 se presenta un esque•a de esta bacteria. Kn lledios de cultivo 

sólidos for•a colonias color crema, opacas, planas y de bordes 

irregulares ( 13 ) . 

Habita en el suelo co•o saprófito y sus esporas pueden 

per•anecer en estado latente hasta que las condiciones a•bientales 

per•itan su ger•inación o las destruyan. La endospora difiere 

óptica•ente de la célula vegetativa, ya que es 

menos suceptible a tinción, ade•As de tener una 

aAs refractiva y 

gran resistencia 

al calor y otros agentes destructivos, co•o los 

orgánicos (13,24 ). 

solventes 

La capacidad de producir un cristal protéico (6-endoto

xina), es la principal caracteristica que diferencia a los 

miembros de 8 . thurin6iensis de aquellos del grupo de B. cerus, el 

cuál no es entomopatógeno . A pesar de que este cristal es 

sintetizado durante el proceso de esporulación, hay pruebas de que 

se forma fuera de las partes co•ponentes de la espora ( 10,12 ). 
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2. 2 CARACTERISTICAS DE LA 

6-ENDOTOXINA 

Esta proteina cristalina cuyas dimensiones aproxiaadas 

son de 1µ•. constituye hasta un 30"' del peso seco de un cultivo 

esporulado ( 32 ). 

Hasta el •o•ento se han descrito de •anera clara 2 tipos 

de cristales, uno en for•a bipris•ática (dia•ante regular) y otro 

bipira•idal (cúbico con ángulos redondeados) (37). representados 

en la Figura 2. Allbos están for•ados por un •is•o tipo de •olécula 

de for•a elipsoidal, la cuál dependiendo de su orientación y 

longitud de separación entre si, origina la for•a del cristal. 

Existen otras for•as de cristal (a•orfas, esféricas) pero no han 

sido descritas de •anera particular (18) . 

El análisis en la co•posición del cristal, de B. 

thurin6iensis de la variedad ~urs t a~ i . reveló que contiene 95"' de 

proteinas y 5"' de carbohidratos. Este cristal protéico contiene 

una subunidad de glicoprotéina de peso •olecular aproxi•ado de 

1. 3x10!5 Dc.ttcn~:; :m , asi •is•o contiene 3. 8"' de glucosa y 1. 8'l!; de 

•anosa (52); no obstante, existen diferencias bioqui•icas entre 

los cristales de las variedades de B . thuri.n6 i ens i.s como : los 

pesos •oleculares de las subunidades del cristal, la co•posici ón y 

en la activación de a•inoá cidos. Estas diferencias se emplean 

para proponer el origen de los diversos espectros de acc ión y 

toxicidad de las variedades del grupo de B . t hur i.n.eiens is 

(19,33,38, 73). 

9 



FIG. 2 MUESTRA DE OOS TI POS DE Cftl ST AL DE Bac i 11-us thur iing'ier:1s ·• 

[ MODIFICADO DE aaiaoaov A et. a 1 . ( 37) J 

A) FORMA DEL CRISTAL 

BI PRISMA TI CA BI PI RAM! DAL 

&) ARREGLO MOLECULAR EN EL CRISTAL. 
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2. 3 MECANISMOS DE AccION 

DE LA 6-ENDOTOXINA 

En la Figura 3 se auestra esquemáticaaente el epitelio 

del intestino aedio de las larvas de lepidópteros, el cual posee 

una boaba de potasio que genera una diferencia de potencial y un 

gradiente de iones H+ y K+ hacia el luaen intestinal, lo cual da 

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 hidrólisis de los taninos que se encuentran en una alta 

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

La ingestión del cristal (6-endotoxina), es el priaer 

paso para su acción tóxica. Al ser ingeridos, se disuelven en el 

intestino aedio gracias a las condiciones alcalinas prevalecientes 

y a la acción de algunas proteasas (32); la glicoproteina o 

protoxina del cristal (de aprox. 1.34~105~) se transforaa en una 

aolécula tóxica (de aprox. 6 . 8x10
4

o) resistente a dichas 

condiciones 38, 73). Esta aolécula difunde rápidamente e 

interactúa con los receptores especificos de las aeabranas 

apicales de las coluanas celulares intestinales (23). Esta 

interacción increaenta la conductividad del 

diferencia de potencial generada por la 

+ 
V 
~ . aodificando la 

bomba, provocando 

disturbios en los diferentes gradientes i ónicos (Nci
2 
•• w g·y c ci

2
+} y 

finalmente una citólisis . Las alteraciones anteriores conducen a 

una parálisis intestinal y a un aumento en la alcalinidad de la 

heaolinfa (de pH 6 . 8 a 10.5) (23,45). 

Por otra parte la gerainaci ón de esporas da origen a una 

septiceaia, con lo que se acelera la pará lisis general , 

produciéndose finalmente la muerte del organismo (45). Esta 

foraa de acció n se ilustra en la Figura 4 . 
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FIG. 4. z ESQUEMA DE LA ACTIVIDAD TOXICA DE bcillus thuringiensis 

EN LARVAS DE LEPI OOPTEROS. 



Otro papel que se ha asignado a los polipéptidos t ó xicos 

sobre todo al inicio de su acci ón, es la inhibición del consuao de 

oxigeno por las mitocondrias de las células epiteliales y el 

desacoplaaiento de la fosforilación oxidativa, por lo que se da 

lugar a un desbalance aetabólico que contribuye a la parálisis 

generalizada (40,41). 

Si bien éste esqueJ1a de actividad se ha propuesto para 

lepidópteros, es posible que se presente de aanera análoga en los 

diferentes órdenes de insectos que son afectados por las diversas 

variedades de B. thv.rineien.sis (57,71). 
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2. 4 HISTORIA 

El pri•er aisla•iento de 8 . thurineiensis, fué hecho en 

Japón por Ishawata en 1902 , a partir de "gusanos de la seda" 

(Bombix mori); el •icroorganis•o aislado fue deno•inado "Bacilo de 

soto• (76). 

En 1911 en Thuringia, Ale•ania, Berliner aisló un orga

nis•o si•ilar de larvas enfer•as de la "palomilla del 

mediterráneo• (Anaeasta ~uehnieiia). Berliner junto con su colabo

rador Hattes, observaron que las células esporuladas de los culti

vos no sólo contenian la espora, sino también un cuerpo de for•a 

ro•boide irregular, a ésta estructura la lla•ó " Restkorper• y a la 

bacteria Bacitius thurineiensis (76). 

Aoki y Chigasaki en 1915, observaron que sólo cultivos 

esporulados y viejos del bacilo podian causar la afección del 

•gusano de la seda" y por la rápidez de la mis•a, sugirieron que 

pudiera ser causada por la acción de una tóxina (76) . 

En Canada, Hannay en 1953, estudió la esporulación del 

bacilo, reto•ando el "Restkorper• de Berliner , deter•inando que 

cuando se foraa la espora ésta invariablemente es acoapa~ada de 

los cuerpos parasporales; sugiriendo asi que dichos cuerpos 

pudierán estar involucrados en la enfer•edad provocada al insecto, 

por esta bacteria . En Estados Unidos, T.A. Angus explicó la 

patogenicidad de la bacteria en una ser ie de trabajos, de 1954 a 

1956, en los que confir•ó las sugerencias de Aoki y Chigasaki, asi 

co•o las de Hannay (62) . 
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A partir de estos trabajos, se visluabró la posibilidad 

de eaplear a B . t hv.rineiens is coao un agente eficaz en el control 

de insectos; por esta razón se acentuó la investigación sobre esta 

bacteria. 

El sisteaa de clasificación aás coaún de las variedades 

de B . thv.rinei ensis, está basado en las propiedades antigénicas de 

las proteinas flagelares llaaadas anti genos H, es decir, un 

sistema de tipo serológico establecido en 1962 por BarJac y 

Bonefoi (9) , del Instituto Pasteur (el cual se enlista en la Tabla 

4 ). La serotipificación fue apoyada por un análisis de esterasas 

de las diferentes variedades de la bacteria, estudio efectuado por 

Norris en 1963 (54). 

En 1969 Dulaage reportó la cepa HD-1 de la variedad 

kv.rstal<.i (26) , dicha cepa era 16 veces más potente que las cepas 

estándar usadas en los productos coaerciales de la época; en 1971, 

dicha cepa se adoptó coao estándar internacional de auchos de esos 

productos . El aisao investigador propuso la regulaci ón de la 

potencia de los productos, con base en sistemas de unidades inter

nacionales {U . l . ) en los ensayos biológicos, de igual aanera, 

propuso la búsqueda e iapleaentación de nuevos medios y 

foraulaciones para la producción de B . thv.rineiensis (27), ya que 

significaba una alternativa ecológica y econóaica a los insectici

das quiaicos. 

