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RESUMEN

Este trabajo se realizo con la finalidad de optimizar la produccion de cristales
paraesporales con actividad de controlador biologico a partir de cultivos de Bacillus
thuringiensis. Se optimiz6 la fuente de carbono en el caldo de cultivo en base de
glucosa, melaza, sacarosa y miel de maiz. También se vari6 las concentraciones de
inoculo inicial del microorganismo de 1x107, 1x10®, 1x10° UFC/mL. Los resultados
demostraron que la concentracion del indculo y la interaccion entre este parametro y el
tipo de fuente de carbono en el medio de cultivo no tuvieron efecto significativo sobre
la produccion de cristales paraesporales. Por el contrario el medio de cultivo
suplementado con melaza resulto en ser significativamente mas efectivo en la
produccion de cristales paraesporales (9,77 x 10 ° UFC/mL). Este medio de cultivo fue
utilizado para escalar el proceso productivo de 1 a 7 litros, el criterio de escalamiento
utilizado fue un coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno constante de 54 h™.
Se cuantifico la cinética de crecimiento del microorganismo por espectrofotometria y el
consumo de sustrato por la técnica del DNS, resultando los dos pardmetros semejantes
en los dos niveles de escalamiento. En conclusion, el medio de cultivo optimo para el
desarrollo de Bacillus thuringiensis fue aquel suplementado con melaza y el parametro
de mayor influencia en el escalamiento del proceso de fermentacion fue el coeficiente

volumétrico de transferencia de oxigeno.
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ABSTRACT

This research was performed in order to improve the production of Cry proteins
with biological control activity in base of Bacillus thuringiensis culture. It was
optimized the carbon source in culture medium in base of glucose, syrup, sucrose and
corn syrup. Also, the initial microorganism concentration in the inoculums was varied
from 1x10” to 1x10° UFC/mL. The results showed that there was not significant effect
on Cry proteins production, when the inoculum concentration or its interaction with the
carbon source in culture media was analyzed. On the contrary, the culture medium
supplemented with syrup showed a significant more efficient Cry proteins production.
(9,77 x 10 ° UFC/mL). This culture medium was used to scale the production process from
1 to 7liters. Scaling criterion used was a constant volumetric coefficient of oxygen
transfer to 54 h™'. The bacteria growth kinetics and substrate consumption were
evaluated by spectophotometry and DNS colorimetric technique respectively. Both,
bacteria growth kinetics and substrate consumptions were similar in two scale levels. In
conclusion, the better culture medium for Bacillus thuringiensis growth was that
supplemented with syrup and the more influence parameter for scale process was the

volumetric coefficient of oxygen transfer.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Formulacién del problema

En el sector agricola especialmente en la floricultura, uno de los principales
factores del deterioro ambiental es el uso de productos quimicos para el control de
plagas. Estos productos no son biodegradables, ni selectivos e incluso, algunas plagas
desarrollan resistencia a su administracion por lo que se ha comenzado a limitar su
empleo. Los productos desarrollados por la biotecnologia como los bioplaguicidas
obtenidos a partir de microorganismos son utilizados como agentes biocontroladores de
diferentes variedades de fitopatégenos. La biodegradabilidad y especificidad de estos
agentes los hacen inofensivos para otros organismos vivos, siendo esta una
caracteristica que proporciona ventajas que conllevan al incremento de su utilizacion en

remplazo de los insecticidas quimicos.

1.2. Justificacion del problema

Las pérdidas ocasionadas por acaros en los diferentes cultivos comerciales, en
especial los de rosas, representan del 10 al 30% de la produccion (Mercado, 2007). La
utilizacion de agroquimicos es el arma mas poderosa contra los acaros-plaga. La
mayoria de estos productos son compuestos organicos sintéticos similares a los
insecticidas. Entre los acaricidas utilizados en la actualidad se describen: Mavrik (Tau-
fluvalinato), Mitac (Amitraz), Nissorum (Hexythiazox), Pentac (Dienochlor) (Gallegos,
2006). Segun Lara (2008), el 80% de las ventas globales de estos productos se genera en
los paises desarrollados, el 20% restante corresponde por lo tanto a los paises en vias de
desarrollo. La utilizacion de estos compuestos quimicos ha originado un alto nivel de
contaminacion ambiental y laboral, lo que se manifiesta en enfermedades, destruccion

de flora, fauna y de los recursos naturales disponibles (Palacios, 2004).



En este contexto, el control biologico refiere a la utilizacion de
entomopatdgenos como una alternativa de menor impacto ecologico para el manejo de
acaros de importancia economica en la floricultura (Mercado, 2007). Entre los
entomopatdgenos mas destacados se encuentra el Bacillus thuringiensis, caracterizado
por la produccion de cristales paraesporales compuestos por proteinas con actividad
antilepiddptera, anticoleodptera y antidiptera; recientemente se han identificado cepas
con efectos controladores sobre fitopatdogenos del grupo de los nematodos, acaros entre

otros (Gomero y Tazza, 2002).

La introduccion reciente de productos bioldgicos para el control de plagas en
paises industrializados en el area de floricultura, ha generado un incremento en el
rendimiento de la produccion de flores, mejorando la calidad con un menor impacto

ambiental (Capote y Torres, 2004).

Muchos reportes de investigacion han cubierto diferentes aspectos relacionados
a Bacillus thuringiensis, tales como genética, metabolismo y produccion de toxinas; sin
embargo muy poco se ha enfocado a los procesos de fermentacion y desarrollo de

tecnologia para su produccion.

En vista que las investigaciones de procesos biotecnologicos de fermentacion y
produccion de Bacillus thuringiensis en cantidades industriales se han realizado en
paises como: Espafia, México, Argentina entre otros, el uso a escala comercial de esta
bacteria en el mercado ecuatoriano ha sido limitado, siendo asi un factor restrictivo para

que este producto no se encuentre a disposicion de los floricultores.

La alta demanda de esta bacteria entomopatdgena por parte de la empresa
HILSEA INVESTMENT LIMITED como una alternativa para el control plagas, en
especial acaros en sus cultivos; pone en consideracién la necesidad de establecer
investigaciones apoyadas en la Dbiotecnologia industrial, para determinar
experimentalmente las condiciones optimas de crecimiento de Bacillus thuringiensis en
Bioreactores a escala piloto logrando asi masificar la produccion y cubrir toda la

demanda del biocontrolador (Vélez y Aguirre, 2000).



Adicionalmente esta investigacion plantea una alternativa de reduccion de
costos de produccion al tiempo que implementa herramientas de proteccion ambiental,

precautelando la salud de los trabajadores de las areas de riesgo.

1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo General

Optimizar la concentracion inicial del indculo y medio de cultivo para la
produccion de un bioacaricida a partir de Bacillus thuringiensis en un Bioreactor

Discontinuo a escala piloto.

1.3.2. Objetivos especificos

e Establecer el medio de cultivo optimo para el desarrollo de Bacillus
thuringiensis a nivel de laboratorio.

e Determinar la concentracion del indculo para el crecimiento de Bacillus
thuringiensis.

e Realizar un escalamiento del proceso productivo del bioacaricida de uno a siete
litros.

e Determinar la cinética de crecimiento de Bacillus thuringiensis.

1.4. Marco Teorico

1.4.1. Control Biolégico

El control bioldgico se define como el uso de microorganismos capaces de
combatir efectos no deseados de plagas en los cultivos agricolas (Martinez, 2005). Se
considera entonces como una aplicacion natural, cuando se refiere a la accion de los
enemigos bioldgicos sin la intervencion del hombre; y es artificial o aplicado cuando, de

alguna manera, es afectado o manipulado por el hombre (Carrera, 2009).



Los agentes microbianos utilizados para el control bioldgico son organismos que
se encuentran en la naturaleza como: virus, bacterias, hongos, protozoos y nematodos

(Llagostera, 2009).

Actualmente se han descrito alrededor de 300 bacterias entomopatdgenas, la mas
importante desde el punto de vista comercial pertenece al género Bacillus. Cuatro
especies de este género han sido estudiadas como insecticidas microbianos: Bacillus
popilliae, Bacillus moritai, Bacillus sphaericus, Bacillus thuringiensis (Bt); este ultima
representa el entomopatéogeno de mayor produccion en el mundo, debido a su rapida
accion y a la posibilidad de producirlo in vitro en forma industrial. Las células
esporuladas y cristales de Bt pueden producirse con métodos convencionales
haciéndolas competitivas en costo con relacion a los insecticidas quimicos (Gallegos,

2003).

1.4.2. Historia de la aplicacion de Bacillus thuringiensis

El primer aislamiento de Bt se lo obtuvo de orugas enfermas del gusano de seda
(Bombix mori), en el afio de 1901 por el japonés Ishiwata. Posteriormente en 1915 el
aleman Berliner, aislé de la misma manera esta bacteria a partir de las larvas de la
palomilla de harina del mediterraneo (4nagastra kuehnilla), a la cual denomino Bacillus

thuringiensis por Thuringia regiéon Alemana (Ponce, 1995).

