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RESUMEN

En la mayor parte del mundo se han venido utilizando insecticidas quimicos para
el control de plagas agricolas. Sin embargo, debido a que los insectos desarrollan
mecanismos de resistencia y tolerancia que les permiten soportar concentraciones
cada vez mayores de insecticidas, se ha venido incrementando el empleo de
compuestos quimicos afectando seriamente la salud del hombre, debido a la
contaminacién de productos agricolas, animales benéficos y del medio ambiente

en general.

Como una alternativa promisoria para el manejo econdmico y ecologico de los
insectos plaga, surge el control biolégico mediante el uso de microorganismos
entomopatdégenos, garantizando un ecosistema mas estable y menos
contaminado. La bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) es uno de los
microorganismos mas utilizados para el control de insectos plaga por su alta

actividad insecticida y a su alta especificidad.

Desde hace algunos afos, como parte del proceso de desarrollo de la
biotecnologia en el pais se han desarrollado investigaciones tendientes a producir
Biopesticidas a nivel industrial a partir de aislamiento de cepas nativas promisorias

y el conocimiento de algunas variables del proceso de esporulacién del Bt.
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En este trabajo se disefio un medio de cultivo para la produccion del ingrediente
activo de Bt. empleando una cepa nativa aislada de la Plantacion Palmar de
Oriente en Villanueva Casanare. Para mejorar las condiciones de produccién en
bioreactor del ingrediente activo Bacillus thuringiensis se estandarizo la
preparacion del inéculo y se definid la composicion del medio de cultivo en matraz
utilizando una fuente de carbono (A) y probando tres fuentes de nitrégeno

organico (B, Cy D) y nitrogeno inorganico (E).

Este trabajo se desarrollo en dos etapas las cuales consistieron en:

En la primera etapa se utilizaron matraces de 250 mL de volumen total con 50 mL
de volumen de fermentacion, el medio de cultivo fue inoculado con el 10% del
preindculo bacteriano, incubado a una temperatura de 29°C, a una velocidad de
agitaciéon de 200 rpm y se seleccion6 el medio de cultivo mas promisorio para la
produccion masiva del complejo espora/cristal. Se obtuvo los mayores

rendimientos con el medio 31 con una relacién carbono:nitrégeno de 6.2:1

En la segunda y ultima etapa se verificaron los resultados en un volumen de

fermentacion de 3L, encontrandose que controlando el pH y la aireacién aumenta

los rendimientos de UFC y esporas/mL.
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Introduccion

La industria agricola Colombiana busca el desarrollo de nuevas técnicas de
produccién sostenibles que garanticen la explotacion diciente de los productos
agricolas y de esta manera se mantenga un ecosistema menos contaminado. Sin
embargo los cultivos estan siendo afectados por diferentes problemas entre los

que sobresalen los insectos plaga (Abarca, 1992).

Para el control de dichas plagas se encuentran los pesticidas quimicos, cuyo uso
representan a los agricultores elevados costos de produccién (Abarca, 1992). El
empleo de altas concentraciones en los compuestos téxicos afecta el medio
ambiente y ocasiona problemas en la salud humana. En busqueda de una
solucion al uso indiscriminado de insecticidas quimicos se ha planteado el empleo
de un método que involucra el control bioldgico como una alternativa dentro de la
cual Bacillus thuringiensis (Bt) juega un papel importante como controlador de

plagas que dafian los cultivos agricolas (Crickmore, 1998).

La produccion de bioinsecticidas a base de Bt. requiere el disefio de un medio
adecuado para el crecimiento, esporulacion y formacién de la d-endotoxina. Es
importante conocer los requerimientos nutricionales del microorganismo a
producir. La glucosa es la mejor fuente de carbono, aunque otros compuestos
pueden ser utilizados tales como almidon, sacarosa, glicerol y melazas (Smith,

1982).

16



Ademas es esencial una adecuada fuente de nitrégeno para el crecimiento de la
bacteria. La literatura reporta que la triptona es la fuente preferida de nitrdgeno
durante la fase exponencial de crecimiento; otros compuestos pueden ser
utilizados, tales como harina de soya, puré de tomate, harina de pescado y licor de

maiz (Smith 1982).

En la region Oriental del pais la Palma de Aceite es cultivada en grandes
extensiones de tierra (100.000 ha); la homogeneidad y las caracteristicas del
cultivo inducen o facilitan a la adaptacion, evolucion y distribucion en poblaciones
de insectos del orden Lepidoptera y Coleoptera. Una de las principales plagas de
importancia econémica es el Loxotoma elegans seller, el cual consume entre un
50 a 60% el cultivo, afectando el peso y tamafio del fruto causando perdidas

anuales que superan a un 80% en la produccion (Garcia, 1994).

Conscientes en el impacto ambiental y en la reduccién de costos del cultivo de
palma, surgio el interés de encontrar formas alternas para el control de Loxotoma
elegans. En busqueda de una solucion la empresa Palmar del Oriente quiere
producir el ingrediente de Bacillus thuringiensis como insumo agricola, utilizando

sustratos de bajo costo en el cual se obtenga una buena produccion de la d-

endotoxina.

En este trabajo se estudio el efecto de la fuente de carbono (A), fuentes diferentes
de nitrogeno organico (B, C y D) y una fuente de nitrdgeno inorganico (E) de bajo

costo, para produccion del ingrediente activo de Bacillus thuringiensis,.
17
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Marco teérico

1.1 CONTROL BIOLOGICO

Desde la segunda guerra mundial se hizo extensivo el uso de plaguicidas
especialmente los plaguicidas organicos, los cuales ofrecieron ventajas tales
como: |. rango amplio de accion sobre casi todas las plagas, Il. la accion rapida
para prevenir dafios. Ambas ventajas reflejaron ingresos econdémicos rapidos
(Cerén, 1991). Sin embargo, pronto emergieron problemas tales como: |.
resistencia de las plagas a los productos quimicos, Il. problemas de residuos, lIl.
retorno de las plagas principales, IV. incremento de las plagas de importancia
secundaria, V. destruccion de los enemigos naturales, VI. contaminacién

ambiental y VII. aumento de costos (Badii, 1994).

Como solucién a los problemas generados por el uso indiscriminado de
plaguicidas, surgido el control biologico definido como el uso de algunos
organismos o su producto para controlar una plaga en particular (Bambara, 1997).
Los organismos entomopatdgenos utilizados para el control de plagas son
diversos; hay un amplio nimero de virus, hongos, bacterias y protozoarios que se
han empleado en la protecciébn de bosques, cosechas y en la preservacion de

granos almacenados (Ceron, 1991).

El control biolégico es una importante alternativa para evitar los problemas antes

mencionados, ya que presenta las siguientes ventajas: |. alta especificidad para el
19



insecto blanco, II. ausencia de toxicidad para plantas, animales y hombre., Ill.
ausencia de contaminacion en el medio ambiente y IV. son biodegradables. Entre
las desventajas de los bioinsecticidas se encuentran |. una marcada especificidad
que limita la efectividad a una sola especie de insectos y Il. los costos de
produccion son altos si se comparan con los de los insecticidas quimicos.

(Bambara, 1997).

1.2 GENERALIDADES DE Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt.), es una bacteria del suelo, Gram positiva, que se
caracteriza por la produccién de un cuerpo paraesporal durante la esporulacion, el
cual tiene actividad biocida contra larvas de diferentes insectos. Taxonémicamente
el organismo es un miembro del grupo | del genero Bacillus, de la familia
Bacillacea, del orden Eurobacterial, phyllum Procariota, del reino monera (Bulla,
1980) (Manual Bergey's, 1997), (Faloci, 1990; Cerdn, 1995; Rowe y Margaritis

1987; Rodriguez, 1991, Galan 1996).

En la naturaleza Bt. puede ser aislado de diferentes habitats entre los que se
incluye al suelo, el follaje de las plantas, los almacenes de granos y desde luego

los insectos blanco enfermos o muertos (Manasherob, 1998).

Las células vegetativas de Bt. son cilindricas de dos a cinco nm de largo por un

mm de ancho, rodeados por flagelos peritricos. Se divide por fision binaria que
20



ocurre frecuentemente en cadenas, forma esporas generalmente ovaladas y un
cristal paraesporal. Las esporas son subterminales y el cuerpo paraesporal
generalmente aparece afuera de la membrana de la espora, pero dentro del

esporangio (Manual Bergey's, 1997).

El Bacillus thuringiensis fue aislado en 1902 por Iskiwata a partir de gusanos de
seda enfermos, quien establece que sélo la forma esporulada es la que posee
toxicidad contra larvas (Rowe y Margaritis, 1987). Posteriormente Berliner en 1911
lo aisl6 de una larva de una polilla muerta, denominandolo asi en honor a
Thuringia Alemania, observé la formacion de la espora y de una inclusién que
estaba formada por un material no usado en el proceso de esporulacién, que

primero tiene forma de esférica y luego romboidal(Galan, 1996).

El uso comercial de Bt. para el control de insectos comenz6 en los afios 60°,
después del descubrimiento de la cepa HD-1 por Howard Dulmage (subespecie
kurstaki), resulto especialmente activa contra importantes especies del orden
Lepidoptera. En 1977 dos zoodlogos israelitas, aislaron un bacilo de larvas del
mosquito Culex sp, el cual fue identificado y clasificado por De Barjac como
Bacillus thuringiensis var israelensis. La bacteria presentaba un nuevo antigeno
flagelar al que se le denominé H14. Esta variedad se caracterizo por presentar
cristales de diferentes tamafos y formas y sobre todo por su patogenicidad hacia

larvas del mosquito Aedes aegypti (De barjac, 1990).
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En 1989, Ohba y Aizawa reportaron 2 nuevas serovariedades pertenecientes al
grupo seroldgico 3, por lo que los subfactores antigénicos para alesti y kurstaki
(De Barjac y Frachon 1990) cambiaron. Las dos nuevas serovariedades fueron
toxicas para tres especies de lepidopteros y no para mosquitos y mosca
domeéstica. En 1990 se describi6 la variedad neoleonensis como el serotipo H-24,
la primera cepa internacional reportada en México.. También se reportaron los
serotipos H27 var mexinanensis y el serotipo H28a:H-28b var monterrey. En
1994, Juarez — Perez y et al. reportaron el serotipo H-32, aislado de muestras de
suelo de Cameroon; en este mismo afio, Lee y et al. Describieron las variedades
coreanensis (H-25), leesis (H-33) y Konkukian (H-34), todas basandose en sus

antigenos flagelares.

1.3 TOXINAS DE Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis se caracteriza por producir una gran variedad de toxinas con
diversas propiedades, se han descrito 7 diferentes toxinas para este

microorganismo:

a-EXOTOXINA (Fosfolipasa C o lecitinasa):
Esta toxina ha sido estudiada en relacion con la patogenicidad de Bacillus
thuringiensis y Bacillus cereus. Es una enzima termolabil, capaz de lisar diversos
tipos de células, dado que afecta los fosfolipidos de la membrana, causando

accion litica o necrosante. Estudios sobre la biosintesis de la lecitinasa producida
22



por Bt., se demostré que ésta, aparece en la fase logaritmica de crecimiento; su
biosintesis y acumulacion ocurre en un rango de pH entre 6.0 — 9.0. Es una
proteina termol&bil, estable en un rango amplio de pH (3.0 — 9.0) y estable en

presencia de tripsina y de urea 8M (Faust, 1982).

b- EXOTOXINA (Factor mosca):

Es un producto extracelular, dializable, soluble en agua y termoestable, a 120°C
por 15 minutos, el cual es producido durante la fase de crecimiento exponencial
por algunas variedades de Bacillus thuringiensis. Esta toxina afecta insectos tales
como Mamestra brasicae, Pieris brasicae, Galleria.mellonela, Aedes aegypti y

Musca doméstica entre otras. (Farrera, 1993).

d- ENDOTOXINA:

Es la toxina mas estudiada de Bacillus thuringiensis, esta contenida en un cristal
paraesporal proteico, el cual es termolabil y soluble en soluciones alcalinas. El
cristal se produce después que la bacteria comienza la esporulacion y la sintesis
es detectada primero en el estado Il del ciclo de esporulacion, pero el mayor

crecimiento ocurre durante las fases lll y IV (Faust, 1982).

Generalmente la forma del cristal es bipiramidal, pero se ha encontrado cristales
de diversas formas y tamafos, asi los cristales de diferentes serotipos difieren de
composicién y cantidad de cadenas polipeptidicas. La estructura molecular del

cristal y su origen exacto en la célula no se conoce, sin embargo, se sabe que la
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toxina esta presente como una protoxina, la cual es hidrolizada a una forma activa

por enzimas proteoliticas del hospedero (Crickmore, 1998).

Otras toxinas expresadas por Bt.:
Una enzima no identificada que puede ser téxica, denominada | -endotoxina
producida por las variedades subtoxicus y entomocidus.
Una toxina labil producida por la variedad thuringiensis.
Una toxina soluble en agua producida por la variedad alesti.
Una exotoxina conocida como factor raton producida por las variedades

thuringiensis, allesti y galleriae (Crickmore, 1998)

1.4 MECANISMO DE ACCION DE LA d- ENDOTOXINA

El mecanismo de infeccion requiere de la ingestidn activa del microorganismo por
la larva. Estas larvas poseen en su sistema digestivo una combinacion de pH,
sales y enzimas necesarias para activar los cristales altamente insolubles. Asi que
el insecto debe ingerir el complejo espora-cristal, para ser afectado y debe hacerlo

en dosis suficientes para que el efecto sea mortal.

La toxina de este microorganismo se sintetiza durante la esporulacion. El peso
molecular aproximado de esta proteina es de 130 a 140 KDa y se le denomina

protoxina, la protoxina es digerida en el intestino medio del insecto por las
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condiciones alcalinas y proteasas presentes, liberAndose un péptido téxico de 60 a
70 KDa haciendo que el insecto tenga paralisis en el tracto digestivo y suspenda la
ingestién. La toxina primero reconoce y se une a sitios especificos (receptores)
localizados en las microvellosidades de las células epiteliales del intestino medio,
induciendo a la formacion de poros de membrana. Tal alteracion resulta en un flujo
bidireccional de iones acompafado por una entrada de agua; Dando como
resultado que las células del intestino de la larva se inflamen y terminen lisandose

(Ceron, 1991).

La citdlisis, se produce por el ingreso de agua en la célula inducida por la toxina,
en algunos casos el ambiente creado por la d-endotoxina puede ser suficiente
para la germinacion de la espora de Bt. y subsecuentemente septicemia (English y

Slatin, 1992).

1.5 PRODUCCION INDUSTRIAL DEL Bacillus thuringiensis

El fermentador més utilizado es el matraz agitado, debido a su tamafio, operacién
simple, bajo costo y versatilidad de procesos, como: seleccion de cepas,
desarrollo y optimizacién de medios de cultivo, establecimiento preliminar de
condiciones de cultivo (pH, temperatura), asi como en estudios de cinética de

crecimiento y de formacion de productos (Quintero, 1991).
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Existen tres formas para producir Bt., cultivo por lote, cultivo por lote alimentado y
cultivo continuo, la mas empleada en la produccién comercial de Bt. es la
fermentacion por lote (Krieg y Miltenburger, 1984). El Bacillus thuringiensis se
cultiva por dos métodos: Cultivo estacionario o fermentacion soélida y cultivo

agitado o fermentacion sumergida (Rowe, 1987).

1.5.1 Fermentacion soélida

La técnica de fermentacion que inicialmente se utilizé para la produccion de
bioinsecticidas a base de Bacillus thuringiensis fue la fermentacion soélida, en ésta
el bacilo se cultiva en una solucion nutritiva liquida adsorbida en pequefias
particuas de un acarreador sélido. Esto permite obtener un area interfacial muy
alta. Generalmente se utiliza un acarreador de salvado de trigo, maiz molido,
cacahuate picado, alfalfa, cascarillas de arroz y de avena y semilla de algodon. Se
hace necesario la presencia de aditivos inorganicos que eviten la formacion de

grumos y que faciliten la posterior operacion de molienda (Rodriguez, 1991).

Ventajas:
El proceso es barato pues no requiere de equipos sofisticados ni de control
riguroso. Ademas, como el proceso no se lleva cabo en condiciones de
esterilidad, resulta muy barato comparativamente a otros métodos de

fermentacion en lo que se refiere a costos de operacion.
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El manejo de la fermentacion es relativamente sencillo una vez que se
encuentran los parametros adecuados para la fermentacion.
La obtencion del producto final requiere solamente secar, moler la mezcla y

adicionar algunos aditivos.

Desventajas:
Es muy dificil realizar controles adecuados de las condiciones de operacion
como es el caso del oxigeno transferido, la temperatura 'y pH.
La naturaleza no estéril del proceso provoca contaminaciones en las porciones
mas bajas de la mezcla que son las que estan en contacto con el aire.
Los rendimientos en volumen son relativamente bajos, comparados con la

fermentacion sumergida.

