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PERIODICAS ANTIGENO "H”
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F.CB.-UANL. ANTISUEROS INTERNACIONALES

Figura 2.- Esquema utilizado para: aislamiento, identificacidn, regisiro y conservaciéon
de cepas de B. thuringiensis.
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Tabla 15.- Pruebas bioquimicas para la identificacion de una subespecie de
B. thuringiensis.

A.M.C. (Voges-Proskauer) Hidrolisis de almidon
Lecitinasa Utilizacién de citrato
Hidrélisis de urea Prueba de la coagulasa
A.D.H. (Arginina Deshidrogenasa) Pueba de la oxidasa
Formacion de pelicula Tween-esterasa
Celobiosa B-galactosidasa
Manosa Produccion Produccidn de pigmento
Salicina de 4cido DNAsa

Por otra parte, fueron seleccionados al azar 42 muestras de extractos de
fermentacidén almacenadas por diferentes periodos de tiempo, de un total de mas de
4,000 diferentes muestras que se encuentran actualmente depositados en nuestra
coleccion de extractos de fermentacion, las cuales pertenecen a diferentes serotipos y
que fueron nuevamente evaluadas a través de bioensayos contra 7. ni y H. virescens,
con el objeto de seleccionar aquellas muestras que presentaran los resultados mas
altos en porciento de mortalidad contra los anteriores insectos blanco. De aquellas
muestras que presenten los mejores resultados fue reaislada de nuevo la cepa que
contiene, y se efectud un estudio comparativo con ia cepa recientemente fermentada y
recuperado de nuevo su extracto de fermentacion.

Finalmente de nuestra coleccion de cepas nativas aisladas de Mexico y
depositadas en nuestra coleccidn, fueron seleccionadas al azar 34 cepas de mas de
100 cepas, las cuales fueron recuperadas de diferentes muestras y que pertenecen a
diferentes serotipos; se seleccionaron aquellas cepas que al ser propagadas y
recuperado su extracto de fermentacion, presenten los porcientos de mortalidadmas
altos a través de bicensayos de laboratorio contra 7. ni y H. virescens. También se
efectudé un estudio comparativo seleccionado al azar de varias cepas nativas, a la
cuales se investigo el efecto de utilizar el cultivo total y/o extracto de fermentacién en
los bicensayos. Lo anterior con el propésito de determinar si existe diferencia en
incremento del porciento de mortalidad con los anteriores insectos blanco a nivel de
laboratorio.



56

III.- EXPERIMENTOS A NIVEL. DE MATRAZ Y FERMENTADORES CON LAS
CEPAS NATIVAS CLAVES GM.

1.- Experimentos a nivel de matraz.
a) inéculo.

De las 106 cepas nativas clave GM, fueron utilizadas 34 cepas de B
thuringiensis, 1as cuales se activaron en agar nutritivo pH = 7.0 a 30 °C por 24 h de
incubacion, respectivamente. Después fueron tomadas varias asadas y se inocularon
en matraz Erlenmeyer de 250 ml de capacidad con 50 ml de Caldo Triptosa Fosfato
(Difco) pH = 7.0, manteniendose a 200 r.p.m. durante 10-14 h a 30 °C. Posteriormente
se uso un 0.5 % (VIV) como inéculo para sembrar en medios de fermentacion disefiado
para la produccion y obtencién del complejo espora-cristal 11%2%

b) Medios de fermentacion.

Se utilizd un medioc de cultivo denominado A-1 a base de: melaza 20 g/, harina
de soya 20 g/l y L.R.M. (Liquido de Remojo de Maiz) en una cantidad de 10 g/l, este
Gltimo marca comercial Soluferm (Productos de Maiz de Guadalajara, México). En los
medios de los fermentadores se utilizé ademas un antiespumante de tipo silicon Dow
Corning, diluido en un 20 % en agua destilada %1332

c) Condiciones de fermentacion.

Los experimentos para las anteriores cepas fueron efectuados por duplicade en
matraz Erlenmeyer de 500 m! de capacidad con 100 ml de medio de cultivo,
manteniéndose en agitacién giratoria a 200 r.p.m. y temperatura de 30 °C en el medio
de fermentacién, en base a melaza de cafa como fuente de carbono. A nivel de
fermentadores marca New Brunswick Scientific Co. Inc. modelo MF-114, de 14 | de
capacidad total. Se disefiaron experimentos por triplicado con diversas condiciones en
cuanto a agitacién y aereacion, respectivamente 53 Volumen de fermentacién 7 | y
una temperatura constante de 30 °C.¥
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d) Recuperacion del complejo espora-cristal.

Se realizé al final de |a fermentacién. En la figura 3 se muestra el procedimiento
para la recuperacion del compiejo espora-cristal. Se utilizé el método de Dulmage
(1970), el cual consistid en: El medio de fermentacion fue ajustado a un pH 7 y
centrifugado a 10,000 r.p.m durante 30 min., se decanté el sobrenadante y el
precipitado fue resuspendido en un volumen 1/10 de lactosa al 5 % y se agitd por 30
min. Luego se agregd un volumen 1/20 de acetona y se volvia agitar otros 30 min Se
dejé reposar la mezcla por 10 min. y fue filtrado al vacio, utilizando un papel filtro
Whatman No. 1. Se dejé secar el filtrado toda la noche y se raspé para recuperarlo y
posteriormente pulverizarlo con un mortero y fue pesado para determinar la
productividad obtenida. En g de extracto fermentacion por LMC. Al extracto le fue
determinado. El numero de esporas viables, porcentajeé de mortalidad y potencia a
través de bioensayos.*

e) Conteo de esporas.

Del extracto recuperado de fermentacion, se utilizd 0.1 g y se diluyé con 9.9 ml
de solucién salina 0.85 % estéril pH de 7, contenidos en un tubo de ensaye, este fue
pasteurizado a 80 °C por 10 minutos, posteriormente se efectuaron una serie de
diluciones de 10® a 10® sembrandose posteriormente por difusion 1 ml de las tres
dltimas diluciones en placas con agar nutritivo esteril, pH 7, incubandose a 30 °C por
24-48 h.® Finalmente se efectud el recuento de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC), en las tres ultimas diluciones y se repartdé en (UFC/g).

f) Bioensayo de extractos obtenidos a nivel de matraz y de fermentadores.

En la figura 4 se muestra el protocolo del bioensayo que fue usado para probar
la toxicidad del extracto de fermentacion recuperado a nivel de laboratorio de las
cepas evaluadas a nivel de matraz y fermentadores, contra larvas neonatas de primer
estadio de 7. ni y H. virescens, para determinar el porciento de mortalidad. Las larvas
fueron alimentadas con una dieta nutritiva de Shorei modificada,”® aplicando dos
dosis unicas de 500 y de 50 g del complejo espora-cristal por ml de dieta de cada
extracto. Se utilizaron 20 larvas distribuidas en 20 recipientes individuales, dejandose
20 larvas como control. El total de recipientes se incubé a 25 °C y a una humedad
relativa de 55 %, determinandose después de 7 dias el porcentaje de mortalidad #9222
Posteriormente fue comparada su actividad con un estandar internacional
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Figura 3.- Esquema de obtencién del complejo espora-cristal.
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Figura 4- Esquema de bioensayo.
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(HD-1-S-1980) y un producto comercial de la compafia Sandoz denominado
JAVELINR " o] cual est4 elaborado con una cepa de B. thuringiensis serotipo H-3a3b.
Con los datos abtenidos, fue determinada la DLy, a través de un anélisis Probit .71

La potencia del extracto en Unidades Intemacionales (Ul/mg) se determiné con
la férmula siguiente.®

DL, del estandar
Ul/mg = X Ul del estandar

DL, de la muestra

Ui/mg = Unidades Internacionales de Potencia x mg de muestra.

DL,, = Dosis letal media (g/mi).

ul = Unidades Internacionales de Potencia. Al estandar HD-1-1980
se |e asignd una potencia de 16,000 Ul/img.

Finalmente las cepas nativas que presentaron sus extractos de fermentacion
recuperado a nivel de matraz, los mejores resultados en los bicensayos fueron las
seleccionadas para los estudios de optimizacién de condiciones y escalamiento del
proceso.

2.- Experimentos a nivel de fermentadores.
a) Preparacidn de inéculo y condiciones para optimizacion de proceso.

i) Activacién de la cepa. Se tomd una asada de la cepa de nuestra coleccion y
se inoculd a un tubo de agar nutritivo estéril inclinado, mismo que se incuba a 30 °C
por 24 h. Pasado el tiempo de incubacién, se transfiric dos asadas del tubo de agar
nutritivo @ un matraz de 250 ml que contenia 50 ml de caldo triptosa fosfato (CTP),
incubandose a 30 °C de 7 a 8 h en un agitador rotatorio a 250 r.p.m.*¥

ii) In6culo. Se usé como semilla de inoculo el Caldo Triptosa Fosfato, bajo las
mismas condiciones anteriormente mencionadas: se transfirié un mililitro a-cada uno
de los tres matraces Erienmeyer de 500 ml de capacidad total con 100 mi del medio de
fermentacion (medio A-1) estéril pH 7, manteniéndose en agitacién a 200 r.p.m. por 20
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h a 30 °C, inoculandose el 1 % (v/v) ¥ posteriormente al fermentador,® el cual contiene
un volumen de operacion de 7 | del mismo medio de cultivo. Todos los experimentos se
efectuaron por triplicado para cada condicién, agitacion y aereacién que se usé. 2%

iii) Optimizacién de condiciones de fermentacion. Buscando encontrar la
maxima produccion y porciento de mortalidad de los extractos de fermentacion bajo las
condiciones variables de agitacion y aereacion para las cepas seleccionadas, para
cuyo proceso de optimizacion se utilizé un método estadistico de matriz plan Puebla
Turrent, 1970, de 2 factores, con 4 y 8 tratamientos por triplicado,***'® los datos se
sometieron a una interpolacion, obteniéndose datos de puntos no procesados, mismos
que fueron validados estadisticamente por el método de Kriging.®** Ellos se
sometieron a un graficado bidimensional, en el cual el eje de abscisas es el valor
ordenado de 0 a 1 del factor agitacién siendo 0 = 100 rp.m. y 1 = 700 rp.m La
temperatura que se mantuvo durante el proceso de fermentacion fue de 30 °C y pH
inicial de 7.0., ajustandose con HC| 1N 6 NaOH 1N. Para el control de la espuma se
usd un antiespumante tipo "A" de siliconas Dow Coming, agregandose al inicio de la
fermentacién un total del uno porciento.”® A los datos obtenidos de produccién y
nidmero de esporas les fue determinado su promedio de las tres repeticiones (X) y la
desviacién estandar (DS), para cada tratamiento efectuado por triplicado.*®

b) Determinacion de |la demanda biclégica de oxigeno {Na).