El primer producto comercial llamado Sporeine aparecio en 1938 y fue de origen
Francés, se lo comercializ6 por primera vez en Estados Unidos en el afio de 1957 con el
nombre de Thuricide. Desde entonces se ha desarrollado la produccion de forma masiva

en varios paises (Llagostera, 2007).

La serovariedad mas toxica fue descubierta en 1970 por Dulmage en Estados

Unidos a partir de larvas enfermas de lepidopteros, se la llamé Bt serovar kurstaki.

En 1977, dos entomoblogos israelies aislaron Bt serovar israeliensis a partir de
larvas del mosquito Culex sp, esto fue de gran importancia para la salud publica porque

controlaba los vectores de enfermedades tropicales como el dengue (Gutiérrez, 1993).



En los afios 80 se descubrieron cepas activas contra coledpteros como: Bt
serovar morrison, tenebrosis 'y, san diego. Sin embargo las serovariedades de
importancia industrial han sido morrison, kustaki e israeliensis. Hasta el momento se ha
descrito 83 serovariedades distintas segun su antigeno flagelar, en el intento de

encontrar nuevas toxinas con nuevas actividades biolodgica (Ponce, 1995).

1.4.3. Habitat

Muchas subespecies de Bt han sido aisladas de insectos muertos o moribundos,
pertenecientes a los 6rdenes Coleoptera, Lepidoptera y Diptera; pero también del suelo,
superficies foliares y otros habitats. Las esporas de esta bacteria pueden permanecer
latentes por afios, si estas encuentran un ambiente propicio como un medio de cultivo, la

espora generara células vegetativas (Palacios, 1993).

1.4.4. Morfologia

Bt es un bacteria Gram-positiva, aerdbica, esporogénica, que mide de 3 a 5 um
de largo por 1 a 1,2 pm de ancho, frecuentemente se encuentra en cadenas y presenta
flagelacion peritrica (Soberon y Bravo, 2008). Poseen la capacidad de fermentar
glucosa, fructosa, maltosa, ribosa, y de hidrolizar gelatina, almidon, glucogeno (Sauka y

Benintende, 2008).

En medios de cultivo convencionales las colonias se observan en forma circular
con bordes irregulares, perfil plano, color marfil claro, con aspecto harinoso y ceroso. El
diametro que alcanza en la placa depende de la densidad de colonias que posee (Figura

1.1) (Llagostera, 2007).



Figura 1.1 Vista macroscopica de Bacillus thuringiensis después de 24 horas de incubacion en Agar

Nutriente. Laboratorio de Diagndstico & Biopropagacion. Hilsea Inv: El Quinche-Ecuador. Mayo 2010

La principal caracteristica de la bacteria es que estd constituida por proteinas
denominadas d-endotoxina también conocidas como proteinas Cry (del inglés Crystal)
que se forman durante el proceso de esporulacion. La clasificacion taxonomica de Bt

segun Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology se observa en la tabla 1.1

Cuadro 1.1 Clasificacion taxonomica de Bacillus thuringiensis (Carrera, 2009)

Reino Eubacteria
Phylum Firmicutes

Clase Bacilli
Orden Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Especie thuringiensis

1.4.5. Metabolismo

Es una bacteria quimioheterdtrofa, oxida aerobicamente los carbohidratos
convirtiéndolos en acidos organicos. Esta especie bacteriana, durante su ciclo de vida,
presenta tres fases: la fase de crecimiento exponencial (vegetativo), fase de transicion y

fase de esporulacion (Lara, 2008).



1.4.5.1. Fase de crecimiento exponencial (tropofase)

En esta fase las bacterias se duplican por biparticion cada 30-90 minutos
dependiendo del medio de cultivo (Figura 1.2); utilizan para catabolizar sus
carbohidratos una ruta glucolitica llamada Embden-Meyerhoft-Parnas (EMP), la cual
representa el principal sistema de conversion de glucosa en metabolitos intermediarios

como: piruvato, acetato, polihidroxibutirato (PHB) (Gutiérrez, 1993).

o
-

Figura 1.2 Vista microscopica a 100X de Bacillus thuringiensis en fase exponencial a las 9 horas en
medio de cultivo a base de melaza. Laboratorio de Diagnostico & Biopropagacion. Hilsea Inv: El

Quinche Ecuador Julio 2010
1.4.5.2. Fase de transicion

Esta fase ocurre a la mitad de la fase exponencial o logaritmica; cuando la mitad
de los azicares han sido consumidos. Los metabolitos intemediarios (piruvato, acetato,
PHB) producidos en la fase exponencial son catabolizados via el ciclo tricarboxilico o

ciclo de Krebs modificado para producir energia y CO, (Ponce, 1995).

1.4.5.3. Fase de esporulacion (idiofase)

En la fase estacionaria ante el estrés de la bacteria por la falta de nutrientes en el
medio se da lugar a la fase de esporulacion que es un programa de diferenciacion de
bacteria a espora, ademas en esta fase comienza la formacion del cristal paraesporal,

(Soberon M. y Bravo A, 2008).
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Figura 1.3 Vista microscopica a 100X de Bacillus thuringiensis en estado estacionario a las 54 horas en
medio de cultivo a base de melaza. Laboratorio de Diagnostico & Biopropagacion. Hilsea Inv: El

Quinche-Ecuador. Julio 2010

1.4.6. Cristales paraesporales proteicos (6-endotoxina)

Es una toxina sintetizada en forma de protoxina durante el proceso de
esporulacion y es considerada de mucha importancia en microbiologia industrial; ya que
la actividad plaguicida de Bt se basa en esta toxina. La protoxina aparece como una
inclusion cristalina dentro del esporangio a la cual se la conoce también como: Cuerpo
paraesporal, Cristal de proteina o solamente cristal (Cry) (Figura 1.2) (Sauka y

Benintende, 2008).

Figura 1.4 Imagen de microscopia electronica de transmision de una cepa de Bacillus thuringiensis en

estado de esporangio. C: cristal paraesporal; E: espora. Barra, 0,5 mm (Sauka y Benintende, 2008).

El cristal paraesporal puede presentar varias morfologias: bipiramidal, cubicos,

cuadrados aplanados, esféricos y otras formas atipicas menos frecuentes. Existe una



correlacion bastante alta entre la forma del cristal y la actividad téxica (Cuadro 1.1)

(Marquez et al, 1999).

Cuadro 1.2 Asociaciones entre los principales tipos de cristales de Bacillus thuringiensis y su espectro de

actividad insecticida (Sauka y Benintende, 2008).

Tipo de cristal Grupo Toxicidad
Bipiramidal Cryl Lepidopteros
Cubico Cry2 Lepidopteros, Dipteros
Cuadrado aplanado Cry3 Coleopteros
Esférico Cry4A,Cry4B,Cry10,Cry11 Dipteros

También los cristales son toxicos para acaros y otros invertebrados como

nematodos, gusanos planos y protozoarios (Palacios, 1993).

Los cristales pueden ser degradados por accion de los microorganismos del suelo
y al igual que las esporas pueden ser inactivados por la accion de la luz ultravioleta,
ademas son termolabiles y solubles en soluciones alcalinas a pH de 10 a 11 (Llagostera,

2007).

1.4.6.1. Mecanismo de accion

La protoxina debe ser ingerida por el insecto susceptible, cuyo intestino posee un
pH alcalino superior a 9,5 lo cual es esencial para la disolucion de las protoxinas de
Bacillus thuringiensis, su activacion se da gracias a la proteolisis causada por las

enzimas digestivas del insecto (Fernandez y Larrea, 2002).

La especificidad de la 6-endotoxina a un tipo de insecto en particular implica la
presencia de receptores celulares especificos, la toxina se inserta de forma irreversible a
la membrana plasmatica de las células intestinales creando poros o lesiones que
conduce a una variacioén en la permeabilidad celular, alterando el transporte de iones
potasio destruyéndola, causando asi la disrupcion de la integridad del intestino y la
muerte del insecto en 24 a 48 horas posteriores a la ingesta (Figura 1.3) (Palacios,

2008).
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Fig. 1. Mechaniztmn of toxicity of Bt
Figura 1.5 Modo de accion de Bacillus thuringiensis (Palacios, 2008).

1.4.7. Condiciones de crecimiento

El crecimiento de Bt se lleva acabo normalmente a un rango de temperatura
entre 27°C y 33°C; sin embargo la produccion dptima de endotoxina ocurre a los 30°C; a
mas de 45°C se produce una disminucion en la produccion de los cristales, y por ende
en una baja actividad insecticida. A menos de 20°C se produce una disminucion en la

velocidad de crecimiento de la bacteria (Abarca et al., 1992).