En las décadas de los a ños de 1970 y 1980, se incremen

taron los estudios de 8. thurineiensi s en muchos paises, 

principalmente en la búsqueda de nuevas cepas algunas 

investigaciones fructificaron al encontrar nuevos estandares con 

aayor potencia {como HD-1-1973 o HD-1-1980 ) (28) o nuevas 

variedades de esta bacter i a que atacan otros ordenes de ins ectos 

(dipteros y coleópteros) (17, 74) de importancia económica cuando 

se convierten en plagas . 
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TABLA 4. SEROTIPOS DE DIFERENTES VARIEDADES DE 

Baci l l'US 

SEROTIPO 
H 

1 

2 

3 (1 

ao.,Bb 
4a,o&b 

4a,4c 

5a, !:sb 

5a., !:Je 

es 
7 

aa.,eb 
e a.. a e 

s> 

10 

t.1a,11b 

12 

UI 

14 

15 

16 

17 

18 

1 s> 
20a, 20b 

21 

22 

thurintri9nsis.• 

VARIEDAD 

thurintri9nsis 
finitim:us 
alesti 
)<i:urstW..i 
sot to 
dendro l i m.'US 
tral leriae 
can.adiensis 
entom.ocidi'US 
aizawa:i 
m.orri soni 
ostriniae 
tolworthi 
darm.stadiensis 
to'Ulllanoffi 
thom.psoni 
pa>t i stani 
israelensis 
dru..ota 
indiana 
toho)<i:uensis 
)<i:umam.o t oens is 
tochitriensis 
y11nnanensis 
colmsri 
shando 15iensis 
tenebri onis 
sandie150 

"' DE ACUERDO CON LA CLASIFICACION DE H. DE BARJA C . (s>,10) 

- NO ESTABLECIDO 
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También los estudios genéticos con éste microorganismo 

han tenido una gran relevancia, sobre todo porqué han localizado 

los genes que regulan la sintesis de la ó - endotoxina (46). Con 

esta información, se ha pretendido aumentar la potencia en las 

cepas estándar o el intentar transmitir los genes 

la 6-endotoxina en plantas (creación de plantas 

para que éstas elaboren la proteina directamente, 

ahora las plantas sean resistentes, por si mismas, 

algunas plagas (11) . 
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2.S UTiL:u11A.::iio., DE Bacill'-"> thu.ri n6i "~.: ... 

EN ME><XCO 

Según Alcocer G6aez, el priaer registro que se tiene de 

B. thurin6i9n.sis en México (1), fue en 1959 cuando se uso 

parcela de Chapingo, Méx. contra "gusanos de la col" 

en una 

(Pi9ris 

eLodia). Kn esa aisaa época, se r~alizaron ensayos de actividad 

insecticida de la bacteria sobre el "boludo del nogal" (Hyphantia 

cunea.) y la "conchuela del frijol" (Epi.Lancha varivestis ), tenien

do aortalidades del 86 y 78% respectivaaente (5) . 

Posterioraente en 1977, Alcocer Góaez (2) reporta sus 

trabajos sobre larvas del "gusano cogollero del aaiz" (Spodoptera 

frusiperda), plaga !•portante en el pais y en Latinoaaérica; 

obteniendo buenos resultados con las larvas aás jovenes. Reporta 

adeaás la actividad del producto coaercial l>IPEL <ABBOTT, LABS . > 

contra larvas del "gusano de bolsa" (HaLa.cosoma azteca) en sauces 

de Xochiailco, D. F., teniendo resultados del 74% de aortalidad . 

En 1980 Alcocer Góaez realizó un estudio preliainar, con 

airas a la producción de B. thurineien.sis, asi aisao reportó la 

aplicación de este organisao para el control de plagas de 

lepidópteros en diversos cultivos y estados del pais coao Sinaloa 

y Chiapas. En la priaera entidad lo aplicó sobre el "gusano falso 

aedidor" (Tricho pLusia ni ) en cultivos de aelón y en la segunda 

entidad contra el "gusano soldado" (Spodoptera exié'Ua) (3). Otras 

plagas de lepidópteros contra las que fue aplicado según el 

reporte de l mismo investigador son : Pi eris eLodia, Hyphantia cunea 

y Diatrea sacharaLis. 
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Durante la década de 1980 , en nuestro pais, se 

la investigación en torno a esta bacteria, en virtud de los 

voluaenes de iaportación de productos elaborados a partir 

acentuó 

altos 

de 8. 

t h~ ~ :-:.~~eT'..!: ~ 5 = !)!!'!::.. en 1980 tuvo una cifra de iaportación de 15 

toneladas anules y actualaente alcanza las 50 toneladas al ano , 

THURICIDE <SANDOZ>, un producto de reciente introducción y 

registro en la SARH, logró en 1990 una cifra de 30 toneladas 

anuales ( 61 ). Es por ello que se han realizado trabajos 

con la intención de generar una tecnologia de producción para 

el pais en algunos centros de investigación coao: el 

Tecnológico de Veracruz, CINVESTAV y Universidad Autónoaa de 

Nuevo León (UANL) (8,25,47). 

A nivel de investigación básica, la UANL estableció un 

prograaa de aislaaiento, hace aproxiaad_aaente 10 arios, de cepas de 

8. th'l.Lrin~iensis a partir de suelo y de larvas enferaas de plagas 

locales. Estas cepas han sido probadas a nivel experimental en 

aatraz y con distintos aedios de feraentación (47) adeaás de 

deterainar la toxicidad del producto; los resultados han sido 

interesantes en algunos de sus ensayos , ya que algunas cepas han 

su~!rado en actividad al estándar internacional HD-15-1980 (66) . 

Con base en la inforaación anterior, se considera conve

niente desarrollar investigaciones aás profundas con cepas 

aisladas en e l país, porque si bien las preparaciones coaerciales 

actúan sat i sfactoriaaente sobre las plagas contra las que son 

usadas; es posib l e que algunos de estos aislados lleguen a tener 

aayor efectividad biológica y puedan ser utilizados en la solución 

de problemas or i ginados por plagas locales . 

Adeaá s la búsqueda de nuevas cepas 

i ngen ieria genét i ca de 8 . t h'l.Lr i n~ iens i s, es uno 

princ ipales, en el panoraaa de investigación de 
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nivel aundial (46,55). Esto peraitirá tener cepas con un 

espectro de actividad y/o potencia y la posibilidad 

aayor 

de un 

rendiaiento econóaico aayor que algunas de las cepas de colección 

actuales (24), previendo que en el futuro se incremente el aercado 

de los insecticidas biológicos (60) . 
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2.6 PROCESOS DE PRODUCCION DE 

Bacillus thurinsiensis 

La producción coaercial del bioinsecticida basado en B. 

thurin&iensis se ha realizado aediante dos tipos de procesos 

feraentativos : Feraentación Sellisólida y Feraentación suaergida 

(64) . 

1) FIERNENTACION SENISOLIDA . 

El proceso consiste en que el aedio de cultivo se 

encuentra en foraa de pequenas particulas sólidas, entre las 

cuales se crean puentes de agua, siendo en estos donde el aicro

organisao lleva a cabo el intercambio de aateria, cas y energia 

(64). El sustrato es extendido en cajones o charolas, que son 

colocadas en una cáaara de fermentación, donde se controla la 

temperatura y huaedad del aire ( la cual tiene generalmente un 

valor auy alto). 

Este procediaiento fue el primero en 

producción de esporas y ó-endotoxina de B. 

embargo, actualaente ya no es empleado, debido 

desventajas : 

emplearse en la 

thurinsiensis; sin 

a las siguientes 

a) Baja producción de esporas por voluaen de aedio. 

b) Problemas de control de las condiciones aabientales 

de producción (teaperatura, pH y aireación) . 

c ) Calidad heterogénea del producto. 

2) FERNENTACION SUNEROIDA . 

Esta técnica es la aás conocida y desarrollada a escala 

industrial. Consiste en el cultivo de un aicroorganisao en aedio 

liquido; dicho cultivo contiene los nutriaentos y condiciones 

necesarias para el creciaiento y la obtención del producto . 
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Este proceso.es 

producción coaercial de B. 

el que se ha utilizado 

thurineiensis (75) (el cual se 

para la 

ilustra 

en la Figura 5), debido a las ventajas que presenta con respecto 

al cultivo seaisólido, coao son : 

a} Control adecuado de las condiciones aabientales de la 

feraentaci ón . 

b) Rápido creciaiento y una aayor concentración de 

esporas por voluaen de aedio. 

e) Producto de calidad hoaogénea. 

CONDICIONES DE CULTIVO 

Las condiciones óptiaas para un adecuado creclalento, 

esporulación y foraación del cristal proteico en la bacteria son : 

• Teaperatura. 

El Rango de creciaiento para B. thv.rineiensis se encuen

tra entre los 20 y 35 ºe, pero la producción óptlaa se observa a 

los 30 ºe (43) . 

a pH. 

El creciaiento de la bacter ia se observa en un rango de 

pH de 5 . 8 a 8.5; sin eabargo el pH óptiao de creciaiento es de 7 . 0 

(22). 

• Oxigeno . 

Se ha observado que durante el crecimiento, asi coao en 

la etapa de esporulaci ón y producci ón de la ó-endotoxina, B. 

thurineiensis requiere por lo aenos de 20 a 30 ~ de oxigeno 

disuelto en el aedio (35) . 
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MEDIOS DE CULTIVO 

Los procesos feraentativos a escala industrial de la 

producci ón de esporas y cristales t óxicos de la bacteria, utilizan 

aedios definidos y aedios coapleJos (36 , 58). Actualaente ge ópta 

por estos últiaos, pues en su composición pueden emplearse deriva

dos agroindustriales (Tabla 5 ), que aportan los nutrientes nece

sarios ( principalaente fuente de nitrógeno y carbono) para gene-

rar un creciaiento abundante y 

adeaás de precio bajo y fácil 

adecuadas esporulaciones, 

adquisición (22); lo 

peraitido disainuir los costos de producción . 

siendo 

que ha 

En los aedios de cultivo se han empleado coao fuentes de 

carbono: glucosa, fructosa, alaidón, aaltosa, aelaza, ácidos 

orgánicos e incluso aainoácidos (6,28,31). Cuando se ha utilizado 

glucosa, generalmente se han obtenido bue nos resultados . Saith 

(70) en su trabajo con la variedad israeiensis obtuvó una aejor 

actividad insecticida y aayor producción de esporas en aedios con 

glucosa, que en aedios conteniendo sacarosa y glicerol. 