Fue encontrada en una etapa anticipada a la fase estacionaria con el fin de
lograr una maxima cantidad de células. Esta demanda se encontré de acuerdo al
equipo disponible usando el método Humphrey y col. (1967), que consiste en eliminar
en dicha etapa la aereacidn y practicamente también la agitacion. En este momento la
concentracion de oxigeno disuelto se detectd en funcion de la concentracién de
células de B. thuringiensis presente, el valor de la pendiente al graficar la disminucién
del porciento de oxigeno disuelto contra tiempo en segundos, representa el
requerimiento de oxigeno especifico expresado como Na en gO,/L.M.C. x hora (g0, =
gramos de oxigeno, L.M.C. = Litro de Medio de Cultivo).?3*%

Esta determinacién se realizd utilizando un electrodo para oxigeno tipo
Johnson-Borkowsky a base de plomo y plata, el cual, independientemente de medir la
actividad de oxigeno, nos permite conocer el porcentaje de saturacién del gas en el
medio de cultivo dentro del fermentador.'®
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La informacion del Na resulta importante para conocer la capacidad del
fermentador de cumpiir esta demanda biologica de oxigeno, a través de su sistema de
agitacién y aereacion, ™

c) Cuantificacién de la fuente de carbono.

Las muestras recuperadas durante el transcurso de la fermentacion se
almacenaron a temperatura de congeiacién y posteriormente se descongelaron, y se
centrifugaron a 3,000 r.p.m. por 15 minutos; del sobrenadante se determinaron los
azucares reductores por el método de acido 3,5 dinitrosalicilico.®”’

d) Determinaciéon del coeficiente de rendimiento celular en base al
sustrato (Yx/s).

Los coeficientes de rendimiento celular en base a sustrato para cada
fermentacion fueron determinados a través de la cuantificacion de la biomasa celular?"
y del consumo de azdcares reductores.

Yx/s = Coeficiente de rendimiento en base a sustrato (g células secas/g de

sustrato).
- X = Concentracién final de biomasa celular (g/)).
X, = Concentracion inicial de biomasa celular (g/l).
S, = Concentracidn inicial de azticares reductores (g/).
S = Concentracién final de azucares reductores (g/l).

Para calcular la biomasa celular (g/) se empled el peso de una célula del
género Baciflus sp. que es de 3.77 x 102 g y el numero de esporas presentes en el
extracto de fermentacién recuperado (UFC/g), para finaimente determinar los gramos
de células secas {rendimiento) obtenidos.?*

e) Recuperacion del complejo espora-cristal.

De cada lote de fermentacion que se propagé por triplicado para cada condicion
programada, se recuperaron solamente 300 ml de medio de cultivo, los cuales se
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usaron para obtener el complejo espora-cristal. Al finaiizar la fermentacion se ajusté el
pH de estos 300 ml del medio de cultivo a 7.0 con HCI 1N, luego se centrifugaron a
10,000 r.p.m. por 30 min para coprecipitar finalmente, el complejo espora-cristal con
lactosa y acetona.®

f) Velocidad especifica de consumo de oxigeno (QO,).

Para B. thuringiensis el (QO,) es un parametro importante de la fermentacion, el
cual representa la velocidad especifica de consumo de oxigeno expresada como g
0.,/g de células secas por horas (g O, = gramos de oxigeno). El QO, se determind a
través de dividir la demanda de oxigeno (Na) entre los gramos de células secas
existente en cada litro de medio de fermentacion.”?'?

g) Coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (K, ).

Es importante seiialar que el Na y el QO, son dos parametros especificos 0
afines a |la bacteria, sin embargo, el coeficiente volumeétrico de transferencia de
oxigeno (K_,) es un pardmetro que nosotros utilizamos para el escalamiento de
nuestro proceso. Este representa las caracteristicas de un fermentador, y aunque se
cuantifique durante el procesc de fermentacion, no deja de ser una representacion de
las caracteristicas fisico-mecénicas del fermentador.** La medicién de este parametro
se realizo utilizando el método dinamico de Humprey (1967), la cual se basa en que la
variacién de la concentracion de oxigeno disuelto con respecto al medio es igual a
cero. Sin embargo, al realizarlo en un cultivo intermitente es de suponer que esta
situacion no es asi.*? Para establecer una metodologia sencilla de medicion de este
parametro, se dividio el valor del Na determinado anteriormente, entre el gradiente de
concentracion de oxigeno(C,_—C.), que prevalecid durante ia medicion con la presencia
de ceéluias, obteniéndose finalmente e| coeficiente volumétrico de transferencia de
oxigeno expresado como K , = Hr? 58220

Para los fermentadores de 130 y 500 | de capacidad total se determiné por otro
método, de acuerdo al equipo disponible. Para las mejores condiciones donde se
encontré la mejor toxicidad en los extractos de fermentacion recuperados de los
fermentadores de 14 | de capacidad total. Este parametro fue determinado sin células
para los farmentadores de 500 y 130 | de capacidad total, cortando el aire cuando éste
sefalaba un 100 % de oxigeno disuelto y utilizé una corriente de nitrégeno y midiendo
e) valor de la pendiente relacionada con la caida del % de oxigeno disuelto y
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posteriormente haciendo pasar una corriente de aire con las caracteristicas de presion,
VVM vy las otras anteriormente sefialadas en la tabla 16, y determinandose el
incremento de % de oxigenoc disuelto contra tiempo (segundos); en esta ultima etapa el
valor de ia pendiente representé el vaior dei K .07

IV.- ESCALAMIENTO DEL PROCESO EN FERMENTADORES DE 130 Y 500 L
DE CAPACIDAD TOTAL.

Las fermentaciones se efectuaron por duplicado en el Instituto de
Biotecnologia, UNAM, Cuernavaca, Morelos, para las cepas seleccionadas clave B.
thuringiensis GM-7 y GM-10, en las que fue utilizado el K, como factor de
escalamiento 264.296.314,332

Durante el desarrollo del escalamiento a nivel de planta piloto fue necesario
conocer el disefio del medio de cuitivo para la cepa seleccionada. Asi como las
condiciones optimas (agitacion y aereacién) en donde se encontro la maxima
produccién y toxicidad de las muestras fermentadas, para las cepas seleccionadas en
fermentadores de 14 [ para posteriormente efectuar el paso a fermentadores de 130 y
500 | de capacidad, para lo anterior fue necesario tomar un criterio de mantenimiento
del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (K ) cuando se pasé de una
escala a otra.®** En la tabla 16 se muestran las caracteristicas y condiciones que

fueron utilizadas durante el escalamiento a nivel de planta piloto, para las cepas GM-7
y GM-10 en los fermentadores de 130 y 500 | de capacidad total.

a) Recuperacién del complejo espora-cristal.

Se realizd a las 30 h de fermentacién, usando el procedimiento descrito por H.T.
Duimage para la recuperacion del complejo espora-cristal, que consisti6 en una
coprecipitacion con lactosa-acetona.® Otras muestras se recuperaron mediante

secado por aspersion.™’

b) Bioensayo de extractos recuperados a nivel fermentadores de 130 y
500 | de capacidad contra larvas neonatas de T. niy H. virescens.

Se determiné por los metodas anteriormente descritos.
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Tabla 16.- Caracteristicas y condiciones de los fermentadores de 130 y 500 | de capacidad

total utilizados durante el escalamiento parala produccién de B. thuringiensis cepas
GM-7 Y GM-10.

—

Fermentador de 1301 Fermentador de 500 |
1K, (H) 145 145
2 Motor de agitacién (HP ) 1.0 50
3 Volumen (}) 100 350
4 Medic de cultivo ¥+ 20:20:10 20:20:10
5 VVM (pie3/min) 0.85 35
6 Presion de entrada al reactor (lbs/pg?) 3.0 3.0
7 Presién de la linea de aire (kg/cm 1 ) 20 20
8 Presion del fermentador (bs/pg’) 1.5 (B
9 Temperatra (*C) 30 30
1o Flujo de aire (pie’fmin) 1.0 375
11 pH inicial y final 7.0-70 7.0.70
12 Tiempo de fermentacion (h) 30 0
I3 Porciento de indculo 10 1.0
14 Agitacidn (rp.m*) 260 167

Para ambos fermentadores e usé corviente de 220 volts.

* HP s igual a caballos de fuerza.
¥ r.p.m. es igual a revoluclones por minuta,

$4% Melaza, Harina de Soya (desgrasada) ¥ Soluferm (agua de cocimiento de maiz), en cantidades de 20, 20, 10, g/ | de medi
de cultivo respectivamente.
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Finalmente, el escalamiento nos servira para conocer los factores mas
importantes de factibilidad econémica para el proceso, asi como para saber los
paréametros; de tiempo de duracién, costo de la materia prima para su produccién, tipos
de equipos que se requieren para operar el proceso, recuperacion y purificacion del
producto, costo de energia durante el mismo y tipo y disefio del fermentador mas
adecuado, asi como la mano de obra para operarios y la toxicidad del producto
recuperado,'’*** para posteriormente formularlo.®’
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RESULTADOS '

I- CEPAS Y SEROTIPOS DE B. thuringiensis EVALUADOS Y SELECCIONADOS.
1.- De los datos de archivo de resultados de fermentacion énalizados.

