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REVISTA COLOMBIANA
DE ENTOMOLOGIA

Produccion de un plaguicida a base de
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, a

nivel de laboratorio

Production of a biopesticide based on Bacillus thuringiensis subsp.

kurstaki, in the laboratory

Resumen

En Colombia, la utilizacién masiva de los .
bioinsecticidas, tal como el Bacillus thurin- *
giensis (Bt), debe estar apoyada por produc-
tos que puedan competir en precio y disponi- -
bilidad con los insecticidas quimicos. El ob- -
jetivo de este trabajo fue estudiar diferentes
nutrientes, provenientes de desechos agroin- -
" tion of B. thuringiensis subsp. kurstaki (Btk) .

and to optimize the process in a 1 liter - . .
. afectadas tanto por el medio de cultivo

* como por las condiciones y métodos de

dustriales, para la produccion de B. thurin-

giensis subsp. kurstaki (Btk) y su optimiza-
cion en un fermentador de un litro de volu- -
" spores production was followed-up spectro- .
photometrically and by plating in Luria -
"y Ranghuathan 1990; Salama et al. 1983;
. Kang et al. 1993; Avignone-Rossa et al.
evaluated on larvae of Spodoptera frugiperda -
(Lep: Noctuidae) using a diet surface bioas-
say. The present work allowed the design ofa .
culture medium that yields the following re- -
sults in a 1 liter fermentator: Biomass 4,03 g/
1, spore concentration 21,107 sp/ml, potency .

men dt operacién. Con este fin se realizé el

seguimiento de la produccién de biomasa y
esporas, mediante técnicas de espectrofoto- -
metria y plateo en el medio de cultivo Luria
Bertani (LB), respectivamente. Ademds se .
midi6 la toxicidad del producto final contra -
larvas de Spodoptera frugiperda (Lep: Noc-
tuidae) por medio de un bioensayo de super- .
ficie. Este trabajo permitié obtener un medio -
de cultivo que a nivel de fermentador de un
litro y bajo las condiciones Optimas de la fer- .
* sults are highly promising, because the me-
dium is economic, produces an acceptable .

quantity of spores and biomass and the latter - .. i s
. senta toxicidad especifica para insectos

* del orden Lepidoptera.

mentacion, produjo los siguientes resultados:

Biomasa producida 4,03 g/, concentracion de
esporas 21,10"esp/ml, potencia 1.284.002 UI/ -
* exhibits high toxicity on lepidoterous larvae.
te promisorios, ya que el medio de cultivo es
econémico, produce una cantidad media de -
esporas y biomasa, y esta dltima posee la ven- *
taja de ser muy toxica para larvas de lepidép- . Los genéricamente llamados bioplagui- .
- cidas son una alternativa prometedora de -

. . . . los plaguicidas quimicos, ya que a dife-
Palabras claves: Bacillus thuringiensis, - plag q yaq

ml, precio $30/1. Estos resultados son bastan-

teros.

Insecticidas bacterianos, Control biol6gi-
co, Métodos.

tado Aéreo 7378. Medellin, Colombia.

Sergio Orduz P,

. Summary

In Colombia, the widespread utilization of

can compete both in price and availability with
chemical pesticides. The objective of this
work was to study different nutrients derived
from agroindustrial sources, for the produc-

fermentator. With this purpose, biomass and

Bertani medium (LB), respectively. Further-
more, the toxicity of the final product was

1.284.002 Ul/ml, price US$0,03/1. These re-

Introduccion

animales y el hombre (Siegel y Shadduck

~ teriales: Bacillaceae), cuyos productos
- representan del 90% al 95% del mercado
" global de bioplaguicidas (Feitelson et al.

1992). Esta preferencia es debida princi-

" palmente a su amplio, pero especifico ran-
. go de actividad, a la facilidad de produc-
" cion y a la rapidez de control de la plaga
- (Deacon 1983).