Arcas y col. (6), tuvieron un increaento en la 

producción de esporas , cuando aumentó la concentraci ón de glucosa 

de 10 a 20 g/L . Goldberg (36) increaentó la concentración 15 a 30 

g/L, sin que se registrará una influencia negativa en la actividad 

aetabólica de la bacteria. De Urquijo (25) trabajó con 30 g/L 

obteniendo buenos resultados en la producción de la variedad 

kv.rst~i (HD-73) . 
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TABLA 5. DERIVADOS AOROINDUSTRIALES EN LA PRODUCCION DIE 

BIOINSECT:lCIDAS 

FUENTES DE CARBONO 

OLUCOSA 

HARINA DIE MAIZ 

LACTOSA 

ACIEXTE DE SOYA 

MELAZAS 

ALNIDON 

FUENTE ERTOLA Y ROYE (31,64) 
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FUENTES DE NITROGENO 

HARINA DE SOYA 

HARXNA DE ALOODON 

AOUA DE COCXMXENTO 

DE MAXZ 

OLUTEN DE MAIZ 

LEVADURA 

LEVADURA DE CERVEZA 

CASEl'NA 



Las fuentes de nitrógeno eapleadas han sido: peptona, 

triptona , e xtracto de levadura, aainoAcidos y harinas de sealllas. 

Dulaage (26) ha establecido que la oaisión de una concentración 

adecuada de esta fuente, reduce la producción y actividad 

insecticida del cristal tóxico de la bacteria; adeaás reportó va

riaciones en la producción y actividad insecticida, al utilizar 

diversas fuentes de nitrógeno (bactotriptona, harina de algodón, 

triptona y fécula de aaiz), con 12 variedades de la bacteria; 

concluyendo que la actividad insecticida depende del efecto 

coabinado de las potencias de cada cepa y la influencia del aedio 

de cultivo . El aisao efecto fue observado por Salaaa y col. (67). 

En relación a las sales ainerales requeridas por el 

aicroorganieao, algunas investigaciones resaltan la 1aportanc1a de 
+2 + +Z +2 +2 +2 

el Hn . K . Ca Zn . Cu y Fe De estas investigaciones 

sobresale la de Nickerson y Bulla (53), quienes trabajaron con 18 

cepas de B . thurin6iensis en un aedio ainiao de sales, glucosa y 

ácidos orgánicos; observando la iaportancia del Hn•2 y ca•2 

durante la foraación de la espora. 

CULTIVO POR LOTE ALIMENTADO ( CLA ) 

Aún cuando los procesos industriales de elaboración del 

coaplejo espora-cristal están establecidos, continúan las 

investigaciones para elevar la productividad del sistema de 

feraentación y auaentar la potencia de la 6-endotozina . 

La productividad de un sisteaa de feraentación es 

afectada por la foraulación del aedio, f actores 

(pH, temperatura y aireación), rendiaiento celular 

2 7 
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cultivo (29, 34). Entonces para obtener una aayor productividad en 

los sisteaas de feraentaci6n, pueden utilizarse nuevos aedios y 

técnicas de cultivo, coao el Cultivo por Lote Aliaentado (CLA). 

Este aétodo ha peraitido un uso aás eficiente de los 

del aedio de cultivo y una aayor productividad 

(30,75) . 

coaponentes 

del sisteaa 

Esta técnica consiste en agregar al feraentador, una 

corriente de aliaentación que contenga uno o aás nutriaentos sin 

que exista una corriente de salida (Figura 6); por lo que el 

volumen del reactor de feraentaci6n se increaenta y al alcanzar 

el voluaen aáxiao de operación , se da por terainada la corrida 

(59). Es iaportante puntualizar que en esta técnica se considera a 

un coaponente del aedio de cultivo coao el sustrato liaitante del 

creciaiento, cuya concentración deteraina la tasa de crecimiento 

celular. Los otros coaponentes del aedio pueden estar en exceso en 

relación a la deaanda celular o bien pueden encontrarse en 

concentraciones subóptiaas (51). 

Por lo que es iaportante que en un CLA se prograae el 

aporte de aedio fresco y el tieapo de suainistro, para evitar 

inhibiciones al creciaiento por exceso de sustrato asi coao la 

limitación del creciaiento por falta del aisao (44, 48, 49) . 

Los métodos aás coaunes para establecer un paráaetro de 

control en la adición de sustrato son: aliaentar a una velocidad 

prefijada, la cual puede ser constante, exponencial o lineal; 

controlar la velocidad de alimentación para aantener constante el 

pH ( El medio de adición puede contener ácido o base) y la últlaa, 

es controlando el oxigeno disuelto en el aedio para aquellas 

fermentaciones en las cuales la producción es liaitada por la 

disponibilidad de oxigeno (42). 
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FIG. 6 : REPRESENTACION DE UN CULTIVO POR LOTE ALIMENTADO. 

( MODIFICADO DE PIRT ( 59) ) • 
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Un CLA, puede aantener constante la tasa de creciaiento 

del aicroorganisao, increaentar la concentración de bioaasa y/o 

controlar la producción de aetabolitos secundarios. Adeaás, 

peralte deterainar parámetros bioenergéticos, influencia de 

factores fisicoquiaicos y liaitaciones por diferentes nutriaentos 

(30,42,49). 

Este sisteaa de cultivo eapezó a utilizarse de foraa 

eapir i ca, a principios del siglo XX, en la producción de levadura 

de panificaci ón; en los a~os treinta de •anera aás cientifica, se 

utilizó en la producción de glicerol, acetona, butano! y otros 

productos (30 ,75). Actualaente con esta técnica se producen 

antibióticos, aainoácidos, vitaainas y enziaas (30 , 44); de aanera 

aás reciente se ha empleado en la producción de proteina 

unicelular (56). 

En relación al uso de esta 

thv.rin6iensis sólo existe el reporte 

técnica 

de Arcas 

para producir 

y col (7), 

B. 

que 

utilizaron un CLA lineal con la variedad ~v.rsta>ti. Dichos autores 

lograron increaentar la producción de esporas de 1 . 08 x 1012 a 

7 .36 ~ 10
12 

esp/L, al probar concentraciones de glucosa de hasta 

56 g/L con el incremento proporcional de los deaás co•ponentes del 

•edio. 

Debido a la iaportancia 

thv.rin6iensis, el Departamento de 

econóaica y biológica de B. 

Biotecnologi a y Bioingenieria 

del CINVESTAV ha establecido proyectos , para desarrollar una 

t ecno l ogia para la producción de bioinsecticidas, a escala 

seaipiloto con el fin de controlar ciertas p lagas agri colas y 

sanitarias. 
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II I O B J E T I V O S. 



Los objetivos del presente Traba j o de tesis fueron 

3.1 OBJETIVO GENERAL . 

3. 1.1 

Aliaentado, 

Biológico 

Establecimiento de un Cultivo por Lote 

un Insectic ida para la 

e•pleando 

producción de 

cepas Bacillus 

nativas de México. 

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES . 

3.2.1 Seleccionar dos cepas de Bacillus 

en cuanto a capacidad de creciaiento 

thuringiensis, 

thuringiensis, 

y actividad 

insecticida, par a realizar los ensayos en el reactor de 

fer•entación . 

3.2.2 Establecer y elegir el •edio de fer•entación, 

en el cual se obtienen las cualidades de selección de 

las cepas . 

3.2.3 Deterainar los pará•etros y condiciones adecuadas 

para el desarrollo del Cultivo por Lote Ali•entado. 
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IV M A T E R 1 A L E S Y M E T O O O S. 



4.1 M!CROOROANISMO . 

En el presente trabajo se emplearon 11 cepas de B. 

thv.rinsiensis las cuales se enlistan en la Tabl a 6 , provenientes 

de la Colección de Cepas Nativas del Laboratorio de Microbiologia 

Industrial y del Suelo , de la Facultad de Cienc ias Biológicas de 

la UANL. 

4.2 CoNSERVACION DEL MicRooROANISMo . 

Las cepas utilizadas se conservaron por resiembras 

trimestrales en agar nutritivo (Herck) de pH 7 . 0 . Antes de 

efectuar la conservación, se realizó un cult i vo por e stri a cruzada 

para verificar la aorfologia colonial y por l o tanto tener un 

cultivo axénico . La conservación se efectuó s embra ndo las cepas en 

tubos de tapón de rosca con medio i ncl i nado, los cuales se 

incubaron a 30°C durante 24 h y poster i ormente s e alaacenaron en 

refigeración a 4°C. 
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• TABLA 6. CEPAS DE Bacill'US thv.rin8ien..sis UTILIZADAS EN LA 

ExPERIMENTACION. 

CEPA SEROTIPO VARIEDAD 

GM 1 21 colmeri 

GM 8 21 colmeri 

GM g 21 cotmeri 

GM 10 21 cotmeri 

GM 11 21 coLm.eri 

GM 23 7 aizawai 

GM 34. 3a,3b Jrf.v.rs t aJ'<.i. 

GM 4.Q 3a,3b kv.rstaJrf. i 

GM 50 3a,3b Jrf.v.rs tak.i 

GM 59 3a,3b kv.rs taki 

GM 60 g tolworthi 

• PERTENECIENTES A LA COLECCION DE CEPAS NATIVAS DEL 

LABORATORIO DE MICROBIOLOOIA INDUSTRIAL Y D EL SUELO DE LA 

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOOICAS DE L A UANL . 
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4. 3 MEDIOS DE CULTIVO. 

Las materias primas y sales utilizadas en la composición 

de los medios de cultivo fueron de grado industrial a excepción de 

los aicroeleaentos, que fueron grado reactivo . En la preparación 

de los medios se utilizó agua potable. 

4. 3. 1 MEDIO HARINA DE SoYA ( MHS) • 

La composición de este medio se indica en la Tabla 

número 7· . para su elaboración la melaza se ajustó a una 

concentracion de 11~ de azQcares totales y el caco~ se disolviG 

previamente en 0.1 aL de HCl a 0.5 N, con la finalidad de 

solubilizar el compuesto. El pH se ajustó a 7.0 antes de la 

esterilización, la cual se llevó a cabo a 15 lb/in2 por 15 ain . . 