En la tabla 17 se muesfran los resultados .de los serotipos a los cuales
pertenecen las 19 cepas HD analizadas y encontrados en los datos de archivo para su
seleccion y evaluacion de mas de 1000 resultados realizados por H.T. Dulmage, a
nivel de fermentadores de 14 | de capacidad total. Asi como, fue determinando que las
cepas HD de B. thuringiensis analizadas en los datos de archivo para su seleccién y
evaluacion, corresponden a 5 diferentes serotipos: H-1 var. thuringiensis, H-3a3b var.
kurstaki, H-5a5b var. galleriae, H-6 var. entormnocidus, y H-9 var. tolworthi. El serotipo
utilizade en mas del 50 % de todos los experimentos fue el H-3a3b var. kursfaki. Por
otra parte, las cepas HD-193, HD-241, HD-244, HD-263 y HD-635 fueron las dnicas
que se usaron en los experimentos en fermentadores de 250 | de capacidad total, las
cuales correspondieron a 3 diferentes serotipos: H-3a3b var. kurstaki gepas HD-241,
HD-244 y HD-263; al serotipo H-5a5b var. gafleriae cepa HD-193 y. la cepa HD-635 al
serotipo H-6 var. entomocidus.

Tabla 17.- Cepas de B. thuringiensis HD y sus serotipos de datos analizados
en los datos de archivo para su seleccion y evaluacion.

Clave Serotipo
14 1
15 1
49 ni*
59 Ja3b
73 3a3b
187 3a3b
193 3a3b
196 Sabb
241 3a3b
243 3a3b
244 3a3b
245 3a3b
246 3a3b
263 3a3b
301 9
306 3a3b
310 3a3b
635 6
922 3a3b

* ni = No identificade
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2.- Serovariedades de‘ las cepas HD evaluadas contra T. nf/ y H. virescens
para su seleccidén de los extractos de fermentacién almacenados por
diferentes perfodos de tiempo.

En la tabla 18 se muestran las serovariedades a los cuales pertenecen las 42
cepas HD de B. thuringiensis evaluadas de los extractos de fermentacién almacenados
por diferentes periodos de tiempo, de nuestra coleccioén de extractos de fermentacion.
Se observa que estos pertenecen a 5 diferentes serotipos: 3a3b, 5aSb, 8a8b, 8a8c y
8aBd, asi como a las serovariedades kurstaki, galleriae, morrisoni, ostriniae y
nigeriensis, respectivamente.

3.- Cepas nativas recuperadas en México de B. thuringiens/s.

En la tabla 19 se muestran las cepas y los serotipos que fueron previamente
reportados por nosotros de las 32 cepas nativas de B. thuringiensis clave GM
recuperadas de México y posteriormente ensayadas. Se observa que estas pertenecen
a 6 diferentes serotipos: 7, 8a8b, 8a8c, y 8b8d, 9, 17, asi como a las serovariedades
aizawai, morrisoni, ostriniae, nigeriensis, tolworthi y tohokuensis, respectivamente.
Dentro de los aislados recuperados el que predomind fue el serotlpo 7 var. aizawai y
posteriormente el serotipo H-8.

IL- BIOENSAYOS DE LAS CEPAS DE B. thuringiensis.
1.- De los datos de archivo analizados.
a) Cepas producidas a nive) de fermentadores de 14 1.

Se encontrd una mayor toxicidad para la cepa HD-263 de 113,000 Ul contra H.
virescens y de 54,600 Ul para T. ni, asi como una mayor produccion (38 g/l) para la
cepa HD-187 en el medio de culiivo denominado D-9. Ambas cepas pertenecen al
serotipo H-3a3b var. kurstaki y fueron propagadas bajo las siguientes condiciones de
fermentacién: aereacién, 1 VVM; temperatura, 30 °C; agitacién, 700 r.p.m., y pH inicial
de 7. El volumen de medio de cultivo en el fermentador fuede 7y 10 1.



Tabla 18.- Serovariedad y resultado de bioensayo de las 42 cepas HD evaluadas de
los extractos de fermentacion almacenados por diferentes periodos de tiempo.

T ni H. virescens
Afic  Cepa Serovar. Clave 500" 80 500 50
1971  HD-193 Galleriae 83 96 12 4 4
1977 HD-193 galieriae 331 20 0 40 4
1975 HD-196 galieriae 914 88 16 8 0
1977 HD-193 galleriae 2024 100 32 84 28
1977 HD-193 galleriae 2251 8 0 0 0
1977 HD-193 - galleriae 2255 4 0 0 o
1974 HD-244 kurstaki 331 20 0 40 4
1977 HD-244 kurstaki 2201 16 16 36 8
1978 HD-244 kurstaki 2475 88 4 4 16
1978 HD-244 kurstaki 2664 37 o 0 8
1980 HD-263 Kurstaki 3265 100 88 100 0
1980 HD-263 kurstaki 3264 100 76 100 S8
1980 HD-263 Kurstaki 3269 26 8 56 0
1881 HD-263 kurstaki 3600 100 O 68 0
1081 HD-263 kurstaki 3770 100 68 0 0
1981 HD-263 kurstaki 2775 0 4 0 0
1981 HD-263 kurstaki 2768 0 4 0 0
1981 HD-263 kurstaki 2798 8 13 0 0
1974 HD-187 kurstaki 2321 12 12 0 0
1974 HD-187 - kurstaki , 2324 8 0 0 0
1974 HD-187 kurstaki 2414 0 0 0 H
1974 HD-187 kurstaki 2340 4 0 0 0
1974 HD-187 kurstaki 2328 8 8 0 0
1974 HD-187 kurstaki 2334 20 4 0 0
1974 HD-187 kurstaki 2329 8 4 0 0
1974 HD-187 kurstaki 2333 12 20 0 0
1974 HD-187 kurstaki 2325 16 4 0 0
1974 HD-187 kurstaki 2345 8 4 0 0
1974 HD-187 kurstaki 2400 O 0 0 0
1974 HD-187 kurstaki 2316 8 0 0 0
1974 HD-187 kurstaki 2396 4 0 0 0
1974 HD-187 kurstaki 2397 12 0 0 0
1974 HOD-116 morrisoni 582 100 18 20 0
1880 HD-530 morrisoni 3053 100 58 24 0
1980 HD-531 morrisoni 3607 8 12 4 4
1980 HD-559 mormrisoni 3625 8 10 12 4
1980 HOD-615 morrisoni 3628 14 12 0 8
1980 . HD-652 morrisoni 3559, 16 4 12 8
1880 HD-501 ostriniae 3512 0 0 ) 0
1980 HD-536 ostriniae 3513 0 0 0 0
1980 HD-577 ostriniae 3514 D o 0 - 0
1980 HD-974 nigeriae 3516 0 0 0 0

* = Dosis en pg/mi



Tabla 19.- Cepas y serotipos a las cuales pertenecen ias cepas
clave GM nativas de B. thuringiensis evaluadas.

Cepa Serotipo Subespecie
GM-1 7 aizawai
GM-2 8a 8b morrisoni
GM-5 Ba 8c osiriniae
GM-6 7 aizawai
GM-7 7 aizawai
GM-8 7 ostriniae
GM-9 7 aizawai
GM-10 7 aizawai
GM-11 7 aizawai
GM-12 g tolworthi
GM-13 8a 8c ostriniae
GM-14 7 aizawai
GM-20 8a 8c ostriniae
GM-23 7 aizawai
GM-24 Ba 8c ostriniae
GM-25 7 aizawai
GM-26 8a 8¢ ostriniae
GM-27 8a 8c ostriniae
GM-29 8a 8c osltriniae
- GM-39 nuevo serotipo
GM-51 8a &d nigeriensis
GM-52 8a 8¢ ostriniae
GM-55 8a 8d nigeriensis
GM-58 7 aizawai
GM-61 9 tolworthi
GM-62 17 {ohokuensis
GM-63 9 tolworthi
GM-64 9 totworthi
GM-66 17 tohokuensis
GM-78 17 tohokuensis
GM-88 aizawai
GM-89 9 totworthi

‘anosltaduonhahcciénlntmiomld.hcﬂm Entomopatégenos: Catilogo de B. thuringlensis alsiados y

extractos. Facultad de Clencias Blolégicas, U.ALN.L., Monterrey, NLL., Méxdco (312).
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b) Cepas producidas a nivel de fermentadores de 250 I.

Por otra parte, para la cepa HD-241, serotipo H-3a3b a nivel de fermentadores
de 250 | de capacidad total con 150 | de medio de cultivo, se encontré una produccién
de 33 g/l y una toxicidad de 38,400 Ul para T. ni y 18,900 Ul para H. virescens, a las
39 h de fermentacidon en un medio de cultivo B-8a, bajo las siguientes condiciones:
aereacién 1VWM, temperatura 30 °C, agitacién 400 r.p.m., y pH inicial 7.

Se encontré en los datos de archivo para la cepa HD-263 una toxicidad de
35,900 Ul para T. ni y 222,000 Ul para H. virescens, en fermentadores de 250 | de
capacidad total, asi como una produccion de 18.33 g/l en el medio de cultivo B-12, el
cual contiene (g/l): dextrosa (30.0), harina de soya (40.0) y liquido de lemojo de maiz
(10.0), CaCO, (1.0).

Finalmente, la mas baja toxicidad que se encontré en los datos fue para la cepa
HD-635, serotipo H-6, de un 50 % de mortalidad para T. ni y un 38 % para H.
virescens, en dosis de 500 ng/mi de dieta.

2.- De los extractos de fermentacién almacenados de las cepas HD que
presentan las mejores toxicidades.