- Las investigaciones realizadas para pro-

- ducir Bt se han encaminado a la bisque-
Luis Felipe Vallejo.” .

da de substratos econdmicos y de alta dis-

- ponibilidad (Burges 1982; Vandekar y
- Dulmage 1982), al estudio de diferentes
- métodos de produccién (Avignone-Rossa
-y Mignone 1993; Kang et al. 1992, 1993)
-y de las variables de operacion que afec-
- tan el desarrollo de Br (Avignone-Rossa
bioinsecticides such as Bacillus thuringiensis . €t al. 1992; Foda et al. 1985). El proceso
(Bt) has to be supported with products that -
" zacioén de la produccién de esporas, de
- biomasa y la toxicidad de ésta contra el
" insecto deseado (Couch y Ross 1980;
- Kangetal. 1992; Avignone-Rossa y Mig-

de produccién de Bt pretende la optimi-

none 1993). Todas estas variables estan

produccion (Dulmage 1989; Mummigati

1992).

Materiales y Metodos

La cepa utilizada en este trabajo es deno-
minada HD1 y fue aislada del producto

* comercial Dipel 2X de Laboratorios Ab-
. bott. Esta cepa corresponde a B. thurin-

giensis subsp. kurstaki (Btk), la cual pre-

" Para el desarrollo de los indculos de pro-
- duccidn se utilizaron erlenmeyers de 250

ml de capacidad con 125 ml de M1, ino-

- culados al 5% con la suspensién madre

. 2 . . . " de esporas y ampicilina hasta una con-
- rencia de éstos, los bioplaguicidas son - p y amp

" altamente especificos contra la plaga ata- | centracion final de 50 mg/ml. El in6culo

- cada (Deacon 1983), el desarrollo de re- -

" sistencia por parte de los insectos a estos

. productos es reducido (Whalon y McGau- " la absorbancia a 600 nm y la concentra-

" ghey 1993; Siegel y Shadduck 1990) y

- son inocuos para el medio ambiente, los -

" Ing. Quimico. Unidad de Biotecnologia y Con- -
trol Biologico, y Entomdélogo. Jefe de la Unidad *
de Biotecnologia y Control Biologico. Corpora-
cion para Investigaciones Biologicas, CIB. Apar- .

de produccién se incub6 con agitacion por
16 h, 2200 rpm y 30°C, y luego se midi6

. cion de esporas. Posteriormente se pro-
" cedi6 a inocular, al 5%, cada uno de los
. medios de cultivo a estudiar y cada uno

1990; Aronson et al. 1993). Entre los . de los corridos del fermentador.

bioplaguicidas se destaca la bacteria Ba-
. cillus thuringiensis Berliner (Bt) (Eubac- -

La suspensién madre de esporas de Btk
se obtuvo de 400 ml de un cultivo com-
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pleto final (CCF) de Btk incubado por 48
ha 200 rpmy 30°C. El CCF se centrifugd
a 8.000 rpm y 4°C, por 20 minutos, des-
cartandose el sobrenadante. El sedimen-
to se suspendié en 40 ml de NaCl IM y
se agité a 125 rpm y 37°C, por 30 minu-
tos y se centrifugd de nuevo bajo las con-
diciones antes descritas. El sedimento
obtenido se suspendi6 en agua destilada
y nuevamente se centrifugd. Este proce-
so se realiz6 dos veces. Finalmente, el se-
dimento obtenido se suspendié en 200 ml
de una solucién de PBS y glicerol al 20%

Maria, a 80°C por 10 minutos y se alma-
cend a -70°C hasta el momento de utili-
zarlo como punto de partida para el desa-
rrollo del in6culo de produccién de la to-
talidad de las fermentaciones.

Como fuente proteica se estudiaron se-
millas de algodén (Gossypium hirsutum
L.), biacaro (Erythrina sp.), carbonero
(Calliandra sp.) y guandul (Cajanus
indicus (L.) Mills.), ademas de suero de
leche y tortas de carne y de pescado.
Como fuente de carbono se utilizé mela-

soluciones madres de estos nutrientes, con
las que se prepararon los medios de culti-
vo, se realizé de la siguiente manera:

A 50 g de semillas se les afiadié 500 ml
de agua destilada y esta mezcla se licud y
se filtr6. El filtrado se utiliz6 como me-
dio de cultivo.

A un matraz de un litro se transfirieron
100 g de suero de leche en polvo, se afa-
di6 agua y se agité hasta disolverse. Fi-
nalmente se aforo.

En cuanto a las tortas de carne y de pes-
cado, a un matraz de un litro se transfi-
rieron 100 g de torta con 400 ml de agua;
esta mezcla se llevo a ebullicion por a-
proximadamente 2 minutos, se aford y
posteriormente se filtré. El filtrado se uti-
liz6 posteriormente como medio de cul-
tivo.