1.5.2 Fermentacion sumergida

El cultivo agitado o fermentacién sumergida para la produccion de Bt. es el método
gue hasta ahora permite obtener altos rendimientos, calidad homogénea del
producto y tiempos de fermentacion relativamente cortos. Esta consiste
esencialmente en inocular en un medio de cultivo liquido, controlando condiciones

decrecimiento tales como: temperatura, aireacion, pH.
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1.5.3 Fermentacion sumergida por lote

Un cultivo por lote puede considerarse como un sistema cerrado, en el que todos
los nutrientes son colocados en el fermentador antes de la siembra del
microorganismo, que crece a expensas de éstos hasta que por lo general uno de
ellos es limitante y se agota, cosechandose el mosto al término del proceso. La
produccion de Bt. se realiza actualmente por este sistema (Dulmage, 1981);

(Rodriguez, 1991).

Ventajas:

La fermentacion es sencilla desde el punto de vista de operacion del
fermentador: se esteriliza y se carga el fermentador, se hace la fermentacion y
posteriormente se descarga el equipo. Todos en una secuencia de operaciones
consecutivas.

Es posible esterilizar el medio de cultivo en el propio fermentador y utilizar este
mismo como tanque de sostenimiento de caldo de cultivo con producto
mientras éste se procesa. Esto disminuye el nUmero de equipos necesarios Si
no se tiene un programa de produccion muy ajustado.

El control de proceso es simple ya que se fijan al inicio de la fermentacion; se
mantienen constantes la temperatura, agitacion y alimentacién de oxigeno. El
tiempo de fermentacion se fija hasta alcanzar el porcentaje de esporulacion

deseado. Para el caso de B.t es normalmente de 90 a 95%.
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Es posible efectuar fermentaciones utilizando una cepa diferente Bacillus
thuringiensis para cada lote, de acuerdo a la demanda del mercado. Esto es
una ventaja ya que los requerimientos nutricionales y condiciones de operacion
de las diferentes variedades de Bacillus thuringiensis son lo suficientemente
parecidos como para proporcionarlos con un solo equipo y con una flexibilidad
intermedia.

El escalamiento del proceso es simple. Se ha sugerido que el mejor criterio de
escalamiento es el de mantener constante la razon de transferencia de oxigeno
(OTR) (Razo, 1991).

Es facil sincronizar la esporulacién del microorganismo debido a que esta es
espontanea y no es necesario ningun otro manejo tecnologico para lograrlo.
Por lo tanto, si el tiempo de fermentacidon es Optimo se pueden obtener

porcentajes muy elevados de esporulacion.

Desventajas:
Requiere habilidad de operacion para obtener calidades iguales de lote a lote
de produccién, a veces empleando el procedimiento de modificar las
condiciones de operacién para cada lote, que deben seleccionarse sobre la
marcha dependiendo de como se comporta la fermentacion.
Escalas de produccion grandes requieren fermentadores y equipos de
almacenamiento con volimenes mayores que los empleados para un cultivo

continuo (Rodriguez, 1991).
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El cultivo por lotes es menos productivo cuando se compara con los otros
métodos basandose en el volumen de mosto empleado y al tiempo de
fermentacion. Esto se debe a que se alcanzan concentraciones celulares
menores que con el lote alimentado y ademas, un porcentaje grande del
tiempo de fermentacion se pierde en la fase lag y en el inicio del crecimiento
logaritmico. Sélo en las ultimas horas de fermentacién se produce la mayoria

de la biomasa y la formacion del cristal.

1.5.4 Fermentacion sumergida por lote alimentado

El cultivo por alimentado es un sistema abierto, en el cual se adiciona uno o0 mas
nutrientes al bioreactor durante el cultivo, existiendo una acumulacién de producto

y cosechando la suma total al final de la corrida (Quintero, 1991).

El cultivo por lote alimentado ha resultado adecuado para los siguientes tipos de
procesos: |. en sistemas con inhibicién por sustrato (metanol, etanol, acido acético,
etc); Il. para alcanzar altas concentraciones celulares; Ill. para minimizar el efecto

de la glucosa (Rodriguez, 1991).

El propdsito principal de la operaciéon en lote alimentado es de controlar la
concentracién de sustrato limitante en el mosto de la fermentacién. Para lograr

establecer: |. Los nutrientes a adicionar y Il. El modo de adicion.
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Ventajas:
Se obtienen concentraciones celulares y productividades mayores a las del
cultivo por lote. Los primero debido a que se permite un crecimiento adicional
con un menor incremento de volumen y lo segundo por que una porcién mucho
mayor del tiempo de fermentacion se emplea en la produccion de biomasa

(Rodriguez et al., 1991).

Desventajas:

Puede tener problemas de efectos de inhibicion del crecimiento ya sea por
concentracion de metabolitos excretados al medio o por inhibicidén por sustrato,
si la alimentacién no se hace al régimen adecuado.

Este método requiere de una determinacion mas exacta de los nutrientes que
se deben adicionar para controlar el crecimiento.

Es necesario el uso de métodos y equipos sofisticados de control del proceso y
de la adicion del nutriente limitado, sobre todo si el control es por

retroalimentacion (Rodriguez, 1991).

1.5.5 Fermentacion en cultivo continuo

Un sistema de cultivo continuo es un sistema abierto en el que existe
simultaneamente una entrada de medio fresco y una salida de mosto fermentado

(Wang, 1979) demostraron que el operar la fermentacion de manera continua se
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puede obtener una mayor productividad en el proceso si se le compara con el

proceso por lote.

Ventajas:
Es posible tener un control de la velocidad de crecimiento del microorganismo
y al menos tedricamente esta velocidad puede mantenerse por u tiempo
indefinido.
En el interior del fermentador, tanto la concentracion celular como las
condiciones de operacion pueden mantenerse constantes y dependen de la
velocidad de dilucién, que pueden manipularse con facilidad. Esto permite una
investigacion mas adecuada de la respuesta fisiol6gica del microorganismo a
cambios ambientales, ya que estos pueden fijarse con bastante exactitud. De
manera similar, permite una determinacion mas precisa de las constantes
cinéticas de la bacteria (Dawson, 1985).
Este método pueden utilizarse para optimizar la composicién del medio de
cultivo empleando una técnica de pulsos (Mateles y Battat, 1975), (Goldberg,
1981).
Se necesitan equipos comparativamente mas pequefios para emplearse en

escalas de produccién bastante mayores.

Desventajas:
El crecimiento sostenido de una cepa por periodos prolongados tiende a

favorecer competitivamente a las cepas 0 a generar mutantes, estos no
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siempre son surperproductores cristales (Harder et al,. 1977), provocando
perdidas en la capacidad productiva de la cepa original.

El prolongado periodo de operacion, con inyeccion continua de nutrientes y de
aire que requieren estar estériles, produce mayores posibilidades de
contaminacion.

Se puede presentar asincronias en la esporulacion, dependiendo de la
velocidad de dilucion.

Si aparecen problemas de concentraciones celulares en espumas, agregacion
de células o depdsito en las paredes de acumulaciones celulares la
fermentacion puede desestabilizarse, llegandose a un eventual lavado del

recipiente (Rodriguez, 1991).

1.6 MEDIOS DE CULTNO EMPLEADOS EN LA PRODUCCION DE

Bacillus thuringiensis

Para la produccion del bioinsecticida a partir de Bt. es necesario un medio de

cultivo que estimule al microorganismo a producir el complejo espora-cristal de

manera rapida y permita que la d-endotoxina conserve la actividad biolégica.

El Instituto Pasteur en 1956 public6 un procedimiento para la produccion de

esporas Yy cristal en un medio liquido con glucosa como fuente de carbono. En

1968, Dubois Normano estudié un medio que relaciona los requerimientos para el
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crecimiento y la esporulacion, en el cual se observo la letalidad de la proteina

(Tzeng, 1998).

Dulmage en 1970 comparo la produccién de esporas y d-endotoxina, utilizando
varios medios complejos apropiados para la produccion industrial, determiné que
la actividad insecticida no depende de la cantidad de microorganismos empleados
para el crecimiento, ésta depende de la especie y del medio para la produccion de
la toxina. Como las concentraciones de carbohidrato juegan un papel importante
en la produccién de la d-endotoxina, se determin6é que las condiciones Optimas
para la formacion de cristal del Bt. son de 6 a 8 g de glucosa por litro de medio
semisintético, ya que las adiciones mayores de glucosa no incrementan la
produccion de la toxina. Posteriormente en 1971, recuperd complejos espora - d-
endotoxina de 16 aislados de Bt. var alesti (serotipo 3 a) y de 2 cepas de Bt. var
kurstaki, cultivadas en 3 diferentes medios de fermentacion a base de sales
minerales, utilizando diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, tales como
triptona, harina de semilla de algodén, harina de soya, etc. Demostré que la
cantidad d- endotoxina producida por las diferentes cepas varia ampliamente en
relacion con el serotipo y medio de cultivo (Dulmage Y Rodees, 1971; Dulmage,

1971).

Sherrer y col. (1973) investigaron el efecto de la concentracion de glucosa y la
aireacion en un medio de cultivo con glucosa, extracto de levadura y sales,

encontrando que la concentracion de glucosa no afecta el tamafio de la espora ni
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el grado de toxicidad; sin embargo, si afecta la longitud del cristal, el cual presentd
una longitud promedio de 0.2 a 0.5 m, cuando se incrementa la glucosa de 0.1 a

0.6 %.

Uno de los estudios mas completos sobre los requerimientos minimos
nutricionales para el crecimiento, esporulacién y formacién del cristal es el
realizado por (Nickerson 1974), utilizando 18 especies de Bt, en donde se
comprueba que el microorganismo no crece en cantidades minimas de glucosa y
sales, pero al adicionar citrato, aspartato o glutamato, se produce un efecto
contrario en todas las especies empleadas. Se recalca la importancia de los
requerimientos minerales, especialmente de los iones manganeso, potasio, calcio
y zinc y en algunos casos de los iones hierro y cobre, para el crecimiento o la

esporulacion, sin que se requiera de vitaminas en las especies ensayadas.

Goldberg y col. (1980) describieron un medio complejo espora - d-endotoxina de
Bt. a escala piloto, con fermentadores de 500 L de capacidad y glucosa 30.0 g;
Peptona de soya 20.0 g; Extracto de levadura 4.5 g; liquido de remojo de maiz 5.0
ml; KCI 3.0 g; (NH4)2SO4 3.0 g; HbPO4 7 mL; MgSO4 2.0 g; CaCl, H,O 36.0 mg;
FeSO4 7H,0 13.5 mg; MnSO,4 4H,0 40.0 mg; por cada 1000 mL de agua destilada
a 32°C con aireacion de 0.3 VVM, agitacion de 120 a 160 rpm., pH 6.2 a 7.4 con

una produccion de 4 X 10° UFC/ mL en 60 h de operacién aproximadamente.

Couch y Ross (1980), trabajaron con Bt. propagandolo en diversos productos

naturales como fuentes de nitrégeno, tales como harina de pescado, harina de
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semilla de algoddn, liquido de remojo de maiz, harina de soya, levadura autolizada
y caseina. Las fuentes de carbono incluyen productos de maiz hidrolizados,
almidon y dextrosa, los cuales son adecuados para disminuir los costos de

produccion.

Al evaluar cuatro fuentes de carbono (glucosa, sacarosa, glicerol y aceite de
soya), Smith 1982 obtuvo mayor eficiencia en cuanto a la produccion de la toxina
con la glucosa, pero un menor efecto toxico, comparada con la toxina producida
utilizando como sustrato glicerol. La glucosa parece ser la mas apropiada (Smith,
1982) aunque se ha usado almidon, la sacarosa, el glicerol y lactosa (Ertola, 1985)
siendo esta mas facilmente asimilable por el microorganismo. Hay resultados que
muestran que el cambio en la fuente de carbono provoca variaciones en la
actividad biolégica y en la morfologia de los cristales a las alteraciones en la

velocidad de sintesis de las d-endotoxinas contenidas en los cristales (Smith,

1982; Yudina, 1992).

Arcas y colaboradores (1984) consideraron la influencia de los componentes del
medio en la produccidn espora-cristal, concluyen que la adicién de micronutrientes
(lones manganeso, magnesio y calcio) incrementa la productividad; al utilizar
20g/L de glucosa obtienen 5.4 g de células/L (peso seco) y 1.75 X10° esporas/mL.
Encuentran la necesidad de usar una fuente adecuada de nitrdgeno organico, de
las cuales el extracto de levadura es la mas conveniente, generalmente debe
usarse en combinacion con la fuente inorganica (sulfato de amonio). El aporte mas

importante radico en proponer el uso de una combinacion de fuente de nitrégeno
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organico (debido a que la bacteria requiere de algunos aminoacidos o péptidos

esenciales para el crecimiento) e inorganico.

Del trabajo de Sakharova (1987), se concluye que la reduccion en el nimero de
células y en la velocidad de crecimiento durante la fase exponencial, afecta la
formacién de esporas sin inhibirla, debido al exceso de glucosa en el medio; este

efecto no se observo en altas concentraciones de extracto de levadura (20 g/L).

Se ha podido demostrar que la fuente de carbono mas apropiada, tanto para el
crecimiento como para la esporulacion, es la glucosa (Smith, 1982; De Urquijo,
1987). Segun indican Dulmage y colaboradores, los niveles de azucar deben
seleccionarse con cuidado, debido a que su metabolismo produce compuestos
acidos que pueden disminuir demasiado el pH y detener la fermentacién (Foda,
1985). La glucosa tiene gran relevancia sobre el proceso de produccion de
biomasa y la esporulacion obteniéndose una mayor cantidad de esporas que
cristales, lo cual es inconveniente para la obtencion de las toxinas, (Acosta y
Navarro, 1994; Berdugo, Zamora, 1995) obteniendo un producto con baja

actividad.

Algunos autores reportan que existe una fuerte correlacion entre el nivel de
glucosa inicial y la aireacién, dado que al incrementar la glucosa es necesario
incrementar la aireacién para que haya un rendimiento significativo (Foda, 1985),

(Arcas, 1987).
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Pearson y Ward (1988) estudian la composicion del medio en el inéculo y la
fermentacion que incluyé dos etapas: en la primera se inhibia la esporulacion de
las células al utilizar medios ricos en proteinas y en la segunda se producia la
esporulacion del mas del 90% de las células en 48 horas de fermentacion, debido

al alto contenido de carbohidrato en relacion con la proteina.

Determinaron que un inéculo en estado vegetativo produce mayor eficiencia en la
esporulacion y liberacion del cristal en la etapa de produccion del bioinsecticida.
En el trabajo a nivel de planta piloto se determino la importancia de la aireacion en
el crecimiento y su efectividad en el proceso de esporulacion. Al escalar el proceso
se realizan dos etapas de inoculacion por la necesidad de una mayor nimero de

células viables (Pearson y Ward, 1988).

Faloci y col. (1989) observaron los efectos de la composicion de los parametros de
crecimiento, produccion total de proteina y la relacion de las propiedades
biolégicas del Bt. con varios medios de cultivo, utilizando como fuente de carbono
glucosa o glicerol (8 g /L), junto con una de las seis fuentes de nitrégeno. Al
reemplazar la glucosa con el glicerol se aumento la biomasa, la proteina total y el
rendimiento de proteina, siempre y cuando utilizaran una fuente de nitrégeno
distinta de acido casamino y extracto de levadura. Con glucosa como fuente de
carbono, encontraron mejores resultados; empleando extracto de levadura o

peptona de caseina para producir un mayor nimero de esporas.
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Los medios ricos en proteina pueden inhibir la esporulacién, Pearson y Ward
recomiendan estos medios para el desarrollo de in6culos en donde la esporulacion
no sea deseable, caso opuesto a la produccién de d-endotoxina. Estos autores
indican que la formacion de espora y la produccion de proteasas por varias cepas
del bacilo, estan reguladas por la represion catabdlica del nitrogeno (Pearson,

1988). Lo cual esta relacionado con la relacion de carbono - nitrdgeno.

Avignone (1989) realiz6 investigaciones con el objeto de estudiar la influencia de
las combinaciones de nitrdgeno orgénico (extracto de levadura) e inorgénico
((NH4)2S04) y la relacién C:N sobre el crecimiento y produccion de proteina en la
variedad israelensis. A relaciones C:N en el intervalo 0.66 - 1 el microorganismo
encuentra nueva fuente de carbono en el extracto de levadura, luego que la
glucosa ha sido totalmente metabolizada. El extracto s6lo no garantiza una buena
produccién de toxina, entonces es combinado con sulfato de amonio, mostrando
gue tienen mas influencia la combinacion de las fuentes de nitrdgeno que la

relacion C:N.

El balance entre C y N debe existir para obtener una buena producciéon. Anderson
encontré que a bajas relaciones de carbono: nitrogeno, el rendimiento con base a
glucosa Y*/s estd muy por arriba de 1, esto demuestra un extenso uso de
aminoacidos como fuente de carbono y energia, por lo que se recomienda utilizar
relaciones C:N mayores a 1. En relaciones muy altas de carbono nitrégeno, la

glucosa no se agota y el nimero de células y la biomasa disminuyen.
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Con medios de cultivo balanceados, el rendimiento es maximo con una utilizacion
de glucosa maxima. El rendimiento de biomasa es mayor en un medio
balanceado, disminuye en uno con una relacion C:N baja y disminuye alin mas en

una relacién C:N alta.