En la tabla 18 también se muestran los resultados de los bioensayos de los
extractos de fermentacion almacenados por diferentes periodos de tiempo, en donde
se observa que los extractos de B. thuringiensis de la cepa HD-263 perteneciente al
- serotipo H-3a3b var. kurstaki, aino 1980, claves (3264) y (3265). Para el primero, se
presenta un 66 % de mortalidad para 7. ni y un 58 % para H. virescens; y para el
segundo una mejor actividad de 88 % de mortalidad con dosis de 50 ug/ml de dieta
para H. virescens, del total de 42 extractos que fueron ensayados. La segunda
serovariedad con mejor actividad fue la cepa HD-530 var. morrisoni, ano 1980, clave
(3053), encontrandose para 7. ni un 58 % de mortalidad en dosis de 50 pg/ml de dieta.

En la tabla 20 se muestran unicamente los resultados de la toxicidad de los
“extractos para las cepas HD-263 pertenecientes a la serovariedad kurstaki
almacenadas en diferentes periodos de tiempo, las cuales fueron evaluadas contra T.
niy H. virescens. Al comparar la DL, y la dosis del porciento de mortalidad, se observo
que el producto comercial JAVELIN® de la compaiia Sandoz fue el mejor, ya que
presentd una DLy, mas baja, encontrandose para H. virescens de 1.68 ug/ml y de 8.47
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pg/ml para 7. ni, seguida del extracto de fermentacion almacenado clave 3265, el cual
contiene una cepa de HD-263 perteneciente a |la variedad kurstaki. Para T. ni se
encontré una DL, de 12.23 pg/ml y de 5.39 pg/mi para H. virescens.

Tabla 20.-Resultados de bioensayos del extracto de fermentacidn almacenado
(HD-263) y comparacién de su Dasis Letal Media (DLy) y porciento de
mortalidad con el estandar internacional y JAVELIN.

DL, Porciento de Mortalidad
(Hg/ml) (Mg/mi)
Extracto H. vi T. ni
H. vi T. ni 100 50 100 50
STD 68.80 23.42 500 50 60 20
JAVELIN 1.68 8.47 50 1 25 10
E-3265 5.39 12.23 100 5 50 10
E-3600 - 114.87 - - 400 50
E-3770 11.68 17.79 500 15 100 15
E-3264 20.52 20.45 500 15 50 15
E-3269  136.41 - 500 100 - -
) = No determinado.

STD = Esténdar internaclonal de 1980, ol cual contiene la cepa HD-1.
E = Extracto aimacenhado de farmentacién, los cuales contienen cepas HD perteneclientes a ta variadad larrstald.
JAVELIN = Producto comercisl de la compalia Sandoz, ol cual contiens una cepa de B. t. var. kurstold, denominads SA-11.

DL50 = Dosis Letal Media. -

3.- Toxicidad de las mejores cepas nativas GM.

En la tabla 21 se muestran los resultados de los bioensayos efectuados para las
32 cepas nativas GM de B. thunngiensis propagadas a nivel de matraz y evaluadas
contra T. ni y H. virescens, en donde se observa que las mejores en cuanto a toxicidad
del extracto recuperado y ensayado a nivei de laboratorio fueron GM-1, GM-7, GM-9,
GM-10 y GM-58, todas las anteriores pertenecientes a la serovariedad aizawai. Por
otra parte, fusron analizados los resultados de los datos existentes de otras 54 cepas
nativas anteriormente ensayadas. Dentro de las anteriores 32 cepas sobresalen GM-7
y GM-10, al utilizar dosis de 50 pg/ml de dieta Ja primera presenté 100 % y 64 %, la
segunda 92 % y 4 % de mortalidad contra los anteriores insectos, las dos resultaron
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ser las mas potentes cepas nativas para T. ni y H. virescens. Por lo anterior, estas dos
ultimas cepas fueron las seleccionadas en base a su toxicidad para efectuar los
estudios de optimizacion de condiciones a nivel de fermentadores de 14 | de
capacidad y escalamiento del proceso a nivel de planta piloto.

4.- Comparacion de la actividad téxica de | extracto almacenado clave 3053
(afio 1980) y producido recientemente.

En la tabla 22 se muestran los resultados de ia toxicidad del extracto
almacenado de la ¢epa HD-530 , [a cual fue producida recientemente y ensayado
contra T. ni, en donde se observa que el extracto almacenado al ser preparado
nuevamente no incrementa su actividad téxica, asi mismo se observa que la actividad
toxica del estandar (potencia) fue de 2.5 veces superior, al del extracto aimacenado
del ano 1980 (cepa HD-530) la cual pertenece a la var. morrisoni.

5.- Comparacién de la actividad téxica del cultivo total y del extracto de
fermentacion.

En ia tabla 23 se muestra la actividad toxica comparativa del cultivo total para
las cepas de B. thuringiensis clave GM (sobrenadante del cuiltivo) y del extracto de
fermentacién obtenido por el método de coprecipitacién con lactosa-acetona, contra T.
ni y H. virescens, en donde se observa un incremento de la toxicidad al utilizar el
extracto de fermentacion en lugar del cultivo total de hasta un 64 % de la mortalidad
con dosis de 50 pg/ml de dieta, para la cepa GM-58.

HIL.- PRODUCCION DE B. thuringiensis EN FERMENTADORES DE 14L DE
CAPACIDAD TOTAL.

1.- Medios de cultivo y condiciones de crecimiento.

En la tabla 24 se muestra la composicién de los diferentes medios de cultivo y
condiciones de fermentacion, en donde se puede comparar con el denominado A-1
que nosotros utilizamos, los anteriores medios los encontramos descritos en los datos
de resultados de los archivos analizados de Ias fermentaciones efectuadas a nivel de
14 |, en donde se observa que la fuente de carbono (dextrosa) en los medios de
fermentacion fue alta comparativamente, a excepcion del medio B-4¢ a la utilizada por
nosotros (melaza) para ias cepas de B. thuringiensis cepas GM-7 y GM-10.
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Tabla 21.- Resultados de bioensayos efectuados para cepas nativas GM de B.
thunngiensis contra T. ni. y H. virescens.

Cepa (3%5‘;!:\0 Toxicidad ( % de Mortalidad )
A 09 Tﬁchopig:sia ni H. virestens
Gm2 500 a 12
GMS 500 16 0
GM8 500 = ‘ 44
BM7 £l 18 &
GME | 509 8 8
o % % %
GMH10 500 9 %
GM-14 5o 199 2
GM-12 590 100 48
GM13 500 19 23
GMi4 500 g %
Gvz20 500 38 '8
Gva3 509 % 12
GMa4 500 20 2
GM-25 500 g 3
oM2e 509 < B
GM-27 500 18
Gwag Eglgl ?E g
Gv-39 500 12 12
GM51 §5g8 1§ '8
GME2 509 8 8
GM-55 sp0 48 8
GM-58 &) 59 18
GMSE1 500 80 :
GME2 509 2R 18
GME3 500 48 18
GME4 500 =B g
GMEB 500 <9 \ 8
Gw78 540 &8 5
GMEB Sgd £ %
cMas 200 78 %
50 40 0
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Tabla 22.- Actividad t6xica del extracto almacenado clave 3053 (HD-530)
del afo 1980 y producido recientemente contra 7. ni.

Cepas DL Potencia
(Hg/MmI) (Uimg)
HD-1-STD 10.39 16,000
HD-530A 2571 6,465
HD-530R ' 64.75 2,566

U 1 = Unidades Internacionales por mg.
A = Extracto almacenado clave 3053 .
R = Extracto producido recientemente.

DL,, = Dosis Letal Medla.
STD = Estindar internacional.

Tabla 23.- Efecto del uso de cultivo total y extracto en la toxicidad de cepas/
nativas de B. thuningiensis clave GM contra larvas de H. virescens y T. ni

Cepas Dosis - H. virescens T. ni
(pg/ml) CT. E I CT. E L
GM-58 500 16 76 60 100 100 O
50 0 16 186 24 80 64
GM-62 500 4 16 12 8 40 32
50 4 28 24 0 20 20
GM-63 500 0 24 24 8 40 32
50 12 16 4 0 20 20
GM-64 500 4 8 4 4 8 4
50 4 4 0 0 20 20
GM-78 500 0 28 28 0 68 68
50 0 24 24 12 32 20
GM-88 500 8 92 84 20 92 72
50 0 20 20 0 12 12
GM-89 500 4 36 32 20 76 56
50 0 0 0 0 40 40
Los valores de expresan en prociento de mertalidad.
Dosis = en ug/ml.
C.T. = Cuitivo total.
E. = Extracto.

I, = Porclienta de incremento



Tabla 24.- Composicion de los medios de cultivo y condiciones de
fermentacion encontrados en los datos de archivo, paralas cepas de B.
thuringiensis clave HD y los utilizados para las cepas GM-7 y GM-10.

Medio Cepa Composicion Condiciones
de cuitivo (g/) de fermentacion
B-4c HD-263  Dextrosa (15) P =143g/

Peptona (2) T =72h
H.8.A. (10) VF =9
Ext. Lev. (2)
D-8 HD-187 Dextrosa {40) T =59h
LRM (60) VF =91
B-8a HD-241 Dextrosa (40) VF =130/
Harina de A =200rpm.
Soya' (30) AE = 1.5 VWM
LRM (10)
B-12 HD-263 Dextrosa (30) VF=1501
H. de soya® {40) A =300r.p.m.
LRM (10) AE =1 VWM
CaCoO, (1) T =45h
B-13" HD-635 Dextrosa (30) VF =125
LRM (20) A =400rp.m.
H. de soya (40) AE =1 VVM
T =40h
A-1* GM-7 Melaza de cafia (20) VF =71
Harina de soya (20) T =30h
LRM? (10)
CaCo, (1)

*

reactor.
T
]
1

Vs Liquido de remojo de la marca comercial Soluferm.
** = Este mismo medio de cultive se usé para GM-10.