Como fuente de carbono se pesaron 100

un litro con agua destilada.

Como fuente de minerales se prepard una

solucién madre de CaClz, (20 g/, y a ~

partir de ésta se realizo la dilucion nece-

" saria en la preparacion de los medios de
- cultivo, en los que se utiliz6 en una con- -
* centracion de 1 g/l.

Medios de cultivo

- Fermentador

go entre 0,76 a 1,52 vvm.

Variables de respuesta y
meétodos de medicion

- Para medir la concentracion de esporas
" se tomaron 0,5 ml de cultivo cada 5 ho-

. ) o ) - ras. De éste se realizaron diluciones se-
- La variable composicién del medio se -

" defini6é como la fraccién de carbono (Xc),
- gramos de melaza sobre gramos totales -
" de melaza y fuente proteica. El rango uti-
. lizado para esta variable fue desde Xc = .
" 1, melaza como dnico nutriente, hasta el -
. caso opuesto, Xc = 0, donde el medio .

v/v. Esta suspension se coloc al bafio . POsefa Unicamente fuente proteica.

riadas en PBS. Dos de estas diluciones se
sembraron por triplicado en LB, tenién-
dose en cuenta las que, en promedio, mas
se acercara a 100 UFC.

En el estudio de los medios de cultivo se
midié la absorbancia de las diluciones
seriadas de la muestra, 1/10y 1/50, a 600

. . ) . nm. Con los datos obtenidos se realiza-
. La cantidad total de nutrientes se defini6 .
. como los gramos de melaza y fuente pro- * ,5¢ia contra tiempo. En la etapa de
. teica por litro de medio de cultivo. El ran- .
- go utilizado para esta variable fue desde -

S 25a75 g/

ron curvas de crecimiento celular, absor-

fermentador se midio la absorbancia de
las diluciones seriadas de la muestra, 1/
10y 1/50, a 600 nm y este valor se corre-

" lacioné con la biomasa producida me-
- diante una curva de calibracion. Con los
: El rango de temperatura estudiado estu- : dat0§ gbtenidos 5¢ re?alizaron curvz{s de
" vo entre 28 y 32°C. El sistema fue airea- : crecimiento celular, biomasa contra tiem-
- do mediante un Sparger tipo flauta. Las -
" velocidades de aireacion, respecto al vo- .

. - lumen de medio, correspondian a un ran-
za y como fuente de minerales el cloruro .

de calcio (CaCl,). La preparacion de las

po.

- En el estudio de medios de cultivo, el pro-
" ducto final de la fermentacion se pes6 por

medio del siguiente procedimiento. El

- El rango de agitacion utilizado vari6 en- . CCEsceantitygo par20minttoRa 8.000

~ tre 250 y 450 rpm. El medio de cultivo se
- agité mediante una turbina de seis pale- - i A
* tas planas; mejorando la turbulencia del por algunos minutos, procedimiento rea-
- sistema con dos placas deflectoras colo- -

" cadas a 180°.

rpm. Al sedimento obtenido se le afiadie-
ron 100 ml de agua destilada y se agito

lizado por duplicado. El sedimento final
se suspendi6 en 40 ml de agua destilada

. ©y se transfirié a copas de aluminio pre-
. Al mezclar los nutrientes, la fuente pro- .
" teica y la melaza se estudio, por medio
. de un disefo central compuesto, la in-
" fluencia de la composicién y de la canti-
. dad total de nutrientes del medio de cul-
* tivo sobre las variables de respuesta: bio- -
. masa total producida y concentracién de .
* esporas. Los medios de cultivo, su com- * frugiperdu.
. posicién y la cantidad de nutrientes, pre- .
- parados segun este disefio, se detallanen -
. la Tabla 1.

viamente pesadas, estas copas se secaron
por 72 horas a 75-80°C. EIl valor de la

. biomasa producida se infiri6 de la dife-
- rencia de los dos pesos.