El pH es un pardmetro importante y es necesario ajustar los medios de cultivo
para mantener este parametro en un valor mayor a 5.0. El crecimiento se favorece en un
pH entre 5.6 y 8.5 (Gutiérrez, 2005). El pH inicial debe estar entre 6.8 y 7.2, durante las
primeras 8 a 12 horas. Posteriormente el pH decrece a 5.8; dada la liberacion acetato
consecuencia del metabolismo de Bt. Cuando el acetato es consumido el pH se
incrementa lentamente. Al final del proceso en el medio de cultivo el pH oscila 7,5 y 8.0

(Fernandez y Larrea, 2002).
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1.4.8. Requerimientos Nutricionales

Es necesario formular un medio de cultivo apto para el crecimiento,
esporulacion y formacion de los cristales de Bt, pues de ello depende la calidad toxica
del cristal (Mercado, 2006). El medio de cultivo empleado debe contener: una fuente de
carbono que suministra la energia para los procesos anabolicos, una fuente de nitrogeno
de origen organico e inorganico, y sales minerales para el crecimiento, esporulacion y

sintesis de las endotoxinas (Escobar ef al., 2004).

Como fuentes de carbono se emplean: glucosa, fructosa, almidones y melazas; la
ausencia de carbohidratos metabolizables causa una defectuosa esporulacion y
formacion de la protoxina. En el caso de fuentes de nitrogeno se ha reportado que este
microorganismo requiere de aminoacidos esenciales y otras formas organicas de
nitrégeno las cuales pueden ser: harina de maiz, trigo, pescado y soya, extracto de

levadura y caseina. (Gutiérrez, 1993).

Los microelementos que deben utilizarse son: calcio, potasio, manganeso, hierro

y magnesio (Palacios, 1993).

En un proceso aerobico como en el caso de Bt el oxigeno es el sustrato clave y
debido a su baja solubilidad en soluciones acuosas, la transferencia continua de oxigeno
de la fase gas a liquido para mantener el metabolismo oxidativo de las células es

decisiva (Amicarelli, et al, 2008).

1.4.9. Escalamiento de bioprocesos

Es el proceso de conversion de un proceso productivo de pequena escala a escala
industrial (Figura 1.4). Las condiciones de produccion a pequeiia escala no son, por lo
general, extrapolables, debido a que la fluidodinamica del sistema, los procesos de
transporte y el comportamiento celular son diferentes (Fox y MacDonald, 2000). Por lo
tanto, el escalado depende de resultados experimentales de estudios de planta piloto y

laboratorio.
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Preindculo Indeculo Ferme_ntadur de 21 Fermentador de 14 L
Capacidad 1L Capacidad 7 L

Figura 1.6 Esquema del escalado a 7L del proceso de produccion de Bacillus thuringiensis. Hilsea Inv: El

Quinche —Ecuador. 2010

Por lo general, en el laboratorio se operan matraces aproximadamente de 500
mL o bioreactores pequefios, el objetivo de esta fase es estudiar mecanismos de control
y de mejorar las cepas de produccion. En la planta piloto (5-500L) se estudian efectos

de aireacion, temperatura y control de pH (Armas, 2006).

Dado que usualmente en los procesos aerdbicos desarrollados a gran escala, el
mayor problema es el suministro de oxigeno debido a su baja solubilidad en el agua
(8,26 mg/L a 25°C a 1 atm), uno de los criterios de escalamiento para bioprocesos
industriales es mantener constante el coeficiente volumétrico de transferencia de
oxigeno (KpA) que es transferido de las burbujas de gas a los microorganismos (Perry,
2001). Este parametro sirve para conocer la rapidez con la que se transfiere el oxigeno
del aire al liquido contenido en un bioreactor. Entre mayor sea el KA mejor es la

transferencia de oxigeno al medio liquido (Oller, 2008).
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1.4.10. Fermentacion Discontinua

Llamado también procesos en batch o lote, han sido empleados desde el siglo
pasado. La gran mayoria de fermentaciones a nivel industrial se llevan a cabo por esta

técnica

Es un sistema cerrado que, consiste en agregar al fermentador la solucion
esterilizada de nutrientes para ser inoculada con el microorganismo que se desarrollara
y producira el metabolito de interés, bajo sus condiciones Optimas. A lo largo del
proceso de fermentacion las sustancias afadidas son: el oxigeno (en el aire filtrado),
antiespumantes y acidos o bases para controlar el pH (Figura 1.5). Una vez terminado el
proceso se cosecha la totalidad del volumen del fermento para recuperar el producto. La
determinacion de los parametros cinéticos de un cultivo por lote tiene la finalidad de
conocer, predecir y controlar la fermentacion; ademas este cultivo en lote tiene la
particularidad de que todos los parametros cinéticos varian con el tiempo (Fajardo y

Sarmiento, 2007).

Agitation system
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Figura 1.7 Esquema de Fermentador o Bioreactor Discontinuo (Paulin, 2008)
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1.5. Hipétesis

La concentracion inicial del indculo y medio de cultivo Optimos permiten la
produccion del bioacaricida a partir de Bacillus thuringiensis en un Bioreactor

Discontinuo a escala piloto
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes

La parte experimental de la investigacion se llevo acabo en la Empresa floricola
HILSEA INVESTMENT LIMITED en la unidad de negocio Laboratorio de
Diagnostico & Biopropagacion, bajo la responsabilidad cientifica de la Doctora Maria

Laban.

2.2. Zona de Estudio

La unida de negocio Laboratorio de Diagnostico & Biopropagacion se encuentra
en la finca el Chivan la misma que esta ubicada en el sector de San Miguel de
Atalpamba, Parroquia el Quinche, Provincia de Pichincha a 00°06°00"" Sur, 76°16°00""

Oeste, 2416 msnm.

2.3. Periodo de tiempo de investigacién

Fecha de inicio: 2 de Noviembre del 2009

Fecha de finalizacion: 3 de Septiembre del 2010
2.4. Diseiio de las Fases de la Investigacion
2.4.1. Fase de Laboratorio

2.4.1.1. Reactivacion de la cepa

Para realizar esta investigacion se utilizd una cepa Bacillus thuringiensis de

origen Ruso cuyo nombre comercial es Bitoxibacillin (BN3).

Para su purificacion y activacion se peso 0,1g de BN3 y se diluy6 en 9,9 ml de

agua destilada estéril. Luego se hicieron 3 diluciones las mismas que fueron sembradas
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por la técnica de difusion en placa en agar nutriente (AN), incubandose a 30° por 24-72
horas. Se observo la morfologia de las colonias y se realizd una tincion Gram para
comprobar la presencia de esporas y cristales de Bt. Aquellas colonias puras cristaliferas
se seleccionaron y se sembraron en tubos de agar nutritivo inclinado incubandose bajo
las mismas condiciones para su crecimiento. Posteriormente se almacenaron a
temperatura ambiente, al momento de utilizarse se sembraron por estriado en cajas petri

con AN.
2.4.1.2. Seleccion de los medios de cultivo

La seleccion del medio de cultivo para la produccion de cristales y esporas de Bt
se baso en la revision bibliografica y se optd por el medio descrito por Dulmage (1970)
al cual se lo denomin6é medio 1 (medio control) compuesto de glucosa, extracto de
levadura, harina de soya y sales minerales. En base a este medio se formul6 tres medios
de cultivo sustituyendo solamente la fuente de carbono por sacarosa (medio 2), melaza

(medio 3), miel de maiz (medio 4).
2.4.1.3. Preparacion de la concentracion del inéculo

A partir de un cultivo de Bt puro en placa, se disolvié al microorganismo con
9mL de agua destilada estéril, obteniéndose asi una solucion madre de la cual se
derivaran las tres concentraciones de indculo: 1x10 7 UFC/mL; 1x10 ® UFC/mL; 1x10 °

UFC/mL, ver Anexo A.

2.4.1.4. Optimizacion de la concentracion inicial del inéculo y medio de cultivo

para la produccion de cristales de Bacillus thuringiensis

Se tomo el 1% (V/V) de las tres concentraciones de indculo para sembrarlos en
los 4 medios de cultivo para producir esporas y cristales, estos medios estaban
contenidos en matraces Erlenmeyer de 500 mL de capacidad con 250 mL de medio, se

mantuvieron una agitacion de 250 rpm a 30°C durante 96 horas (Palacios, 1993)

Se aplico un DF (Disefo factorial), compuesto de dos factores:
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Factor A: Medios de Cultivo

Medio de Cultivo 1 (M1): Glucosa
Medio de Cultivo 2 (M2): Sacarosa
Medio de Cultivo 3 (M3): Melaza

Medio de Cultivo 4 (M4): Miel de Maiz

Factor B: Concentracion del indculo

Concentracion del indculo 1 (C1): 1 x 10" UFC/ml
Concentracion del indculo 2 (C2): 1 x 10* UFC/ml
Concentracion del inoculo 3 (C3): 1 x 10° UFC/ml

Proporcionando de este modo un modelo de 4x3 niveles, el cual constara de

doce (12) tratamientos y (5) repeticiones (Tabla 3.1) (Com. pers. Romero, 2009).