H.S.A. = Harina de semilla de algodén.

= El pH no sa controlé durante la fermentacién, A = Aghtacién en r.p.m., VF = Volumen de fermantacion en el

= Tiempo final de Ia fermentacién, AE = Asreacién en VVM, LRM = Liquido de Remojo de Maiz.
= Harina de soya de la marca comercial Proflo.

comercial Nutrisoy.
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2.- Aziicares reductores iniciales y finales dei proceso.

En la tabla 25 se muestran los resultados del porciento de azlcares reductores
consumidos por las cepas de B. thunngiensis GM-7 propagadas en fermentadores de
14 | de capacidad total bajo diferentes condiciones variables de agitacién (r.p.m.) y de
aereacion (VWM), de acuerdo a los tratamientos efectuados, en donde se observa un
mayor porciento de consumo de azucares (89 %) para las condiciones de 500 r.p.m. y
1 VWM. Por ofra parte, el menor porciento encontrado de azucares consumidos fue de
un 66 % en las condiciones de 300 rp.m. y 0.5 VWM. En la siguiente tabla 26 se
muestran los resultados de los azucares iniciales y consumidos para las cepas de B.
thuringiensis cepa GM-10 bajo diferentes condiciones de agitacion y aereacion. En los
cuatro tratamientos utilizados con 3 repeticiones en donde se observa que la cantidad
de azucares iniciales (gfl) al inicio del proceso de fermentacién varié en los diferentes
lotes de fermentacion.

Tabla 25 .- Resultados de porciento de azuicares reductores consumidos por
la cepa GM-7, propagada en fermentadores de 14 | de capacidad total.

Azlcares AzUcares

iniciales finales Consumo
Condiciones (g (g/1) (gl
de Ferm.

X £DS XtDS XtDS
100-0.75 11.23+1.07 3.931+1.00 7.3012.00
300-0.5 5.80+1.94 1.73+0.30 406 +1.97
300-0.75 7.001+0.26 1.86+0.98 513+0.72
300-1.0 6.86 1+ 0.90 1.50+£0.10 5.36 £ 0.80
500-0.75 12.36 £ 1.90 1.73+0.35 1063 +1.76
500-1.0 1210+ 2.26 250+1.25 9.60 + 2.60
500-1.25 1383+0.76 246 +090 11.36x20.72
700-1.0 12.00 + 0.00 456 +0.51 7.43 £ 0.51

X = Promadio de tres repeticiones.

DS = Desviacién Estindar
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Tabla 26 .- Resultados de la cantidad de azucares iniciales y finales y
porciento de consumo de azicares reductores por B. thuringiensis
GM-10 en fermentadores de 14 | de capacidad total.

_ Azucares
Agitacién/ iniciales finales
Aereacion % de Consumo
X £DS X DS

500-0.75 13.50£0.96 4671136 65.4
500-1.0 10.87£1.50 27011.31 752
500-1.25 12.67 £ 0.57 3.60 +0.60 71.6
700-1.0 13.83+0.70 4.06 +0.32 71.0
Produccn E dmr:::‘::\"edio de tres repeticiones indlividuales

DS Yalor de la Desviacién Estindar de cada tratamianto.

3.- Resultados de la toxicidad, produccion, UFC de esporas en los
extractos y coeficiente de rendimiento.

En la tabla 27 se muestran los resuiltados de la toxicidad para B. thuringiensis
cepa GM-7 y en la tabla 28 los resultados de la ferrnentacibn de GM-7. En la tabla 29
se muestran los resuitados de toxicidad para B. thuringiensis GM-10 bajo diferentes
condiciones de agitacion y aereacion en fermentadores de 14 | de capacidad total. En
dichos resultados se observa que el mayor rendimiento de esparas fue obtenido bajo
las condiciones de 500 r.p.m. y 1 VVM. En la tabla 30 se muestran los resultados de
los datos de la fermentacion (produccion, coeficiente de rendimiento y cuentas de
esporas viables) de B. thuringiensis GM-10 propagadas en diferentes condiciones de

agitacion y aereacion.
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Tabla 27.- Toxicidad de los extractos de B. thuringiensis GM-7 producidos en
fermentadores de 14 | bajo diferentes condiciones de agitacion y aereacion.

% de Mortalidad + DS

T ni H. vi
Ag-Ae Dosis
X % DS X + DS
100 - 0.75 500 100.00 = 0.00 8068+ 11.52
50 8.00 t 871 18.00+ 9.03
300 - 0.50 500 99.49 + 1.51 66.37 + 35.24
50 65.15 +33.33 4155z 21,75
300 - 0.75 " 500 86.45 + 12.49 49.03 + 28.66
50 16.77 £ 12.66 40.00 £ 33.39
300 - 1.00 500 74.97 £ 41.45 23.57 + 16.80
50 51.14 £ 29.61 1238+ 7.1
500 - 0.75 500 9953+ 1.40 9243+ B.74
50 91.11 £ 11.62 4834 + 14.14
500 - 1.00 500 100.00 + 0.00 4253+ 21.84
50 91.11 £ 11.62 4834+ 14.14
500 - 1.25 500 99.55 + 1.33 87.63% 13.31
50 93.57 + B.73 48.77  30.30
700-1.00 500 9861+ 240 32.78% 17.92
50 250+ 1.00 1734+ 3.76
DS » Desviacién estindar,

X = Promedio de tres repeticiones.
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Tabla 28.- Resultados de los datos de la fermentacion de B, tkuringiensis GM-7
propagada en diversas condiciones de agitacién y aereacién en fermentadores
de 14 | de capacidad total.

Condiciones Na Rend. Q0, K, % AR
Ferm Agit. Aer. Consumidos

P BB ST MmO B B
P oE e 13 o2 B [
5 500 075 0.146" 4750 003 73 83.2
6 500 1 0.203? 6632 003 80 89.0
7 500 1.25 0.170" 0850 019 113 83.8
8 700 1 0.047" 2290 002 134 66.6

Agit. = Agitacién en r.p.m.,;  Aer. = Aereacién en VVM; Na=g O./1x h (Determinado conia presencia de
células durante la fermentaclén); K, = Hr'; %X AR = Porciento de azGcares reductores consumidos.; QO,=g0,/

gBM x h; Rend. = Rendimiento ( g de células secas x litro de madic de cultive). ND = No daterminado.
{ = Vajor determinadoaias 8 h.
2= " " |0h

3= - - v "0k

Tabla 29.- Toxicidad de los extractos de B. thuringiensis cepa GM-10
recuperados a nivel de fermentadores de 14| de capacidad total y
producidos bajo diferentes condiciones de agitacién y aereacion

Fermentacion Dosis Toxicidad (% Mortalidad)

(Agit-Aere) (ugfmly ° T.ni H.virescens
X DS X + DS

(500-0.75) 500 99.00+1.73 63.33 £13.05
50 62.00 + 3.60 9.66 £+ 2.88
(500-1.00) 500 100.00+ 0.00 69.00 £16.00
50 86.00x 5.77 29.00+ 6.24
. (500-1.25) 500 100.00 £ 0.00 69.66 £16.77
50 88.00£17.00 28.66 + 8.32
(700-1.00) 500 100.00x 0.00 83.00t 529
50 90.66¢ 1.52 16.66 £ 8.73

sglt-A itacién en rpom.  Aere = Aereacitn en VWM X = Al promedio de tres repeticiones
=

viacién
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Tabla 30.- Resultados de los datos de la fermentacién de B. thuringiensis GM-10
propagada bajo diversas condiciones de agitacion y aereacion en fermentadores de
14 | de capacidad total.

Condicion Produccién' K2 Na? UFC/g'  Yxsis' Rend. QO,
(rp.m. - VWM) oh) (Hr') (gde O,Axh) (x10% (gdecél./gs)
X = DS X t DS

500 -0.75 15.26+1.10 446 01124 22.30 0.1491+0.020 1.34 0.084
500-1.0 13.8040.72 384* 00724 37.17 0.23510.055 1.93 0.038
500-1.25 15.661+1.90 94.0 0.2368 42.77 0.29040.056 2.52 0.094
700-1.0 17.80x1.20 133.0 0.3350 57.10 0.38710.060 3.83 0.087

! Los valores de la produccién y las UFClg son el promedio de tres repeticiones.
1 El Kta y of Na se determinaron solamente an una repeticién .

Yxis = g de células secas/l.
Produccidén = g de extractoll,
X = Promedio. DS = Desviacion Estindar .

%  Estos valores fueron calculados 5 las 20 h.
Rend. = Rendimiento (g de células sacas? de medio de cultivo).

QO2 = Velocidad especifica de consumo de oxigene (g O,/ g BMx h).

En la tabla 31 se muestran los resultados de cuentas de esporas (UFC) vy
bioensayos {porciento de mortalidad) de Ias muestras recuperadas por coprecipitacion
de lactosa-acetona para las cepas de B. thuringiensis GM-7 y GM-10 propagadas en
fermentadores de 500 y 130 | de capacidad total, respectivamente. Finaimente fue
determinado para B. thuringiensis GM-7 una DL, a través del andlisis Probit de 34.89
ug/ml para H. virescens y de 152.67 ug/ml para T. ni, asi como para B. thuringiensis

GM-10 una DL, de 47.96 ug/ml para el anterior insecto.
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Tabla 31.- Resultados de cuentas de esporas (UFC) y bioensayos de las
muestras recuperadas por coprecipitacion de lactosa-acetona para las

cepas de B. thuringiensis. GM-7 y GM-10 propagadas en fermentadores de
500 y 130 | de capacidad total respectivamente.