TABLA 7. CoMPOSICION DEL MEDIO DE FERNENTACION 

HARINA DE SoYA (MHS) 

Melaza ( i i" d• o.zuco.ree) 

Harina de Soya 

Agua de cocimiento de maiz 

CaC03 

pH 

5 g 

10 g 

1 g 

0.1 g 

7.0 

Agua 1 000 mi.. 

EL Co.CO SE DISUELVE PREVIAMENTE EN O. 1 mL DE HCl < 0.5 N} 
9 
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4.3.2 MEDIO HARINA DE SANORE CM - 25). 

La coaPosición de este aedio se presenta en la Tabla 8; 

para su elaboración se prepararon tres suspensiones denoainadas A, 

B y C . La suspensión A requirió de un trataaiento téraico que se 

efectu8 a 17 lb/in
2 

durante 50 ainutos, la suspensi8n C se prepar8 

disolviendo cada coaponente en foraa sucesiva . Posteriormente se 

mezclaron las suspensiones A y C, ajustando el pH a 7.0 con NaOH 

3 . 0 N y se esterilizó a 20 lb/in
2 

durante 25 ainutos. La solución 

B se esterilizó Por separado a 10 lb/in2 durante 10 ainutos y 

se •ezcló después con la suspención A-C, en for•a aséptica. 

4.4 INOCULO 

El inóculo para las fer•entaciones a nivel aatraz, se 

preparó en tubos de tapón de rosca conteniendo 10 •L de Caldo 

Triptosa Fosfato (CTP, Bioxon) . Los tubos fueron sembrados con una 

asada de los cultivos •antenidos en tubo inclinado, incubándose 

por 18 h a 30°C . Con este cultivo se inocularon los matraces, 

empleando una concentración del 0.5~ con respecto al volumen de 

trabajo . 

El inóculo para el fer•entador, se preparó en •atraces 

Erlenaeyer de 1 L conteniendo 250 •L de aedio CTP y sembrados con 

una asada del cultivo de tubo inclinado. Este cultivo se incubó 

con agitación constante (agitadora de aabiente controlado Nev

Brunswick G25) a 200 rpa y 30°C durante 10 h. El feraentador se 

inoculó en una relación del 2~ con referencia al volumen de 

operación. 
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PARTE 

A 

B 

c 

TABLA 8. CONPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO 

FERNENTACION. 

HARINA DE SANORE CM - 25) 

COMPUESTO 

Harina de Sangre 

Levadura de Cerveza 

HsPO• <85H V/V> 

Glucosa 

Agua de cocimiento de llllliZ 

CNH•)zSO• 

MgSO• 

KCl 

CoClz 

Mnso, 

znso, 

c uso, 

Agua 

PARA 

CANTIDAD 

12 g 

6 g 

7 lllL 

30 g 

5 g 

3 g 

2 g 

1. 5 g 

30 mg 

"° mg 

5.8 mg 

7.5 mg 

1000 mL 

L A PARTE A SE SOMETE UN TRATAMIENTO TERMICO ANTES DE MEZCL AR CON 

LA PARTE C PAR A ESTERILIZAR. 

LA P O RCION 8 SE ~STERILIZA POR SEPARADO . 
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•• 5 FERNENTACION EN MATRAZ 

Estos ensayos se efectuaron con las 11 cepas de B. 

thv.rineiensis, que fueron divididas en dos grupos: 1 y 11 para 

facilitar el posterior aanejo y análisis de resultados. El grupo 1 

correspondió a las cepas GM-1 a GM-11 y el grupo 11 estuvo foraado 

por las cepas GH-23 a GH-60. 

Las feraentaciones se realizaron por duplicado en 

aatraces Erlenaeyer de 500 aL, conteniendo 100 aL de aedio, los 

cuales se incubaron en agitación a 250 rpa y 30 ºc. De cada aatraz 

se toaó 1 aL de auestra, a intervalos de 6 h, para evaluar el 

creciaiento y grado de esporulación; cuando se tuvó aás del 80~ de 

esporas libres, la feraentación se dió por terainada. Estas 

feraentaciones se efectuaron tanto en el aedio MHS, coao en el 

H-25. 

•• 6 FERNENTACION EN REACTOR DE •• LITROS. 

Para estos ensayos se utilizaron feraentadores de 14 L 

de voluaen nominal (New-Brunswick FS-314) equipados 

controlador de pH (New-Brunswick pH 22), electr6do 

con 

de pH 

esterilizable (Ingold electrode), aedidor de oxigeno disuelto 

(New-Brunswick DO 81), electr6do de oxigeno galvánico (construido 

en el Depto. de Biotecnologia del CINVESTAV) y electr6do de 

espuaa. El sisteaa de agitación de los feraentadores consistió de 

dos iapulsores tipo turbina . A estos feraentadores se les 

adaptaron boabas peristálticas (New-Brunswick) para la adición del 

antiespuaante y el ácido o la base; el esquema del feraentador se 

muestra en la Figura 7 . 
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F1 G. 7 : ESQUEMA DEL REACTOR DE FERMENT ACI ON DE 

1 4 L CON SUS ACCESORIOS. 
1. SALIDA DE AIRE 

2 . ELECTRODO DE OXIOENO 

3 . FLECHA E IMPULSORES 

4 . ELECTRODO DE ESPUMA 

5 . CONDUCTO ENTRADA DE AIRE 

6 . CONDUCTO DE SALIDA < TOMA DE MUESTRA 
7. ELECTRODO DE pH 
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B . FILTRO DE AIRE 

~ - TOMA DE MUESTRA 
10. CONTROLADOR <pff l 

U . BOMBA PERISTALTICA <pHl 

tz . REO. OXIOENO DISUELTO 
13. BENZAL <A I RIC DE SALIDA> 
14 . BOMBA PERISTALTICA 

<ANTIESPUMANTE > 



•• 6, 1 CULTIVO POR LOTE 

El feraentador se esterilizó con el aedio de cultivo 

(M-25) y las fuentes accesorias que conten1an el ácido, la base y 

el antiespuaante a 20 Lb/in2 por 25 ainutos. 

Las condiciones de operación del feraentador fueron 

VOLUMEN 7 L 
o 

TEMPERATURA ªº e 
AOITACION 600 rpm • 
AIREACION ~ v .v.r-

pH 7.0 

•<votum•n de a.ir• por volumen d• medio por mi.nuto> 

El valor del pH se aantuvo por adición de ¿cido ( H3P<U 
85 % ) o base (NaOH 0.1 N ). 

La formación de espuaa se controló autoaáticaaente por 

aedio de un electródo de espuaa, que al entrar en contacto con 

•sta, cerraba el circuito eléctrico de una boaba peristáltica, 

para adicionar el antiespuaante (polipropilenglicol 1 %); al bajar 

el nivel de la espuaa se abr1a el circuito deteniéndose la adición 

del antiespuaante . 

Del feraentador se toaaron auestras cada 4 h para su 

análisis (conteo celular y azúcares reductores). 

•• 6, 2 CULTIVO POR LOTE ALIMENTADO (CLA), 

Para establecer las condiciones de operaci ón del CLA a 

probar con las cepas GH-9 y GM-10, se util i z ó el programa de 

coaputación ECUCLA e ECUACIONES PARA CULTIVO P O R LOTE ALIMENTADO> 

elaborado por Ordaz (56) . Las variables que aaneja el programa 

fueron cargadas con los siguientes valores (en la sección de 
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noaenclatura se encuentra la 

utilizadas): 

corresPondencia 

Vo ::i • , Vf 10 . , µmo.x . = o . 24 , Csoo 30 • 

Cxoo o . n,Y=o. 3,ICs :J. 0043 • !:i. = o . 1. 

y unidades 

El progra•a per•ite variar el inicio y los flujos de 

adición volu•étrica, con el propósito de obtener las aejores 

condiciones para el estableci•iento de un CLA. 

De las diferentes opciones obtenidas con el programa se 

optó Por un CLA de las siguientes caracteristicas: Un CLA 

constante, de velocidad de adición volumétrica de 500 (~ ~o) aL/h; 

un voluaen de operación inicial de 5 L para alcanzar con la 

alimentación un voluaen aáxi•o de operación de 10 L. 

Co•o aedio de cultivo se empleó el aedio M-25, tanto en 

la fase inicial del cultivo (cultivo por lote a concentración 

un noraal del aedio) co•o en la aliaentación, donde el aedio tuvo 

incremento en su concentración 3 veces con respecto a la 

final 

9; la 

co•posición original y sin •icronutriaentos . La co•Posición 

del •edio H-25 para ali•entación se presenta en la Tabla 

preparación, el trata•iento y esterilización del aedio de adición 

se efectuó de la •anera descrita para el aedio nor•al. 

El aedio para la aliaentación (5 L) fue colocado en un 

garrafón Pirex de 8 L (Figura 8) para efectuar la adición del 

•edio al reactor, la cual fue hecha a través de una •anguera 

(Master flex 6411-14) y una bo•ba peristáltica; además se •odificó 

otra bo•ba peristáltica a función prensil para evitar el bloqueo 

del flujo en la •anguera . Durante el tiempo que duró la 

alimentació n (aproxi•ada•ente 10 h) el •edio se aantuvo con 

agitación •ediante una barra •agnética, este sistema de 

ali•entación se esquematiza en la Figura 9. 
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TABLA 9. COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA ALIMENTACION 

HARINA DE SANORE <M-25> . 

Harina de Sangre 36 g 

A Levadura de Cerveza 19 g 

Ha PO• (859' V/V> 21 1111... 

B Glucosa QO g 

Agua de cocimiento de maiz 15 g 

CNH•>zSO• g g 
e 

MgSO• 6 g 

KCl 
"· 5 g 

Agua 1000 JÑ... 

A SE SOMETE A UN TRATAMIENTO TERMICO ANTES DE MEZCLAR CON 

LA PARTE C PARA ESTERILIZAR. 