En 1992, Abarca y colaboradores, trabajando en la optimizacion del medio de
cultivo y condiciones de operacion, utilizan puré de tomate y harina de soya como
sustitutos de la fuente de nitr6geno, evallan niveles altos y bajos de ellos y
glucosa; producen esporas en 24 horas de fermentacién, luego de optimizar las
condiciones de operaciéon a nivel planta piloto pasan de producir 5 X 10°

esporas/mL a 5,5 X 10° esporas/mL.

Acosta y Navarro (1994), en el IBUN, realizaron un estudio de tres fuentes de
carbono (glucosa, sacarosa y gicerol) con el fin de determinar cual permite mayor
produccion, evaluaron el efecto del extracto de levadura y sulfato de amonio sobre
la produccién de la toxina. Concluyeron que la mejor fuente de carbono es la
glucosa, empleando como parametro de evaluacion el conteo de esporas. El
medio recomendado contiene 6g/L de glucosa, 2 g/L se sulfato de amonioy 2 g/L,
de extracto de levadura. En un trabajo posterior del IBUN, se desarrollé una
metodologia de evaluacién de factores nutricionales a diferentes niveles en la
produccion del bioinsecticida (Berdugo y Zamora 1995). Este trabajo recomendé la
utilizacion de KH, PO4 y KoHPO4, en niveles donde se encuentre una mayor
capacidad amortiguadora. Se concluyé que la biomasa no guarda una relacion

directa con la produccion de esporas y proteina.
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Se considera que Bt. requiere de cinco iones metalicos para su crecimiento,
esporulacion y liberacion del cristal: magnesio, manganeso, hierro, zinc y calcio.
Estos estdn normalmente presentes en las fuentes de carbono y nitrégeno
regularmente empleadas, no siendo por lo general necesario incorporarlos al
medio (Acosta y Navarro, 1994). Verdugo y Zamora (1995), y Beltrdn y Diaz
(1997) encontraron que los componentes minerales del medio de cultivo afectan la
produccién de biomasa, el proceso de esporulacion y la cantidad de proteina

obtenida.

En resumen, B. thuringiensis puede crecer en medios definidos como agar
nutritivo, leche peptonizada, GYS, etc. (Ibarra, 1993) o en medios industriales con
diversas fuentes de carbono y ntrégeno, como: glucosa (dextrosa grado técnico),
fructosa, almidén, maltosa, ribosa, glicerol, glutamato, sacarosa, lactosa, suero de
leche, aceite de soya, melazas de cana o remolacha, harina de maiz, acidos
organicos y aminoacidos; pero no con todas se puede obtener un cristal grande,
bipiramidal y toxico, por ejemplo la falta de un carbohidrato facilmente
metabolizable produce una esporulacion defectuosa (Nickerson, 1974 y Farrera,
1992). La lactosa se reporta como estudiada pero no se reportan los resultados
obtenidos con su utilizacion en el medio aunque es muy facil de conseguir o puede
ser remplazada por sustancias que la contengan como el suero de leche. Los
otros como el glicerol, glutamato yfructosa son costosos y de dificil consecucién

(Galan, 1996).
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Para Bt. es esencial en el crecimiento una adecuada fuente organica de nitrégeno,
se han utilizado como fuentes de nitrégeno materiales de alto contenido proteico:
varios tipos de peptonas, maiz remojado, harina de soya, harina de pescado,
harina de sangre, caseina hidrolizada, extracto de levadura, peptona de soya,
gluten de maiz, levadura de cerveza, lactoalbumina, caseina, harina de semilla de
algoddn, bactopeptona, triptona y otros materiales (De Urquijo, 1987), (Heredia-
Segura y Pulido-Vega, 1992), el extracto de levadura parece ser el mas

conveniente (Ertola, 1985).

Los requerimientos de nitrégeno pueden satisfacerse también con nutrientes
organicos que contengan este elemento como aminodcidos o productos mas
complejos de la degradacion de las proteinas (aminoacidos libres) como las
peptonas o el extracto de levadura, que resultan costosas (Dulmage, 1987). En
caso contrario, es necesario aplicar tratamientos de hidrolicen parcialmente las
proteinas y péptidos presentes para que el rendimiento de produccion de toxina

sea adecuado (Egorov, 1982; Sakharova, 1984; Sakharova, 1985; Stanier, 1988).

Se concluye que en la produccién de proteina y por ende de d-endotoxina, las

interacciones mas importantes de los componentes del medio de cultivo son:
KoHPO4— MnSOy, keHPOs— MgSO4, kkHPO4 - ((NH4)2S04). kkHPO4.- MgSO4. De
manera que un medio de cultivo apropiado para la formaciéon de cristal debe
contener fosfatos acido y diacido de potasio y también ha de poseer sulfato de
magnesio, ya que resultan ser las interacciones mas relevantes en la formacién de

espora y cristal.
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1.6.1 Condiciones de operacion

Las variables de proceso importantes en la fermentacion de Bt son la
concentracion de las fuentes de carbono y nitrégeno, el pH y velocidad de

aireacion (Ertola 1985; Holmber et. al. 1980; Arcas et. al., 1984).

pH:

Al inicio de la fermentacion el pH disminuye a valores cercanos a 5.8 debido a la
glicdlisis y a la acumulacion de lactato, piruvato y acetato. En la esporulacion la
glicolisis cesa por completo y toda la produccion de energia depende del PHB
acumulado y del empleo de aminoacidos (Valina, isoleucina, leucina, etc.). Estos
ultimos entran al catabolismo via reacciones de transaminacion y a través de las
tres rutas de los aminoéacidos de cadena ramificada. Un efecto externo de esto es
el incremento del pH del medio de cultivo, que puede llegar a valores cercanos de
pH 8. Este incremento debe controlarse, ya que el cristal paraesporal es soluble a

pH de 9, lo que reduciria la efectividad del bioinsecticida.

Los estudios realizados por diferentes investigadores con respecto al pH, han
arrojado resultados contradictorios. Asi Smith (1982) y Holmberg (1980)
determinaron que la concentracién de d-endotoxina no varia en el intervalo de pH
entre 5.7 y 8.1, aunque el conteo de esporas presenta variaciones en ese

intervalo. Holmbergy colaboradores (1980) confirmd que la concentracion de d-
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endotoxina no tuvo variacion en el intervalo de pH 6.5 a 8. El pH inicial del medio
es generalmente de 6,8 a 7,2 (Abarca, 1991). Sin embargo se ha observado que
hay baja produccién de toxina si el pH del medio no se controla cerca a la
neutralidad (Sikdar, 1991). El pH éptimo para el crecimiento de Bt. esta muy cerca

del valor de la neutralidad (6.8-7.2) (Kenney, 1981).

Aireacion:
El crecimiento de Bt. se realiza mediante una fermentacién aerobia y su éxito
depende de la capacidad del reactor para transferir oxigeno del aire al medio de

cultivo (Aiba 'y Yamada, 1961; Calderbank, 1958; Mancy y Okun, 1963).

El consumo de oxigeno por parte del bacilo es variable durante la fermentacion:
durante la fase de crecimiento vegetativo, se incrementa el consumo de manera
proporcional al incremento de la biomasa, mientras que en la fase de transicidon
disminuye, incrementandose de nuevo hasta un valor menor al primer maximo en
la fase de esporulacién. Arca y colaboradores (1987) indicaron que el uso del
oxigeno es mayor al aumentarse la disponibilidad de la glucosa y el resto de los

componentes del medio.

Se ha establecido que las altas velocidades de aireacion son esenciales para la
formacion de la espora y la toxina (Scherrel, 1973), (Dulmage, 1981), (Zamola,
1981), (Lathy, 1982), (Ignatenko, 1983), (Arcas, 1985), (Anderson, 1990). La
aireacion elevada (minimo 20% del valor de la saturacién) presenta alta

productividad de esporas (7.36 X10° esporas/mL). El efecto de esta aireacion es
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impedir la excesiva acumulacién de acidos organicos resultantes de la glicélisis,
acelerando su uso como sustratos de la primera parte del CAT yevitando asi la

inhibicién del crecimiento por bajo pH (Arcas, 1987).

Agitacion:

El impulsor mas usado en procesos de fermentacién y operaciones de contacto
gas liquido es la turbina “Rushton” ya que produce los valores de K 5 mas altos y
simultaneamente proporciona altas velocidades de corte o turbulencia (Vardar y

Sukan, 1985).

La agitacion tiene las siguientes funciones basicas: |. asegura la homogeneidad
del cultivo a través de macromezclado; Il. provee una area superficial grande para
la transferencia de masa; lll. provee la transferencia de calor y IV. provee
transferencia de masa interfacial por medio de micromezclado. Estas funciones
requieren de gasto de energia mecanica, la cual es suministrada por el

movimiento de uno o varios impulsores (Brawer 1987).

Temperatura:

El bacilo puede crecer en un rango de temperaturas entre 24 y 42 °C. Las altas
temperaturas impiden la produccién de la d-endotoxina y favorecen la seleccion de
cepas acristaliferas y asporogénicas por pérdida de plasmidos (Dulmage, 1971).

La producciéon de d-endotoxinas es Optima entre 28 °C y 32°C, pero se presenta
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mejor crecimiento alrededor de 30°C, temperatura recomendada para la

fermentacion (Ignatenko, 1983), (Rowe, 1987).

1.6.2 Requerimientos nutricionales

La produccion del bioinsecticida del Bt. exige un disefio adecuado del medio de
cultivo para el crecimiento, esporulacion y formacion de endotoxina; por esta
razén, es importante conocer los requerimientos nutricionales del microorganismo

(Rodriguez, 1991).

El fésforo y el magnesio son constituyentes particularmente importantes en el
medio, puesto que éstos intervienen en las reacciones que involucran el Adenosin
Difosfato en la transferencia de energia. El calcio, potasio, azufre y sodio se

encuentran en significante proporcion en la célula.

La presencia de manganeso Mn*?, puede considerarse esencial para la formacion
de la endoespora para las distintas especies de bacilos. El potasio también es
fundamental para el crecimiento, esporulacion y formacion de endotoxina. La
limitacién del crecimiento por calcio produce esporas menos resistentes al calor.
La importancia del cinc, puede relacionarse con el alto contenido de este elemento
en las esporas del Bacillus cereus, especie que esta estrechamente relacionada

con el Bt. (Ertola,1985).
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Se considera también que Bt. requiere de iones metalicos para su crecimiento,
esporulacién y produccion del cristal, como son: calcio, potasio, manganeso,
magnesio, zinc, hierro y cobre. La razén por la que deben utilizarse dichos iones
es la siguiente:
Ca®": Es importante en la esporulacion puesto que forma con el &cido
dipicolinico el dipicolinato de calcio, constituyente importante de la pared de la
espora que resulta un compuesto estabilizador especialmente para el calor y
rayos UV.
K™ Es fundamental para el crecimiento, esporulacién y produccion de
endotoxinas (Wakisaka, 1982). Se sabe ademas que la capacidad para
degradar PBH (compuesto intermediario en el ciclo metabdlico de Bacillus
thuringiensis) depende entre otros factores de la presencia de potasio.
Mn?*: Esencial para la formacién de endosporas en las diferentes especies de
Bacillus, su deficiencia afecta la actividad de fosfoglicerato-fosfomutasa,
porgue esta enzima requiere de Mr?* como cofactor.

Mg?*: Junto con el fésforo intervienen en la reaccién que involucra Adenosin

Difosfato (ADP) en la transferencia de energia.

Se incluyen también zZn?*, Cu?*, Fe?" en menor grado ya que su ausencia podria
limitar el crecimiento (Berdugo, 1995). El orden adicion de los iones puede afectar
la cantidad de solidos en suspension o precipitados en el medio. Para la
preparacion de la solucion de sales que contiene dichos iones, en el orden de

adicién que menor precipitado genere, se utilizé el principio que la absorbancia de
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una mezcla de soluciones ideales es la suma de las absorbancias individuales de

cada solucion inicial (Marén, 1994).

1.6.2.1 Fuente de carbono

Un gran namero de microorganismos obtienen el carbono principalmente a partir
de nutrientes organicos. Ademas de sufragar las necesidades biosintéticas de
carbono a la célula, los substratos organicos deben aportar los requerimientos
energéticos de la célula. Por consiguiente, mucho del carbono presente en el
substrato organico entra en la ruta del metabolismo que proporciona energia y
posteriormente es excretado de la célula como CO,, o como una mezcla de CO, y
productos organicos (los productos finales tipicos del metabolismo fermentativo).
Asi, los substratos organicos tienen un doble papel nutritivo, sirven a la vez de

fuente de carbono y de fuente de energia (Rodriguez, 1991).

Como ejemplos de fuentes de carbono se encuentran glucosa, sacarosa, melazas,
etc. La glucosa puede usarse comunmente como fuente de carbono y energia
para el crecimiento aerébico. Para el caso del Bt., ésta parece ser una de las
mejores fuentes de carbono, aunque algunos prefieren el almidén, la sacarosa o el

glicerol (Ertola, 1985).
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1.6.2.2 Fuente de nitr6geno

El nitrégeno se encuentra en la célula principalmente como grupo amino. La
bacteria asimila este elemento en estado inorganico oxidado como nitrato, por lo
tanto su utilizacion implica una reduccién preliminar. El requerimiento de la fuente
de nitrogeno reducido puede satisfacerse mediante la provision de nitrdgeno en

forma de sales de amonio.

Los requerimientos de nitrdgeno pueden satisfacerse también con nutrientes
organicos que contengan este elemento como aminoacidos o productos mas
complejos de la degradacion de las proteinas como las peptonas. Tales
compuestos pueden ser también fuentes de carbono y energia, que satisfagan
simultaneamente los requerimientos celulares de carbono, nitrdgeno, azufre y

energia (Stanier, 1988).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar diferentes sustratos como fuente de carbono y nitrégeno para la

produccién de cristal proteico de Bacillus thuringiensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cuantificar los parametros cinéticos asociados con el crecimiento de Bacillus

thuringiensis, produccion de Biomasa y d-endotoxina en los diferentes medios.

Determinar la mejor relacion de Carbono/Nitrégeno de las fuentes empleadas con

respecto a la produccion de Biomasa y d-endotoxina.

Evaluar el medio de cultivo seleccionado bajo condiciones de fermentador de 5L.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 CEPA DE Bacillus thuringiensis

En el desarrollo de este proyecto se utilizd una cepa aislada de Bacillus
thuringiensis (Bt), de larvas de Loxotoma elegans (Lepiddptero), recolectadas al
azar del lote D de la Plantacion Palmar del Oriente ubicada en Villanueva

Casanare.

3.1.1 Aislamiento de Bacillus thuringiensis

El aislamiento de Bacillus thuringiensis se llevé a cabo por el método reportado
por Travers en 1987. En cual las larvas recolectadas de Loxotoma elegans, se
colocaron en cajas de petri, se lavaron con hipoclorito de sodio 2.5% y con 10 ml
de agua destilada, por dos a tres minutos, se sumergieron en agua destilada por
dos minutos, este procedimiento se repiti0 tres veces; posteriormente se
maceraron y se colocaron en caldo nutritivo con y sin acetato para inhibir la
germinacion de esporas; se incubaron a 29°C por 12 horas. Luego se realizo
diluciones seriadas hasta 10* y se sembr6 en cajas de petri con agar nutritivo; se
le realizo tinciones simples con Cristal Violeta por dos minutos para luego ser

observadas al microscopio.
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3.1.2 Determinacion del Perfil Electroforético

Se utilizé el método de electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS al 9% de
acuerdo con lo reportado por Cerén en 1991.

La electroforesis es un método de separacion de las fracciones celulares
especialmente de proteinas y &cidos nucleicos. El principio de la electroforesis
consiste en la migracién de las moléculas en un campo eléctrico de acuerdo a su

carga neta, tamafo y forma.

El gel de se elaboré de acuerdo a la siguiente composicion:

Gel separador (5mL) Gel concentrador (2 mL)
Agua destilada desionizada 2250 ni 1210
Poliacrilamida 1500 ni 250 m
Tris-HCI pH 8.8 (1.5M) 1250 b | 0000 e
Tris HCIpH 6.8 (0.5M) | e 500 m
SDS10% | e 20
PSA 10% 30 20 nl
TEMED 3n 2 ni

Tabla 1. Composicion del Gel

3.1.3 Conservacién de la cepa

La cepa aislada de Bacillus thuringiensis se conservo en cajas de petri con agar
Luria Bertani (LB), el medio se esterilizo a 15 psi por 20 min. En cada caja de petri
se colocaron 25 ml del medio y luego de gelificado se hizo la siembra, al termino

de la esporulacion se conservo a 4°C por 2 meses.
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3.2 PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Para la preparacibn de los medios de cultivo se tuvo en cuenta las
concentraciones utilizadas por Cerén en 1991 de fuente de carbono, nitrégeno y
sales del medio HCO (Cer6n, 1991) y se utilizé como medio control (HCO) cuya

composicion es:

g/L
KH,;P04 6.8
MgSO, 7H,0 0.12
MnSO44 Hzo 0.0022
ZnS0O4 7H,0O 0.014
CaCl, 0.2343
FeSO, 7H,0 0.0278
Triptona (Fuente de nitrdgeno) 7
Glucosa (Fuente de Carbono) 3

El pH de los medios de cultivo disefiados y el medio control se ajustaron a 7.2 con
la adiciobn de NaOH 2N o HCl y se esterilizaron por 20 min a 15 psi .
Se utilizaron 5 sustratos para el disefio de los medios de cultivo, los cuales fueron

designados con las siguientes letras:

Fuente de Carbono A
Fuente de Nitrégeno Organico B
Fuente de Nitrégeno Organico C
Fuente de Nitrégeno Organico D
Fuente de Nitrégeno Inorganico E

Tabla 2. Codificacién de Sustratos
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3.2.1 Procesamiento de las fuentes de nitrdgeno orgénico

Durante la parte preliminar del experimento se evaluaron dos formas de extraer la

proteina: 1. Colocando la fuente de proteina (B, C y D) sobre un papel de filtro,

pasandole agua caliente; 2. Dejando la fuente de proteina (B, C y D) dentro de

agua y calentandola hasta ebullicién (Tabla 3) (Lozano y Gomez, 1998).