Cepa UFC Dosis Porciento de mortalidad

{(xg) (ug/ml ) T. ni H. virescens
GM-10 (1) 7 x10° 500 100.00 84.00
50 91.60 56.00
GM-7 (2) 115 x10° 500 100.00 92.00
50 100.00 37.50
GM-7 (4)  95x10° 500 100.00 87.50
50 100.00 45.83
GM-7 (5) 33x10° 500 100.00 95,83
50 100.00 68.00

(1) Extracto de la cepa recuperado a las 30 h de fermentacion.
(2) (L] . n " - " L Jn h L] -
(‘) " n L. L] " L] 25 h ™ -
(5) - - w L] ] L] 31 'I - “
UFC = Unidades Formadoras de Colonia x g de extracto de fermentacién
GM- 10 Fue propagada en fermentadores de 130 | de capacidad con 100 | de medio de cultivo,

GM-7 Fue propagada en fermentadores de 500 | de capacidad con 350 | de medio de cultive.

4.- Cinética del consumo de oxigeno disuelto.

En la figura 5 se muestra la cinética de consumo de oxigeno de B. thuringiensis
cepa GM-7 bajo diferentes condiciones de agitacién y aereacion. Ahi se observa que
esta cepa bajo condiciones de 100 r.p.m. y 0.5 VWM agoté el porciento de oxigeno del
fermentador hasta un cero porciento en las primeras 4 h de fermentacion y asi
permanece durante el transcurso de la misma hasta el final del proceso. Por otra parte,
la cepa GM-7 bajo condiciones de 300 r.p.m. y 1 VVM presenté un cero porciento de
oxigeno disuelto a las 12 h de fermentacion y se mantuvo con un 5 % de oxigeno
disuelto dentro del fermentador, hasta el final del proceso de fermentacion. Esta misma
cepa, bajo condiciones de 300 r.p.m. y 0.5 VWM presentd a las 12 h un 8 % de oxigeno
disuelto y asi lo mantuvo hasta el final del proceso de fermentacién. También se
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' observa un cambio significativo bajo las condiciones de 300 r.p.m. y 0.75 VWM por
espacio de 4 h se mantuvo bajo el porciento de oxigeno disuelto y a las 24 h de
- fermentacion fue incrementado hasta un 50 % de oxigeno disuelto. Por otra parte,
resultd que el més bajo porciento de oxigeno disuelto fue a las 8 h de fermentacion
bajo las condiciones de 500 r.p.m. y 0.75 VWM (28 % de oxigeno disuelto). Contrario a
lo anterior fue lo que resultd bajo las condiciones de 500 r.p.m. y 1 VWM, se observa
que mantiene un 68 % de oxigeno disuelto a las 8 h de fermentacién. Asi mismo, bajo
las condiciones de 500 rp.m. y 1.25 VWM, esta cepa mantuvo un 52 % de oxigeno
disuelto dentro del fermentador a las 8 h.

En la figura 6 se observa el consumo de oxigeno disuelto para 8. thuringiensis
cepa GM-10 bajo diferentes condiciones de agitaciéon y aereacion. Podemos ver que
esta bacteria se comporta deuna manera muy similar en igs 4 tratamientos, como se
muestra en la grafica y que el porciento de oxigeno mas bajo fue alcanzado a las 12 h
de fermentacidn para las condiciones de 500 r.p.m. y 0.75 VWM y 700 rp.m. y 1 VWM;
sin embargo, en este Ultimo tratamiento el porciento de oxigeno tiende a incrementarse
mas rapidamente y después de las 16 h de fermentacion se mantuve arriba de un 90
porciento de oxigeno disuelto dentro del fermentador. El porciento de oxigeno disuelto
fue mas bajo para los 2 tratamientos restantes, presentandose a las 16 h. Es
importante sefalar que la duracion del tiempo en el que mas bajo permanecio el
porciento de oxigeno disuelto fue de alrededor de 4 h.

5.- Efecto de la aereacion y agitacién sobre la produccion de B.
thuringiensis cepas GM-7y GM-10.

En la figura 7 se muestran los datos obtenidos relacionados con los efectos de
los tratamientos de aereacion y agitacién a partir de ensayos hechos con el disefio de
tratamientos de matriz experimental Plan Puebla |, se sometieron a un graficado
bidimensional en &l cual el eje de abscisas es el valor ordenado de 0 a 1 del factor
agitacion siendo 0 = 100 rp.m. y 1 = 700 r.p.m., respectivamente., Aqui podemos
observar que estadisticamente a un nivel de P > 0.01, la produccion de masa celular
es superior en las coordenadas de 0.50,1.00, correspondiendo a valores mayores de
18.0 g de extracto de fermentacidn seco/l. Estos mismos datos se graficaron
tridimensional, observandose la misma tendencia hacia las mismas coordenadas. Por
otra parte, los datos se sometieron a un analisis de regresion de los factores
aereacion, agitacion y produccion. Los resultados muestran que el de mayor
aportacion a la suma de los cuadrados del error es al factor agitacion, seguido del de
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aereacidn, lo cual muestra que la tendencia de la produccidn es una funcién cuadratica
previamente obtenida por regresion polinomial con el mejor tratamiento estadistico con
las coordenadas 0.50, 1. La transformacién se efectué por el método de
est%darizacién de rango que se muestra a continuacion:

You- Yo
A AT ——

Yo Yo

El valor observado del punto éptimo de Ia funcion se puede obtener degpsjando
el valor de Y, de la ecuacion, para cuyo caso se tiene un valor de 400 r.p.m. en el
factor agitacion.

En |a figura 8 se muestran los resultados para B. thuringiensis cepa GM-10, de
acuerdo # los datos encontrados bajo diferentes condiciones de agitacion y aereacién
en fermentadores de 14 |. Se hizo el mismo procedimiento que en la cepa GM-7, solo
que el mejor tratamiento estadistico correspondio a 0.50 de agitacion por 1.17 VWM
con una produccion de 16.6 g de extracto de fermentacion secoll.

IV.- ESCALAMIENTO A NIVEL DE FERMENTADORES DE 130 Y 500 L. DE
CAPACIDAD TOTAL.

1.- Caracteristica de los fermentadores y condiciones de crecimiento.

En nuestro caso, las:cepas nativas de B. thuringiensis GM-7 y GM-10 fueron
seleccionadas por su mejor actividad contra lepiddpteros plagas, especificamente
contra H. virescens y T. ni. El medio de cuitivo A-1 donde se obtuvo la mayor toxicidad
y rendimiento, fue disefiado a base de melaza, harina de soya y LRM (20:20:10 g/l).
Este se usoé a nivel de planta piloto en fermentadores de 14, 130 y 500 | de capacidad
total, bajo las mejores condiciones de produccidn y toxicidad, que resultd ser de 500
r.p.m. y 1 VVM en fermentadores de 14 | de capacidad total. En la tabla 1€ también se
muestran las caracteristicas de los fermentadores y condiciones que programamos
durante el escalamiento del proceso.

Para ambas cepas se utilizd un total de 18 h para la elaboracion de
pre-indculos. Se pasaron varias asadas de un tubo de ensayo con agar nutritivo de un
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cultivo de B. thuringiensis de 24 h de edad de las cepas GM-7 Y GM-10,
respectivamente, a matraces de 500 ml de capacidad total con 100 ml de medic de
cuitivo de CTP. Este indculo se transfirié a fermentadores de 14 | de capacidad total.

Se utilizé un total de 8 h para preparar los indculos en fermentadores de 14 |, de
los cuales se us® un litro para inocular B. thuringiensis cepa GM-10 ai fermentador de
130 | de capacidad que contenia 100 | de medio de cultivo A-1 (total 1 % v/v de
inéculo).

Para B. thuringiensis cepa GM-7 el volimen de indculo que se utilizé fue 3.5 |
(1 % v/v de in6culo). Para el fermentador de 500 | que contenia 350 | y para el de 130 |
de medio de cultivo se usé una pre-esterilizaciéon del agua de cocimiento de maiz
(Soluferm), a 121 °C/15 min. Posteriormente se agregaron los demas ingredientes y se
volvieron a esterilizar a 121 °C/30 min., como una medida de seguridad para evitar
contaminantes, entre los que se encuentran microrganismos que acarreen las materias
primas.

2.- Resultados méds importantes que se obtuvieron durante el escala-
miento para B. thuringiensis cepa GM-7 en fermentadores de 5001y
GM-10 en fermentadores de 130 | de capacidad total.

Los azdcares reductores fueron agotados hasta un 20 y un 30 % de azlcares
finales en los fermentadores, inicidndose con una concentracién de alrededor de 10
g/l. de la melaza utilizada como fuente de carbono.

Se encontré que el porciento de oxigeno disuelto con las anteriores condiciocnes
programadas s€ mantiene continuamente después delas 6 hentreun 5 % y un 10 %
hasta el final de la fermentacion para la cepa B. thuringiensis GM-10; en cambio, para
la cepa B. thuringiensis GM-7 se mantiene Unicamente entfreun 5y 10 % durante 2 h, y
posteriormente se incrementa entre un 50 y 55 %. Al final del proceso, a las 23 h de
fermentacion disminuye de nuevo hasta un 20 %.

En el transcurso del proceso de fermentacion se presenta al final una mayor
demanda de base que de acido, utilizdndose alrededor de 15 | de acido clorhidrico
diluido al 20 % para controlar el pH a 7 para GM-7 y 5 | para GM-10.
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El control de espuma resultd efectivo con el antiespumante de Dow-Carning
para ambos experimentos, recomendandose agregar al inicio un ml del concentrado
del antiespumante por cada 7 | del medio del cultivo, asi como continuamente regular
{a espuma cuando se requiera, utilizando antiespumante diluido al 20 %.

EL tiempo final de fermentacién se completd a las 30 h. Se utilizd para obtener
el extracto hiumedo de fermentacion de GM-7, un tismpo de una hora a 10,000 r.p.m.
en una centrifuga Sharples para separar el anterior extracto de 80 ! de medio de
cultivo de los fermentadores..

3.- Produccion y toxicidad.