Bioensayo de toxicidad
contra Spodoptera

En laboratorio se establecié una cria ma-

. siva del gusano cogollero del maiz, Spo-

: | iperda (J.E. ith) (Lepi-
- Para el estudio del efecto de las variables - apiers frugiperda Suith) (Lepi

" de interés sobre las diferentes variables
- de respuesta se utilizé un disefio experi- -
| " mental del tipo 2° con experimento cen-
g de melaza y se complet6 el volumen a - . .

- tral. Los valores operacionales de las di- -
" ferentes variables se muestran para cada
- una de las fermentaciones en la Tabla 2. .
Se utilizé un litro de medio de cultivo, °

. pH=7,2, como volumen operacional.

. doptera: Noctuidae), cuyas larvas se ali-
- mentaron con una modificacion de la die-
. ta artificial de Shorey y Hale (1965), y
- los adultos se alimentaron con una solu-

cion de miel de abejas al 5%.

En la etapa del fermentador, luego de fi-
nalizada cada fermentacion se realizo el
siguiente procedimiento para obtener el
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Tabla 1. Composicién de los medios estudiados
Medio Fraccion de carbono Cantidad total de
(g melaza/g de melaza nutrientes (g melaza
y torta de carne) y torta de carne)
1 000 50,00
2 027 61,68
3 027 38,32
4 0,50 2500
5 0,50 50,00
6 0,50 75,00
7 073 38,32
8 073 61,68
9 100 50,00
Volumen del medio = 200 ml
pH=72 antes de esterilizar en el autoclave)
Tabla 2. Condiciones de operacién de las fermentaciones estudiadas.
Ferm. N° Temp.('C) Aireacion(vvm) Agitacion(rpm)
1 28 0,76 250
2 32 0,76 250
3 28 152 250
4 32 1,52 250
5 30 114 350
6 28 0,76 450
Z 32 0,76 450
8 28 1,52 450
9 32 152 450

Volumen del medio = 1.000 ml
pH=72 lantes de esterilizar en el autoclave)

ingrediente activo. EI CCF se centrifugd
por 20 minutos, a 8.000 rpm y 4°C, y el
sedimento obtenido se suspendi6 en 200
ml de NaCl 1M. Esta suspension se agitd
a 125 rpm y 37°C durante 30 minutos.
Luego se repiti6 el proceso de centrifu- -
gacion, bajo las condiciones antes descri-
tas. El sedimento obtenido se disperséy -
centrifugé por dos oportunidades en agua
destilada. El sedimento se suspendi6 en .
40 ml de agua destilada, se almacené por
algunas horas a -70°C y posteriormente
se liofilizé durante 16 horas.

" 100%. De cada dilucién se tomaron cua-
- tro alicuotas de 0,4 ml que se virtieron -

" Lapoca variabilidad de la absorbancia del
- inéculo de produccién fue otra caracte-
" ristica importante observada en el inéculo
. La superficie de la dieta se dejo secar | g produccién (Tabla 3). Este resultado
- durante 5 horas a 30°C y luego se depo- -

" sitaron 5 larvas de primer instar de S.

sobre la dieta artificial utilizada para el

. cultivo en laboratorio de S. frugiperda.

- frugiperda por copa. La exposicion de las

. larvas a las diferentes dosis se prolongé  ge error. Este resultado se puede atribuir

" a la utilizacién de la suspension madre
. de esporas, con lo que se aseguro una es-
" tabilidad de las condiciones iniciales del

- por 3 dias, al cabo de los cuales se conta-
" biliz6 el nimero de larvas muertas. Con
. estos resultados se realizé un andlisis

" Probit para obtener la concentracién letal

La metodclogia utilizada para el bioen-
sayo de superficie fue una modificacién
de la técnica de Padidam (1992). De los
liofilizados obtenidos se pesaron 50 mg
y se suspendieron en 4,5 ml de PBS; de
dicha suspension se realizaron diluciones
sucesivas también en PBS, en las cuales
la concentracién de ingrediente activo
produjera sobre larvas de primer instar de
S. frugiperda una mortalidad entre 0 y

. media (LC
* obtenida en cada una de las fermentacio-

5,)» en mg/cm’ de la biomasa

. nes. Este procedimiento se realizé por tri-
" plicado y en dfas diferentes.