Se establecié que este Ultimo método era el mas adecuado y que el tiempo de

ebullicion dependia del volumen a preparar.

Dado que la solucion de proteina a adicionar al medio, dependia de la

concentracion de proteina en la solucion y esta a su vez dependia del lote y de la

calidad de las materias primas, cada vez que esta se prepard se realizo el

procedimiento de cuantificacion de la cantidad de proteina por el método de

Lowry.
Fuente de | Estado de la fuente Cantidad de la Volumen Método de
proteina de proteina fuente de proteina de agua separacion
Centrifugacién a 5000
B. Grano molido. 45.34 g 1000 mL. |rpm por 20 min. -
Filtracion.
C. Grano molido. 203 g 1000 mL. Flltraglon erll'cahente. -
Centrifugacion
Filtracion en caliente. —
D. Grano molido. 211.58 g 1000 mL.
Centrifugacion.

Tabla 3. Cantidad de proteina y volumen de agua utilizado para preparar la solucién
de las fuentes de nitrégeno orgéanico*

! Fuente: Lozano y Gémez 1998
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3.2.2 Fuente de carbono

A la fuente de carbono A utilizada se le realizé el tratamiento (Figura 1) se peso A
manteniendo una relacién 1:1 con agua destilada, se adiciono H,SO4 al 97% para
disminuir el pH a 3.5 el cual ayudo a flocular las particulas presentes en esta
fuente. Como A presentaba residuos que con la adicién de H,SO,4 no flocularon
se centrifugo a 5000 rpm por 20 min. Al cabo de este tiempo se coloco en bafio
maria para hidrolizar por 15 min; se neutralizo con NaOH 5N para poder

determinar azUcares reductores por el método DNS reportado por Miller 1959

Pesar A manteniendo una relacién 1:1 con agua

Baiar pH a 3.5 con H,SO4 al 97%
|
Centrifugar A a 5000 rpm por 20 min.
[

Colocar en bafio maria, por 15 min
[

Neutralizar con NaOH 5N
|

Filtrar con bomba de vacio
|

Hacer diluciones v determinar azlcares reductores por el

Figura 1. Tratamiento de la fuente de carbono”

? Fuente: Carvajal 2000
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3.3 DISENO DEL MEDIO DE CULTIVO

La produccion masiva de un microorganismo involucra el estudio de todos los
nutrientes que el microorganismo requiere para su crecimiento, debe suministrarse
una fuente de energia y fuentes de materia que contengan todos los elementos
constitutivos de la masa celular en las proporciones requeridas para la

composicion interna del microorganismo (Quintero, 1981).

Para la preparacion de los medios de cultivo se emplearon fuentes de carbono y
nitrégeno reportados en la literatura (Galan 1996), de facil adquisicion y de bajo

costo.

Después de varios ensayos variando las fuentes de nitrégeno, dejando estable la
fuente de carbono y utilizando las sales que intervienen en el proceso de
esporulacién y produccion del cristal, se formul6 un medio base empleando
sustratos designados con letras debido a que se disefid un medio de cultivo que

posteriormente sera registrado y utilizado en la industria.
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3.3.1 Disefio experimental del medio de cultivo

El objetivo del disefio experimental fue determinar los factores relevantes en el
medio de cultivo; se utilizé un disefio que permitié estudiar un grupo de variables
gue pueden o no interactuar entre si. Asi se puede llegar a conocerse el efecto de
un gran numero de factores sobre una variable respuesta.

De acuerdo a esto se propuso la siguiente matriz experimental:

Substratos Nivel bajo Nivel intermedio Nivel alto
A +1. 1 -1
B +1. 1 -1

Tabla 4. Matriz experimental

De acuerdo a esta matriz experimental se obtuvo 9 medios de cultivo los cuales
fueron designados con ndmeros, estos medios presentaron la siguientes

relaciones carbono:nitrégeno Tabla 5.

MEDIOS DE CULTIVO RELACION C:N

11 45:1
12 4:1

13 5.6:1
21 3.5:1
22 3:1

23 1.8:1
31 6.2:1
32 2.5:1
33 2:1

HCO Medio Control 7.4:1

Tabla 5. Codificacion de los tratamientos
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3.3.2 Analisis de resultados

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente por medio de un disefio
de Analisis de Varianza Unifactorial. La seleccion del mejor medio de cultivo se
realizo con base en la interaccién de 4 variables respuestas (Biomasa, conteo de
esporas, relacion espora:cristal y proteina total). Cada ensayo se realiz6 por
triplicado. Para esto se planteo la Prueba de SCHEFFE de comparaciones

multiples (Montgomery, 1991).

3.4 PREPARACION DEL PREINOCULO E INOCULO DEL MEDIO

DE CULTIVO

Para el preindculo, se tomd una asada de Bt en agar nutritivo y se coloc6 en un
volumen de 5 a 20 ml del medio de cultivo respectivo en un matraz de 50 mL. Los
inéculos y preinoculos se agitaron a 200 rpm en un agitador orbital en un cuarto
temperado a 29°C durante el tiempo necesario hasta alcanzar el crecimiento
deseado. A todos los indculos y Preindculos se les realizé una tincion con cristal
violeta, con el fin de verificar microscopicamente la morfologia del bacilo. En la

Tabla 6 se describen los volimenes de preindculo e inéculo.
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Fermentacion — 20 ml. — — 300 ml. - — SL. y
Preinéculo| Ind6culo Prein6culo In6culo | Prein6culo | In6culo
Volumen del medio, mL. 2 5 10 27 30 270
Volumen erlenmeyer, mL. 10 20 50 100 200 1000

Tabla 6. Condiciones de crecimiento del preindculo e in6culo

3.5 CONDICIONES DE OPERACION

3.5.1 Fermentaciones a nivel matraz

Los experimentos para los nueve medios ensayados (nueve de la matriz y el

medio de referencia) se realizaron en matraz de 250 mL con 50 mL de volumen

de trabajo. Las fermentaciones se llevaron a cabo en un cuarto temperado a 29°C

y a 200 rpm. Cada 48 h se tom6 1 mL de muestra de los erlenmeyers para realizar

un control microscopico del crecimiento y morfologia del bacilo y de los cristales

formados, asi como el porcentaje de esporulacion, para lo cual se hizo una tincion

simple de Cristal Violeta.

3.5.2 Fermentaciones a nivel laboratorio

Para realizar la fermentacion de 3L se utilizé un fermentador modelo BIOFLO Il

tiene un suministro de aire 15 psi, el cual pasa por un medidor de flujo de area
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variable (rotdmetro) y luego por dos filtros en serie con el fin de esterilizarlo y
evitar la contaminacion de la fermentacion. El primero de estos filtros es tubo de
acero inoxidable empacado en lana de vidrio y el segundo es un filtro marca

Gelman tipo Airbacterial Vent de 320 mmy 0.4 mm Tabla 7.

El fermentador, BIOFLO Ill esta compuesto por una chaqueta en la base del
tanque la cual regula temperatura del caldo de fermentacién de acuerdo con el

valor ajustado en el set con un controlador proporcional integral.

El pH es controlado en un rango de 2.0 - 12.0 (x 0.01); es medido por un
electrodo, el cual es calibrado con un patrén 4.0 y 7.0; para el control del pH se

utilizo Acido Clorhidrico y Hidréxido de Sodio 1 N.

Caracteristicas Fermentador de 5 L.
Marca New Brunswick Scientific Co.
Modelo BIOFLO Il
Volumen total (mL) 4750
Volumen de trabajo (mL) 3000
Diametro del tanque (cm) 17.5
Altura del tanque (cm) 31.1
Clase de impulsores Rushton
NuUmero de impulsores 2
Numero de bafles 4
Rotametro Sl
Aspersor de aire Si
Condensador de gas de salida Si
Controlador de temperatura Si
Toma de muestra Sl
Electrodo de pH Si
Electrodo de oxigeno disuelto Si
Registrador de oxigeno disuelto Si
Sensor de espuma Si
Sistema de controlador de espuma Si

Tabla 7 Caracteristicas generales del fermentador utilizado®

® Fuente: BIOFLO III (1993)
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Se emple6 como antiespumante silicona emulsionada, al inicio del proceso incluso
antes de la esterilizacion. La cantidad de silicona utilizada debe ser apenas la

requerida ya que tiene efectos de inhibitorios (Tabla 8) (Galan, 1996).

El final de la fermentacion se estableci6 cuando se alcanzo 95-100% de
esporulacion comprobado mediante tincibn con cristal violeta, siendo este
porcentaje de esporulacion el recomendado para la formulacion del bioinsecticida

comercial (Smith 1982).

Condiciones de Operacién 5L.
Volumen de medio (mL) 3.000
Relacion volumen de medio/volumen de fermentador 0.6
Porcentaje de inéculo 10%
Agitacién (rpm) 200
Temperatura (°C) 29
Aireacion (vvm) 1
pH inicial del medio 7.2
Antiespumente Silicona emulsionada (mL) 2
Tiempo de fermentacion (h) 216

Tabla 8. Condiciones de operacién para la fermentacion de 5 litros
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3.6 METODOS ANALITICOS

3.6.1 Determinaciéon de ladensidad 6ptica

De los erlenmeyers inoculados se tomo 1 mL de muestra cada 2 horas, diluido en
solucién salina 0.9%, se ley6 espectofotométricamente a 600 nm, el blanco

utilizado fue 1 ml del mismo medio sin inocular diluido en solucién salina al 0.9%.

3.6.2 Determinacion de azucares reductores, método DNS

Se evaluo el consumo de la fuente de carbono A con base en la reduccion del
Acido Dinitrosalicilico (DNS) para formar un complejo nitroaminado de color
amarillo, cuya concentracién es proporcional a la concentracién de los grupos

reductores, se mide espectofotométricamente a 540 nm (Miller 1.959).

La cuantificacion de los azlUcares se hizo mediante una curva patron en la zona

donde la relacion de absorbancia y concentracion de azucares es lineal.

En el Anexo 1 se presenta el procedimiento para la elaboracion de las curvas de
calibracion, la preparacion de los reactivos y el andlisis de las muestras. Los
valores obtenidos para la curva de calibracion, se muestran en la corresponden a

una correlacion lineal, (Anexo 1).
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3.6.3 Cuantificacion de proteina por el método de Lowry

Esta técnica colorimétrica se utiliz6 para determinar proteinas en solucion.
Consiste en la interaccion de la proteina con el reactivo fendlico y cobre en

condiciones alcalinas dando como resultado una coloracién azul.

El color formado por el FolinCiocalteau es debido a la interaccion de la proteina
con la solucion alcalina de cobre, en el reactivo y a la reduccién de las sales de
fosfomolibdato y fosfotugstato, en el reactivo, por la tirosina y triptofano presentes
en la proteina. Estos grupos son los responsables en gran parte de la

concentracion del color azul.

El color desarrollado por el método de Lowry no es estrictamente proporcional a la
concentracion de la proteina. Las mismas cantidades de varias proteinas dan
lecturas diferentes ya que la intensidad de color depende en parte del contenido
de tirosona y tiptéfano de las diferentes proteinas. Las proteinas relativamente
ricas en tirosina y triptéfano, dan absorbancias mas altas que las respectivamente
pobres en esos amino&cidos. El color desarrollado en el folin es dependiente

también de la concentracion fenilalanina de la proteina.

En este trabajo el método fue utilizado para determinacién de la proteina total
logrado en cada medio ensayado y para la determinacién de proteina de las
fuentes de nitrégeno. Para tal fin se realizo una curva de calibracion con

concentraciones conocidas de proteina.
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En el Anexo 2 se indica la forma como se realizé la curva de calibracion, las

concentraciones y el orden de adicién de los reactivos.

3.6.4 Kit glucosa GOD-PAD

La glucosa fue determinada por el método enziméatico GOD-PAD. La glucosa
oxidasa actlia como catalizador en la oxidacién de la glucosa. El peréxido formado
reacciona con 4-aminoantipirina y 4 acido hidroxibenzoico en presencia de
peroxidasa. La intensidad de la coloracién es proporcional a la concentracién de

glucosa; se lee espectofotométricamente a 510 mn.

GOD. POD.
gluconato+ H,O, + 4 4(p-benzoquinona-monoimino)

+0, + -
Glucosa+ O, + HO @ aminofenasona + fenol ~ ® fenasona+4 H,0

3.6.5 Recuperacion de la esporacristal

El producto obtenido de la fermentacion en matraz y en fermentador cuando

alcanza un 95% de espora cristal, se centrifugé a 5000 rpm por 20 min.

Para todas las fermentaciones se guardé el precipitado y el sobrenadante para
determinar azucares reductores y proteina. El pelet total obtenido se lavd con

agua destilada desionizada estéril a 4°C y sé centrifugo.
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3.6.6 Liofilizacion

El pelet obtenido de la centrifugacion se resuspendid y se guardé en viales de 50
mL previamente esterilizados, secados, pesados y se almacenaron en nevera de -
70°C, durante un dia, luego se colocé en el liofilizador marca Labconco hasta
retirar toda el agua contenida en el vial y dejando la mezcla espora cristal

totalmente seca.

3.6.7 Caracterizacion espora-— cristal

Se utilizé el recuento en placa para la cuantificacién de la bacteria, se realizaron
diluciones seriadas a partir del liofilizado, para lo cual se tomé 0.01 g en 1000
de solucion salina estéril, a partir de esta se tomd 100 ml muestra y sé agrego a
900 m de solucién salina estéril (primera dilucion) este procedimiento se repitid

sucesivamente hasta la dilucion 10%°.

A partir de la dilucién 10 hasta la dilucion 10'°, se sembré 100 m de la muestra en
el medio de cultivo respectivo; se distribuyo homogéneamente utilizando un
rastrillo de Drigaslsky: se incubaron a 29°C por 24 horas, al cabo de este tiempo
se realizo el conteo de colonias en aquellas en que se presentaron entre 30-300

colonias.
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El conteo de esporas se realizO mediante la camara de Neubauer y segun el
procedimiento indicado en el diagrama de flujo del Anexo 4, dli se ilustra un

esquema de la cdmara y se explica la forma de calculo del nimero de esporas.

Para el conteo de espora y cristal se realizaron tinciones del producto liofilizado
con cristal violeta, Para tener una idea de la cantidad de cristales producidos en
cada medio se realizo el conteo de esporas y segun Jason y Okafor (1984) se
pueden asumir que por cada espora se produce un cristal (Anexo 3) (Avignone,

1992).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 AISLAMIENTO DE Bacillus thuringiensis

4.1.1 Caracteristicas macroscopicas

De las larvas enfermas de Loxotoma elegans recolectadas se obtuvo un aislado
de Bt. EI mantenimiento de esta bacteria se hizo sobre placas de agar LB hasta el

final de la esporulacion.

Durante los primeros dias de crecimiento, las colonias son opacas redondas con
borde irregular, de consistencia cremosa y de color crema claro. A lo largo del
crecimiento y esporulacion, las colonias se extienden sobre el medio, son
brillantes, viscosas y su consistencia es cremosa, pero la coloracion no cambia

significativamente (Figura 2).

Figura 2. Colonia de Bacillus thuringiensis sembrada en medio LB, después de 5
dias de incubacion
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4.1.2 Caracteristicas microscopicas

A través de una tincion simple con cristal violeta, se observan claramente formas
vegetativas que corresponden a bacilos delgados que se tifien de violeta oscuro.
Las esporas son ovaladas y refringentes a la luz y los cristales de forma

bipiramidal grande y mediano, las cuales fijan el colorante y se tifien de cristal

violeta claro (Figura 3) .
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Figura 3. Cristal y espora de Bt. Observacion microscdpica 100X, cristal violeta

4.1.3 Analisis electroforético

El perfil electroforético realizado para la proteina de Bt, presentd 2 d-endotoxinas

las cuales tienen un peso molecular aproximado de 130 KDa y 60 KDa.
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Figura 4. Anédlisis electroforético de la proteina

En la figura anterior se observa en el primer carril, el marcador de peso molecular
y en el segundo y tercer carril la proteina producida por la cepa aislada de

Loxotoma elegans.