La produccion que se obtuvo finalmente del producto fue de 16.2 g de extracto
de fermentacion seco/l para la cepa GM-7 y 12.0 g de extracto de fermentacién seco/l
para GM-10. '

En la tabla 31 también se muestran los resuitados de los bioensayos que
fueron encontrados en los extractos recuperados de 8. thuringiensis GM-7 y GM-10,
que fueron recuperados a diferentes tiempos de fermentacién por el método de
coprecipitacion de lactosa-acetona y secado por aspersion, para las cepas que se
propagaron en fermentadores de 500 y 130 | de capacidad total, respectivamente. La
toxicidad que. fue determinada para los extractos de fermentacion secos, de las
anteriores muestras de GM-7 y GM-10, se obtuvo para la primera cepa un 100 y 68 %
y para la segunda fue un 96 y 56 % de mortalidad, para T. ni y H. virescens.
respectivamente. L.as demas muestras recuperadas presentaron igual porciento de
mortalidad al variar los diferentes tiempos (h) de fermentacion, de las muestras de
extractos obtenidos durante el proceso.

Finaimente fué determinado un K, de 145 Hr' como el punto clave para las
cepas GM-7 y GM-10 para obtener resultados con una buena produccidn y toxicidad
en los extractos recuperados de ingrediente activo al final del proceso de
fermentacién.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Actualmente, T. ni y H. virescens son dos insectos lepidépteros plaga de
importancia a nivel nacional®’**® y mundial. 4518216 £ importante mencionar que los
plaguicidas bioldgicos a base de B. ‘thuringiensis, por su manejo y experiencia
adquirida como producto comercial en Ias Glitimas tres décadas a nivel mundial son

considerados en nuestro pais y a nivel mundial como de menor riesgo en relacion a su
' toxicidad,”™ asi como por sus caracteristicas deales para utilizarse dentro del manejo
integral de insectos plaga (Tabla 1), También se ha investigado que el desarrollo de
resistencia es casi nulo para los insectos blanco ** Sin embargo, recientemente se ha
demostrado, para H. virescens, la presencia de resistencia a B thuringiensis a nivel de
laboratorio.?® Lo anterior nos motivd a la seleccidn de cepas nativas de 8
thuringiensis para el control biolégico de T m y H virescens a partir de nuestra
cofeccién internacional y de extractos de fermentacién almacenados de B
thuringiensis, para su posterior optimizacién y condiciones de operacion y produccion
en fermentadores de 14 | de capacidad total, asi como su escalamiento del proceso en
fermentadores de 130 y 500 | para las cepas seleccionadas

Muy pocos trabajos de investigacion se han realizado en relaciéon a la
persistencia de la toxicidad de extractos de fermentacion almacenados por
prolongados periodos de tiempo (10-15 afios). El unico reporte con que contamos es el
del trabajo realizado con extractos de B. thuringiensis var israelensis, los cuales
mantuvieron su pofencia después de 8 afos de almacenamiento.®®’ Sin embargo
después de una gégustiva busqueda en los bancos de informacién, no encontramos
ningun reporte similar de investigaciones efectuadas con cepas de B. thuringiensis
toxicas a lepiddpteros.

_ En relacion a los datos de fermentaciones acumulados por mas de 15 afios de

investigacion en fermentadores de 14 y 250 | de capacidad total, se puede concluir que
las cepas mas potentes encontradas contra 7 ni y H virescens pertenecen a la var
kurstaki H-3a3b. Lo anterior concuerda con o reportado por otros
investigadores 11428529

De acuerdo a nuestros resultados de evaluacion de la actividad téxica de los
extractos de fermentaciéon almacenados (42 en total) para la mayoria de las cepas
investigadas, la actividad se pierde por el prolongado tiempo de almacenamiento Las
Unicas excepciones encontradas fueron para la cepa HD-263 var. kurstaki, serotipo
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H-3a3b, clave del extracto 3264, producida en 1980, asi como las encontradas para
los extractos claves 3600, 3770 y 3265 que tambiénpertenecen al anterior serotipo.
seguidas de la var. morrisoni. Esto podria deberse a que las otras cepas presentan
una proteina toxica del cristal, que se inactiva debido a la actividad de un tipo especial
de proteasas." Por lo anterior, resultaria interesante conocer en un futuro los tipos de
plasmidos que presentan estas cepas y, en particular, el producto de expresién
proteinico (peso molecular) y secuencia de aminoacidos (estructura primaria) de sus
fracciones toxicas.?"®

En 1970-71, H.T. Duimage sugirié usar la relacion de foxicidad H. virescens |/
T. ni, 1a cual debia ser igual 0 mayor a uno, como un criterio de seleccion de cepas de
B. thuringiensis contra H. virescens y T. ni®#%% Resultados de archivo musestran que
la actividad tdxica de la cepa HD-263 fue igual a 2.06, mientras que para la cepa
HD-241 fue de 0.49. Esto nos indica una mejor efectividad de la cepa HD-263 para los
anteriores insectos.

Después de 22 arfios de almacenamiento, la cepa HD-193 (1971) var gallenae
clave del extracto 93, al ser ensayada presenté un 96 y 12 % de mortalidad contra T
ni, utilizando dosis de 500 y 50 pg/ml de dieta, respectivamente. Otro extracto
almacenado de esta misma cepa (ciave 2024), después de 14 afos, presentd un 32 %
de toxicidad para T. ni y 28 % para H. virescens, con dosis de 50 ug/ml (H. virescensiT
ni = 0.875). Dentro de la var. gafferiae, ia cepa HD-193 de 1971 presenté la mayor
actividad téxica. Resultados opuestos se obtuvieron con la cepa HD-530 (extracto de
1980), al ser fermentada nuevamente no incrementd su actividad téxica. Esto podria
deberse a la pérdida de solubilidad de la fraccion téxica?? al cambio en la
composicion del medio de cultivo y/o a la presencia de determinados iones en el medio
de cultivo durante su produccidn 33243275278327.3%

En las cepas tdxicas contra lepidépteros se encontrd que después de diez afios,
algunos extractos poseen 88 % de actividad. Todavia mds criticos fueron los
resultados encontrados para H. virescens, ya que solamente dos muestras presentaron
una regular actividad téxica, encontrandose que un 95 % de las muestras de extractos
fermentados y almacenados pierden su actividad téxica. Esto quizds podria deberse a
que la fraccion téxica para H. virescens es mds sensible al ataque de proteasas y/o
menos soluble. Estos resultados concuerdan con o reportado para la especificidad de
las toxinas CrylA(a) y CrylA(c) contra H. virescens.™
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Este es el primer reporte donde se demuestra que la actividad téxica de los
extractos de algunas cepas de B. thuringiensis, puede conservarse después de mas de
10 afios de almacenamiento. Este conocimiento nos llev6 a proponer un criterio nuevo
de seleccidn de cepas de B. thuringiensis, el cual involucra su alta persistencia y
potencia activa después de ser almacenada. Lo anterior nos daria la ventaja de poder
predecir que la cepa seleccionada podria durar mas tiempo en condiciones del medio
ambiente y/o anaquel. Se puede sefalar que esta nueva esirategia para seleccionar
cepas de 8. thuringiensis, agregada a las ya mencionadas,*'® podria ser muy util como
fuente de cepas a partir de las colecciones internacionales(piblicas y/o privadas) de
extractos de fermentacibn almacenados, ademés de las tradicionales, tales como
suelo $7085317.313 ngectos, 7580881817 filoplano,® granos almacenados,®? sitios de
alimentacion y criaderos de mosquitos.33731

Los resultados de la actividad toxica de las cepas nativas de nuestra coleccién
(clave GM), muestran la posibilidad de poder seleccionar de entre mas de 100 cepas,
una o dos cepas con las que se pudiera iniciar la implementacion de un proceso a
nivel industrial. De las cepas nativas evaluadas contra T. ni y H. virescens, las mejores
en cuanto a toxicidad dsl extracto recuperado y ensayado fueron las cepas GM-1,
GM-7, GM-9, GM-10 y GM-58, todas pertenecientes a la var. aizawai. Dentro de estas
cepas sobresalen GM-7 y GM-10, al utilizar dosis de 50 ug/ml de dieta. La primera
presentd 100 % y 64 %; la segunda 92 % y 4 % de mortalidad contra los anteriores
insectos.

A partir de estos resultados (datos de archivo, extractos de fermentacion
almacenados y de ias cepas nativas) se decidié seleccionar las cepas GM-7 y GM-10,
las cuales resultaron ser las mas toxicas contra 7. ni y H. virescens. Otra de las
razones por la que se seleccionaron estas cepas, fue el hecho de contar con la
caracterizacién del tipo de las toxinas que conforman sus cristales, donde se lograron
identificar 4 tipos diferentes de toxinas; CrylA(b), CrylB, CrylC y CrylD. Por
antecedentes se conoce que CrylC vy CrylD desarrollan alta actividad toxica contra
insectos del género Spodoptera, particularmente contra S. exiguua, S. littoralis y S.
frugiperda.*’ Por lo anterior podemos concluir que ia aita toxicidad de la cepas GM-7 y
GM-10 contra T. ni y H. virescens, se podria deber a la presencia de al menos 4
diferentes tipos de toxinas, 121247.248.249

Por lo que respecta a los parametros de fermentacién, asi como a la
composicion de los medios de cultivo, existen muy pocos reportes relacionados con la
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toxicidad y los parametros de produccion en fermentadores de 14 |, en particular para
B. thuringiensis var, aizawal en medios de cultivo con melaza como fuente de
carbono.”"?" Finalmente, los requerimientos de oxigeno para las cepas de B.
thuringiensis podrian ser la clave para obtener un mayor rendimiento (g de células

secas/g sustrato).

Se concluye que dentro del conjunto de conocimientos minimos para lograr el
escalamiento del proceso, es importante determinar 1as condiciones de agitacién y
aereacién en fermentadores de 14 | de capacidad con los cuales se obtenga la maxima
toxicidad y, posteriorments, efectuar la determinacion del K, para ser utilizado como
factor de escatamiento en fermentadores de 130 y 500 |, tal como se indica en |la Tabla
32. Estos resultados muestran que al cambiar la escala de operacién del proceso, de
14 a 130 y 500 |, la toxicidad y la produccién se mantienen constantes.