8 SE ESTERILIZA POR SEPARADO 
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Es !•portante •enclonar que las condiciones de 

preparación y operación del fer•entador con este sistema fueron 

las •isaas que para el cultivo por lote. Al tér•ino de la 

alimentación se continuó el cultivo por lote, para per•itir el 

proceso de esporulación y sintesis de la 6-endotozina . 

Las •uestras para análisis se to•aron cada 4 h durante 

el cultivo por lote y, cada 2 h durante la alimentación. 

4. 7 EvALUACION DEL CaECINIENTO Micaoa1ANO 

por cuenta El creci•iento aicrobiano se cuantificó 

directa al •icroscopio. Esta evaluación se realizó en 

de Neubauer (Propper 090022) y en un •icroscopio de 

una Cámara 

contraste de 

fases (Zeiss, Sandor 18). 

De cada auestra se realizaron diluciones apropiadas, de 

acuerdo con el tie•po de fermentación; la cuenta celular se 

efectuó a un aumento de 400x y por duplicado . 

4.8 l>E:TERNINACION DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA 

RESIDUAL . 

Se empleó la técnica del 

(DNS) descrita por Hiller (50), la 

Acido 3,5-Dinitro salici lico· 

cual per•ite cuantificar el 

contenido de azúcares reductores presentes en el aedio. 

Para el análisis de las auestras se efectuaron 

diluciones 1:100, 1:50, 1:25 y 1:10, dependiendo de la edad del 

cultivo . Cada •uestra fue tratada por triplicado para obtener un 

valor proaedio. 
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•• 9 l>ETERNINACION DEL PESO CELULAR PROMEDIO. 

Para este ensayo se utilizó un equipo de filtración 

Hillipore (receptáculo, fórcep y eabudo) con aeabranas de taaa~o 

de poro de 0 . 45 µa. Las aeabranas se pusieron a peso constante 

colocándolas a eoºc en una estufa al vacio durante 24 h y 

posterioraente en un desecador al vacio otras 24 h; el peso de las 

aeabranas se deterainó en balanza analitica. Todo el equipo se 

colocó en un aatraz kitazato conectado al sistema de vacio, para 

efectuar la filtración. 

Para hacer la deterainación del peso, se efectuaron dos 

cultivos con la cepa GH-9 en aatraces Erlenaeyer de 500 aL 

conteniendo 100 aL de aedio CTP e/u, e incubados en agitación a 

250 rpa y 30°C hasta la fase exponencial; entonces, de cada uno de 

los cultivos se toaó una auestra por triplicado, para realizar el 

conteo celular y un voluaen de 10 aL (taabién por triplicado) que 

se filtró sobre la aeabrana. 

Las aeabranas con el filtrado celular 

nuevaaente a peso constante. Kl peso proaedio de la 

obtuvo dividiendo el peso obtenido entre el núaero 

contenido en el aisao voluaen. 

4.10 0.:TERNINACIDN DEL RENDIMIENTO (Yx/s) 

se colocaron 

bacteria se 

de bacterias 

La valoración de este paráaetro sólo se efectuó en los 

cultivos realizados en el fermentador. 

El rendiaiento (Yx/s) indica la cantidad de células 

producidas en relación a la cantidad de sustrato que se utiliza 

(44) y se calcúla mediante la siguiente expresi ón (49) : 



g de células obtenidas 

y Z./S 

g de sustrato consuaido 

Para deterainar los graaos de células obtenidos en las 

feraentaciones, se utilizó el peso proaedio obtenido, en relación 

al núaero de bacterias resultantes de estas corridas. 

4, 11 Dl:TERMINACION DE LA CONSTANTE DE SATURACION IK•> 

Y VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO MAXIMA 

1µmo.x> . 

La deterainación de la Ks de B. thurin8iensis para glucQ 

sa, se realizó con base en el aodelo de creciaiento establecido 

por Monod (49), relacionando la velocidad especifica de 

creciaiento instantánea 

residual en la parte 

(µ) con 

cercana a 

la 

la 

concentración de sustrato 

fase estacionaria de 

creciaiento, de un cultivo por lote . En este caso se utilizó la 

últiaa feraentación de la cepa GM-9. 

A partir de esta cinética de creciaiento, se obtuvieron 

datos teóricos del núaero de células y concentración de sustrato a 

diferentes tiempos . Con estos datos se establecieron dos aatrices: 

[ X ] 6 
t 
s 

VALORES DE TIEMPO 

VALORES DE NUMERO DE CELULAS Ó 

VALORES DE CONCENTRACION DE 

AZUCA"RES REDUCTORES . 

Por aedio de una calculadora prograaable (Ti 58C/59), se 

efectuaron las 

obtener una 

operaciones aatriciales 

ecuación polinoaial de 

4 6 

correspondientes, 

tercer orden 

para 

para 



relacionar tanto 1 y S con t 

atº + a!t 1 z 3 
+ ~t + a:::t 

Donde 

& valor par o. X O S a. un t.i..empo da.do 

8 va.lor del coefi.ei.enle <num . e•l . / ml o 9/L> 

t. = tiempo 

La ecuación polinoaial para X, se derivó con respecto al 

tieapo que al ser dividida por X se obtiene la µ instantánea. Este 

valor y la concentración de sustrato residual correspondiente, se 

deterainaron en el intervalo que dura la fase exponencial de 

creciaiento ( 13 a 28 h ); los resultados se graficaron por el 

sisteaa de rec1procos (1/µ v• 1/[s]), ajustándose la recta por 

regresión lineal, para obtener los valores de µaáx y Ks. 

.f..12 REcuPERAcioN v SECADO DEL PRODUCTO . 

El sisteaa de obtención del producto (coaplejo espora

cristal) se hizo aediante la técnica de Coprecipitación de lactosa 

y acetona, establecida por Dulaage (27), la cual se describe en 

la Figura 10 . 

El secado del producto se efectuó en estufa al vacio a 

40°C durante 24 h, después se colocó en un desecador al vacio por 

24 h a teaperatura aabiente para coapletar el secado. 

El producto seco fue aolido en mortero, hasta obtener 

particulas finas; este polvo fue guardado en bolsas de polietileno 

y refrigerado a 4°C hasta su envio, para pruebas biológicas, a la 

Facultad de Ciencias Biológias de la UANL . 
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AJUSTAR EL MEDIO A pH 7.0 

<CUANDO !EXISTE COMPLEJO ESPORA CRISTAL LIBRE> 

,¡. 

CENTRIFUGAR 

('000 rpm ao mi.n> 

,¡. 

SEDIMENTO 
,¡. 

RESUSPENDER EN LACTOSA 

(!:J" 11:~0]) 

,¡. 

AGITAR 30 ain 
,¡. 

AGREGAR 5 vol. DE ACETONA 
,¡. 

HOHOGENIZAR 

<80 m\.n y reposo.r 1' mi.n> 

,¡. 

FILTRAR CON VACIO 
,¡. 

SECAR 

< A TIENPERATURA AMBIENTE EN YACIO> 

,¡. 

HOLER 
,¡. 

ALMACENAR 

llEN REFRIOERACION A 4 C l 

FIG . 10. DIAGRAMA DE RECUPERACION Y SECADO DEL PRODUCTO 

(27) 
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•• 13 8IOENSAYOS. 

Las pruebas biológicas de los productos se efectuaron en 

la UANL, utilizando co•o insectos prueba a larvas de lepidópteros 

(Spodoptera frueiperda , Hetiot i s v i r i sens y Tr ic hopt usia ni) y 

dipteros (Aedees a8f!Ypt i ) . 

Los bioensayos se realizaron en diluciones 

las •uestras, para alcanzar una dósis de prueba de 

utilizando un regulador de fosfatos (pH 7.0) . 

seriadas de 

500 µg/•L, 

Cada dilución se incorporó y ho•ogenizó a una dieta 

artificial, en porciones de 1 parte de diluci ón por 50 partes de 

dieta. 

El ho•ogenizado de cada dilución se transfirió a recipi

entes plásticos (volu•en de 3/4 de onza); 25 copas pl ásticas 

fueron utilizadas por dilución. Posterior•ente, •ediante el uso de 

pinceles de cerdas finas, en cada una de las copas se puso una 

larva. En las •uestras control, única•ente se incorporó a la dieta 

la solución reguladora . 

Los recipientes con larvas fueron colocados en incubado

ra a 30°C con una hUlledad relativa del 50~ . Después de 7 dias de 

incubación, se realizó el conteo de larvas •uertas para cada 

dilución y se registró el porcentaje de •ortalidad para cada una 

de las diluciones . 
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V R E S U L T A D O S Y D I S C U S I O N. 



5.1 FERNENTACION POR LOTE EN MATRAZ. 

Las cinéticas de creciaiento, obtenidas de las 

feraentaciones por lote en aatraz de cada una de las cepas en los 

dos aedios de feraentaci ó n ( H-25 y MHS) , se 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 aabos grupos de estudio hubo un mejor creciaiento en 

el aedio H-25 , en coaparación con el aedio MHS. En el grupo I ae 

registraron buenos creciaientos en aabos aedios de fermentación; 

taabién en este priaer grupo de ensayo se obtuvieron las cepas que 

registraron el lláxiao creciaiento poblacional de todas las cepas 

probadas, siendo las cepas GH-9 y GH-10. En el aedio MHS, la cepa 

GH-9 tuvó un creciaiento de 1.7x108 cel/•L y la cepa GH-10 

alcanzó un creciaiento de 2 . 0x108 cel/aL; estas aiaaas cepas 

tuvieron crecialentos del orden de 2.8x108 y 2 . 7x108 cel/•L 

respectivaaente ,en el aedio H-25. 

