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ABSTRACT

El comportamiento de la cepa LBT-3 de Bacillus thuringiensis (Bt) se
determiné en fermentadores de 30 y 100 L de capacidad efectiva, y de
la LBT-13 en fermentadores de 5, 30, 100 y 500 L. Se comprobaron
algunos de los parametros ajustados en zaranda y se obtuvieron
rendimientos de esporas y cristales entre 1-3 x 10° esporas/mL des-
pués de 28-32 h de cultivo. Las dos variantes de indculos ensayadas
con la cepa LBT-3 (cultivos en fase logaritmica y esporulados) no
mostraron diferencias en los diferentes fermentadores utilizados en
relacion con el rendimiento final de esporas y cristales, aunque si
influyeron en el tiempo del proceso que fue siempre menor, cuando
se utilizaron indculos en fase vegetativa y a concentraciones entre el
5y el 10%. Un régimen mas elevado de agitacion-aireacion permitio
incrementar el rendimiento de espora y cristales, mientras que el
porcentaje de esporas no varié significativamente en las diferentes
variantes, ni el tiempo del proceso. En los cuatro fermentadores uti-
lizados con la cepa LBT-13 se encontro que el tiempo del proceso
aumento en relacion directa con el volumen de los equipos, y que en
el fermentador de 100 L se obtuvieron las concentraciones mas ele-
vadas de esporas y cristales y un tiempo de proceso mas largo. Las
variaciones del pH, caracteristicas del cultivo y el incremento de la
concentracion de la biomasa (células por mililitro) en fermentadores
de 100 y 500 L con la cepa LBT-13, mostraron un comportamiento
similar en ambos equipos. La efectividad bioldgica de los caldos
fermentados se demostré mediante bioensayos.

Palabras claves: Bacillus thuringiensis, fermentacion, pardmetros de
produccion

The behavior of Bacillus thuringiensis strain LBT-3 was determinate in
fermentation equipment of 30 and 100 L of effective capacity, and for
strain LBT-13 by using equipment of 5, 30,100 and 500 L. The
parameter obtained by shaker in laboratory level were confirmed
when yield of 1-3 x 10° spores and toxins crystal/mL were obtained
after 28-32 hours. The two types of inoculums (log cultures and spores)
with LBT-3 strain did not show difference in the deferent fermentation
scale in relation with the concentration of spores and crystals, but the
time of process was lower when log cultures was used. A higher
aeration and agitation regimen allowed increase the yield of spores
and crystals. In the four scales of fermentation used with LBT-13
strain, the time of the process increase in relation with the volume of
fermentation. Higher concentration of yields was obtained by using
100 L fermentation equipment and also increased the process time.
Variations of pH, microbiological characteristics and biomass did
not show differences with LBT-13 strain in both 100 and 500 L
fermentation equipments. The affectivity of cultures was demonstrated
by bioassays.

Key words: Bacillus thuringiensis, fermentation, production
parameters

INTRODUCCION

La produccién de un bioplaguicida a partir de la bacte-
ria entomopatégena Bacillus thuringiensis (Bt) requie-
re de un medio de cultivo que permita obtener una eleva-
da concentracién de esporas y cristales de d-endotoxina;
es necesario ademas que sus componentes resulten eco-
némicos y de facil adquisicion. De igual forma el ajuste

correcto de los parametros del proceso se traduce en
mejores rendimientos y mayor eficiencia, lo cual debe
comprobarse a las diferentes escalas de produccion
[Vanderkar y Dulmage, 1983; Devisetty, 1993; Bernhard
y Utz, 1993; Ibarra, 1997; Morris et al., 1995; Bai y
Brady, 2001].

fitosanidad/201



Ferndndez-Larrea y otros

Para que un proceso de produccién microbiolégico se
utilice de forma industrial resulta necesario que pueda
ser escalado para obtener grandes volimenes de pro-
ductos [Blackebrough y Moresi, 1981; Vercht-Lifshitz
etal.,1989].

En la practica el empleo de microorganismos para el
control de plagas esta condicionado a la posibilidad de
obtener grandes cantidades de estos productos con ele-
vada eficiencia y a bajo costo, que les permita ser com-
petitivos con los productos quimicos [Dulmage, 1981;

Lysanki, 1993].