Tabla 2.1 Datos del experimento factorial 3%3.

B: Concentracion del indculo (g bacteria/L de sustrato)

(5 repeticiones)

(5 repeticiones)

Cl C2 C3
A: M1 MI1C1 MI1C2 MI1C3
(5 repeticiones) (5 repeticiones) (5 repeticiones)
M2 M2C1 M2C2 M2C3
Medios de (5 repeticiones) (5 repeticiones) (5 repeticiones)
Cultivo M3 M3C1 M3C2 M3C3
(5 repeticiones) (5 repeticiones) (5 repeticiones)
M4 M4C1 M4C2 M4C3

(5 repeticiones)

En un disefio factorial con dos factores, el comportamiento de la respuesta Y

puede escribirse mediante el modelo de efectos dado por:

Vg™ h+ ﬂ-‘;'|'§f'|' [:ﬂ-‘f?}‘f - i
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Donde:

1 = media general

o; = efecto del nivel i-ésimo del factor A

B; = efecto del nivel j del factor B

(af);; = efecto de interaccion en la combinacion ij
g;x = error aleatorio

(Gutiérrez y De la Vara, 2008).

Para identificar diferencias estadisticas entre la concentraciéon del inoculo y
medio de cultivo, se utilizo el paquete SPSS version 15.0 (SPSS, 2006). Mediante este
software estadistico se pudo realizar las pruebas LSD, Tukey al 95% de confianza

(Com. Pers. Romero, 2009).

2.4.1.5. Evaluacion y conteo de cristales

Al culminar las 96 horas del proceso de fermentacion se realizé un frotis sobre

un porta objetos para realizar la tincion Gram (Anexo B).

Para evaluar el medio y la concentracion del indculo mas efectiva para producir
el ingrediente activo (cristales), se realizd el conteo directo en la camara de Petroft-

Hausser (Anexo C).

2.4.1.6. Produccion de Bacillus thuringiensis por fermentacion discontinua a escala
de 1 litro.

Una vez caracterizados los parametros optimos de crecimiento de Bt, se inoculd
una asada del microorganismo en el medio a base de melaza (medio 3) por 24 horas a
una temperatura de 30°C, siguiendo lo descrito por Palacios (1993), obteniéndose un
inéculo de concentracion 5x10° UFC/ml. Luego se vertio 10mL del indculo que
corresponde al 1% del volumen total a fermentar en 990mL del medio a base de melaza
(medio 3) (Ponce, 1995). Para llevar a cabo este experimento el fermentador constod de
matraces de 2 litros tapados con algodon, a los cuales se les afiadié oxigeno en forma de
aire a través de bombas homocinéticas (Power 500) con capacidad de 2 L/min la misma

que proporciond lvvm (volumen de aire por volumen de medio por minuto). Los
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matraces fueron colocados en planchas de calentamiento a 30 °C (Palacios, 1993). Se
realiz6 tres repeticiones para evaluar las variables de crecimiento bacteriano
(concentracion de biomasa, consumo de azucares reductores, pH, coeficiente
volumétrico de transferencia de oxigeno) las cuales seran explicadas a detalle en la fase

de planta piloto.

2.4.2 Fase a nivel de planta piloto

2.4.2.1 Produccion de Bacillus thuringiensis por fermentacién discontinua a escala

piloto (7 litros).

El fermentador o bioreactor constd de una olla de acero inoxidable (marca
Tramontina) cuyo espesor fue de 0,7mm, con 26cm de didmetro y 26cm de altura
(relacion altura diametro 1:1), con capacidad de 14 litros. Para mantener la temperatura
optima de produccion, se utilizd un termostato y para evitar pérdidas de calor, el
fermentador se recubrid con lana de vidrio. Se utilizd un compresor para suministrar la
aireacion requerida en el proceso. El aire tuvo que pasar por una unidad de

mantenimiento y filtro bacterioldgico para su esterilizacion, ver en Anexo J.

2.4.2.1.1 Preparacion del inéculo

Se tomaron varias asadas de Bt y se inocularon en matraces de 500ml de
capacidad los cuales contenian 200mL de medio 3 a pH=7,4 estos se mantuvieron a
250rpm durante 24 horas a 30°C. En el fermentador se colocd 7 litros del medio de
cultivo a base de melaza con un inoculo inicial de 70mL de Bt a una concentracion de

3.5x10'° UFC/mL.

En el Cuadro 3.1 se muestran las condiciones en las que se llevo a cabo la
fermentacion y se eligieron en base a los estudios realizados por Palacios, 1991 y Galan,

1993.
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Cuadro 3.1 Condiciones a nivel fermentador de 14 litros para la produccion de la delta endotoxina

(cristal) de Bacillus thuringiensis

Parametros Valores

Aireacion 1 VVM

pH 7.0-8.0
Temperatura 30°C

VVM: Volumen de aire por volumen de medio por minuto
°C: grados centigrados

Para saber cual es el flujo de aire que se debe suministrar al fermentador de 14

litros se uso la siguiente ecuacion (Acevedo et al, 2002):

Fﬁfi‘"i‘
Tl - =

En el Cuadro 3.1 seglin la bibliografia, el fermentador debe operar a 1vvm por lo
cual se empleo un flujo de aire de 14 L/min, por lo que se usé un compresor de 0.08HP

con flujo de aire regulable.

2.4.2.1.2 Determinacion de la cinética de crecimiento

Se realiz6 tres repeticiones y durante el transcurso de la fermentacion se tomaron
10mL de muestra en condiciones estériles cada 3 horas durante 72 horas para
determinar: concentracion de biomasa, consumo de glucosa, variacion de pH y el

coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno.

a) Determinacion de la concentracion de Biomasa

La biomasa se evaluo a través del espectofotdmetro posterior a la obtencion de una
curva de calibracion (Anexo D), asi se relaciond medidas directas de peso seco celular
con las medidas indirectas de densidad optica (Absorbancia a 650nm) (Fajardo y

Sarmiento, 2007).
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b) Evaluacion del consumo de glucosa

Para determinar el consumo de glucosa se utilizo el método del Acido 3,5
Dinitrosalicilico (DNS) que se basa en el uso del acido 3,5-Dinitrosalicilico para

provocar la oxidacion de los azucares, al mismo tiempo su propia reduccion.

CHO

HO o HO o COCH
—1+—OH — 1 OH

OH + HO—— OH , HO——
—1 o —> —1 OH

Q e o
R N o ) NH —H
1l

O O CH_OH O CH _OH

Acido 3,5- dinitrosalicilico Glucosa Acido 3-amino-5-nitrosalicilico Acido
glucénico

Figura 2.1 Reaccion del Acido 3,5-dinitrosalicilico con Glucosa (Fajardo y Sarmiento, 2007).

Un mol de azicar reacciona con un mol de acido 3,5 dinitrosalicilico, dando
lugar a una reaccion estequeométrica que permite conocer la cantidad de azucares
reductores presentes en la muestra. Estd reaccion ademas puede ser leida en el
espectofotometro ya que da lugar a una reaccion colorimétrica, el acido 3,5
dinitrosalicilico de color amarillo cambia al acido 3-amino,5-nitrosalicilico de color
pardo oscuro marrén, cuya densidad es directamente proporcional a la cantidad de

azucares reductores (Martinez, 2005).

Procedimiento para determinar el consumo de Glucosa:

Se filtr6 5SmL de cada muestra con filtros (Whatman con poro 1 pm) con técnica al
vacio. Se mezclo ImL de la muestra filtrada con un volumen igual de reactivo 3,5 DNS
en tubos de ensayos previamente forrados con papel aluminio. Cada muestra se sometio
a ebullicién por 5 minutos y se detuvo la reaccion enfriando los tubos con hielo.
Finalmente se agregaron a cada tubo 9mL de agua destilada y se realiz6 una lectura de
densidad optica a 546 nm posterior a la obtencion de una curva de calibracion (Anexo
E) (Fajardo y Sarmiento, 2007). El blanco utilizado consté de 1mL de agua destilada

con un volumen igual de reactivo 3,5 DNS.
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¢) Evaluacion de la variacion de pH.