En el segundo grupo de estudio, todas las cepas, tuvie

ron creclaientos bajos; sin embargo las cepas GH-34 (Figura 17) y 

GH-49 (Figura 18) en el aedio H-25, tuvieron concentraciones de 

1.78x108 y 1.7x108 cel/aL, respectivamente. En el aedio MHS el 

valor aás alto del grupo, fue del orden de 1 . 0x108 cel/aL, para la 

cepa GH - 34 

Las diferencias de creciaiento observadas entre los 

grupos se debe, probableaente, al hecho de que pertenecen a 

diferentes variedades. El grupo I está coapuesto en su totalidad 

por cepas de la variedad c olm.eri y el grupo 11 por las variedades 

kurstaki, ai zawai y t olwor thi. Esta sugerencia se apoya en los 

estudios de varios autores (24,58) quienes, trabajando cada uno de 

ellos con un aedio de cultivo y diferentes variedades de la 
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bacteria, encontraron diversos valores en el creciaiento. 

Concluyendo, entonces, que la variedad de la especie en estudio 

influye en la capacidad de creciaiento del aicroorganisao. 

En relación a los aedios de cultivo empleados, algunos 

investigadores (6,55,57) han demostrado que 8. th-u.rin8iensis 

aejora sustancialaente su creciaiento, cuando a aedios definidos 

de glucosa y sales ainerales se les anade extracto de levadura, 

peptona de carne o hidrolizados de caseína, es decir coaponentes 

de nitrógeno aainado. 

Las investigaciones efectuadas por Salaaa (67), al 

dis~ar un aedio a base de glucosa , extracto de levadura y deri

vados nitrogenados de origen aniaal (harina de pescado, harina de 

sangre y algunos otros), senalan la obtención de valores signifi

cativos de concentración de esporas y actividad biológica, lo que 

peraite concluir al autor que este tipo de aedios son los óptiaos 

para el cultivo de B. th-u.rinRiensis. Resultados siailaree son re

portados por De Urquijo (25), quién confiraó adeaáe las 

consideraciones hechas por Rogoff (62), investigador que deterainó 

la existencia de un aejor creciaiento y esporulación de la 

bacteria, en aquellos aedios que contienen coao fuente de 

nitrógeno, proteínas hidrolizadas; conclusiones siailaree fueron 

obtenidas en las investigaciones realizadas por Bailón y col. (8), 

obteniendo un creciaiento iaportante del serotipo H-14 

(israeiensis), cuando empleó harina de soya hidrolizada en sus 

aedios de cultivo. 

88dios de 

el aedio 

En nuestro caso, aún cuando se ocuparon 

cultivo coaplejos, se obtuvieron aejores creciaentos en 

H-25 que en el aedio HHS; probableaente debido a que el priaero 

esta constituido por coaponentes (glucosa é hidrolizados de fuente 

de nitrógeno) que pueden favorecer el creciaiento y eeporulación. 

En tanto el aedio HHS, aunque sus coaponentes son adecuados 
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(aelazas y harina soya}, no peraitieron un buen crecimiento de la 

bacteria. Por lo que se sugiere, para obtener un aejor crecimiento 

con este aedio, hidrolizar sus fuentes de nitrógeno y carbono y/o 

coabinarlas con otros componentes. 
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!3. 2 ACTIVIDAD BIOLOOICA 

< PllOD\JCTO DE P'EllNENTACION EN MATRAZ > 

Los resultados de la actividad biológica del producto 

obtenido al realizar los cultivos por lote en aatraz se presentan 

en la Tabla 10 (para el grupo 1) y en la Tabla 11 (para el grupo 

11). La dosis de prueba, en todos los casos, fue de 500 µg/aL . 

Los productos de las cepas del grupo 1 cultivados en 

M-25 aostraron el aayor efecto de auerte contra Spodoptera 

frtJ.tJiperda. Siendo las cepas GM- 9 y GM-10 las que registraron los 

valores llás altos con 60 y 58~ respectivaaente; la cepa GM-8 pre

sentó el menor porcentaje de aortalidad en este •edio ( 46 ~>-Los 

productos obtenidos en el aedio MHS con este •is•o grupo de cepas, 

dieron una •enor •ortalidad con valores del 36~ al 50~; correspon

diendo la •ás alta actividad insecticida (SO~) a la cepa GH-10. 

En general, las cepas del grupo 11 presentaron un menor 

porcentaje de actividad, co•o se puede observar en la Tabla 11 . 

Los productos de de las cepas GH-23 y GH-34 resultantes de la 

feraentación tanto, en H-25 co•o en HHS, tuvieron un efecto nulo 

sobre el insecto prueba Aedes ae6ipty. Este insecto 

en el estudio, debido a infor•es de la UANL, que 

fue incluido 

indicaban 

esta cepas habian aostrado cierta acción contra este diptero; 

eabargo el que el producto haya resultado inefectivo, resulta 

que 

sin 

de 

alguna aanera lógico, ya que se ha reportado que las variedades 

aizawai (GM-23) y kurstaki (GM-34), son efectivas preferentemente 

contra lepidópteros y no contra dipteros (40,68,72). 
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TABLA 10. Actividad Biológica del producto de 

feraentación en •atraz de las cepas de Bacillus 

thurinei•nsis del grupo l. 

CEPA % MORTALIDAD 
1 

GM 1 46 

GM 8 46 

GM 9 60 

GM 10 58 

GM 11 50 

Insecto Prueba : 5podopU~ra fruei.~rda 

Dosis de •uestra: 500 µg/•L 

l Medio de fer•entaci6n H-25. 

2 Medio de fer•entaci ón MHS. 
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38 

36 

48 

50 

43 



Las cepas restantes del grupo 11 probadas contra 

Tricl'iopt-usia ni, aostraron actividades bajas (10 - 20%), únicaaen

te el producto de la cepa GH-49 obtenido en el aedio H-25, alcanzó 

el 50% de actividad insecticida (Tabla llb). Adeaás los productos 

de estas cepas, probados a dosis aenores de 450 µg/aL, fueron 

atóxicos . 

Los diferentes coaportaaientos de las cepas de los 

grupos l y 11 en relación a su actividad insecticida contra las 

diferentes larvas de insecto, pueden explicarse considerando 

diversos factores, por ejeaplo: la variedad y los aspectos 

nutricionales de la bacteria, el aedio de cultivo en el que se 

desarrolló y por otro lado la sensibilidad de los insectos a los 

productos de cada uno de los aislados bacterianos. Se ha inforaado 

por diversos autores (18,38,57,58,70,72), que todos estos 

factores intervienen en la calidad y actividad de la 6-endotoxina 

producida por el aicroorganisao. 

Sánchez (66) probó la toxicidad de diferentes aislados 

nativos contra larvas de Spodoptera frueiperda, encontrando que 

las cepas GH-1, GH-8, GH-9, GH-10 y GH-11 tuvieron las actividades 

insecticidas llás altas (40% al 100%). A su vez Castro (20) reporta 

en su trabajo las actividades insecticidas de las cepas GH-8 y 

GH-10 probados en aedios a base de aelazas y contra el aisao 

insecto, del 68% y 100% respectivaaente. 

Los resultados de las actividades insecticidas obtenidas 

en el presente trabajo auestran diferencias, con respecto . a los 

trabajos aencionados en el párrafo anterior . Estas diferencias 

pueden explicarse, toaando en cuenta que los aedios de cultivo 

eapleadoa aon diferentes aai coao las condiciones utilizadas que, 

si bién son siailares, no son iguales . 
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TABLA 11. Actividad Biológica del producto de 

feraentación en •atraz de las cepas de Baci i i us 

thurineiensis del grupo 11 . 

11a. Insecto Prueba Aedes ae(fYpt i . 

cepa % Mortalidad 

2 

GH 23 o o 

GH 34 o o 

• llb. Insecto Pueba T:richopius i a ni 

GH 49 50 30 

GH 50 20 10 

GH 59 10 10 

GH 60 10 10 

Dosis : 500 µg/•L. 

1. Hedio de Fer•entaci ón H-25 . 

2. Hedio de Fer•entaci ó n HHS . 

• Muestras atóxicas (O~ de aortalidad) , en 

conentraciones menores de 450 µg/mL . 
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5,3 D!:TERMINACION DEL PESO PROMEDIO BACTERIANO. 

Para deterainar este valor , se ocupó a la cepa GH-9 coao 

aodelo, ésta fue crecida en aedio CTP, para evitar interferencias 

por parte de la gran cantidad de sólidos en suspensión , que se 

encuentran en el aedio de fer•entación H-25. La •asa pro•edio del 

aicroorganis•o se obtuvo considerando la relación entre el peso de 

un voluaen de cultivo con el nÚllero de bacterias encontradas en 

éste. El valor obtenido para el peso bacteriano pro•edio fue de 

6.85 X 10- 12g. 

Handelsta• (48) da un valor para el peso bacteriano de 

2.5x10-13g; Rose (63) reporta en sus estudios de centrifugación 

(diferencial y en gradiente) un valor de 1.5x10-11g, a su vez 

Brock (15), establece que el peso seco de una célula 

procarióntica, fluctúa entre 10-1
' a 10-11g. Co•o se puede 

apreciar, rio existe ningún valor especifico para el peso de una 

célula bacteriana sin embargo, considera•os que el valor 

encontrado, es vAlido ya que se encuentra entre los li•ites 

establecidos. 
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\ 

5. 4 CULTIVO POR LOTE < REACTOR DE 1' L. >. 

Para estas corridas se utilizaron las cepas que 

presentaron una aayor actividad biológica y aejor creciaiento a 

nivel de aatraz, asi coao el aedio de feraentación donde se 

obtuvieron estas cualidades; por lo tanto se eligieron las cepas 

GH-9, GH-10 y el aedio H-25. 

El seguiaiento del cultivo asi coao el aanejo del reac

tor, se llevó a cabo conforae se indica en la sección de 

aetodologia. Las cinéticas de creciaiento obtenidas para la cepa 

GH-10 se presentan en las Figuras 22 y 23, para la cepa GH-9 en 

las Figuras 24 y 25. 