4.2 ESTUDIO PRELIMINAR MEDIO HCO

Para conocer los parametros cinéticos asociados con el crecimiento de Bt.
velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicacion, se utilizé el medio
HCO (Cerén, 1991) a nivel de matraz de 250 mL con un volumen de trabajo de 50
mL, a una temperatura de 29°C, agitacion de 200 rpm con un agitador orbital;

estas condiciones se mantuvieron para la evaluacién de los medios.

En la cinética de crecimiento se tomaron muestras cada hora y al cabo de 13

horas se realiz6 una tincion simple con cristal violeta, observandose
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microscopicamente célula vegetativa en cadenas (Cerén 1991), lo cual indicé el
comienzo del proceso de esporulacion. A las 27 horas de la fermentacion se
observo presencia de espora y cristal; al término de 96 horas la fermentacién

finalizd teniendo un 95-100% de espora y cristal.

La velocidad especifica de crecimiento (m obtenida para esta fermentacion fue de

0.550 h!, un tiempo de duplicacién (td) de 1.26 h, 2.3X10° UFC, una cantidad de

Biomasa de 1.5 g/L y un conteo de 1.2 X10° esporas/mL.

4.3 DISENO DEL MEDIO DECULTIVO A NIVEL MATRAZ

Para el disefio de los medios de cultivo se tomé como referencia las
concentraciones de fuente de Carbono, Nitrdgeno y sales minerales reportadas

para el medio HCO, las cuales permitieron obtener la mezcla cristal espora de Bt.

La seleccidon de los sustratos empleados como fuente de nitrégeno organico, se
consider6 con base a la facilidad de preparacion de los mismos y el tiempo de
duracién de las fermentaciones preliminares. El tiempo de fermentacién se fij6

hasta cuando la bacteria alcanza el porcentaje de esporulacion del 90 al 95%.

Los tratamientos previos para la extraccion de proteina a partir de B fueron mas
sencillos que los necesarios para la extraccion de proteina de C y D. Los

substratos C y D aportaron poca proteina 5 mg/mL y 4.2 mg/mL respectivamente
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haciendo necesario un aumento en la cantidad de materia prima para la
preparacion del medio de cultivo; el contenido inicial de proteina para el substrato

B fue 20.21mg/mL.

La produccion de esporas y de proteina asociada al cristal son factores
importantes para la eleccién del sustrato, por lo que se determindé que con la
fuente de nitrégeno B se obtuvo 3.2 X108 esporas/mL y 553 mg/g de proteina total
y con los substratos C y D se obtuvo 2.3X10° y 5.4X10° esporas/mL
respectivamente. Ademas la produccion de proteina fue baja donde se lograron

resultados de 102 y 145 mg/g de liofilizado para C y para D.

Figura 5. Fermentacion en matraz

Estos aspectos permitieron la seleccion del sustrato B, teniendo en cuenta
consideraciones técnico-econémicas en relacién con el disefio del medio de

cultivo.
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4.3.1 Selecciéon del medio de cultivo

Para la seleccion del medio de cultivo las variables respuesta fueron, esporas,
proteina asociada al cristal, biomasa y relacién espora-cristal obtenidos en los

medios de cultivo (Anexo 6).

La evaluacion de la cinética de crecimiento (Anexo 8) permitié calcular velocidad
especifica de crecimiento (m) y el tiempo de duplicacién (td). Estos valores
mostraron(Tabla 9) que entre los tratamientos no hubo diferencias significativas, lo
cual mostré que la bacteria Bacillus thuringiensis presenta velocidades especificas
de crecimiento y tiempos de duplicacién similares con lo reportado por Diaz (1997)

donde obtuvieron tiempos de duplicacion entre 1.60 h'y 1.33 h.

Tabla 9. Velocidades especificas y tiempos de duplicacion de los tratamientos

evaluados
. Velocidad especifica de Tiempo de duplicacion

TRATAMIENTO (Medio) crecimiento (m b (td) h
11 0.445 1.56

12 0.438 1.58

13 0.408 1.51

21 0.430 1.61

22 0.446 1.63

23 0.370 1.88

31 0.460 1.50

32 0.416 1.66

33 0.414 1.68

HCO (Medio control) 0.4813 1.44

El tiempo de duplicacion para el tratamiento 23 (relacion 1.8:1) es de 1h 53min,
mientras que para los demas tratamientos 31 y 11 con relaciones (6.2:1), es cerca

de hora y cincuenta, esto permite concluir que a medida que se aumenta las
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relaciones, crece mas rapido el microorganismo, ventaja econémica si se piensa

en la produccion de la proteina a nivel industrial (Buitrago, 1997).

4.3.2 Produccion de esporas

La evaluacién de la produccién de esporas se hizo en cada uno de los
tratamientos propuestos, se cultivo la cepa aislada de Bacillus thuringiensis en
erlenmeyers de 250 mL con 50 ml de medio de cultivo, utilizando diferentes
relaciones carbono (A): nitrégeno (B); los resultados obtenidos en los ensayos se

expresan como esporas/mL.

Los altos conteos de esporas obtenidos con el tratamiento 31, se pueden explicar
porque esta fuente de nitrbgeno es rica en aminoacidos que podrian ser
asimilados directamente por la bacteria. Adem&s contienen algunos iones
esenciales que la bacteria aprovecha para producir su espora como son: Mn*?, K*,

Ca*?, Mgy zn?* (Carvajal 2000).

El substrato A mostré ser el mas adecuado para la produccién de esporas, este
sustrato es una mezcla compleja que contiene sacarosa, azucar invertido y otros
azucares que corresponde al 52%, ademas presenta sustancias organicas tales
como Mn*?, Ca™ Mg®" y zn®*, K*, As* y Fe*, siendo la cuatro primeras

favorables para la produccién de espora.
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Aungue en casi todos los tratamientos se produce una cantidad similar de esporas
el medio 31 con una relacién de 6.2:1, se destaca ya que se obtienen 5.5x108
esporas/mL comparado con el medio 33 con una relacién de 2.5:1, donde se

obtiene 3.2x10’ esporas/mL.

El analisis de varianza realizado a esta variable respuesta indic6 que no hay
diferencias significativas entre tratamientos, aunque esta variable respuesta es de
gran importancia para la seleccion del medio se selecciond el medio 31 como el

mejor medio para la produccién de esporas (Figura 6) .
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Figura 6. Esporas en los tratamientos evaluados
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4.3.3 Biomasa (peso liofilizado)

La cantidad de biomasa se ve favorecida en el tratamiento 31 (621 mg/g) el cual
presentd diferencias significativas respecto a los otros tratamientos, por este
motivo se rechazo la hipétesis nula planteada ya que el valor de P (0.00) es menor

de 0.05 (Anexo 6).

La prueba de comparacién mdltiple de Scheffe con un nivel de significancia del
95% determind que el medio 11 y 21 presentaron diferencias significativas en
cuanto a la variable respuesta biomasa si se compara con los medios 13, 31, 22 y

el medio control (Figura 7).

Estos resultados corresponden a lo encontrado por Pearson (1988) y Anderson
(1990) ellos obtuvieron mejores resultados con relaciones C:N mayores a uno las

cuales favorecieron la produccién de biomasa en los medios de cultivo.

Es necesario agregar fuentes de aminoéacidos libres o aplicar tratamientos que
hidrolicen parcialmente las proteinas y péptidos presentes para mejorar el
rendimiento de la produccion de d-endotoxinas de Bt. (Dulmage (1987) y

Sakharova (1984-1985).
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Figura 7. Biomasa obtenida en matraz

4.3.4 Determinacion de proteina asociada al cristal

Al final de las fermentaciones se cuantificO proteina total al liofilizado por el
método de Lowry. La proteina total se atribuye a la d-endotoxina, cubierta de la

espora y a los residuos de los medios de cultivo.

Las determinaciones de proteina total a partir de liofilizado se realizaron en los
tratamientos esporulados al 100%. Los datos de proteina total se expresan en

mg/g de liofilizado se encuentra en el Anexo 7.

Es evidente la influencia de la relacion carbono-nitrégeno sobre la cantidad de
proteina producida atribuida al cristal, siendo mayor para los tratamientos con una

relacion 6.2:1 que para los tratamientos con la relacién 2.5:1.
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De acuerdo con la relacion 2.5:1, al probar la hipotesis para la variable proteina,
se estableci6 que sobre esta variable respuesta, los tratamientos que mas
influenciaron los resultados obtenidos fueron el 31 y con el medio control (HCO) se

obtuvo 683 mg/qg liofilizado.
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Figura 8. Proteina asociada al cristal en los tratamientos evaluados

4.3.5 Relacion espora cristal

La relacion espora-cristal establecida para Bt. es uno 0 menor a uno, una mayor

cantidad de cristal se traduce en una mayor cantidad de proteina en la biomasa

final (Smith 1982).
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De acuerdo con los resultados obtenidos se encuentra que en los tratamientos 13,
11, 31, 12, 21 y el medio control HCO se obtuvo una relacién espora-cristal 1.311,

por tanto favorece la produccién del cristal.

Con el disefio experimental planteado y el andlisis se comprobd que las variables
esporas, relacion espora-cristal, biomasa y proteina asociada al cristal presentaron
diferencias significativas de acuerdo a las variaciones realizadas en la fuente de

carbono y nitrégeno en los tratamientos como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Relacién espora — cristal en los tratamientos evaluados
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4.4 DETERMINACION DEL MEJOR MEDIO DE CULTIVO

Los rendimientos obtenidos en la produccién de Bt. en los diferentes medios
evaluados, expresados como cantidad de esporas, biomasa total, relacion espora-
cristal y proteina asociada al cristal permitieron establecer segun el analisis de
SCHEFFE que el mejor medio de cultivo fue el 31, porque presento el rendimiento

mas alto segun dicho analisis estadistico.

Estos resultados quizd se atribuyeron al contenido de aminoacidos libres
presentes en este sustrato (B), los cuales son aprovechados por la bacteria. Estos
resultados coinciden con lo de varios autores quienes indican que esta fuente de
proteina es apta para la obtencion de rendimientos altos en proteina asociada al

cristal (Rodriguez, 1991).

Hay una diferencia significativa entre los tiempos de fermentacion de los
tratamientos seleccionados estadisticamente 13 y 31 de 20 y 7 dias
respectivamente. Se ha reportado que una fermentacion ideal es aquella en las
gue se obtienen los mejores rendimientos en un tiempo de fermentacion no de
mayor de 10 dias (Duarte, 1990). Por esta razén el medio seleccionado para la
fermentacion 3L fue el medio 31 ya que presentd rendimientos de 5.4x10%
esporas/ml, 621 mg/g proteina del liofilizado y 6.5x108 UFC/ml, td 1.48 h' y un
tiempo de fermentacién menor de 10 dias. Los rendimientos Biomasa producidos
por gramo de A fue proporcional a la relacion carbono-nitrdgeno en los

tratamientos evaluados; el mayor rendimiento fue el del tratamiento 31 de 0.572 g
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biomasa/g glucosa y una relacion carbono nitrégeno 6.2:1, la fuente de carbono
(A) contiene compuestos que favorece las condiciones de crecimiento y

produccion de la d-endotoxina.

Paralelamente a la realizacion de los ensayos se utiliz6 un medio control para
observar el comportamiento de las diferentes variables a medir. Los resultados del
medio control fueron comparados con el medio seleccionado. Se observé que con
el medio control se obtienen 2.3 x 10® esporas/mL (Anexo 7), esto puede deberse
a que el sustrato empleado como fuente nitrdgeno organico le proporciona
elementos a la bacteria que le ayudan en el proceso de esporulacién tales como
aminoacidos y iones que la fuente de nitrégeno utilizada en el medio control no los

presenta.

Se realizaron fermentaciones preliminares utilizando como Unica fuente de
nitrégeno (E) obteniendo bajos resultados en: 8.5x10’ esporas/mL, 9.2x10’
UFC/mL, 0.86 g/L Biomasa, 1.71 relacion espora-cristal, 498 mg/g proteina
asociada al cristal, 0.322 h* my un td 2.15 h ; A pesar de ser (E) muy utilizado por
la bacteria en la fase de crecimiento exponencial (produccion de Biomasa), no
necesariamente lo es para la produccién del cristal proteico. Hay reportes que
concluyen que para que se produzca buena esporulacion y formacién de cristales

es necesario proporcionar aminoacidos libres (Egorov, 1984).
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Para la evaluacion de la fuente de nitrégeno inorganica E, se utilizo el medio
seleccionado con enrelacion 1:1 de nitrégeno organico (B) y nitrdgeno inorganico
(E). Los resultados fueron significativamente diferentes con los obtenidos con el
medio 31. Se observa que la produccién de esporas se incrementa mientras que la
biomasa disminuye cuando se emplea la relacion 1:1 de nitrégeno organico e

inorganico, como se ha reportado en trabajos realizados por (Avignone, 1990).

4.5 FERMENTACION A NIVEL DE LABORATORIO

En esta fase de experimentacion se validé la produccion de Bt. en volumen de 3L
utilizando el medio de cultivo disefiado bajo las condiciones mencionadas en el
numeral 3.5.2. A esta fermentacion se le determiné el perfil de pH, cinética de

crecimiento y consumo de sustrato.

4 5.1 Resultados de la fermentacion

En la fermentacion se calculo la velocidad de crecimiento y el tiempo de

duplicacién (Anexo 5). Para determinar la pendiente my td se despejaron las

formulas planteadas en el Anexo 6; en la fermentacion se obtuvo un cristal

bipiramidal grande, caracteristica observada a nivel de matraz el tratamiento.
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Al paquete espora-cristal obtenido en el reactor se les determina la relacién espora

cristal, biomasa, UFC y conteo de esporas en la camara de Neubauer.

Los resultados de UFC (Anexo 5) se ubicaron por debajo de los obtenidos en
cantidad de esporas, debido posiblemente al error experimental en la
cuantificacion por la técnica Unidades formadoras de Colonia o en la cual varias
células pueden forman una sola colonia. La biomasa producida en la fermentacion
de 3L fue mayor con respecto a la biomasa obtenida a nivel matraz ya que en la
fermentacion de 3L Figura 10 , se controlé temperatura, aireacion, agitaciéon y pH,
siendo este ultimo un factor importante para evitar la degradacion y solubilizaciéon

de la proteina en el medio cuando el pH llega a valores superiores de 9.0.

Figura 10. Fermentador BIOFLO Il utilizado para la fermentacion de 3 litros

La curva de crecimiento de la fermentacion realizada tiene la forma tipica de una
fermentacion microbioldgica, en la cual la fase de latencia desaparece debido al
in6culo utilizado. La densidad (0.65 nm) de los in6culos es adecuada y por tal
motivo la curva de crecimiento no presenta fase lag. Estos indculos se sembraron
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con bacilo en estado vegetativo como lo recomiendan Pearson y Ward (1988) para
obtener eficiencia en la esporulacion y liberacién del cristal en la etapa de

esporulacion.

Durante las primeras 24 horas de fermentacion, se observo un incremento en la
poblacién de microorganismos, al tiempo que ocurria un descenso en el pH hasta
el valor de 5.8 (Anexo 5) y un consumo del 60% de los azlcares reductores. Para
asegurar el crecimiento e la bacteria se ajusto el pH a 7.0, teniendo en cuenta las
indicaciones de Smith (1982) quien expreso que valores de pH inferiores a 5.3

inhiben el crecimiento de Bt. (Farrera, 1992).

Al cabo de 24 horas hubo un consumo notable de los azucares reductores (Anexo
5), durante este tiempo, el pH aument6 hasta llegar a 7.9 en la hora 88, en la que
nuevamente se realizé un ajuste de pH hasta llevarlo a 7 y asi evitar la disolucién
del cristal por alcalinidad en el medio. A partir de la hora 44 se inicio la fase
estacionaria, ya que la cantidad de sustrato residual era poca como para continuar
la fase de crecimiento vegetativo. El consumo de sustrato expresado como
azucares reductores indico que durante la hora 20 y la hora 44, se comenzé a
consumir el Lactato, Piruvato y Acetato acumulados durante la glicolisis. Durante
la fase estacionaria en donde comienza la esporulacion, es la importante de fuente
de nitrégeno organico B ya que contiene acido aminobutirico, el cual suple en el

microorganismo la carencia de la enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa, para

poder llevar a cabo de manera completa el Ciclo e los Acidos Tricarboxilicos
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(CAT), que permite el consumo de los intermediarios acumulados durante el

crecimiento vegetativo.

A partir de la hora 98 hasta la hora 118 se presento la liberacion de cristal,
coincidiendo este hecho con el consumo casi total de azucares reductores. Los
cristales se forman como metabolitos secundarios, es decir, compuestos cuya
sintesis por la bacteria no esta asociada al crecimiento del microorganismo, sino

que ocurre cuando la poblacion a dejado de multiplicarse (Farrera, 1992).

Los buenos resultados obtenidos con tratamiento propuesto podrian deberse a
gue durante la fase esporulacion de Bt., hay una gran produccion de &cidos
grasos, que en la maduracion de la espora son oxidados; Estos acidos grasos son
sintetizados a partir de moléculas ramificadas de acetil- CoA que proviene a su

vez de valina, isoleucina, leucina, aminoacidos que en el medio provee.
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5 CONCLUSIONES

Se aislé una cepa de Bacillus thuringiensis a partir del lepidoptero Loxotoma

elgans Zeller.