- Como control negativo se utilizaron 20
" larvas de primer instar de S. frugiperda,
- 5 por copa, alimentadas con dieta artifi-

cial sobre cuya superficie se esparcieron

- 0,4 ml de PBS. Como control positivo se

" utiliz6 una preparacion de la cepa HD1-
- S-1980, suministrada por el Instituto Pas-
" teur de Parfs, a la cual arbitrariamente se
- le ha dado una toxicidad de 18.000 uni-
" dades internacionales. Con esta prepara-
. cion se realizé un procedimiento exacta-
" mente igual al indicado para los diferen-
. tes liofilizados.

- Resultados

. Obtencion del inoculo de
- produccion

. Luego de 16 horas de crecimiento, el
" indculo de produccién present6 una baja
. esporulacion y valores altos de absorban-
" cia, como se puede apreciar en la Tabla
. 3. Estas condiciones denotan un in6culo
© cn crecimiento vegetativo, el cual mini-
. miza la fase Lag del cultivo inoculado y
* aumenta la productividad del mismo
: (Pearson y Ward 1988a,b; Okafor 1987;
* Banks 1979). Para obtener el indculo de
: produccién con las caracteristicas men-
- cionadas, se utilizé una metodologia que
. permiti6 el desarrollo del inéculo de pro-
 duccion en un medio de cultivo, M1, con
. mayor contenido de nitrégeno que de car-
* bono y ademds en condiciones de baja
. aireacién, condiciones que son adversas
- al proceso de esporulacion (Okafor 1987;
. Avignone-Rossa et al. 1992, Bernhard y
- Utz 1993).

permitié asegurar una estabilidad en las

. condiciones iniciales de cada fermenta-
" cidn, eliminando asi esta posible fuente

. in6culo. Ademds, se aseguro el crecimien-
* to de B.t. en condiciones controladas de
. agitacién, temperatura y por un tiempo
- fijo de 16 horas.

Medios de cultivo

" Cuando se utilizé, como nutriente tGnico
- de la fermentacion, cada una de las fuen-
_ tes de proteina estudiadas se permitié el
- adecuado crecimiento de Btk y su poste-
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rior esporulacion. Ademads, no se encon-
traron diferencias significativas en la pro-

duccion de esporas en cada medio. Por °

tal motivo, la seleccion de la fuente pro-
teica se realiz6 después de analizar otras
caracteristicas deseadas en los medios de
produccién industrial, como son: la faci-
lidad de consecucion en la region, la ade-
cuada composicion quimica del medio y

el costo del material, entre otras (Okafor .

1987; Bernhard y Utz 1993).

Las semillas de algodén, bucaro, carbo-
nero y guandul se estudiaron como con-
tinuacion de un trabajo realizado anterior-
mente en la CIB, en el cual se utilizaron
semillas vegetales en su estado natural
como substratos para la produccién de B.
sphaericus (Bs), B.t. subsp. israelensis
(Bti) y Bt subsp. medellin (Btm) (Orduz
1993). Estos nutrientes mostraron ser de
poca aplicacién industrial, debido prin-

cipalmente a su dificil preparacién y, con
excepcion de la semilla de algoddn, a la

dificultad de obtenerlos en las cantidades

necesarias para la produccion a escala .

industrial.

El suero de leche y las tortas de carne y
de pescado son subproductos agroindus-
triales de facil consecucidn en el pais y
que han sido utilizados con éxito para la
produccién de Bt en diferentes paises
(Salama y Morris 1993; Burges 1982).
Como pardmetro de seleccién entre estos
nutrientes se tomo el factor econémico.
La comparacién del valor en el mercado
de estos subproductos favorecié a la tor-
ta de carne, $280 por kilogramo.

Como conclusion de esta primera parte
del estudio se decidié utilizar la torta de
carne como fuente de nitrégeno, la cual
se mezclo en diferentes proporciones con
melaza, como fuente de carbono, y CaCl,
en concentracién de 1g/1.

basado en la mezcla de melaza
y torta de carne

En cuanto al efecto de la composicién y
la cantidad total de nutrientes del medio
de cultivo sobre la produccién final de
esporas, como se observa en la Figura 1,
a mayor fraccién de carbono en el medio
de cuitivo menor fue el tiempo requerido
para el comienzo de la esporulacién, re-

Tabla 3. Anglisis estadistico de las condiciones del inéculo de produccién - Etapa del fermentador.
Parametro Absorbancia Concentracion de esporas
(esp/ml)
Valor medio 2 35 18,59x 103
Coeficiente de variacion (%] 66 720
N 3
" Coeficiente de variacion {C.V) = desviacién esténdar / valor medio
Comienzo de esporulacién (hr)
50 =
40
o - - - @ @
20 e e
19
0
0,00 0,25 0,50 075 100
Fraccién de carbono
A 25 g/l - g - - = 504l
""" 62 gll u 75 gl
Figura 1. Efecto de la fraccion de carbono sobre el tiempo requerido para el comienzo de la

esporulacion.