Las medidas se realizaron mediante un pH metro marca (HACH), el cual fue

calibrado previamente con tampén pH 4 y pH 7.

d) Determinacion del Oxigeno disuelto

Se determind el oxigeno disuelto vs tiempo con un medidor de oxigeno disuelto
marca Accument Excel, XL 40, (Fisher Scientific) previamente calibrado (Anexo F),
con el proposito de determinar el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno

por el método dinamico propuesto por Taguchi y Humphrey (1966).

e¢) Método dinamico

El método dinamico para la determinacion del KL A y el consumo de oxigeno en un
biorreactor fue propuesto por Taguchi y Humphrey (1966). Este método consta de dos
etapas: 1) se obtiene el valor del consumo de oxigeno debido al microorganismo,
mediante la anulacion del aporte de oxigeno al cultivo; 2) se reanuda la aireacion, aqui
se observa un aumento de la concentracion de oxigeno con el tiempo. Es importante que
la concentracion de oxigeno permanezca siempre por encima de Cgir (5-10% del
oxigeno disuelto en el medio de cultivo). En la figura 1.6 se observa el perfil de oxigeno
disuelto durante un ensayo, obtenido a partir de una sonda de oxigeno (Taguchi y

Humphrey, 1966).

a

Consumo . —
/ Absorcion

¥o— C > C critica

Concentracion de oxigeno disuelto

Tiempo

Figura 2.2 Perfil de la concentracion de oxigeno disuelto en el reactor biologico durante la aplicacion del

método dinamico (Oller, 2008).
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En un sistema gas-liquido, el balance de oxigeno durante la transferencia desde una
burbuja de aire hacia el medio de cultivo y el consumo por célula, se expresa seglin la

siguiente ecuacion:

dﬂﬁ 0l
—= = AT =) = xqg
Donde:
o
et Acumulacion de oxigeno en la fase liquida
K EA'EQH - ¢ Velocidad de transferencia de oxigeno del gas al liquido
Gag Consumo especifico de oxigeno

La formulacién clasica del método dinamico para la determinacion del Ky A se
basa en un ciclo compuesto de dos etapas: en la primera, la aireacion se detiene con lo

que la velocidad de transferencia de oxigeno pasa a ser cero (KL A(C -Cy) = 0)

4%
& T

€, = (=)t

La ecuacioén anterior indica que —xqo, puede obtenerse como la pendiente de la

grafica Cy, frente al tiempo.

En la segunda etapa la aireacion se reanuda y el oxigeno se absorbe en la fase

liquida. La velocidad de transferencia de oxigeno esta dada por:

€} -
—r = HAlCT— )
Al integrar la ecuacion anterior obtenemos:

i-'ﬁr[‘:'i' - Ei:) = —Kiﬂ.{'

De esta manera K A puede ser obtenido de la pendiente de la grafica de ln(C*—

CL) frente al tiempo
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CAPITULO III

RESULTADOS

3.1 Fase de Laboratorio

3.1.1 Reactivacion de la cepa

En la observacion microscopica la cepa de Bacillus thuringiensis presentod
células de forma bacilar, Gram positivas, cristal en forma Bipiramidal y espora ovalada

en posicion terminal (Figura 1.1).

’ . c' ' - h L
“sporas .| w» L
. P -
R .
. ’ r . '
[ L} -~ 3
e 4 ® ' 4 # Bacilos
. s Ny A « Gram (+)
- 4 2
- " ’
. 0’ »- -
* .
S ‘
'. S Cristales
. s 8 ']
“ -

Figura 3.1 Vista microscopica en tincion Gram de Bacillus thuringiensis. Laboratorio de

Diagnostico & Biopropagacion. Hilsea Inv: El Quinche Ecuador Mayo 2010

En su morfologia macroscopica se observd colonias de forma irregular,
elevacion plana con borde lobulado con filamentos, color crema y aspecto harinoso

(Figura 1.2).
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Figura 3.2 Vista macroscopica de las colonias de Bacillus thuringiensis. Laboratorio de

Diagnostico & Biopropagacion. Hilsea Inv: El Quinche Ecuador Mayo 2010

3.1.2 Optimizacion de la concentracion inicial del in6culo y medio de cultivo.

La concentracion del inoculo resultd ser no significativa (p > 0,05); es decir

que esta no influyo en la concentracion promedio de cristales de Bacillus thuringiensis.

En la Figura 3.3 se observa que la interaccion de la concentracion del indculo y
los medios de cultivo (M1 = Glucosa; M2 = Sacarosa; M4 = Miel de maiz) no son
significativos (p > 0,05); es decir esta interaccion no influyd en la concentracion
promedio de cristales de Bacillus thuringiensis. Sin embargo el medio de cultivo a base
de melaza (M 3) tuvo un ligero incremento en la concentracion de cristales en cuanto a

la interaccion con el indculo inicial de 1 x 108 UFC/ml.
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Medias marginales estimadas de Concentracién de cristales, en UFCimL

~Concentracidn del
® indculo, en UFC/mL
—— 10000000
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1 4E10-

1,2E104

1,0E10—

8,0E9—

5, 0E9+

4 0E9—

Medias marginales estimadas

2,0E9—

0,0E0

1 2 3 4
Medio de cultivo

Figura 3.3 Interaccion de la concentracion del indculo y medio de cultivo (Medio 1= Glucosa;
Medio 2 = Sacarosa; Medio3 = Melaza; Medio 4 = Miel de Maiz) para la produccion de de cristales

(UFC/ml) a escala de 200 ml. Quito, Pichincha, 2010.

Por otro lado, cuando se analizaron las diferencias de la concentracién de
cristales producidos en base a las diferencias del medio de cultivo utilizado, estas fueron
estadisticamente significativas (p < 0,05) concluyendo que al menos un medio de
cultivo influye en la concentracion de los cristales de Bacillus thuringiensis obtenidos al

final del proceso (Anexo G).

Para saber cual de los medios cultivos produce mayor concentracion de cristales
se comparo los promedios obtenidos de la concentracion de cristales con cada medio de
cultivo mediante la prueba de Tuckey (Tabla 3.2) observandose que la mejor fuente de
carbono es la mezcla con melaza que genera una mayor concentracion de cristales y que

la fuente que genera menor concentracion de cristales es el medio a base de sacarosa.
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Tabla 3.2 Prueba de Tukey de los cuatro medios de cultivo para la produccion de cristales de Bacillus

thuringiensis. Quito, Pichincha, 2010.

. . Concentracién de
Medios de Cultivo cristales (UFC/ml)
Glucosa 6,56 x 10 °
Sacarosa 2,12x107
Melaza 9,77 x10°
Miel de maiz 2,18 x10°

3.1.3 Produccién de Bacillus thuringiensis por fermentacion discontinua a escala de

1 litro y 7 litros.

3.1.3.1 Determinacion de los parametros de cultivo

Durante el tiempo de operacion de las fermentaciones en lote, se monitore6 la

concentracion de biomasa vs tiempo Anexo H (Figura 3.4 y Figura 3.5).

El tiempo de fermentacion de Bacillus thuringiensis es de 72 horas y presenta

una fase de latencia de 0 a 6 horas en escala de 1 litro y 0 a 3 horas a escala de 7 litros.

Los datos de la fase exponencial permitieron determinar los parametros cinéticos
a partir de las Figuras (3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11) indicadas en el Anexo H. Con lo
cual se obtuvo un resumen comparativo de todos los parametros cinéticos de Bacillus

thuringiensises a escala de litro y 7 litros ver Tabla 3.3.
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Tabla 3.3 Parametros de la cinética de la fase exponencial del crecimiento de Bacillus thuringiensis en

medio con melaza a escala de 1 litro y 7 litros. Quito, Pichincha, Ecuador 2010.

Parametros  Descripcion Escala 1 litro Escala 7 litros

Velocidad | 4
n especifica de 0.132h 0.175 h

crecimiento

Td Tiempo de 525h 4 h
duplicacion

Tiempo de
T duracion de la
fase exponencial

15h 15 h

N Nﬁmerp de 3 3.75
generaciones

Velocidad 4 r
M onax crecimiento 0.177 h 0.228 h

maximo

K Constantp de 0.63 g/L 0.59 g/L
Saturacion

Rendimiento 0.051 g células/ g
Yxs celular en base

del sustrato

0.028 g células/ g
sustrato sustrato

3.1.3.2 Determinacion del pH del proceso productivo de Bacillus thuringiensis a

escala de 1 litro y siete litros.

En la Figura 3.12 (Anexo H) se observa que se inicia con un pH de 7,45 y a las
15 horas de fermentacion se obtuvo el mayor crecimiento, el medio se acidifico hasta
llegar a un pH de 5,04; a partir de las 18 horas de fermentacion se empez6 a alcalinizar

el medio hasta llegar a un pH de 7,74 culminando el proceso de produccion.