El coaportaaiento cinético de las cepas fue siailar, a 

excepción del priaer cultivo de la cepa GH-9 donde se registró la 

ainiaa concentración celular, que fue de 1.16x109 cel/aL; éste 

resultado puede atribuirse a fallas en el aanejo del sisteaa, ya 

que los ezperiaentos posteriores dieron aayores concentraciones 

celulares. En el siguiente cultivo de esta aisaa cepa se obtuvo un 

valor de 1.77 x 109 cel/•L y en los creciaientos de la cepa GH-10, 

se encontró un valor en proaedio de 2.47 x 109 cel/aL. 

Los cultivos alcanzaron estas aagnitudes y el 90~ de 

esporulación en aproziaadaaente 35 h ; el alcanzar este porcenta

je de esporulación en ese tieapo se considera aceptable, en 

relación a trabajos siailares (6). 

La velocidad especifica de creciaiento (µ) para los cul

tivos, se deterain6 a partir de la pendiente de la curva de 

creciaiento al graficar el logaritao natural Cln) de la 

concentración celular (cel/al) contra la edad del cultivo Ch) 
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las µ obtenidas para las diferentes cepas son similares, pues 

todas se encontraron en un intervalo de .18 a .19 h-1
. 

Existen algunos reportes de µ para B . thurineiensis HD-1 

(~urstaki) bajo condiciones siailares, en los que el valor 

proaedio obtenido es de 0.3 h-1 (35); es decir, la tasa de 

creciaiento de estas cepas nativas es aenor al de una cepa estan

dar. 

En cuanto al consuao de la fuente de carbono se encontró 

que es total, ya que la concentración de sustrato residual al 

t6raino del cultivo, fue en proaedio de 0.0275 g/L . 

En relación al rendiaiento (Yx/s) de los 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 GH-10. En la literatura se han inforaado rendi

aientos de 0.30 y 0.40 g/g (43); sin embargo no podeaos realizar 

una coaparación válida con nuestros resultados, dado que en 

aquellos· trabajos no se indica la aanera o el factor utilizado 

para realizar la deterainación. 

Al coaparar las cinéticas de creciaiento de las cepas 

GH-9 y GH-10 y algunas efectuadas con cepas estandar coao la HD-73 

(~urstaki), en el aisao aedio (25) y la cepa H-14 (israelensis} 

crecida en medios con fuentes nitrogenadas (8), puede decirse que 

tienen caracteristicas siailares en relación al tiempo proaedio de 

feraentación, 30 h en las cepas estandar y 35 h para las eapleadas 

en este trabajo . En relación a la concentración celular al final 

del tiempo de feraentación, las cepas estandar registran 

concentraciones de aproxiaadaaente 4x10 9 cel/•L y los valores 

aáxiaos obtenidos en este trabajo son de 1 . 14 a 1 . sx109 cel/aL, es 

decir la capacidad de creciaiento de las cepas nativas, es casi 

tres veces aenor que la de las cepas estandar. 
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5. 5 ÁCTIVIDAD BIOLOOICA 

(PRODUCTO DE FERNENTACION EN REACTOR> 

Las pruebas de capacidad insecticida para los productos 

obtenidos en los cultivos por lote, de las cepas GH-9 y GH-10, se 

efectuaron utilizando co•o insecto prueba a Trichoptusia ni, con 

dosis de 500 µg/•l. Los resultados de estas actividades se regis

tran en la Tabla 12; co•o se observa el producto de la cepa GM-10 

presenta •ayor actividad con respecto al pri•er bioensayo, este 

valor obtenido de 100~. es un resultado aceptable para cualquier 

cepa. 

TABLA 12. Actividad Biológica de cepas de Bacittus 

thurineiensis. 

cepa 

GM 9 

GM 10 

Producto de cultivo por Lote en Reactor 

de 14 L. 

~ Mortalidad 

60 

100 

Insecto Prueba : Trichoplusia ni . 

Dosis : 500 µg/•L . 

Por otra parte el producto de la cepa GH-9 presentó el 

•is•o nivel de actividad biológica, que el registrado por el 

producto obtenido por fermentación en •atraz (60~ ); sin embargo 

estos datos deben to•arse con reserva, dado que el organismo 
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blanco utilizado en este ensayo, es diferente al eapleado en la 

primera deterainación 

establecido que los 

(Spodoptera /r1J.6 i perda), pues 

insectos que son afectados 

aicroorganisao, tienen diferente sensibilidad a un aismo 

(71,72, 74), aún cuando pertenezcan al aisao orden de 

coao en este caso, que pertenecen al orden lepidóptera . 
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5. 6 l>ETERNINACION DE LA CONSTANTE DE SATVRACION 1K.s> 

Y LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO MAXIMA 

<µmax> 

Para efectuar la deter•inación de estos pará•etros, se 

realizó.en pri•er lugar el ajuste de los datos cinéticos obtenidos 

durante el cultivo por lote de la cepa GH-9 (Figura 25); de las 

curvas ajustadas se toaaron algunos puntos, 

presentan a continuación: 

los cuales 

t X s 

ti.empo No . de e e lulo.e Suelra. l o reei.dua.t 
1 h> 110

8
cel/mL> l g / L > 

13.2 5.3 10 . 0 
17.3 9.3 5 . 3 
20.0 12 . 1 3 . 25 
22.7 15.3 1.88 
25.7 17.0 0 . 75 
28 . 2 17.3 0 . 25 

se 

A partir de éstos datos y por trata•iento •atricial se 

estableció la ecuación polino•ial de tercer orden que relacionó a 

las variables: núm . de celulas (X} y concentración de sustrato 

residual (S} con tieapo (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 = o .1312598668 

ªª = -0.00534 ªª = -0.0014591296 

Para co•probar que la ecuación obtenida representaba la 

cinética de creci•iento de la bacteria, se sustituyeron los 

valores de los coeficientes de la ecuación, aostrados en el cuadro 

anterior, obteniéndose los siguientes datos: 

t 1 s 

13 5.30019632 10 . 3241959 
17 9.022879932 5.612372904 
20 12.5365869 3.30263401 
22 14.74180029 2.214520284 
25 17.2025885 1.08482245 
28 17.87756445 0.347977258 

Co•o se observa existe si•ilitud entre los valores 

calculados •ediante la ecuación y los valores obtenidos por el 

ajuste, lo que nos peraitió establecer que el ajuste fue adecuado 

y que representaba adecuadamente la cinética de crecimiento. Una 

vez hecha esta co•probación y la derivación de la ecuación que 

relaciona a X con t, se calcularon los valores de µ instantánea y 

su S correspondiente, que fueron estiaados desde las 13 hasta 
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las 26 h. Estos valores se graficaron de aanera seaejante al 

aodelo de Lineaweaver-Burk, para cinética enziaática (Figura 26) . 

De esta gráfica se obtuvieron los valores de µmá x , y Ks para 

glucosa, toaando en cuenta la pendiente y la ordenada al origen de 

la gráfica . Coao se indica a continuaci ón : 

• 
b 

23 . 538 = ks/µáx 

4 . 2 = 1/µaáx 

Ks = 5 . 6043 g/L 

µaáx = 0 . 238 h- 1 

Al investigar los valores de estos paráaetros , en la 

l i teratura, encontraaos los datos reportados por Bailón (8), quién 

reporta un valor de µaáx de 0 . 246 h- 1 y de Ks de 7 . 6019 g/L , para 

la cepa H-14 ( i s r ae l ens i s) . Sin embargo estos datos fueron 

obtenidos en un aedio a base de aelazas, por lo que no se puede 

efectuar una coaparación coapleta, ya que es un sustrato 

diferente al empleado en nuestra experiaentación . Pero podemos 

observar que existen siailitudes en los valores, sobre todo para 

la tasa aáxiaa de creciaiento y para el caso Ks no están auy 

alejados. 
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Fig. 26 • Grafica de los datos para el calculo de µmax y Ks, 

por el inetodo de reciprocos. 

A• -1/Ks • 0.18 M • 1/µmax • 4.206 
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5,7 CULTIVO POR LOTE ALIMENTADO . 

El CUltivo por Lote Ali•entado (CLA), fue el tercer 

siste•a de fermentación empleado. En pri•er lugar, se efectuó un 

análisis para el estableci•iento de las condiciones de •anejo y 

operación del CLA, •ediante el progra•a de co•putación ECUCLA, 

estableciendo entonces las caracteristicas del cultivo realizado 

que fueron: una alimentación constante de 500 
.. 

::io •L/h 

co•enzando l.a adición a las 15 h de edad del cultivo, el CLA se 

inició en dicho •omento por qué es en éste, donde se presenta la 

fase exponencial de creci•iento del •icroorganis•o; y una 

concentración del medio de ali•entación, incrementada 3 veces con 

respecto al •edio original (H-25) . 

Es i•portante •encionar que la concentración del •edio 

de ali•entación utilizada, fue la •áxi•a per•itida por el sistema 

de ali•entación . 

5.7.1 CLA PRELIMINAR 

(Sin adición de sales de (NH4)ZS04, Hg504 y KCl) 

El pri•er ensayo bajo el sistema de CLA, fue una prueba 

preli•inar, la cuál consistió en no adicionar al •edio de 

ali•entación las sales de (NH4)z504, Hg504 y KCl, considerando que 

estas pudieran ser aportados por los co•ponentes co•plejos 

presentes en el •edio (30). El experi•ento se efectuó con la cepa 

GH-9 y la cinética obtenida se •uestra en la Figura 27; 

de la cual se calculó un Yx/s de 0.52 g/g y una µ de 

a 

0 . 18 

partir 
- 1 

h . 

Estos resultados son similares a los valores obtenidos en el 

cultivo por lote; por lo tanto, nos permitió establecer la 

i•portancia de incorporar en la co•posici ón del •edio las sales 

excluidas . Concepto que fue reafir•ado en los cultivos realizados 

posterior•ente bajo la técnica del CLA . 
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5, 7, 2 CLA ESTABLECIDO . 