* sultado que estd acorde con el metabolis-
. mo propuesto para el proceso de esporu-
* lacién (Pearson y Ward 1988b).

" Al comportamiento mencionado se obser-
. va una excepcién por parte del medio de
" cultivo con torta de carne como tnico
. nutriente, Xc = 0. En este medio de culti-
" vo, la torta de carne utiliza para soportar
. el crecimiento del microorganismo, a di-
- ferencia de los demés medios donde lo es
. la melaza. Por esta razon, el consumo de
- fuente de nitrégeno en este medio es mas
Optimizacion del medio de cultivo .
- de esporulacidn, segun el metabolismo
. propuesto para el proceso de esporulacién .
- de Bt (Pearson y Ward 1988b).

" Por otro lado, se not6 un ligero aumento
- en la produccién de esporas en los me-
" dios de cultivo con mayor cantidad de
- melaza que de torta de carne (Tabla 4).
" Ademds, cuando la cantidad de nutrientes
. sobrepaso los 50 g/l se afectd, de manera

" importante, la produccién final de espo-
- ras (Tabla 4). De manera similar a lo re-
" gistrado en el presente trabajo, Gangurde
.y Shetna (1995) y Dharmsthiti et al.(1985)
" encontraron que luego de sobrepasar cier-
. to limite de concentracién total de
" nutrientes continua el aumento de produc-
. ci6én de biomasa, pero la produccion de
* esporas disminuye gradualmente.

- El efecto de la composicién y la cantidad
. total de nutrientes en el medio de cultivo
rapido y al agotarse comienza el proceso : sobrg 12 biowasy produsida s ohuerya

. también en la Tabla 4. En general, los
- medios que posefan una mayor fraccion
~ de carbono y los de mayor contenido de
- nutrientes, produjeron una mayor canti-
. dad de biomasa al final de la fermenta-
- cién. Sin embargo, al igual que Mummi-
" gati y Ranghuathan (1990), se encontrd
- una baja en la esporulacion en los me-
" dios de cultivo donde se logré una alta
- produccién de biomasa.
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Seleccion de medio de cultivo

En primer término se destacaron los me- -
dios de cultivo con baja produccién de
esporas, cantidad de nutrientes mayor a -
50 g/l de nutrientes, y los medios de cul- *
tivo con una mayor cantidad de torta de -
carne que de melaza, ya que producian
una menor cantidad de biomasa y demo- .
raron mds en comenzar el proceso de es-
porulacion. Ademas se eliminaron los me- .
dios de cultivo con un solo nutriente, s6lo :
melaza o torta de carne, ya que los rendi- .
mientos en biomasa fueron mas bajos que °
en cualquiera de los medios de cultivo que :
tenian mezcla de nutrientes. De esta ma- -
nera quedaron dos medios de cultivo, los .
denominados 4 y 7, con una produccién -
de esporas bastante similar. Entre estos .
medios se escogio el dltimo por producir -
mds biomasa por litro, ademas de comen- :
zar mas rapidamente el proceso de espo- -

rulacion.

Condiciones de operacion
del fermentador

Optimizacion de la productividad
del medio de cultivo CIBM7 a
nivel del fermentador de un litro
de volumen de operacion

En cuanto al efecto de las variables de -
operacion sobre la concentracion final de :
esporas, de una manera general se obser- -
v6 un efecto positivo de la velocidad de .
agitacion y la velocidad de aireacion so- -
bre la cantidad final de esporas produci- .
das, y un efecto adverso del aumento de -

temperatura sobre la concentracion final .
- variables de operacion (temperatura, ve- -

de esporas.

El efecto positivo de la velocidad de ai-
de acuerdo con el metabolismo de Bt. El
vamente la tasa de transferencia de oxi-

rece el proceso de esporulacién. Los re-

sultados obtenidos concuerdan con los ya -

reportados por Foda et al. (1985) y Avig-
none-Rossa et al. (1992).