Se disefid un medio de cultivo que esta constituido por una fuentes de carbono Ay
una fuente nitrégeno organico B con una relacion de 6.2:1 en la cual se obtuvo

una biomasa de 1.7g/L y una proteina total de 621 mg/g.

Se establecieron las bases de un medio de cultivo y las condiciones de operacion
en un fermentador de 5 L, las cuales fueron: 200 rpm de velocidad de agitacion, 1
VVM de aireacion y pH inicial de 7.2;se obtuvo una biomasa 5.8 g/L y Unidades
Formadoras de Colonia de 4.2 x10%/mL, esporas de 1.2x10%mL, proteina total de

658 mg/g, relacidon espora cristal 1.258.
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6 RECOMENDACIONES

Se debe verificar la actividad insecticida del producto final obtenido por medio de
bioensayos con larvas de Loxotoma elegans, en condiciones de laboratorio o

campo.
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ANEXOS

ANEXO 1. DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES POR

EL METODO DNS

Soluciones

Solucion DNS: disolver 1.6 g de NaOH en agua destilada estéril, afiadir 30 g de
Tartrato de Sodio y Potasio hasta solucion perfecta. Sobre la solucién anterior
adicionar lentamente con agitacién constante 1 g de DNS. Aforar a 100 mL en
balén aforado con agua destilada estéril. Este reactivo puede ser utilizado por
un periodo de dos meses, después de los cuales debe ser desechado,
conservandose en frasco ambar a 4°C.

Solucién de Glucosa (SSG): disolver 400 mg de glucosa en balén aforado de

100 mL y llevar a volumen con agua destilada estéril.

Curvade calibracién

Partiendo del stock de glucosa preparar diluciones de concentraciones

diferentes en tubo de ensayo seriados:
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Dilucién Blanco 1 2 3 4 5 6 7
Concentracion (mg/mL) 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
SSG (nl) 0 50 100 150 200 250 300 350
Agua (m.) 1000 950 900 850 800 750 700 650

Tabla 10. Preparacién de la curva patréon — Método DNS*

Agregar 1 mL de la solucion DNS y agitar.

Calentar en bafio de Maria ebullicion durante 5 min.

Enfriar con hielo.

Adicionar 10 mL de agua destilada, agitar y dejar reposar en el hielo durante 15
minutos.

Leer densidad optica a 540nm y graficar densidad Optica vs. concentracion de

glucosa en mg/mL. En la Tabla 10 se presentan los datos de la curva de

calibracion.

Concentracién de

Glucosa (mg/mL) D.O. (Abs. 540 nm)
0.1 0.040
0.2 0.114
0.4 0.235
0.6 0.335
0.8 0.430
1.0 0.491

Tabla 11. Determinacién de azucares reductores en la curva patron

* Fuente: Miller (1959)
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Figura 11. Curva de calibracién para determinar glucosa — Método DNS

Para el analisis de muestras con glucosa se siguio el mismo procedimiento que
para la curva de calibracion indicado en la Figura 12 desde la adicién del reactivo
DNS a la muestra diluida 5 veces (200 niL de sobrenadante +800 niL de agua
destilada) hasta la medicion de la densidad Optica. Una vez obtenida la
absorbancia se hallo la concentracion de azUcar mediante la curva de calibracion

(Figura 11).
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Solucién de glucosa 1 mg/ml

v

Tomar 6 tubos y colocar en cada uno 25, 50,
75,100,125,150 m de la solucion respectiva

v

Completar a500m con agua destiladay adicionar 500 ni
del reactivo DNS, agitar en vortex

Colocar en bafio maria a ebullicion
por 5minutos

Enfriar con hielo

v

Adicionar 5 ml de agua destilada agitar y
dejar en reposo por 15 minutos.

v

Leer Abs 540 nm

Figura 12. Procedimiento para la curva de calibraciéon de glucosa (DNS)5

® Fuente: Miller (1959)
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ANEXO 2. CUANTIFICACION DE PROTEINA — METODO LOWRY

Soluciones
Solucién A: Carbonato de Sodio 2% en NaOH 0.1 N
Solucion B: Sulfato de Cobre 0.5%
Solucién C: Tartrato de Sodio y Potasio 1%.
Solucion D: Solucion B y C en proporcion 1:1 vi/v.
Solucién E: 1 mL de Solucién D + 49 mL de la Solucion A. El volumen
minimo de solucion E que debe preparase es 50 mL, para no introducir
errores adicionales a lectura de la proteina.
Solucion F: Reactivo de Folin diluido en proporcion 1:1 v/v con agua
destilada desionizada estéril (DDE). Estas solucion se prepara 2 minutos
antes de ser utilizada ya que debe ser lo mas fresca posible.
Solucién Patrén de albumina (SPA): pesar 100 mg de albumina bovina en
100 mL de agua DDE (1mg/mL).

Todas las soluciones se preparan con agua DDE (1mg/mL).
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Curvade calibracién

Esta curva de calibraciéon se hara por duplicado.

Preparar las siguientes soluciones en tubos de ensayos seriados:

Mezclar el contenido de cada tubo y dejara reposar durante 10 min.

Adicionar 500 i de solucién F en cada tubo, agitar y dejar reposar por 30 min.

Determinar densidad Optica con 590 nm. Esta determinacién debe realizarse a

penas cumplidos los 30 min. Para que la curva quede bien calibrada.

Blanco 1 2 3 4 5 6 7 Calibrador
Agua (nL) 1000 800 800 800 800 800 800 800 800
SPA (nlL) 0 50 75 100 125 150 175 200 130
Agua (nL) 0 150 125 100 75 50 25 0 70
Sol E (nl) 5000 5000 | 5000 | 5000 | 5000 5000 | 5000 | 5000 500

Tabla 12. Preparacién curva patrén — Método Lowry’

Cada vez que se renueve alguna de las soluciones (A, B o C) utilizadas debe

realizarse de nuevo la respectiva curva de calibracion. Los datos obtenidos para la

curva de calibracion (Figura 13) se encuentran en la siguiente tabla.

Concentracion de D.O. (Abs. 590 nm).
albdmina mg/mL.

0.025 0.095

0.050 0.106

0.125 0.185

0.250 0.289

0.375 0.381

0.500 0.567

Tabla 13. Determinacion de proteina en la curva de cali

® Fuente: Lowry (1951)
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y = 0.9539x + 0.0598
R? = 0.9849

D.O (Abs 590 nm)

Figura 13. Curva de calibracion para determinar proteina — Método Lowry

En la Figura 14 se muestra el procedimiento que se siguio para el andlisis de las

muestras desde la adicion de la solucion E y F hasta la medicion de la D.O. a 590

nm.
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Preparar 7 tubos y colocar en cada uno
50,75,100,125,150,175,200 M de albimina preparada

!

Completar 2800 ml con agua destilada

:

Agregar 5 ml delasolucion E en cadatubo y agitar con vortex

:

Dejar atemperaturaambiente por 10 minutos

’

Adicionar 500 M delasolucion F, agitar con vortex

.

Dear atemperaturaambiente por 30 minutos

:

Leer Absorbanciaa590nm

Figura 14. Procedimiento para la curva de calibracién de proteina (Lowry)’

’ Fuente: Lowry (1951)
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ANEXO 3. DETERMINACION DE ESPORA — CRISTAL

Reactivos
Cristal violeta

Aceite de inmersion

Muestra problema
Pesar 0.01 g del Liofilizado + 1 mL de agua Destilada Desionizada Estéril
Agitar en vortex
Esparcir una gota de muestra sobre el portaobjeto limpio y desengrasado
Fijar al calor y dejar enfriar
Adicionar Cristal Violeta y dejar reposar por 2 minutos
Enjuagar la placa con agua y dejar secar al medio ambiente
En el microscopio, escoger 10 campos de aproximadamente 100 células (Entre
esporas y cristales) y realizar el conteo de cristales, esporas y bacilos
Realizar un promedio del nimero de esporas y de cristales de los 10 campos
contados

Determinar la relacion espora cristal
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ANEXO 4. CONTEO DE ESPORAS CON CAMARA DE NEUBAUER

En la Figura 15 se observa el esquema de la cAmara de Neubauer. El circulo indica
el area a tener en cuenta para el conteo. Para este caso se contaron los

cuadrados indicados con los numerales 1, 2, 3,4y 5.

i
pragt il s S Sl

Figura 15. Camara de Neubauer

En forma alternativa se hizo un duplicado de cada muestra y por lo tanto el

numero de esporas/mL encontradas en cada medio se calculo asi:

a = @ cuadrantes (1+2+3+4+5)
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Segunda replica:

b = @ cuadrantes (1+2+3+4+5)

Entonces :
(a+b)/2=C

N° esporas /mL =5 C X104 X dilucién

Tomar 0.01 mg del liofilizado y agregarlo en 900 M de
solucion salina estéril , agitar con votex

.

Preparara la dilucion adecuada
para realizar el conteo

v

Colocar en la camara de Neubaur 10 M. de la
muestra

:

Contar las esporas gque se encuentren en los cuatro
cuadrantes de los extremos y en el centro medio

‘

Al mismo tiempo hacer un duplicado de cada
muestra

.

Realizar los calculos correspondientes

. . - 8
Figura 16. Procedimiento para el conteo de esporas en cdmara de Neubauer

® Fuente: Berdugo (1995)
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ANEXO 5. RESULTADOS DE LA FERMENTACION DE BANCO

Tiempo pH DNS Abs.
0 7.21 15.11 0.12
2 7.18 15.05 0.32
4 7.21 14.87 0.68
6 7.15 14.21 0.98
8 7.10 13.92 1.34
10 7.12 13.46 1.67
12 6.97 13.02 1.97
14 6.89 12.78 2.43
16 6.71 11.32 3.34
18 6.62 9.18 4.01
20 6.40 7.97 5.22
22 6.10 6.54 5.98
24 5.80 5.97 6.45
28 6.50 3.45 8.12
32 6.80 2.74 8.22
36 7.10 2.63 8.32
40 7.20 2.07 8.15
44 7.50 2.06 8.48
48 7.40 2.06 8.25
54 7.43 2.03 8.12
60 7.35 2.02 8.45
66 7.56 1.92 8.02
72 7.65 191 8.64
78 7.80 1.88 8.12
88 7.90 1.83 8.45
98 7.10 1.75 8.15
108 7.30 1.70 8.48
118 7.20 1.64 8.79

Tabla 14. Resultados de la fermentacién de banco de 3 litros en funcion del tiempo
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Figura 17. Cinética de crecimiento de la fermentacion de 3 litros
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Figura 18. Consumo de sustrato en la fermentacién de 3 litros
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Figura 19. Variacién de pH durante el tiempo de fermentaciéon de 3 litros
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Caracteristica Resultado

Biomasa (g/L) 5.8
UFC/mL 4.2x10°
Esporas/mL 1.2x10°
Proteina asociada al cristal (mg/g) 658
Relacion espora cristal 1.258
Velocidad especifica de crecimiento (h™) 0.492
Tiempo de duplicacion (h) 1.4
Tiempo de la fermentacion 5 dias

Tabla 15. Resultados generales de la fermentacion de 3 litros
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ANEXO 6. CINETICA DE CRECIMIENTO DE LAS

FERMENTACIONES

La velocidad de produccion de Biomasa se correlaciona con la velocidad
especifica de crecimiento m(h'l) y la concentracién de biomasa X (g/L) conforme a

la siguiente ecuacion:

LS

bl 0

En la fase exponencial de crecimiento m es constante y la integracion de la
ecuacion (1) resulta:

Ln(X)=Ln(X,)+nT (2)

Ln(xi) - (3

0

El tiempo de duplicacion td de la Biomasa se obtiene de la ecuacion (3) cuando:

X=2Xpy t =1y, lo cual resulta en:

Td =12y
m

111



ANEXO 7. RESULTADOS DE FERMENTACION EN LOS TRATAMIENTOS DE 50 ML

Tiempo de Proteina Peso Relacion Velocidad Tiempo de
Tratamientos | fermentacién (ma/g) liofilizado UFC/ mL | Esporas/mL | espora especifica de duplicacion
(dias) 9/9 (Biomasa) (9) cristal crecimiento (m) (h-1)| (td) (horas)

520 0.6 3.5X10° 3.6X10° 1.285 0.444 h* 1.575

11 6 515 0.4 3.8X10° 3.2X10° 1.387 0.47 ht 1.47

508 0.4 3.3x10° 3.4X10° 1.242 0.425 h* 1.63

532 1.62 3.6X10° 3.9X10° 1.364 0.459 h~ 1.51

12 6 525 1.6 3.8X10° 3.8X10° 1.276 0.435 h* 1.60

513 1.4 3.7X10° 3.6X10° 1.367 0.422 h* 1.64

546 1.2 2.4X10° 1.8X10° 1.284 0.49 h™ 1.41

13 19 528 1.0 2.7X10° 1.4X10° 1.338 0.444 h* 1.56

522 1.0 2.5X10° 1.2X10° 1.275 0.452 h'* 1.531

504 1.2 4.8X10° 3.1X10° 1.391 0.425 h* 1.63

21 7 480 1.0 3.9xX10° 3.0X10° 1.28 0.449 h* 1.55

492 1.0 3.7X10° 3.1X10° 1.346 0.416 h* 1.67

475 1.6 5.2X10° 1.4X10° 1.03 042 h~ 1.65

22 9 452 1.4 5.4X10° 1.0X10° 1.185 0.48 h* 1.67

486 1.5 5.7X10° 1.7X10° 1.237 0.44 h* 1.59

410 1.4 5.1X10° 2.1X10° 1.702 0.35h™ 1.97

23 20 383 1.8 5.3X10° 2.4X10° 1.492 0.38 h* 1.81

387 1.8 5.2X10° 2.6X10° 1.504 0.37h* 1.86

634 1.8 6.9X10° 5.4X10° 1.29 0.49 h™ 1.41

31 7 604 1.6 6.3X10° 5.2X10° 1.33 0.425 h* 1.63

625 1.8 6.5X10° 5.6X10° 1.35 0.4625 h 1.50

276 1.0 3.6X10° 1.0X10° 1.642 0.41h™ 1.69

32 22 300 1.4 3.5X10° 1.3X10° 1.67 0.417 h* 1.66

262 1.2 3.8X10° 1.5X10° 1.66 0.423 h* 1.64

332 1.6 6.7X10" 3.2X10’ 1.563 0.405 h™ 1.71

33 9 342 1.6 6.0X10’ 3.0X10’ 1.447 0.428 h* 1.62

326 1.7 6.2X10’ 3.1X10’ 1.705 0.408 h* 1.70

680 0.7 7.2X10° 3.2X10° 1.242 0.491 h™ 1.42

HCO 6 693 0.8 6.5X10° 4.1X10° 1.348 0.499 h* 1.39

678 0.8 8.1X10° 5.2X10° 1.217 0.454 h* 1.52
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ANEXO 8. CINETICA DE CRECIMIENTO EN MATRACES DE 50 ML