En la Figura 3.13 (Anexo H) se observa que se inicia con un pH de 7,45 y a las
12 horas de fermentacion se obtuvo el mayor crecimiento, el medio se acidifico hasta
llegar a un pH de 5,5; a partir de las 15 horas de fermentacion se empezo a alcalinizar el

medio hasta llegar a un pH de 8.4 con lo que se finaliz6 el proceso de produccion
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3.1.3.3 Determinacion del coeficiente de transferencia de masa volumétrica a escala

de 1 litro y 7 litros.

Mediante la relacion concentracion de oxigeno disuelto y tiempo, se realizo el
método dinamico que permitié obtener el valor de Ki A ver Anexo H (Figura 3.14 y

Figura 3.15).

La pendiente de la linca AB nos proporciond la velocidad de consumo de
oxigeno por unidad de volumen de caldo (Q,) como lo indica la Figura 3.16 y Figura
3.17 (Anexo H) y el aumento de la concentracion de oxigeno disuelto en el periodo BC
nos permiti6é obtener el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (KrA) ver

Anexo H (Figura 3.18 y Figura 3.19).

A partir de las Figuras anteriormente mencionadas se realizd una tabla
comparativa de velocidad de consumo de oxigeno, velocidad especifica de consumo de

oxigeno y coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno, ver Tabla 3.4

Tabla 3.4 Parametros de Oxigeno de Bacillus thuringiensis en medio con melaza a escala de 1

litro y 7 litros. Quito, Pichincha, Ecuador 2010.

Velocidad de L L
Q consumo de 0,054 gde OoL" b’ 0,054 gde O,L™ h’

oxigeno

es‘l’)zlggf;‘ée 0.022 g de O, g de 0.019 g de O, g de
qo

consumo de células ' h! células ' h!
oxigeno

Coeficiente
KA volumétrico de 54 1! 54 h!
transferencia de
oxigeno
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CAPITULO 1V

DISCUSION

Uno de los aspectos mas relevantes para la produccion de Bacillus thuringiensis
es la conservacion de cepas que es una herramienta esencial en biotecnologia industrial,
ya que de estas depende el éxito del proceso y del producto final (Paulin, 2008); las
cepas se conservaron en agar nutriente, se evitdo subcultivos continuos porque se puede
perder la virulencia y podrian aparecer poblaciones acristaliferas, como lo sefala
Fernandez y Larrea (2002). La cepa utilizada para obtener los indculos para la
fermentacion a escala de laboratorio y planta piloto, debe ser pura, presentar alta

cantidad de cristales y esporas tal como se observoé en la Figura 3.1.

La composicion del medio de cultivo es muy importante para la produccion de
cristales y esporas de Bt; en base a un medio propuesto por Dulmage (1970); se
reemplazo Unicamente la glucosa por otras fuentes de carbono: sacarosa, melaza y miel
de maiz, que son materias primas de bajo costo; como fuente de nitrogeno: extracto de
levadura y harina de soya que contiene alrededor del 40 % de proteina como lo indico
Galan (1993); y sales minerales que son necesarias en el medio de fermentacion para la
produccion del cristal paraesporal. Los resultados demuestran que la melaza resulta ser
un sustrato con el cual se genera una mayor produccion de cristales paraesporales (9.7 X
10° UFC/ml), segin Ponce (1995) Bt tiene una marcada preferencia por las hexosas
(melaza), que a mas de ser una fuente de carbono también posee amioacidos y
vitaminas; que sirven como fuente de energia para la maduracion de la espora y cristal.
El medio con sacarosa (aziicar) obtuvo la menor concentracion de cristales (2.13 x 107
UFC/ml), debido a que la sacarosa es menos asimilable que las hexosas por ser un
disacarido; de esta manera se corrobord con Palacios (1993) quien afirma que la
ausencia de una fuente adecuada de carbono para Bt, causa una disminuciéon en la
produccion de esporas y cristales. En la Figura 3.3 se puede apreciar que el medio con
melaza a las concentraciones de indculo (1x107, 1x10%, 1x10%) supera la concentracion

de cristales del medio con glucosa, sacarosa y miel de maiz.
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Al inocular los medios de cultivo con las diferentes concentraciones de indculo
(1x107, 1x10°%, 1x10° UFC/ml) se pudo visualizar que no existe diferencia significativa

(Tabla 3.1).

Por los resultados obtenidos se escogio el medio compuesto por melaza para el
escalamiento del proceso de produccion de cristales paraesporales de Bt; los
parametros de produccidon para este microorganismo fueron tomados de estudios
realizados por (Pescoran y Robles, 2004), quienes proponen que la temperatura y pH
optima es de 30 °C y 7.4; la aireacion fue de 1vvm para la produccion del ingrediente
activo (cristales) (Palacios, 1993); por lo tanto a escala de un litro se inyecto un flujo de

aire de 2 L/min y a planta piloto se inyecto un flujo de 14 L/min.

Con las condiciones de fermentacién propuestas anteriormente y con los datos
experimentales obtenidos se graficd la cinética de crecimiento a escala de 1 litro y a
escala de 7 litros, ver Anexo H (Figura 3.4 y Figura 3.5); se puede observar que en las
dos escalas el tiempo de duracion de la fermentacion fue de 72 horas tal como lo
demostré en sus investigaciones Marquez, Fernandez y Almaguel (1999). En la Figura
3.4 se observd que existe una fase de latencia de 0 a 6 horas tiempo en el cual los
microorganismos se adaptan a las condiciones del medio; la fase exponencial o
logaritmica de 9 a 24 horas periodo de mayor actividad de las células ya que estas
empiezan a dividirse, por esta razon existe el mayor consumo de sustrato; en la fase
estacionaria de 27 a 72 horas se da lugar a la esporulacion debido al estrés de la bacteria
ante la falta de nutrientes (Soberén M. y Bravo A, 2008). En la curva de crecimiento a
escala de 7 litros (Figura 3.5) la fase de latencia fue de 0 a 3 horas; la fase exponencial o
logaritmica de 6 a 21 horas y la fase estacionaria de 24 a72 horas. Con los resultados de
este apartado fue posible comparar la cinética de crecimiento celular en las dos escalas,
demostrandose una variacion minima, debido a que en las dos escalas se dio las mismas
condiciones de crecimiento (temperatura y pH) y extrapolacion adecuada del flujo de

aire.
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La velocidad especifica de crecimiento celular (ntimero de células por unidad de
tiempo) en la escala de siete litros fue de 0.175 h™' present6 un ligero incremento con
respecto a la escala de 1 litro 0.135 h™', estudios de Fernandez y Nifiez (2003) indican
que la velocidad especifica de crecimiento a mas de depender del tipo de sustrato,
también depende de las condiciones de crecimiento como: aireacion, temperatura; este
ligero incremento posiblemente se deba a que en el fermentador de 14 litros las
condiciones de crecimiento se encuentran mejor controladas que en el fermentador de 2

litros; resultados similares lo report6 Palacios (1993).

Otro de los parametros que se determind a en las dos escalas fue el tiempo de
duplicacion celular o tiempo requerido para duplicar una poblacion de células y el
numero de generaciones, mediante la Tabla 3.3 se visualizd que sus valores variaron
muy poco, lo cual indica que siguen una cinética de crecimiento semejante; esto es de

esperarse ya que se realizo un escalamiento apropiado (Ponce, 1995).

En cuanto velocidad especifica maxima de crecimiento y la constante de
saturacion (Tabla 3.3); se observd que la velocidad especifica de crecimiento y el valor
de velocidad especifica maxima de crecimiento son parecidos, Doran (1998) explica
que estos resultados ocurren en la mayoria de cultivos discontinuos siempre que el

sustrato inicial se mayor a la constante de saturacion.

El valor obtenido a nivel de planta piloto del rendimiento celular en base del
sustrato (Yxs) fue de 0.051 gramos de biomasa/ gramos de sustrato (Tabla 3.3),
comparando con el valor a escala de 1 litro se observo un ligero incremento, esto se
atribuye a que al tener mejor control de las condiciones de proceso puede mejorar el

rendimiento. Estos datos coincidieron con los reportados con Ponce (1995).

El pH en el proceso productivo de Bt en las dos escalas, ver Anexo H (Figura
3.12 y 3.13) se acidifico durante las primeras 15 horas y a partir de las 18 horas el

medio de fermentacion empez6 a alcalinizarse. Pescoran y Robles (2004), manifiestan
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que la disminucion del pH durante la fermentacion es debido a que Bt en la fase
exponencial produce acidos como: acido lactico, acetato y piruvato al catabolizar la
glucosa; el incremento del pH se da por que a la mitad de la fase exponencial cuando la
mitad de los azucares son consumidos, los acidos producidos son catabolizados via el

ciclo tricarboxilico para producir energia y CO,.

Pescoran y Robles (2004) reportaron que la temperatura optima de crecimiento
de Bt es 30 °C, por lo que en el proceso productivo esta se mantuvo constante
comprobando su valor con un termometro, para mantener esta temperatura en el
fermentador se utiliz6 un termostato que controlaba la temperatura y lana de vidrio

como recubrimiento térmico para evitar la pérdida de calor.