En laboratorio se han desarrollado muchos procesos
de reproduccién de microorganismos entomopatégenos
que no ha sido posible llevar a gran escala [Miller y
Churchill,1986; Balaraman et al.,1996]; sin embargo,
la produccion de bioplaguicidas a partir de la especie
bacteriana Bacillus thuringiensis ha hecho posible que
actualmente existan decenas de productos en forma
comercial que se utilizan en su mayoria para el control
de lepidépteros y dipteros, y en menor medida para
otros grupos de organismos plaga [De Barjac y

Frachon, 1990; Federeciy Wu, 1995].

La produccion de Bt por via fermentativa en Cuba se
realiza en plantas de produccién con fermentadores de
500 L, en las cuales se obtiene un producto en forma de
fluido acuoso concentrado que se aplica para el control
de diferentes especies de lepidopteros [Diaz et al., 1996;
Fernandez-Larrea et al., 1999]. Para la introduccion en
las plantas de fermentacién de la producciéon con las
cepas LBT-3 y LBT-13 de Bt, con efectividad compro-
bada para el control de nematodos y acaros [Almaguel
etal.,1993; Mena et al., 1998], y para las cuales se en-
cuentran definidos los medios y parametros de pro-
duccién a escala de zaranda, resulta necesaria la com-
probacién y ajuste de los medios y parametros a escala
de fermentador.

MATERIALES Y METODOS

Las cepas LBT-3 y LBT-13 pertenecientes al cepario
del Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal
(Inisav) se mantuvieron como cultivos en fase de espo-
ras, obtenidos sobre cunas con agar nutriente incuba-
das durante siete dias a 27°C y mantenidas en refrige-
racién a 4°C. Se conservaron en forma liofilizada.

En todos los casos en que se utilizaron las suspensio-
nes de esporas se obtuvieron por arrastre de los culti-
vos esporulados con solucién salina estéril de NaCl al
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0,85%, y se ajustaron las concentraciones segin los
requerimientos del experimento, mediante diluciones
con solucion salina de igual composicién.

Se realizaron conteos de células (o esporas) para verifi-
car la concentracién por mililitro de la suspension uti-
lizada o de los caldos fermentados, que se efectuaron
en un microscopio de contraste de fases a 400x, y se
empleé una camara de Neubauer. En caso necesario las
concentraciones se ajustaron por medio de la misma
solucién salina ya referida.

Se realizaron bioensayos con acaros y nematodos. Para
los primeros se coloc6 una hoja de platano joven en cada
placa Petri estéril, que contenia un pedazo de algodén
embebido en agua destilada estéril debajo de la hoja. La
prueba conté de tres réplicas para cada tratamiento y
un control negativo con el medio de cultivo. Se colocaron
diez acaros (Tetranychus tumidus) por réplica. Las hojas
se asperjaron con una suspension de las muestras por
ensayar a una concentracién de 10® esporas/mL. Los re-
sultados se observaron a las 24, 48, 72 h, cinco y siete
dias, cuando se contaron los 4caros muertos.

Para lo bioensayos con nematodos se tomaron ootecas
jovenes de Meloidogyne incognita esterilizadas en solu-
cién de hipoclorito de sodio al 2%, y se colocaron en un
vidrio reloj al que se anadié un mililitro de las diferentes
variantes por ensayar, concentradas y diluidas (1/10), a
una concentracién maxima de 10° esporas/mL. Se reali-
zaron tres réplicas para cada variante y se pusieron diez
ootecas por réplica. La evaluacién del porcentaje de eclo-
sién se determiné por observacion a los 10 dias bajo un
microscopio estereoscopio 200x. El resultado se deter-
miné por el porcentaje de huevos no eclosionados.

Se calculé la efectividad por la férmula de Abbott [CIBA-
Geigy, 1978] y se aplico para calcular la eficiencia técnica
de los productos ensayados en el laboratorio.

Los medios de cultivo se esterilizaron durante 40 min a
1,5 atm, y se evaluaron por la mayor producciéon de
esporas y cristales por mililitro.

Para comprobar los resultados a escala de fermentador
se probaron los medios M4 y M11 para la cepa LBT-13,
y el MO para la LBT-3 (Tabla 1). El valor del pH al
inicio de la fermentacion se ajusté de 6,8 a 7,2. La este-
rilizacién se realiz6 a 121°C durante 40 min, y se utili-
zaron fermentadores de 10 L con 5 L de capacidad, de
45 L con 30 L efectivos, y de 140 L con 100 L de capa-
cidad efectiva, instalados en la planta piloto del Inisav,
y un fermentador de 750 L con 500 L efectivos, instala-
do en la planta de bioplaguicidas de Giiira de Melena.
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Tabla 1. Composicion de los medios de cultivos utilizados en la prueba

Medio

Composicion (g/L)