CINETICA DE CRECIMIENTO MEDIO 11 CINETICA DE CRECIMIENTO MEDIO 12 CINETICA DE CRECIMIENTO MEDIO 13
Tiempo Abs 1 Abs 2 Abs 3 Prom Tiempo Abs 1 Abs 2 Abs 3 Prom Tiempo Abs 1 Abs 2 Abs 3 Prom
1 0.060 0.040 0.070| 0.057| 1 0.095 0.052 0.064 0.070 1 0.065| 0.045 0.058 0.056
2 0.065 0.045 0.078| 0.063] 2 0.156 0.123 0.132 0.137 2 0.110| 0.059 0.075 0.081
3 0.070 0.050 0.087] 0.069| 3 0.250 0.194 0.233 0.226 3 0.230) 0.067 0.190 0.162
4] 0.100 0.080 0.156 0.112] 4] 0.273 0.241 0.256 0.257 4 0.580) 0.550 0.225 0.452
5 0.156 0.136 0.178| 0.157] 5 0.285 0.262 0.290 0.279 5 1.380 1.420 0.530 1.110
6 0.237 0.212 0.234] 0.228] 6 0.374 0.321 0.387 0.361 6 1.540 1.670 1.657 1.622
7 0.302 0.285 0.312] 0.300| 7 0.980 0.843 1.100| 0.974 7 1.925 1.825 1.800 1.850
8 0.480 0.343 0.570| 0.464 8 1.650 1.390 1.700| 1.580 8 2.300| 2.400 2.290 2.330
9 0.816 0.675 0.914] 0.802] 9 1.980 1.670 2.130| 1.927 9 2.800| 2.668 2.740 2.736
10| 1.120 0.996 1.420 1.179 10 2.210 2.010 2.360 2.193 10| 3.500 3.480 3.435 3.472
11] 1.680 1.620| 1.890 1.730 11] 2.530 2.290 2.560| 2.460 11] 3.700| 3.600 3.512 3.604
25| 2.800 2.600| 2.700| 2.700| 25| 3.500 3.120 3.420 3.347 24 4.800 4.690 4.530 4.673
26| 2.750 2.630| 2.890] 2.757| 26 3.690 3.330 3.570 3.530 25 5.200| 5.270 5.000 5.157
27| 2.900 2.720| 3.120| 2.913 27| 3.780 3.520 3.650| 3.650 26 5.500| 5.630 5.200 5.443
28| 3.100 2.800| 3.220| 3.040| 28| 3.920 3.760 3.880 3.853 27 5.900| 5.770 5.800 5.823
29 3.150 3.120 3.170 3.147 29 4.120 4.020 4.220 4.120 28| 5.400 5.520 5.700 5.540
30 3.200 3.150 3.230] 3.193] 30 3.990 3.820 4.180 3.997 29 5.800 5.320 5.400 5.507
31 3.250 3.180| 3.320| 3.250| 31 4.100 3.870 4.170 4.047 30 6.100| 5.870 6.300 6.090
49 3.530 3.580 3.640| 3.583] 49 3.850 3.910 4.250 4.003 31 6.320| 6.020 6.450 6.263
50| 3.570 3.620| 3.650| 3.613 50 3.900 4.100 4.020 4.007 32 6.230| 6.150 6.320 6.233
51] 3.590 3.570 3.540| 3.567 51] 3.880 4.120 3.980 3.993 52 6.400| 6.300 6.240 6.313
52| 3.420 3.610| 3.720| 3.583] 52 3.990 4.050 3.810| 3.950 53 6.600| 6.700 6.680 6.660
53] 3.620 3.700 3.610| 3.643] 53 3.970 3.870 3.970 3.937 54 6.400| 6.600 6.610 6.537
54 3.510 3.650 3.590| 3.583] 54 3.950 3.720 3.840 3.837 56 6.500| 6.510 6.460 6.490
55| 3.560 3.540 3.760| 3.620| 55 3.870 3.920 4.060 3.950 73 5.900| 6.800 6.200 6.300
56 3.670 3.720] 3.640 3.677 56 3.850 3.770 3.930 3.850 81 6.700| 6.900 6.500 6.700
73] 3.820 3.680| 3.780| 3.760| 73] 3.800 3.600 3.740| 3.713 97 6.900| 7.100 7.200 7.067
81 3.510 3.480 3.630] 3.540| 81 3.780 3.740 3.610 3.710 121 5.800] 6.400 6.200 6.133
97| 3.370 3.250| 3.570| 3.397] 97 3.650 3.780 3.690 3.707
121 3.067 3.025 3.340| 3.144] 121 3.560 3.700 3.500 3.587

113



CINETICA DE CRECIMIENTO MEDIO 21

CINETICA DE CRECIMIENTO MEDIO 22

CINETICA DE CRECIMIENTO MEDIO 23

Tiempo Abs 1 Abs 2 Abs 3 Prom Tiempo Abs 1 Abs 2 Abs 3 Prom Tiempo Abs 1 Abs 2 Abs 3 Prom

1 0.010 0.060 0.050 0.040 1 0.030 0.013 0.027 0.023 1 0.135] 0.218 0.030 0.128

2 0.050 0.011 0.070 0.044 2 0.130 0.233 0.137 0.167 2 0.185] 0.258 0.228 0.224

3 0.090 0.023 0.017 0.043 3 0.205 0.241 0.214 0.220 3 0.205] 0.217 0.297 0.240
4] 0.225 0.156 0.178 0.186 4 0.390 0.349 0.370 0.370 4 0.650] 0.663 0.580 0.631

5 0.314 0.226 0.344 0.295 5 0.820 0.748 0.860 0.809 5 0.840| 0.838 0.791 0.823

6 0.821 0.334 0.467 0.541 6 1.230 1.180 1.240| 1.217 6 1.295 1.186 1.256 1.245

7 1.181 0.563 0.856 0.867 7 1.250 1.196 1.260 1.235 7 1.564 1.466 1.632 1.554

8 1.590 0.926 1.298 1.271 8 1.320 1.305 1.278| 1.301 8 1.850 1.999 1.910 1.920

9 1.650 1.460 1.520 1.543 9 1.390 1.551 1.459 1.467 9 2.290 2.340 2.030 2.220
10| 1.720 1.670 1.700 1.697 10| 1.460 1.576 1.548| 1.528 10| 2.600| 2.750 2.150 2.500
11 1.810 1.730 1.860 1.800 11 1.560 1.543 1.524 1.542 11 2.820| 2.940 2.200 2.653
22| 2.210 2.170 2.280 2.220 22| 2.226 2.281 2.109| 2.205 22 3.440| 3.570 3.319 3.443
23| 2.320 2.270 2.440 2.343 23| 2.247 2.250 2.281 2.259 23 3.780) 3.990 3.450 3.740
24 2.460 2.380 2.400 2.413 24 2.289 2.079 2.510| 2.293 24 3.880] 4.030 3.721 3.877
25| 2.520 2.440 2.530 2.497 25| 2.472 2.504 2.804 2.594 25 4.050 4.333 3.916 4.099
26| 2.498 2.560 2.674 2.577 26| 2.499 2.487 2.357 2.448 26 4.350 4.465 4.138 4.317
27| 2.630 2.760 2.600 2.663 27 2.550 2.511 2.402 2.487 27 4.340 4.510 3.930 4.260
29| 2.680 2.740 2.780 2.733 29 2.700 2.734 2.970 2.801 29 4.370 4.470 3.930 4.257
42 3.150 2.720 2.810 2.893 42 2.930 2.730 2.940| 2.867 42 4.600 4.680 4.300 4.527
46 3.460 3.160 3.270 3.297 46 3.220 3.080 3.145] 3.148 46 4.680 4.760 4.030 4.490
52| 3.520 3.450 3.540 3.503 52 3.500 3.313 3.750 3.521 52 4.970 4.830 4.080 4.627
72 4.120 4.270 4.180 4.190 72 3.870 3.660 3.980 3.837 72 5.110 5.054 5.207 5.124
73] 4.320 4.390 4.370 4.360 73] 3.900 3.580 3.864 3.781 73 5.340| 5.078 5.351 5.256
74 4.310 4.410 4.280 4.333 74 4.120 3.870 4.249 4.080 74 5.640 5.637 5.539 5.606
78| 4.130 4.230 4.160 4.173 78 4.190 4.040 4.293 4.174 78 5.720 5.857 5.783 5.787
79 4.200 4.140 4.220 4.187 79 4.200 4.200 4.380 4.260 79 5.760| 5.774 6.044 5.860
95| 4.230 4.220 4.350 4.267 95 4.230 4.130 4.305 4.222 95 5.860| 5.845 5.983 5.896
96 4.100 4.150 4.230 4.160 96 4.150 4.070 4.251 4.157 96 5.840| 5.940 6.026 5.935
97| 4.030 3.980 4.140 4.050 97 4.160 3.870 3.970 4.000 97 5.750 6.110 5.539 5.800
98| 4.100 4.000 4.280 4.127 98 4.120 3.900 3.949 3.990 98 5.780| 6.000 5.797 5.859
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CINETICA DE CRECIMIENTO MEDIO 31 CINETICA DE CRECIMIENTO MEDIO 32 CINETICA DE CRECIMIENTO MEDIO 33
Tiempo Abs 1 Abs 2 Abs 3 Prom Tiempo Abs 1 Abs 2 Abs 3 Prom Tiempo Abs 1 Abs 2 Abs 3 Prom
1 0.065 0.068 0.059 0.064 1 0.040 0.010 0.070 0.040 1 0.070| 0.003 0.094 0.056
2 0.110 0.190 0.170 0.157 2 0.050 0.033 0.140 0.074 2 0.090| 0.143 0.133 0.122
3 0.230 0.225 0.210 0.222 3 0.060 0.040 0.170 0.090 3 0.225| 0.230 0.259 0.238
4 0.580 0.530 0.560 0.557 4 0.270 0.343 0.230 0.281 4 0.400| 0.370 0.348 0.373
5 1.380 1.657 1.450 1.496 5 0.300 0.510 0.521 0.444 5 0.550| 0.590 0.534 0.558
6 1.540 1.800 1.750 1.697 6 0.650 0.580 0.800 0.677 6 0.950] 1.002 1.087 1.013
7 1.925 2.290 2.120 2.112 7 1.120 1.012 1.260 1.131 7 1.545 1.446 1.506 1.499
8 2.300 2.650 2.750 2.567 8 1.220 1.450 1.920| 1.530 8 1.765 1.834 1.757 1.786
9 2.850 2.640 3.200 2.897 9 1.260 1.830 2.020| 1.703 9
10| 3.500 2.860 3.600 3.320 10| 1.340 1.960 2.090| 1.797 10|
11 3.700 3.410 4.700 3.937 11 1.510 2.060 2.120 1.897 11
24 4.800 4.600 5.120 4.840 22| 2.780 2.940 3.025 2.915 22 2.340| 2.253 2.546 2.380
25| 5.200 5.000 5.300 5.167 23| 2.980 3.036 3.270 3.095 23 2.320| 2.147 2.540 2.336
26| 5.500 5.200 5.780 5.493 24 3.350 3.476 3.710 3.512 24 2.450| 2.470 2.565 2.495
27| 5.900 5.800 5.600 5.767 25| 3.760 3.765 3.958 3.828 25 2.780| 2.919 2.686 2.795
28| 5.400 5.700 5.700 5.600 32 32
29 5.800 5.400 6.120 5.773 50 50
30 6.620 6.300 6.500 6.473 72 3.980 4.295 4.008 4.094 72 3.840 4.086 3.604 3.843
31 6.100 6.700 6.400 73 4.210 4.421 4.425 4.352 73 3.940| 4.170 3.790 3.967
32| 6.800 5.800 5.980 6.193 74 4.560 4.655 4.492 4.569 74 4.210 4.176 3.955 4.114
52| 6.400 6.510 6.540 6.483 78 4.870 4.661 4.835 4.789 78 4.320 4.600 4.366 4.429
53 6.600 6.800 6.780 6.727 79 4.950 4.877 4.971 4.933 79 4.540 4.797 4.542 4.626
54] 6.900 6.900 6.800 6.867 95 4.960 5.134 4.965 5.020 95 4.840 4.900 4.838 4.859
96 4.850 4.826 4.900 4.859 96 4.790 4.980 4.774 4.848
97 4.760 4.710 4.884 4.785 97 4.820 5.032 4.707 4.853
98 4.790 4.638 4.880 4.769 98 4.920 5.292 4.740 4.984
99 4.640 4.540 5.000| 4.727 99 4.890 5.260 4.720 4.957
100 4.920 4.520 5.020| 4.820 100 4.870 5.180 4.857 4.969
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CINETICA DE CRECIMIENTO DEL MEDIO HCO
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ANEXO 9. ANALISIS ESTADISTICO

Técnica de analisis de varianza:
Para realizar la comparacion se partira del modelo matematico:

Y = mtt, +e

Donde:

y; - Es la variable respuesta en el tratamiento “i" repeticion “j".

: Es la media natural de la variable respuesta.

t.: Es el efecto que tiene el tratamiento “i” sobre la variable respuesta.

e: Es el error experimental que se comete al realizar el estudio.

Hipotesis de trabajo:

H,:Por lo menos un promedio es diferente.

Interpretacion de la hipétesis nula: Esta hipétesis plantea la posibilidad de los

tratamientos no influya sobre la variable respuesta.
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Prueba de la Hipotesis:

Se empleara la técnica de analisis de varianza la cual se resume en la tabla

“ANAVA”
Fuente de Grados de Suma de Cuadrados
Variacion Libertad cuadrados medios FcaLcuLapa
@) @ ©) (3/2)
a — —
Tratamiento a-1 ng (Yi.- Y..)? Lrammeno
i=1 GLTRATAMIEN'D
SC CM
Error Por Diferencia Por Diferencia GLE—RROR —[RATAMIEND
ERROR CM ERROR
S J =
Total (r*a)-1 aally,-Y.) -
i=1 jo1
Donde:

a: Es el numero de tratamientos en el experimento.

r: Es el numero de réplicas que se realizaran en el experimento.

Yi: Es el promedio en el tratamiento “i".

Y..: Es el promedio general de la variable respuesta.

Regla de Decision: Una vez realizados los célculos se aplica la siguiente regla de

decision:
S: Fcalculada > Fteorica ® Se Rechaza H 0
Donde:
Ferica: S€ busca en las tablas de distribucion de probabilidad de Fisher con una

confiabilidad del 95%.
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Para reforzar la decision tomada en el analisis de varianza, realizara la prueba de
Scheffe, que nos permitira identificar cual es el tratamiento Optimo se plantea la

siguiente hipotesis:

Conktr

La cual se interpreta como: Un tratamientos arroja igual proporcion de positivos

respecto al otro. Esta hipoétesis se prueba con el siguiente estadistico:

el 1u
SDIFERENCIA = \/(a' 1)* Fteorica * . |CME* & T

C u
eh Tu
Donde: r1 y r, son las réplicas realizadas en cada una de las cepas comparadas.

Se rechazara la hipotesis nula si:

|Diferencia de Promedios > S, rerencia
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VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO

Andlisis de varianza

Anal ysis of Variance

Sour ce Sum of Squar es Df Mean Square F-Ratio P- Val ue
Bet ween groups 0, 035814 9 0,00397933 0,54 0, 8265
W thin groups 0, 146734 20 0, 00733669

Total (Corr.) 0, 182548 29

Anédlisis de Scheffe

Met hod: 95,0 percent Scheffe

Col _1 Count Mean Honmogeneous G oups

33 3 0, 413667 X

32 3 0, 416667 X

21 3 0, 43 X

12 3 0, 438667 X

22 3 0, 446667 X

13 3 0, 453 X

31 3 0, 459167 X

23 3 0, 476667 X

HCO 3 0, 481333 X

11 3 0, 536333 X

Cont r ast Di fference +/- Limts
11 - 12 0, 0976667 0, 324549
11 - 13 0, 0833333 0, 324549
11 - 21 0, 106333 0, 324549
11 - 22 0, 0896667 0, 324549
11 - 23 0, 0596667 0, 324549
11 - 31 0, 0771667 0, 324549
11 - 32 0, 119667 0, 324549
11 - 33 0, 122667 0, 324549
11 - HOXO 0, 055 0, 324549
12 - 13 -0, 0143333 0, 324549
12 - 21 0, 00866667 0, 324549
12 - 22 -0, 008 0, 324549
12 - 23 -0, 038 0, 324549
12 - 31 -0, 0205 0, 324549
12 - 32 0, 022 0, 324549
12 - 33 0, 025 0, 324549
12 - HCO -0, 0426667 0, 324549
13 - 21 0, 023 0, 324549
13 - 22 0, 00633333 0, 324549
13 - 23 -0, 0236667 0, 324549
13 - 31 -0, 00616667 0, 324549
13 - 32 0, 0363333 0, 324549
13 - 33 0, 0393333 0, 324549
13 - HCO -0, 0283333 0, 324549
21 - 22 -0, 0166667 0, 324549
21 - 23 -0, 0466667 0, 324549
21 - 31 -0, 0291667 0, 324549
21 - 32 0, 0133333 0, 324549
21 - 33 0, 0163333 0, 324549
21 - HCO -0, 0513333 0, 324549
22 - 23 -0,03 0, 324549
22 - 31 -0, 0125 0, 324549
22 - 32 0, 03 0, 324549



Cont r ast D fference +/- Limts

22 - 33 0, 033 0, 324549
22 - HCO -0, 0346667 0, 324549
23 - 31 0, 0175 0, 324549
23 - 32 0, 06 0, 324549
23 - 33 0, 063 0, 324549
23 - HCO -0, 00466667 0, 324549
31 - 32 0, 0425 0, 324549
31 - 33 0, 0455 0, 324549
31 - HCO -0, 0221667 0, 324549
32 - 33 0, 003 0, 324549
32 - HCO -0, 0646667 0, 324549
33 - HCO -0, 0676667 0, 324549

* denotes a statistically significant difference.