To•ando en cuenta el resultado del pri•er ensayo del 

CLA, se realizaron otros dos, en estos cultivos se ocuparon las 

cepas GH-9 y GH-10 y las cinéticas obtenidas se presentan en las 

Figuras 28 y 29 respectiva•ente. En a•bos casos el aedio de 

ali•entación contó con las sales que se habian restringido en el 

CLA preli•inar; a•bos cultivos presentaron un co•portamiento 

cinético si•ilar, co•o se •uestra a continuación: 

cepa 

cuenta celular 

( 10 9 cel/•L} 

µ (h- i) 

Yx/s (gr/gr} 

GH-9 GH-10 

5.4 5.5 

.29 .3 

.7 .7 

Co•o se observa existe una duplicación en la 

concentración celular (5.5 ~ 10
9 

cel/•L}, en co•paracitn con los 

cultivos por lote (2.47 x 109 cel/•L} y por tanto se •ejoraron los 

rendi•ientos. 

Por otra parte, las µde aabas cepas (0.29 y 0.30 -i 
h } • 

superaron a la µaáx cálculada para el cultivo por lote : 0 . 24 h-1 y 

en a•bos cultivos se alcanzó la aáxiaa concentraci ón celular en un 

periodo de 35 a 40 h y obteniéndose el 90 ~ de esporulación 

cercano a las 55 h de edad del cultivo. 
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En este caso el medio de adicion no contenia las 

sales de: <NH•>2SO., MgSO• y KCl. 

µ • 0.18 h-1
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En ningún caso, de los dos 

concentraciones de glucosa de 50 gr/L ni 

CLA, se 

superiores, 

alcanzaron 

siendo la 

mú.ziaa de 46 gr/L; este resultado es iaportante, ya que 

autores aencionan que a concentraciones superiores de 50 

algunos 

gr/L de 

glucosa se inhibe el proceso de foraación de esporas, afectándose 

entonces, la producción de la 6-endotozina (7,34). 

Bajo este sisteaa de CLA , las cepas lograron buenos 

creciaientos; lo que es iaportante, porqué peralte continuar la 

investigación para el posible uso de esta técnica en la producción 

de la bacteria a una aayor escala. 

5, 9 ACTIVIDAD 8IOLOOICA 

<PRODUCTO 08TIENIDO POR CLA> 

Los resultados de la actividad insecticida de los 

productos recuperados de los CLA se registran en la Tabla 13, 

utilizando coao insecto prueba a Trichoplv.sia ni y con dosis de 

500 µg/aL. 

TABLA 13. Actividad Biológica de cepas de Bacillus 

t h"ur i nei •ns is. 

Producto obtenido en CLA. 

Cepa Mortalidad (X) 

GH 9 

GH 10 

Insecto prueba: Trichoplusia ni 

Dosis :500 µg/al 
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En este ensayo, los productos de las cepas GH-9 y GH-10 

presentan un aisao valor de actividad biológica, siendo éste aenor 

a los registrados en los cultivos por lote. Esta baja de actividad 

insecticida fue aucho aás notable para la cepa GH-10, ya que bajó 

su actividad en un 60%, y la cepa GH-9 bajó su actividad en un 

20%. Estos resultados no eran los esperados, dado el aejoraaiento 

del coaportaaiento cinético de las cepas. 

La disainución en la actividad puede ser explicada por 

diferentes factores. Uno de ellos puede ser porque el cultivo se 

detuvó cuando se liberó el 90% de las esporas, lo que iaplicó un 

periódo de aproximado de 55 h, tieapo en el . cu~l pudieron 

liberarse enziaas proteoliticas, que pueden afectar la calidad de 

la ó-endotoxina; tal coao ha sido reportado por Andrews y col. 

(4). 

otro aecanisao que pudo haber influido en 

actividad insecticida puede ser, la pérdida de la 

genética para la elaboración de la ó-endotoxina. Esta 

la baja de 

inforaación 

inforaación 

se encuentra en plásaidos (de 30 a 70 Hd) que contienen los genes 

cry (formación del cristal) (41,46), en la cepa HD-1 (kurstcmi) 

estos plásaidos son aulticopia (11); Selinger (69) y Roy (65) en

contraron que en feraentaciones de cultivos continuos con frecuen

cia se pierde el plásaido, siendo esta pérdida relacionada con la 

obtención de cepas acristaliferas o de baja acción biológica. 

plásaidos 

plásmido 

La pérdida de expresión de genes encontrados en 

se explica por: a) inestabilidad segregacional del 

entre células hijas; b) inestabilidad estructural o 

rearreglos en el DNA plasaidico. Sin embargo los aecan1saos que 

gobiernan la estabilidad de un plásaido dentro de la célula, aún 

no están coapletaaente 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 Blotecnologia de 

la UNAM, se encontró que la cepa presenta inestabilidad genética 

(Cerón 1989, comunicació n personal en III Con. Nal . de Biotec.); 

este hecho apoya la sugerencia de que la baja de actividad de los 

cultivos en CLA puede deberse a la pérdida de inforaación genética 

para la sintesis del cristal protéico. 

Un tercer factor que podria explicar la baja de 

actividad biológica , fue la dificultad que se encontró para 

suspender el producto en la solución aaortiguadora para efectuar 

el bioensayo, esto de acuerdo con los inforaes de la UANL; lo que 

pudo traducirse en errores al momento de calcular la concentración 

del producto administrado en la dieta de los organisaos prueba, y 

por lo tanto dar valores de actividad biológica virtualaente 

aenores. 

El único registro que se tiene de CLA para esta bacteria 

(adeaás del presente trabajo), es el estudio de Arcas y col. (7), 

quienes trabajaron con un CLA lineal y la cepa 

con el propósito de estudiar el efecto 

concentración de nutriaentos de un aedio a 

extracto de levadura, sobre el creciaiento, 

HD-1 (~-urstalo.i), 

de auaentar la 

base de glucosa

esporulación y 

producción de la 6-endotoxina; ellos obtienen un increaento en la 

obtención de esporas y en la actividad de la 6-endotoxina 

concluyendo que este sistema puede ser aplicado en la producción 

del bioinsecticida de B . th-urineiensis. 
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Considera•os que los datos aportados por este trabajo 

son i•portantes, dado que es el pri•er intento en nuestro pais, 

del empleo de este sistema de cultivo con 8 . thurineiensis y sobre 

todo utilizando cepas nativas Ade•ás estos resultados peralten 

la apertura de nuevas lineas de investigación, que tengan por aeta 

llegar a establecer y consolidar un CLA para la producci ón de la 

bacteria en cuestión. 
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n CONCLUSIONES 



1) El aejor aedio de cultivo, para creciaiento y actividad 

biológica de las cepas, fue el aedio H-25. 

2) Las aejores cepas, en cuanto a capacidad de creciaiento y 

actividad insecticida, obtenido en el cultivo por lote en 

aatraz fueron las cepas GH-9 y GH-10. 

3) Las cepas anterioraente en los cultivos por lote, en el 

reactor de 14 L, tienen concentraciones celulares de 1 . 77x 

10P y de 2 . 47x10P . 

4) La cepa GH-10, bajo el sisteaa de cultivo por lote, 

alcanza el aáximo porcentaje (100 ~) 

insecticida. 

de actividad 

5) El CLA establecido fue de aliaentación constante, con una 

velocidad de adición de 500 (!~o al/h). 

6) El CLA de adición constante increaenta notablemente la 

concentración celular de las cepas utilizadas ( 5.4 y 5.5 

x lOP), con respecto al cultivo por lote; sin eabargo 

existe una disainución de la actividad insecticida. Por lo 

que en el trabajo se discuten algunas posibilidades 

que explican este coaportaaiento . 
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VII R E e o M E N D A e 1 o N E S. 



1) Efectuar estudios de optiaización de el aedio de 

cultivo MHS, para su utilización en procesos de 

feraentación , donde se utilice 8 . thur i ntfi•nsis 

2) Continuar los ensayos de cultivo por lote, en reactor 

de 14 L, de las cepas GM-9 y GM-10, con la finalidad 

de aejorar su producción bajo este sisteaa. 

3) Realizar una ainiaización del aedio M-25 , para evitar 

probleaas de adición , al aoaento de increaentar su 

concentración en un CLA . 

4) Deterainar µaAI y Ks (para glucosa) de 8 . thurin6iensis 

por aedio de otros aétodos coao, el sisteaa de 

Cultivo Continuo. 

5) Probar otros tipos de CLA (eiponencial y lineal), 

aparte del sistema de adición constante y con cepas 

estandar del aicroorganisao . 

6) Si se pretenden continuar los ensayos de elaboración de 

insecticidas biológicos con cepas nativas, se 

recoaienda deterainar su estabilidad genética . 
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IX N O M E N C L A T U R A. 



a 

Csoo 

CJ:OO 

g 

h 

in 

Ks 

L 

lb 

ag 

mL 

µ 

µaáJ: 

rpa 

s 
Sl. 

T 

t 

Vo 

Vf 

VVll 

X 

YJ:/s 

y 

Coeficiente de núaero de células 

concentración inicial de sutrato (g/L) 

concentración inicial celular (g/L) 

caabio de flujo (L/h) 

gramos 

horas 

pulgadas 

constante de saturación (ag/al) 

litros 

libras 

ailigraaos 

mililitros 

tasa especifica de creciaiento (h-1
) 

tasa especifica de creciaiento aáJ:iaa (h-1
) 

revoluciones por ainuto 

concentración de sustrato (g/L) 

concentración de sustrato en el aedio alimentado (g/L) 

temperatura (°C) 

tieapo 

voluaen inicial de aedio 

voluaen final de aedio 

voluaen de aire por voluaen de aedio por ainuto 

concentración celular (g/L ó cel/aL) 

rendiaiento celular por unidad de sustrato (g/g) 

concentración de sustrato al final del cultivo 

por lote (g/L) 
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