El efecto de las variables de operacién
sobre el tiempo necesario para el comien- -
zo de la esporulacion se observa en la -

Figura 2.

Tabla 4.

Produccién de esporas y biomasa en los

diferentes medios de cultivo estudiados.

Medio Concentracion final de esporas Biomasa(g/l)
(esp/ml)
] 60.44 107 17258
2 7766 102 36571
3 i 2,0104
4 236 19440
3 18,20 107 3,6581°
6 10,06 10° 4,4742
7 3011 108 2,3087
8 93,33 10° 3,9780
9 46,49 107 16549

"N = 5, coeficiente de variacién (CV) = 94,5%
" N=5, coeficiente de variacion [C.V) = 2,48

Tiempo comienzo esporulacién

24

Temperatura wi

K"x]

Baja

Figura 2.
proceso de esporulacién.

Condicién baja: 28°C, 0,76 vvm, 250 rpm
Condicién alta: 32°C, 1,52 vvm, 450 rpm

En la Figura 3 se observa el efecto de las

locidad de agitacion y velocidad de ai- °

. reacion) sobre la biomasa final produci- -
reacion y la velocidad de agitacion estan -

da por el medio de cultivo. La velocidad

. de agitacion es la variable de mayor efecto -
aumento de estas variables afecta positi- -

sobre la productividad del medio de cul- °

taron, de forma similar, un aumentoenla -

350 rpm.

Efecto de las variables de operacién sobre el tiempo necesario para el comienzo del

vvm = velocidad de aireacion [I/1/m)
rpm = Velocidad de agitacién {rpml

mediante la siguiente ecuacion, y cuyo
andlisis de varianza se muestra en la Ta-
bla 5.

Biomasa (g/l) =-100,61 + 0,064*T +
0,12*¥VVM + 0,29*RPM (Ecuacion 1)

" & ficientes de | acion propues-
. tivo. Avignone-Rossa et al. (1992) repor- - 0s coeticientes de fa ecuacion prop

geno, lo que se ha comprobado que favo- -

ta muestran que la produccién de biomasa

. produccion de biomasa al aumentar la 0 ke del medio de cultivo se ve afec-

velocidad de agitacion, manteniendo - . : :
: . . . - cualquiera de las variables de operacion.
. constantes la velocidad de aireaciény la .

: Icanzar un tope de = .. . .
, empeiatir, hasta alenzar in tp - cion, en primer lugar, y la velocidad de

© aireacion tuvieron una mayor influencia
El efecto de las diferentes variables de -
" operacién sobre la produccion de biomasa
. pudo ser modelado matemadticamente -

tada positivamente por un aumento en
De estas variables, la velocidad de agita-
sobre la productividad del medio de cul-

tivo. Las condiciones de operacién pti-
mas para la produccion de biomasa se-
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Biomasa (g/l]
42
38
3.4
30
26
22
18
450 |
350 152
rem '
114
250 07 vvm
® 32C ¢ [] 30¢C
Figura 3.  Efecto de las variables de operacién sobre la biomasa producida.
vvm = Velocidad de aireacién [I/l/m) rpm = Velocidad de agitacién {rpm)
Tabla 5. Andlisis de varianza de la Ecuacién 1.
Fuente de Sumatoria de G.L. Cuadrado  Calculado”
variacion cuadrados medio
Regresién 3,3139 3 1,1047 14,82
Error 0,6711 9 00746
{deficiencia de ajuste) 0,4406 5 0,088 1,53
lerror puro) 0,2305 4 00576
Total 3,9850 12

‘Con un nivel de significancia de 0,05: F39=3,8b, F., =626

rian entonces 32°C de temperatura, airca- = Conclusiones

ciénde 1,52 vvm y 450 rpm de agitacion. -

La toxicidad del producto obtenido, me- -
dida con respecto al estandar internacio-
nal, estuvo en el rango de 97.000 a -
2.320.000 Ul/mg, dependiendo de las |
condiciones de la fermentacién (Fig. 4), -
aunque esta medicion demostré tener una
alta variabilidad como puede observarse -

en el valor central de la Figura 4.