MO

Levadura panadera 2,5; levadura torula 5,0; almidén de yuca 2,5

de potasio 1,0

M4 Levadura torula 35,0; almidén de yuca 5,0; fosfato de amonio 2,0; sulfato

MI11

0,3 g/LL

Levadura torula 5,0; harina de soya 5,0; almidén 5 g/L; carbonato de calcio

Los preinéculos se prepararon a partir de suspensiones
de esporas y cristales, realizados con una solucién esté-
ril de NaCl al 0,85% para el arrastre de los cultivos
esporulados. Las suspensiones se sometieron a trata-
miento de 60°C durante 15 min para eliminar la posi-
ble presencia de células vegetativas.

Como inéculo se utilizaron dos variantes para la cepa
LBT-3. La variante 1 constituida por cultivos total-
mente esporulados sobre agar nutriente en frascos Roux,
a partir de los cuales se obtuvieron suspensiones de
esporas por arrastre con solucién salina estéril de NaCl
0,85%, las cuales se ajustaron a una concentracién de
3-6 x 10® esporas/mL, y se sometieron a tratamiento
térmico durante 15 min a 60°C, y se inocularon al 1% v/v;
la variante 2 formada por cultivos de ocho horas en
fase de crecimiento vegetativo, obtenidas por agitacion
en el mismo medio empleado para la fermentacion e
inoculados al 10% v/v. Para la cepa LBT-13 solo se
emplearon cultivos esporulados segiin la variante 1 ya
explicada.

La agitacién y aireacién (rpm/vvm) se variaron segin
las posibilidades de los diferentes equipos utilizados, y
se tuvieron en cuenta los resultados a nivel de zaranda.
La presion en los equipos se mantuvo siempre por enci-
ma de 0,5 atm.

Se tomaron alicuotas en condiciones estériles a las 8,
12,16, 20, 24 h y al final del proceso, lo cual se determi-
noé por la presencia de un porcentaje de esporas y cris-
tales superior al 90%. Se realizaron observaciones al
microscopio 6ptico a 1000x mediante preparaciones te-
nidas con solucién de violeta cristal al 5% para deter-
minar las caracteristicas del cultivo. En cada muestra
se midié el valor del pH y se realizaron siembras en
placas con agar nutriente para determinar la ausencia
de contaminaciones. A las muestras finales se les reali-
z0, ademads, conteo en camara de Neubauer y bioensayo.

Para todos los experimentos a los cuales se realizaron
analisis de comparacion de medias, los resultados se
sometieron a analisis estadisticos de varianza simple,

mediante la comparacién de los valores medios del
logaritmo de las concentraciones, para lo cual se em-
pled la prueba de Newman Keuls con el 5% de error.

Los resultados correspondientes a la concentracién fi-
nal de biomasa, porcentaje de esporas y tiempo del pro-
ceso para las diferentes variantes de inéculo y régimen
de aireacion y agitacion, en el caso de la comprobacién
de los resultados a escala de fermentador 30 L para la
cepa LBT-3, en el cual se variaron estos parametros, se
trataron con un analisis de varianza multivariable
Anova. La comparacién de las medias se hizo mediante
una prueba de Tukey (diferencias significativas hones-
tas) con un nivel alpha para rangos criticos del 0,05%.

A los resultados con la cepa LBT-13 en los diferentes
fermentadores se determinaron los valores medios y la
desviacion estandar del tiempo del proceso y concen-
tracion final obtenidas para los diferentes equipos, y
los logaritmos de los valores medios se sometieron a un
analisis de varianza simple, para lo que se empleé la
prueba de Newman Keuls para el 5% de probabilidad

de error.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados con la cepa LBT-3 en fermentador de
30 y 100 L de capacidad efectiva (Tablas 2, 3, 4 y 5)
permitieron corroborar que la variable inéculo no re-
sulté significativa entre cultivos esporulados al 1% (va-
riante 1) y cultivos en fase logaritmica (ocho horas en
agitacién) al 10% (variante 2), en relacién con la con-
centracion final de biomasa, aunque si con relacién al
tiempo del proceso, ya que resulté significativamente
menor cuando se emplearon cultivos de ocho horas a
una concentracion de 10% v/v, lo que se comprobé en los
dos equipos utilizados (30 y 100 L). Estos resultados con-
cuerdan con lo reportado en los procesos de produccién
de Bt por varios autores, quienes utilizaron otras cepas
[Dharmisthidi et al., 1985; Vanderkar y Dulmage, 1983;
Bernhard y Utz, 1993; Morris et al., 1995; Fernandez-
Larreaetal., 1995; Galan et al., 1996; Aves et al., 1997].
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Cuando se varié el régimen de agitacién-aireacién en el  diferencias significativas, y result6 independiente del ré-

fermentador de 30 L se encontré un incremento signifi-  gimen de aireacién-agitacién y del tipo de inéculo utili-
cativo en la concentracién final de esporas y cristales por  zado (Tablas 3 y 5), o cual concuerda con lo reportado
mililitro (Tabla 3) al utilizar 300 rpm y un vvm, lo que por varios autores, quienes consideran que el final de un
indica la importancia de la aireacién en estos procesos