El requerimiento de oxigeno para el crecimiento de Bt fue de 0,054 g de O, L™
h' (Tabla 3.4). Este resultado es similar al observado con los estudios de Ponce (1995)
que obtuvo 0.044 g de O, L™ h™'. Sin embrago Palacios (1993), explica que los valores
reportados de requerimiento de oxigeno son relativamente bajos considerando que se
trata de un proceso de fermentacion aerobia. Probablemente esto se deba a que Bt es
una bacteria que requiere baja demanda de oxigeno para su desarrollo. La velocidad
especifica de la utilizacion de oxigeno fue de 0.022 gramos de Oxigeno por gramos de
células por hora; es de esperarse que si la bacteria requiere poco oxigeno para
desarrollarse el consumo de este también deba ser bajo; resultados similares obtuvo

Torres y Quintero (2008).

Para lograr una produccion similar de cristales de Bt a nivel de laboratorio y
planta piloto se realizé un escalamiento manteniendo constante la velocidad volumétrica
de transferencia de oxigeno (KpA), tal como se lo demuestra en la Tabla 3.4; seglin lo
manifestado por Oller (2008), este criterio de cambio de escala es necesario debido a
que la transferencia de oxigeno en un bioreactor es frecuentemente un factor limitante
del crecimiento dada la baja solubilidad de oxigeno en el medio de fermentacion, la

correcta determinacion del Ki A es un paso crucial para prevenir posibles problemas de
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limitacion del crecimiento. El valor de K; A evaluado en este estudio fue muy parecido

al reportado por Ponce (1995).

Por lo explicado en este apartado resulta ser que Bacillus thuringiensis es un
microorganismo dependiente de las condiciones de operacion (temperatura, pH,
aireacion) y de la formulacioén del medio de cultivo para elaborar un producto con cierto

nivel de toxicidad.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se aislo y purifico la cepa de B. thuringiensis comprobando
microscopicamente su morfologia (bacilos Gram (+)) capaces de formar

cristales paraesporales durante su proceso de esporulacion.

El medio de cultivd que proporcion6 la mayor cantidad de cristales de B.
thuringiensis a nivel de laboratorio es el medio a base de melaza (9.7 x 10°

UFC/ml)

El medio de cultivd que aportd la menor cantidad de cristales de B.
thuringiensis a nivel de laboratorio es el medio a base de sacarosa (2.13 x

10" UFC/ml)

Se comprobd que las concentraciones de indculo no intervienen en la

concentracion de cristales.

La interaccion concentracion de indculo y medios de cultivo no influencid en

la concentracion de cristales.

El valor de KL A se mantuvo constante en la escala de laboratorio (1 litro) y

escala piloto (7 litros).

El comportamiento de la bacteria en cuanto a las cinéticas de crecimiento a
escala de 1 litro y 7 litros fueron muy similares y se ajustaron a lo descrito

en la literatura.
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e La velocidad especifica de crecimiento y la velocidad méxima de
crecimiento en las dos escalas fueron semejantes en los dos niveles de

escalamiento.

e La afinidad del microorganismo por el sustrato en este caso la melaza fue de

0,63 g/L a 1 litro de produccion y 0.59 g/L a 7 litros de produccion.

e El rendimiento celular en base del sustrato (Yxs) fue de 0.051 g de biomasa/
g de sustrato a escala de 7 litros, comparando con el valor a escala de 1 litro

se observo un ligero incremento.

e El pH durante las primeras horas de fermentacion se acidificé y luego
empez6 a alcalinizarse hasta culminar la fermentacion, esto es un buen
indicativo para comprobar que B. thuringiensis se desarrolla de una manera

apropiada.

e B. thuringiensis mostré una demanda de oxigeno de 0,054 g de O,L"' h'y
una velocidad especifica de consumo de oxigeno de 0,022 gramos de O, por
gramos de células por hora, las cuales son bajas y atractivas, desde el punto

de vista industrial.

e La concentracion final de cristales paraesporales obtenida fue de 5.789 x 10
" UFC/ml (2,43 g/L), a escala de 1 litro después de 72 horas de

fermentacion a 30 °C.

e La concentracion final de cristales paraesporales obtenida fue de 7,1 x 10 1
UFC/ml (3,01 g/L), en un bioreactor de 14 litros después de 72 horas de

fermentacion a 30 °C.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

Es conveniente que el medio de cultivo para la produccion de B. thuringiensis
sea de bajo costo sobre todo cuando se va a realzar una produccién a nivel

industrial.

Debido a que la concentracion del indculo no interfiere en la concentracion
cristales y esporas de B. thuringiensis, es recomendable usar la concentracion

mas baja para el proceso de produccion.

La aireacion suministrada al Bioreactor debe ser estéril para lo cual se
recomienda que pase por una unidad de mantenimiento para retener el agua del
aire y luego por un filtro de tal manera que retenga las impurezas que esta puede

tener.

Para usar un buen material para el escalamiento se debe tomar en cuenta que este

no perjudique el crecimiento de los microorganismos.

Hasta la fecha es muy poco lo que es ha publicado sobre el tratamiento del
fermento de Bacillus thuringiensis, por lo que es necesario ahondar en la
investigacion con relacion al traspaso del caldo de feremento después de

finalizar el proceso productivo.

Sin embargo los datos obtenidos en esta investigacion serian utiles para el disefio
de un Bioreactor o para la operacion del mismo en el caso de que ya se disponga

de uno.
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Anexo A

Preparacion de las concentraciones del indculo.

A partir de la solucién madre cuya concentraciéon fue 4,3x10°UFC/ml se uso la

siguiente formula para establecer las concentraciones del inoculo:

G_‘[VJ = GEVE

_ (1 % W UFC/mt) ( 3Emb)
4% x 10°UFC/ml

¥y

¥, = Q00581 mi

De la solucion madre se extrajo 0,00581 ml y se vacio en un tubo con agua
destilada estéril que contenia 2,4942 ml, para de esta manera tener una solucion.

1x10"UFC/ml

Las concentraciones de inoculo de 1x10°UFC/ml, 1x10°UFC/ml se procedieron

a obtener de la forma anteriormente expuesta.
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Anexo B

Tincion Gram

Preparar una extension de bacteria y fijar suavemente al calor

Aplicar unas gotas de violeta de genciana y bicarbonato de calcio por 25
segundos.

Dejar caer la solucién anterior para colocar lugol por 25 segundos.

Lavar con agua destila y decolarar con alcohol cetona dejar por 25 segundos.
Lavar con agua destilada y aplicar una solucion contraste en este caso la
Safranina durante 25 segundos.

Aclarar con agua destilada y secar cuidadosamente con papel y luego

suavemente con calor. (Baker y Breach, 1990)

Tincion de esporas (Wirtz-Conklin)

Preparar los frotis bacterianos indicados.

Tefiir con verde malaquita. Con unas pinzas de madera colocar la muestra
encima de la llama del mechero de forma que el colorante humee durante 5
minutos.

Lavar con abundante agua el exceso de colorante.

Teifiir con safranina 1 minutos

Lavar con abundante agua el exceso de colorante.

Secar la preparacion.

Observar la preparacion al microscopio.
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Anexo C

Conteo directo en la camara de Petroff-Hausser.

En este método la suspension de la muestra se coloca en la cavidad cuadriculada

de dimensiones conocidas de la cdmara, y se tapa con el cubre objetos:

Para obtener el nimero de bacterias por mililitro de suspension, todo lo que se
requiere es contar el nimero de microorganismos en las cuadriculas. Como minimo se
cuenta 10 campos es decir 10 cuadriculas; las cuales deben estar en un rango de 8 a 80
células por cuadro.

Formula:

& Colular /ml = (Dilucidn) X (células por cuadrea] ¥ (Facter del cuadra)
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Anexo D

Curva de calibracién para medir la Biomasa

La cepa se cultivo en un matraz en el medio tres durante 72 horas, luego se tomo
Iml de extracto y se diluyo en 9ml de agua destilada estéril, se hicieron 9 diluciones y el
recuento se llevo a cabo por la técnica de difusion en placa incubandose a 28 °C por 24

horas. De esta manera se puedo hacer una relacion de las UFC/ml con el peso seco

celular

Se hizo una relaciéon de las UFC/ml con el Peso Seco (g/L) y se obtuvo el

siguiente cuadro.