0,75

0,65 + -

»

0,55

0,45

0,35

0,25 =
11 12 13 21 22 23 31 32 33HCO

TRATAMIENTO

VEL. ESPECIFICA DE CRECIMIENTO
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TIEMPO DE DUPLICACION

Andlisis de varianza

Anal ysi s of Variance

Sour ce Sum of Squares Df  Mean Square F-Ratio P- Val ue
Bet ween groups 0, 400187 9 0, 0444652 8,99 0, 0000
Wthin groups 0, 098944 20 0, 0049472

Total (Corr.) 0, 499131 29

Analisis de Scheffe

Met hod: 95,0 percent Scheffe

Col _1 Count Mean Honogeneous G oups

HCO 3 1, 44333 X

13 3 1, 50033 X

31 3 1,51333 X

11 3 1, 55833 X

12 3 1, 58333 X

21 3 1, 61667 XX

22 3 1, 63667 XX

32 3 1, 66333 XX

33 3 1, 67667 XX

23 3 1,88 X

Cont r ast Di fference +/- Limts
11 - 12 -0, 025 0, 266508
11 - 13 0, 058 0, 266508
11 - 21 -0, 0583333 0, 266508
11 - 22 -0, 0783333 0, 266508
11 - 23 *-0, 321667 0, 266508
11 - 31 0, 045 0, 266508
11 - 32 -0, 105 0, 266508
11 - 33 -0, 118333 0, 266508
11 - HCO 0, 115 0, 266508
12 - 13 0, 083 0, 266508
12 - 21 -0, 0333333 0, 266508
12 - 22 -0, 0533333 0, 266508
12 - 23 *-0, 296667 0, 266508
12 - 31 0, 07 0, 266508
12 - 32 -0,08 0, 266508
12 - 33 -0, 0933333 0, 266508
12 - HCO 0, 14 0, 266508
13 - 21 -0, 116333 0, 266508
13 - 22 -0, 136333 0, 266508
13 - 23 *-0, 379667 0, 266508
13 - 31 -0,013 0, 266508
13 - 32 -0, 163 0, 266508
13 - 33 -0,176333 0, 266508
13 - HCO 0, 057 0, 266508
21 - 22 -0, 02 0, 266508
21 - 23 -0, 263333 0, 266508
21 - 31 0, 103333 0, 266508
21 - 32 -0, 0466667 0, 266508
21 - 33 -0, 06 0, 266508
21 - HCO 0, 173333 0, 266508
22 - 23 -0, 243333 0, 266508
22 - 31 0, 123333 0, 266508
22 - 32 -0, 0266667 0, 266508
22 - 33 -0, 04 0, 266508
22 - HCO 0, 193333 0, 266508
23 - 31 *0, 366667 0, 266508
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23 - 32 0, 216667 0, 266508

23 - 33 0, 203333 0, 266508
23 - HCO *0, 436667 0, 266508
31 - 32 -0,15 0, 266508
31 - 33 -0, 163333 0, 266508
31 - HCO 0, 07 0, 266508
32 - 33 -0,0133333 0, 266508
32 - HCO 0,22 0, 266508
33 - HCO 0, 233333 0, 266508

* denotes a statistically significant difference.

2
[a—

.

TIEMPO DE DUPLICACION

1.9

1,7

1.5 *

1.3 =
11 12 13 21 22 23 31 32 33HCO

TRATAMIENTO
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ESPORAS/mI
Anélisis de Varianza.
ANOVA Tabl e for Col 2 by TRATAM ERN

Anal ysi s of Variance

Sour ce Sum of Squares Df  Mean Square F-Ratio P- Val ue
Bet ween groups 6, 70859E17 9 7,45399E16 51, 29 0, 0000
Wthin groups 2, 90687E16 20 1, 45343E15

Total (Corr.) 6, 99927E17 29

Analisis de Scheffe.

Mil ti pl e Range Tests for Col _2 by TRATAM ERN

Met hod: 95,0 percent Scheffe

TRATAM ERN Count Mean Honogeneous G oups

33 3 3, 1E7 X

32 3 1, 26667E8 XX

22 3 1, 36667E8 XX

13 3 1, 46667E8 XX

23 3 2, 36667E8 XX

21 3 3, 06667E8 XX

11 3 3, 4E8 XX

12 3 3, 76667E8 XX

HCO 3 4, 16667E8 XX

31 3 5, 4E8 X

Cont r ast Di fference +/- Limts
11 - 12 -3, 66667E7 1, 44453E8
11 - 13 *1, 93333E8 1, 44453E8
11 - 21 3, 33333E7 1, 44453E8
11 - 22 *2,03333E8 1, 44453E8
11 - 23 1, 03333E8 1, 44453E8
11 - 31 *-2,E8 1, 44453E8
11 - 32 *2, 13333E8 1, 44453E8
11 - 33 *3, 09E8 1, 44453E8
11 - HCO -7, 66667E7 1, 44453E8
12 - 13 *2, 3E8 1, 44453E8
12 - 21 7, E7 1, 44453E8
12 - 22 *2, 4E8 1, 44453E8
12 - 23 1, 4E8 1, 44453E8
12 - 31 *-1, 63333E8 1, 44453E8
12 - 32 *2, 5E8 1, 44453E8
12 - 33 *3, 45667E8 1, 44453E8
12 - HCO -4, E7 1, 44453E8
13 - 21 *-1, 6E8 1, 44453E8
13 - 22 1, E7 1, 44453E8
13 - 23 -9, E7 1, 44453E8
13 - 31 *-3,93333E8 1, 44453E8
13 - 32 2, E7 1, 44453E8
13 - 33 1, 15667E8 1, 44453E8
13 - HCO *-2,7E8 1, 44453E8
21 - 22 *1, 7E8 1, 44453E8
21 - 23 7,E7 1, 44453E8
21 - 31 *-2,33333E8 1, 44453E8
21 - 32 *1, 8E8 1, 44453E8
21 - 33 *2, 7T5667E8 1, 44453E8
21 - HCO -1, 1E8 1, 44453E8
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22 - 23 -1,E8 1, 44453E8

22 - 31 *-4,03333E8 1, 44453E8
22 - 32 1, E7 1, 44453E8
22 - 33 1, 05667E8 1, 44453E8
22 - HCO *-2, 8E8 1, 44453E8
23 - 31 * -3, 03333E8 1, 44453E8
23 - 32 1, 1E8 1, 44453E8
23 - 33 *2, 05667E8 1, 44453E8
23 - HCO *-1, 8E8 1, 44453E8
31 - 32 *4, 13333E8 1, 44453E8
31 - 33 *5, 09E8 1, 44453E8
31 - HCO 1, 23333E8 1, 44453E8
32 - 33 9, 56667E7 1, 44453E8
32 - HCO *-2,9E8 1, 44453E8
33 - HCO * -3, 85667E8 1, 44453E8
* denot es a statistically signi ficant di fference.
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PROTEINA LIOFILIZADA

Andlisis de varianza

Anal ysi s of Variance

Sour ce Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P- Val ue
Bet ween groups 409456, 0 9 45495, 1 279,91 0, 0000
Wthin groups 3250, 67 20 162, 533

Total (Corr.) 412707, 0 29

Anédlisis de Scheffe

Met hod: 95,0 percent Scheffe

Col _1 Count Mean Honmogeneous G oups

32 3 279, 333 X

33 3 333, 333 X

23 3 393, 333 X

22 3 469, 667 X

21 3 492, 0 XX

11 3 514, 333 XX

12 3 523, 333 X

13 3 532,0 X

31 3 621, 0 X

HCO 3 683, 667 X

Cont r ast Difference +/- Limts
11 - 12 -9,0 48, 306
11 - 13 -17, 6667 48, 306
11 - 21 22,3333 48, 306
11 - 22 44, 6667 48, 306
11 - 23 *121,0 48, 306
11 - 31 *-106, 667 48, 306
11 - 32 *235,0 48, 306
11 - 33 *181,0 48, 306
11 - HCO *-169, 333 48, 306
12 - 13 -8, 66667 48, 306
12 - 21 31, 3333 48, 306
12 - 22 *53, 6667 48, 306
12 - 23 *130,0 48, 306
12 - 31 *-97, 6667 48, 306
12 - 32 *244,0 48, 306
12 - 33 *190,0 48, 306
12 - HCO *-160, 333 48, 306
13 - 21 40,0 48, 306
13 - 22 *62, 3333 48, 306
13 - 23 *138, 667 48, 306
13 - 31 *-89,0 48, 306
13 - 32 *252, 667 48, 306
13 - 33 *198, 667 48, 306
13 - HCO *-151, 667 48, 306
21 - 22 22,3333 48, 306
21 - 23 *08, 6667 48, 306
21 - 31 *-129,0 48, 306
21 - 32 *212, 667 48, 306
21 - 33 *158, 667 48, 306
21 - HCO *-191, 667 48, 306
22 - 23 *76, 3333 48, 306
22 - 31 *-151, 333 48, 306
22 - 32 *190, 333 48, 306
22 - 33 *136, 333 48, 306
22 - HCO *-214,0 48, 306
23 - 31 *-227, 667 48, 306



23 - 32 *114,0 48, 306

23 - 33 *60,0 48, 306
23 - HCO *-290, 333 48, 306
31 - 32 *341, 667 48, 306
31 - 33 *287, 667 48, 306
31 - HCO *-62, 6667 48, 306
32 - 33 *-54,0 48, 306
32 - HCO *-404, 333 48, 306
33 - HCO *-350, 333 48, 306

denotes a statistically significant difference.
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PESO LIOFILIZADO

Andlisis de varianza

Anal ysis of Variance

Sour ce Sum of Squar es Df Mean Square F-Ratio P- Val ue
Bet ween groups 4, 73632 9 0, 526258 29,54 0, 0000
Wt hin groups 0, 356267 20 0, 0178133

Total (Corr.) 5, 09259 29

Andlisis de Scheffe

Met hod: 95,0 percent Scheffe

Col _1 Count Mean Hormogeneous G oups

11 3 0, 466667 X

21 3 1, 06667 X

13 3 1, 06667 X

32 3 1,2 XX

22 3 1,5 XXX

12 3 1,54 XXX

33 3 1, 63333 XX

23 3 1, 66667 XX

31 3 1, 73333 X

HCO 3 1, 83333 X

Cont r ast D fference +/- Limts
11 - 12 *-1,07333 0, 505711
11 - 13 *-0,6 0, 505711
11 - 21 *-0,6 0, 505711
11 - 22 *-1,03333 0, 505711
11 - 23 *-1,2 0, 505711
11 - 31 *-1, 26667 0, 505711
11 - 32 *-0, 733333 0, 505711
11 - 33 *-1, 16667 0, 505711
11 - HCO *-1, 36667 0, 505711
12 - 13 0, 473333 0, 505711
12 - 21 0, 473333 0, 505711
12 - 22 0, 04 0, 505711
12 - 23 -0, 126667 0, 505711
12 - 31 -0, 193333 0, 505711
12 - 32 0, 34 0, 505711
12 - 33 -0, 0933333 0, 505711
12 - HCO -0, 293333 0, 505711
13 - 21 0,0 0, 505711
13 - 22 -0, 433333 0, 505711
13 - 23 *-0,6 0, 505711
13 - 31 *-0, 666667 0, 505711
13 - 32 -0, 133333 0, 505711
13 - 33 *-0, 566667 0, 505711
13 - HCO *-0, 766667 0, 505711
21 - 22 -0, 433333 0, 505711
21 - 23 *-0,6 0,505711
21 - 31 *-0, 666667 0, 505711
21 - 32 -0, 133333 0, 505711
21 - 33 *-0, 566667 0, 505711
21 - HCO *-0, 766667 0, 505711
22 - 23 -0, 166667 0, 505711
22 - 31 -0, 233333 0, 505711
22 - 32 0,3 0, 505711
22 - 33 -0, 133333 0, 505711
22 - HCO -0, 333333 0, 505711
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23 - 31 -0, 0666667 0, 505711

23 - 32 0, 466667 0, 505711
23 - 33 0, 0333333 0, 505711
23 - HCO -0, 166667 0, 505711
31 - 32 *0, 533333 0, 505711
31 - 33 0,1 0, 505711
31 - HCO -0,1 0, 505711
32 - 33 -0, 433333 0, 505711
32 - HCO *-0,633333 0, 505711
33 - HCO -0,2 0, 505711

* denotes a statistically significant difference.
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UFC/ml

Andlisis de varianza

Anal ysi s of Variance

Sour ce Sum of Squar es Df Mean Square F-Ratio P- Val ue
Bet ween groups 1, 01115E19 9 1, 1235E18 1, 34 0, 2787
Wt hin groups 1, 67757E19 20 8, 38785E17

Total (Corr.) 2, 68872E19 29

Andlisis de Scheffe

Met hod: 95,0 percent Scheffe

Col _1 Count Mean Hormogeneous G oups

33 3 6, 3E7 X

11 3 3, 53333E8 X

32 3 3, 63333E8 X

12 3 3, 7E8 X

23 3 5, 2E8 X

22 3 5, 43333E8 X

31 3 6, 56667E8 X

HCO 3 7, 26667E8 X

13 3 1, 81333E9 X

21 3 1, 85333E9 X

Cont r ast D fference +/- Limts
11 - 12 -1, 66667E7 3, 47021E9
11 - 13 -1, 46E9 3,47021E9
11 - 21 -1, 5E9 3, 47021E9
11 - 22 -1, 9E8 3,47021E9
11 - 23 -1, 66667E8 3,47021E9
11 - 31 -3, 03333E8 3,47021E9
11 - 32 -1, E7 3, 47021E9
11 - 33 2, 90333E8 3, 47021E9
11 - HCO -3, 73333E8 3, 47021E9
12 - 13 -1, 44333E9 3, 47021E9
12 - 21 -1, 48333E9 3, 47021E9
12 - 22 -1, 73333E8 3, 47021E9
12 - 23 -1,5E8 3, 47021E9
12 - 31 -2, 86667E8 3, 47021E9
12 - 32 6, 66667E6 3, 47021E9
12 - 33 3, 07E8 3, 47021E9
12 - HCO -3, 56667E8 3, 47021E9
13 - 21 -4, E7 3, 47021E9
13 - 22 1, 27E9 3, 47021E9
13 - 23 1, 29333E9 3, 47021E9
13 - 31 1, 15667E9 3,47021E9
13 - 32 1, 45E9 3, 47021E9
13 - 33 1, 75033E9 3, 47021E9
13 - HCO 1, 08667E9 3, 47021E9
21 - 22 1, 31E9 3, 47021E9
21 - 23 1, 33333E9 3, 47021E9
21 - 31 1, 19667E9 3,47021E9
21 - 32 1, 49E9 3, 47021E9
21 - 33 1, 79033E9 3,47021E9
21 - HCO 1, 12667E9 3, 47021E9
22 - 23 2, 33333E7 3,47021E9
22 - 31 -1, 13333E8 3, 47021E9
22 - 32 1, 8E8 3,47021E9
22 - 33 4, 80333E8 3, 47021E9
22 - HCO -1, 83333E8 3,47021E9
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23 - 31 -1, 36667E8 3,47021E9

23 - 32 1, 56667E8 3, 47021E9
23 - 33 4,57E8 3, 47021E9
23 - HCO -2, 06667E8 3,47021E9
31 - 32 2, 93333E8 3, 47021E9
31 - 33 5, 93667E38 3, 47021E9
31 - HCO -7, E7 3, 47021E9
32 - 33 3, 00333E8 3, 47021E9
32 - HCO -3, 63333E8 3,47021E9
33 - HOCO -6, 63667E8 3,47021E9

* denotes a statistically significant difference.
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RELACION ESPORA CRISTAL

Andlisis de varianza

Anal ysis of Variance

Sour ce Sum of Squares Df  Mean Square F-Ratio P- Val ue
Bet ween groups 0, 696683 9 0, 0774092 12,76 0, 0000
Wt hin groups 0,12134 20 0, 006067

Total (Corr.) 0, 818023 29

Anélisis de Scheffe

Met hod: 95,0 percent Scheffe

Col _1 Count Mean Honogeneous G oups

22 3 1, 15067 X

HCO 3 1, 269 X

13 3 1,299 XX

11 3 1, 30467 XX

31 3 1, 32333 XX

12 3 1, 33567 XX

21 3 1,339 XX

23 3 1, 566 XX

33 3 1,57167 XX

32 3 1, 65733 X

Cont r ast Di fference +/- Limts
11 - 12 -0,031 0, 295133
11 - 13 0, 00566667 0, 295133
11 - 21 -0, 0343333 0, 295133
11 - 22 0, 154 0, 295133
11 - 23 -0, 261333 0, 295133
11 - 31 -0, 0186667 0, 295133
11 - 32 *-0, 352667 0, 295133
11 - 33 -0, 267 0, 295133
11 - HCO 0, 0356667 0, 295133
12 - 13 0, 0366667 0, 295133
12 - 21 -0, 00333333 0, 295133
12 - 22 0, 185 0, 295133
12 - 23 -0, 230333 0, 295133
12 - 31 0, 0123333 0, 295133
12 - 32 *-0, 321667 0, 295133
12 - 33 -0, 236 0, 295133
12 - HCO 0, 0666667 0, 295133
13 - 21 -0, 04 0, 295133
13 - 22 0, 148333 0, 295133
13 - 23 -0, 267 0, 295133
13 - 31 -0, 0243333 0, 295133
13 - 32 *-0, 358333 0, 295133
13 - 33 -0, 272667 0, 295133
13 - HCO 0, 03 0, 295133
21 - 22 0, 188333 0, 295133
21 - 23 -0, 227 0, 295133
21 - 31 0, 0156667 0, 295133
21 - 32 *-0, 318333 0, 295133
21 - 33 -0, 232667 0, 295133
21 - HCO 0, 07 0, 295133
22 - 23 *-0, 415333 0, 295133
22 - 31 -0, 172667 0, 295133
22 - 32 *-0, 506667 0, 295133
22 - 33 *-0,421 0, 295133
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22 - HCO -0,118333 0, 295133

23 - 31 0, 242667 0, 295133
23 - 32 -0, 0913333 0, 295133
23 - 33 -0, 00566667 0, 295133
23 - HCO *0, 297 0, 295133
31 - 32 *-0,334 0, 295133
31 - 33 -0, 248333 0, 295133
31 - HCO 0, 0543333 0, 295133
32 - 33 0, 0856667 0, 295133
32 - HCO *0, 388333 0, 295133
33 - HCO *0, 302667 0, 295133

denotes a statistically significant difference.
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