Tabla 32.- Efecto de la escala del fermentador sobre la produccién y toxicidad de las
cepas GM-7 v GM-10.

Cepa Escala K. Produccién Toxicidad (%)
(N - (gh) T.ni H.vi

GM-7 14 145 18.0 91 48

500 | 145 16.2 100 €8

GM-10 14 145 19.0 80 20

130 145 12.0 96 56

Escala = Yolumen de capacidad total en litros.

K, = Hr'. )

Produccion = Gramos de extracto soco por litro de medio de cultive.
Toxicidad = % de mortaildad con dosls de 50 pyg/imi de dieta.
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De los estudios comparativos realizados por Dulmage en fermentadores de 14 |,
donde utilizé dextrosa en iugar de melaza en los medios de cultivo B-4ac, D-9, B-8a,
B-12 y B-13,*" 1o cual significd un incremento en la produccion (g/l); sin embargo, el
tiemp0o de fermentacién fue mas largo, y se vid una disminucibn de azucares
reductores en los medios de fermentacion al final del proceso. En nuestros
experimentos, el remanente de azUucares reductores nos obliga a pensar en reducir la
concentracién de melaza al inicio del proceso, o bien utilizar dextrosa.?*®*" Por otra
parte, el aumentar los tiempos de fermentacion podria significar mayores riesgos con
los probiemas de contaminacion en los medios de cultivo durante la fermentacion.

Datos obtenidos de nuestros experimentos apoyan la posibilidad de encontrar,
dentro de una misma variedad de cepas, diferentes niveles de toxicidad hacia
diferentes insectos. Esto puede deberse a la susceptibilidad de los insectos como un
factor intrinsico de éstos hacia las diferentes cepas de B. thunngiensis,
independientemente de la capacidad toxica de la cepa probada. Asi encontramos que
T. ni es un insecto muy susceptible a la mayoria de las variedades de B
thuringiensis,* a diferencia de S. frugiperda, cuya respuesta es de mayor resistencia'®?
Una problematica que actualmente enfrentamos en nuestros experimentos, es la baja
actividad téxica del estandar HD-1-S-1980, aun al probarse contra T. ni. Por
comunicacion personal con otros laboratorios, sabemos que éstos tienen el mismo
problema.

Por otra parte, se pueden considerar dos puntos de vista cuando se discute
acerca de la estandarizacién de 8. thuringiensis, 1o cual podria ser la causa de la baja
toxicidad encontrada en el estandar: el primero es la estandarizacién industrial, la cual
serefiere estrictamente a la necesidad de producir una formulacién dada para
mantener una calidad constante dentro del producto; el segundo es la estandarizacion
internacional, que se relaciona con la habilidad de comparar productos hechos en
diferentes paises por diferentes procesos y, frecuentemente, con diferentes variantes o
aislados de B. thuringiensis.

Como hemos visto, la estandarizacién internacional ha sido examinada en
diferentes foros internacionales, pero siempre con el error en el punto de vista de que
la comparacion contra un solo estandar podria dar origen a una "estandarizacién
internacional® de Jas preparaciones. En realidad, si la estandarizacion de
formulaciones de B. thuringiensis se llevara a cabo en esta forma, seria necesario el
uso del mismo serotipo y de los mismos métodos de produccion, etc.
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De nuestros resultados experimentales del disefio de medios de cultivo y
escalamiento a pianta pilote podriamos sedalar lo siguiente:

a).- Mantener un K, de 145 Hr' resulté adecuado para las cepas de GM-7 y
GM-10 durante las pruebas piloto en fermentadoresde 500 y 1301 de
capacidad.

b).- La produccién para GM-7 fuede 162 g/l y para GM-10 de 12.0 g/l de
~ extracto de fermentacion seco.

¢).- La potencia para GM-7 fue de 100 % y68% y para GM-10de 96 % y 56 %
de toxicidad, contra T. ni y H. virescens respectivamente, al utilizar dosis de
50 ug/ml de dieta.

d).- Es posible investigar |a reduccién de la concentracién de la fuente de
- carbono (melaza), asi como otros agentes para controlar el pH.

Ambas cepas tienen el mismo comportamiento en la produccion, de acuerdo &~
los factores de tiempo de fermentacion, aereacién y agitacion y requerimientos
nutricionales, no encontrandose diferencias significativas en la toxicidad de los
extractos recuperados.

Los resultados que obtuvimos nos permitieron llegar a las siguientes
conclusiones:

Q Conocer y recuperar, como una nueva y valiosa fuente de aislamiento y
seleccion de cepas de B. thunngiensis, aqueilas depositadas en la
coleccion internacional de extractos de fermentacion almacenados de
nuestra Facultad, para usarse en control bioldgico de 7. niy H. virescens,
asi como para ofros lepidopteros de importancia econdémica.

Q Se demostro que la cepa HD-263 var. kurstaki conserva buena actividad
toxica después de mas de 12 afios.

Q De las cepas nativas depositadas en nuestra coleccion, las cepas GM-7 y
GM-10 resultaron ser altamente toxicas contra 7. niy H. virescens.
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a Es necesaric descartar el uso del cultivo total para bicensayos
preliminares de seleccién, puesto que el extracto de fermentacion a base
de lactosa-acetona asegura una mejor forma de representar al extracto,
ya que an la mayoria de ios casos aumentd la mortalidad de un 20 hasta
un 72 %.

Consideramos gue algunos de fos logros mas importantes de este trabajo son
los siguientes:

(| Proponemos un nuevo enfoque para |arecuperacién de cepas de
B. thuringiensis activas contra lepidopteros plaga de importancia agricola.

(| Encontramos que de nuestras mejores cepas nativas de B. thuringiensis,
las pertenecientes a la var. aizawai son muy atractivas para ser
producidas a nivel industrial.

Q La aplicacion de un modelo estadistico experimental de 2 factores y 8
tratamientos (cada tratamiento por triplicado) en fermentadores de 14 | de
capacidad total, para la optimizacién de condiciones de operacion para B.
thunngiensis var. aizawai.

Encontramos que un K, de 145Hr' es un factor de escalamiento
confiable en fermentadores de 130 y 5001 de capacidad total,
manteniéndose la actividad téxica y la produccion de las cepas GM-7 y
GM-10.

Los resultados muestran que tanto el escalamiento como las condiciones de
operacién determinadas, funcionan de manera adecuada en ambos niveles de
capacidades totales. De la misma manera, la produccién de extracto de fermentacion
(gfl) y toxicidad (% de mortalidad) son similares para ambas cepas de B. thuringiensis
var. aizawai, y la actividad biolégica (% de mortalidad) es superior al estandar y
cercana al producto comercial JAVELIN®, Por ofra parte, la temperatura 6ptima de
fermentacién para la produccién del complejo espora 8-endotoxina fue de 30 °C y el pH
de 7.0. Estos resultados concuerdan con lo reportado para otras cepas de B.
thuringiensis. "™
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Finalmente, [a hipotesis inicial se cumplié por el hecho de haber seleccionado
cepas nativas de B. thuringiensis y de extractos de fermentacién, identificandose
dentro de éstas a las cepas nativas mas potentes denominadas GM-7 y GM-10, y por
el hecho de haber optimizado un proceso para su produccién en fermentadores de 14
litros, tomando como criterios principales su potencia (9/1) y su toxicidad, asi como por

haber logrado su escalamiento en fermentadores de 130 y 500 litros de capacidad totai
para esas mismas cepas seleccionadas.
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RECOMENDACIONES

Efectuar bioensayos de actividad toxica de B. thuringiensis GM-7 y GM-10
contra otros insectos blanco, tales como P. xylostella, Keifena sp., asi como
contra otro tipo de organismos, por sjemplo protozoarios, nematodos, etc.

En un futuro seria conveniente buscar, como estrategia para una cepa, que su
toxina sea mas persistente en campo y anaquel.

Utilizar como estandar internacional la cepa HD-263 en fugar del estandar
actual, ya que la primera demostré mayor estabilidad después de 12 arfios de
almacenamiento.

Utilizar los extractos de fermentacion almacenados con otros insectos bianoo#,
tales como S. exigua, S. frugiperda y P. xylostella. '

De acuerdo mestros resultados se recomienda, para las cepas nativas de B.
thuringiensis claves GM, buscar dosis de entre 25 y 50 pg/ml de dieta.

Determinar la concentracidn de proteina soluble en los diferentes tipos de
extractos almacenados para tratar de relacionar cantidad de proteina soluble
con toxicidad.

Redisenar €| medio de cultivo denominado A-1, que fue el que se utilizé para B.
thuringiensis GM-7 y GM-10 a 17.0, en lugar de 20.0 g/l de la fuente de carbono
(melaza).

Seria interesante probar la produccidn y toxicidad de nuestras cepas en el
medio de cultivo D-18 y B-8a.

Investigar la influencia de algunos iones para determinar si incrementan las
UFC al final del proceso de fermentacion.

Se recomienda poner mas énfasis en lo referente a la cinética de fermentacion
para la cepa que sea selecciohada, principalmente al tipo y cantidad de acido y
base utilizados para controlar el pH.
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Seria deseable tratar de disminuir el tiempo de fermentacién al minimo posibie,
ya que esto evitaria problemas de contaminacién en el transcurso del proceso.

investigar la apiicacién del método estadistico de optimizacion de condiciones
de operacion utilizado durante este trabajo, para otras cepas que sean
seleccionadas contra otros insectos blanco.

Explorar el potencial de persistencia de la actividad toxica de los extractos
almacenados contra otros insectos blanco.

Determinar si las ofras cepas nativas seleccionadas pueden ser buenos
candidatos en un proceso industria | para utilizarse contra otros insectos blanco

y otros organismos plaga.
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