Peso Seco (g/L) Absorbancia (650nm)
1,27 0,390
2,54 0,754
3,82 1,048
5,09 1.361

1,6
1,4
1,2

1
0,8
0.6
0,4

Absorbancia (650nm)

0,2
0

Curva de Calibracion de la Biomasa

y=0,251x+ 0,087

; &
R‘=0,997
///

S

2 4
PesoSeco (g/L)
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Anexo E

Curva de calibracion para la cuantificacion de glucosa

Preparacion del reactivo

Reactivos Cantidad

Acido 3,4 Dinitrosalicilico |1g

Tartrato de sodio y potasio  |43,8 g
Hidroxido de sodio 1,6 g
Agua destilada 100 ml

En un matraz de 250 ml con 10ml de agua destilada disolver el Hidroxido de
sodio, luego adicionar lentamente el tartrato de sodio y potasio hasta que se disuelva por
completo. Recubrir el matraz con papel aluminio y agregar lentamente el DNS.

Completar con agua destilada hasta 100 ml (Echeverria, 2007).

Preparacion de la solucion stock de Glucosa

Pesar 4 g de D-Glucosa y disolver en 500ml utilizando un balén volumétrico de
1000ml. Homogenizar y aforar hasta 1000ml. De esta manera se obtiene una solucion
madre de 4g/L (0,4%). A partir de esta solucion se obtiene concentraciones conocidas
(0,25;0,5; 1;2; 4 g/L)

Elaboracion de la curva de calibracion
Verter Iml de cada solucion de glucosa en tubos de ensayo cubiertos con papel
aluminio y colocar 1ml de DNS. Llevar a ebullicion por 5 minutos y posteriormente

frenar la reaccion con hielo. Agregar 9ml de agua destilada y leer a absorbancia de 546

nm. Se usara como blanco 10ml de agua destilada.
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Glucosa (g/L) Absorbancia (546nm)
0,25 0,099
0,5 0,163
1 0,298
2 0,527
4 0,843

Curvade calibraciéon de cuantificacién de la Glucosa

Absorbancia 546 nm

] -
0,5 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4

0,3 - }/

0,2 - /

0,1 &
9] T

e y=0,197x+ 0,079
/ R?=0,986

Glucosa(g/L)
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Anexo F

Calibracion del electrodo poligrafico del medidor de oxigeno

Se tomo un punto automatico de estandarizacion en unidades de mg/L, el
Oxigeno disuelto a nivel de saturacion es (8,26 mg/L a 25 °C y 760 mm Hg).
Para su calibracion se insertd la sonda de Oxigeno Disuelto (OD) en una botella de
DBO la cual contenia una pulgada de agua provista de 100% de Humedad relativa. Se

dejo por 30 minutos. Luego se procedio a realizar las respectivas lecturas.
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Anexo G

ANOVA de la interaccion concentracion del indculo y medios de cultivo sobre la concentracion de los

cristales de Bacillus thuringiensis a escala de 200ml. Quito, Pichincha, 2010.

FV SC GL cM F Valor-p
L 2,95 x 10% 2 1,48 x 10%° 1,479 0,238
Concentracion indculo
20 20
Medio Cultivo 8,77 x 10 3 2,92 x 10 29,3 0
Con:i;‘;aig"étl't?\?;”'o 1,12 x 10%° 6 1,87x10° | 1,876 0,105
Error 4,69 x 10%° 47 9,98 x 108
1,49 x 10** 59
Total
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Anexo H

Cinética de crecimiento de Bacillus thuringiensis
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Figura 3.4 Curva de crecimiento de Bacillus thuringiensis y consumo de sustrato en el medio de cultivo a

base de melaza (M3) a escala de 1 litro y 7 litros. Quito, Pichincha, Ecuador 2010
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Regresion Lineal en la Fase Exponencial
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Figura 3.5 Cinética de la fase exponencial del crecimiento de Bacillus thuringiensis a escala 1 L. Quito,

Pichincha, Ecuador 2010
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Figura 3.6 Cinética de la fase exponencial del crecimiento de Bacillus thuringiensis a escala 1 L. Quito,

Pichincha, Ecuador 2010
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Transformacion lineal de Lineweaver-Burk
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Figura 3.7 Transformacidn lineal de Lineweaver-Burk a escala de 1 L. Quito, Pichincha, Ecuador 2010
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Figura 3.8 Transformacion lineal de Lineweaver-Burk a escala de 7 L. Quito, Pichincha, Ecuador 2010
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Rendimiento celular en base del sustrato
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Figura 3.9 Rendimiento celular en base del sustrato a escala de 1 litro. Quito, Pichincha, Ecuador 2010
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Figura 3.10 Rendimiento celular en base del sustrato a escala de 7 litros. Quito, Pichincha, Ecuador 2010
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Determinacion del pH
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Figura 3.11 Determinacion del pH de la produccion de Bacillus thuringiensis a escala de 1 litro. Quito,

Pichincha, Ecuador 2011
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Figura 3.12 Determinacion del pH de la produccion de Bacillus thuringiensis a escala de 7 litros. Quito,

Pichincha, Ecuador 2010
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Método Dinamico
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Figura 3.13 Relacion entre la concentracion de oxigeno disuelto y el tiempo para el método dinamico

escala 1 litro. Quito, Pichincha, 2010.
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Figura 3.14 Relacion entre la concentracion de oxigeno disuelto y el tiempo para el método dindmico

escala 7 litros. Quito, Pichincha, 2010.
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Velocidad de Consumo de Oxigeno

y=-0,015x+ 3,962
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Figura 3.15 Relacion entre la concentracion de oxigeno disuelto y el tiempo del punto AB a escala 1

litro. Quito, Pichincha, 2010.
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Figura 3.16 Relacion entre la concentracion de oxigeno disuelto y el tiempo del punto AB a escala 7

litros. Quito, Pichincha, 2010
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Coeficiente Volumétrico de Transferencia de Oxigeno
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Figura 3.17 Determinacion del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno a escala 1 litros.

Quito, Pichincha, 2010
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Figura 3.18 Determinacion del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno a escala 7 litros.

Quito, Pichincha, 2010
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Anexo I

Diagrama del proceso de producciéon de Bacillus thuringiensis

Liofilizado Bacillus
thuringiensis

4

Activacion en Agar
Nutriente
> [ Medio 1: Glucosa ]
v 30°C; 259 Pms [ Medio 2: Sacarosa ]
Preparacion del pHT74:96h Tincion y Conteo Preparacion del
inéculo J ............... » de Cristales ................... » lnoculo en Medlo 3
> 1 .
Cy, Gy, C [ Medio 3: Melaza ] 30°C; 250 rpm; pH 7.4;
( 1s 2, 3) i
> [ Medio 4: Miel Maiz ] v
[ Fermentacion (1 L) ]4 ------ 0,
O, 30°C; 1vvm; pH 7,4
v v
[ Almacenamiento ]4 ------------------- [ Envasado ]‘ """"""""""" [ Fermentacion ]4 --------------------------- [ Escalado (14 L) ]
30°C; 1vvm; pH 7,4 KL A
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Anexo J

Esquema del Funcionamiento del Fermentador de 14 litros

SELECTOR DE
TEMPERATURA /TABLERO DE CONTROL

@ /~TOMA DE MUESTRAS

SALIDA DE CASES—~

\ /) ENTRADA DE ARE
RECIPIENTE CILINDRICO —, \ /|
MATERIAL: Acero inoxidable \\ r\, \ ///
S e\ \H\ N
CAPACIDAD DE OPERACION: 7 litros \ //
[
~SENSOR DE C
/ TEMPERATURA COMPRESOR
/ \\/7 0.08 HP (60 W) / 60 hz
/ Hov /120 v
4 Flujo 70 ft/min
< Presion max, 36 psi
H oL
|

SIMBOLOGIA

\ RESITENCIA ELECTRICA (NIQUELINA)

TERMOMETRO

FILTRO BACTEREOLOGICO

FILTRO DE AIRE

=Ho -
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Anexo K

Fotografias

Fotografia H.1 Bacillus thuringiensis liofilizada Bitoxibacillin (BN3).Hilsea, Quito, Pichincha,
2010

Fotografia H.2 Cepa activa de Bacillus thuringiensis. Hilsea, Quito, Pichincha, 2010

Fotografia H.3 Fermentaciones de los cuatro medios de cultivo (M1, M2, M3, M4) con las diferentes

concentraciones de inéculo (1x107, 1x 108, 1x10°UFC/ ml). Hilsea, Quito, Pichincha, 2010
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Fotografia H.4 Tincion Gram del caldo de fermento del Medio 3. Hilsea, Quito, Pichincha, 2010

Fotografia H.5 Bioacaricida producido a escala 1 L. Hilsea, Quito, Pichincha, 2010

Fotografia H.6 Toma de muestra del Bioacaricida producido a escala 1 L. Hilsea, Quito,

Pichincha, 2010
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Fotografia H.9 Toma de muestras del bioacaricida en el Bioreactor de 14 litros. Hilsea, Quito, Pichincha,

2010.
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Fotografia H.10 Producto final de Bacillus thuringiensis. Hilsea, Quito, Pichincha, 2010.
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