El ingrediente activo del producto comer- .
cial, del que se tomo la cepa utilizada, tie- -
ne una toxicidad de 500.000 Ul/mg. Da- |
das las condiciones del presente trabajo, -
la toxicidad del ingrediente activo obte- |
nido en las condiciones de maxima pro- -
duccién de biomasa y de maxima produc-
cion de toxicidad son bastante aceptables -
al compararse con las del producto co-

mercial.

Los resultados conseguidos con el
inoculo de produccién obtenido a par- -
tir de una solucion madre de esporas,
demostraron una alta estabilidad se- .
glin las mediciones de su densidad -
optica. La reproducibilidad de estos .
valores demuestra la eficacia de esta -
metodologia para asegurar que las :
condiciones iniciales en todas las fer-
mentaciones fueran similares, y por .
ende se recomienda su utilizacion para -
microorganismos que presenten espo- .

rulacion.

Cuando se utiliza como nutriente uni- -
co, la fuente de carbono permite una
mayor produccion de biomasa que la -
fuente de nitrégeno. Sin embargo,
cuando se mezclan ambos nutrientes -

se obtienen mayores rendimientos,
siendo lo 6ptimo la mezcla por partes
iguales.

Se encontré que los medios con ma-
yor cantidad de fuente de carbohidra-
tos que de proteina comienzan y ter-
minan el proceso de esporulacion mas
rapidamente, ademas de producir al-
tas concentraciones de biomasa y es-
poras. Por lo anterior, estos medios
son adecuados para la produccion de
Bt. No asi los medios con una rela-
cion alta de nitrégeno a carbono, en
los cuales se retarda la esporulacion.

De las variables de operacion estudia-
das, la velocidad de agitacién demos-
tré tener la mayor influencia sobre la
productividad del medio de cultivo.
Tanto la produccion de esporas como
la produccién de biomasa y la toxici-
dad de la misma estdn directamente
relacionadas con esta variable. Una
buena agitacién también demostréd
reducir el tiempo necesario parael co-
mienzo del proceso de esporulacion.

La medicion de la concentracion de
esporas no dié resultados confiables
durante todo el estudio. Sin embargo,
un andlisis cualitativo de sus resulta-
dos permite identificar otras caracte-
risticas importantes en los medios de
cultivo como son: el tiempo necesa-
rio para comenzar y finalizar el pro-
ceso de esporulacién y la identifica-
cion de posibles causas de una baja
toxicidad.

La biomasa producida en el medio de
cultivo desarrollado tuvo una toxici-
dad mucho mayor al estandar inter-
nacional. Esta toxicidad, aunque no
pudo determinarse estadisticamente,
parece estar influenciada por las con-
diciones de operacion.

El medio de cultivo desarrollado tie-
ne un rendimiento medio para la pro-
duccién de biomasa, 4,03 g/l, y espo-
ras, alrededor de 21,107 esp/ml. Ade-
mads, su bajo precio ($30/1) y la alta
toxicidad contra S. frugiperda que
posee la biomasa producida, del or-
den de 1.300.000 Ul/mg, hace que
este medio sea viable industrialmen-
te desde el punto de vista tecnologico
o de produccion.
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* KANG, B. C.; LEE, S. Y.; CHANG, H. N. 1992.

Enhanced spore production of Bacillus thurin-
giensis by fed-batch culture. Biotechnology
Letters (Reino Unido) v. 14 no. 8, p. 721-726.

: . 1993,

Toxicidad (Ul/mg)
e -
o e
2,5x10 \ | -
| |
20¢10° | Y |
|
15¢10° | il ~
\ | |
% |
5 1 !
10x10° | ] TI |
{
50x10° |
x \ - - |
0 - - |
450 . -1 -
350 - .
rpm . — %></ . 152
=
250 07 vvm
® nc 28°C 0 30C
Figura 4.  Efecto de las variables de operacion sobre la toxicidad de la biomasa producida.
vvm = Velocidad de aireacién (I//m) rpm = Velocidad de agitacién {rpm}
Agrcdecimientos * BURGES, H. D. 1982. Choice of inexpensive me-

Esta investigacion recibi6 el apoyo de la
Corporacién Regional Auténoma de Rio-
negro y E1 Rio Nare (Cornare) y de la Cor-
poracion para Investigaciones Biolégicas,
CIB.
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