[Aiba et al., 1973; Andrade 1990; Medrano et al., 1993;
Cejas et al., 1996].

proceso exitoso se caracteriza por una poblaciéon con un
porcentaje de esporas y cristales entre el 90 y el 100%
[Vanderkar y Dulmage, 1982; Bernhard y Utz, 1993;
Morris et al., 1995; Galan et al., 1996; Vallejo y Orduz,
,1996].

Al analizar la influencia de las dos variables ensayadas
sobre el porcentaje de esporas, se observé que no hubo

Tabla 2. Resultados de las corridas de la cepa LBT-3 en el fermentador de 30 L

Inéeulo Rpmifvom Tiempo Caracteris_ticas del ) Titulo_ -
(h) cultivo (células por mililitro)

Esporas (1%) 300/1 24 70 1,2 x 107
Esporas (1%) 300/1 33 96 3,5x 109
Esporas (1%) 300/1 30 90 2,6 x 109
Esporas (1%) 400/0,5 27 100 4.8 x 10°
Esporas (1%) 400/0,5 28 98 3,2x 109
Esporas (1%) 400/0,5 29 96 3.8x 109
8h (5%) 300/1 26 99 1,5x10°
8h (5%) 300/1 26 93 1,4x10°
8h (5%) 300/1 26 90 1,6 x 10°
8h (10%) 300/1 24 93 2,6 x 109
8h (10%) 300/1 25 98 2,4x10°
8h (10%) 300/1 24 95 2,3x10°
8h (10%) 400/0,5 23 98 3.4x10°
8h (10%) 400/0,5 24 97 2,9x 109
8h (10%) 400/0,5 24 100 3,2x 109
8h (10%) 400/0,5 24 98 3,0x 107
X media 26,06 95,43 2,64 x 107
EE 2,74 7,23 0,97

CV (%) 9,49% 7,66% 35%
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Tabla 3. Analisis estadistico (prueba de Tukey HDS) para las corridas

en el fermentador de 30 L

Indep. var. / dep. var. Tiempo Titulo
Esporas (1%) 28,25 a
8h (5%) 27,50 ab
8h (10%) 24,25 b
400/0.5 No significativo 2,08x10°a
300/1 8 3,64 x 10° b
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En el fermentador de 100 L (Tablas 4 y 5) se confirmé
que solamente el tipo de inéculo influy6 en el tiempo del
proceso, y disminuyé significativamente en comparacion
cuando se utilizaron cultivos esporulados, y que la con-
centracién de biomasa y el porcentaje de esporas al final

del proceso no variaron. Este resultado puede conside-
rarse importante, ya que la disminucién del tiempo en
los procesos de fermentacion se traduce en incrementos
en la eficiencia, con el consiguiente ahorro en los costos

de produccion [Bernhad y Utz, 1993; Devissetty, 1993].

Tabla 4. Resultados de las corridas de la cepa LBT-3 en el fermentador de 100 L

Inéeulo Tiempo Porcentaje de Cconc.entracién de‘e'spioras
(h) esporas y cristales por mililitro
8h (10%) 24 97 2,3x10°
8h (10%) 23 98 3,2x 109
8h (10%) 24 100 3,2x 109
Esporas (1%) 29 96 2,9 x 109
Esporas (1%) 32 98 3,0x10°
Esporas (1%) 32 100 3,1x 107
Esporas (1%) 30 96 2,8 x 109

Tabla 5. Analisis estadistico (prueba de Tukey HSD) para las corridas con la cepa

LBT-3 en el fermentador de 100 L

Inoculo

Tiempo (h)

Concentracion de

Porcentaje de esporas

esporas y cristales por
mililitro

8h (10%)

23,66667 b

No significativo

No significativo

Ksporas

30,75000 a

No significativo

No significativo

En la primera variante ensayada con la cepa LBT-13 en
el fermentador de 100 L se utiliz6 el medio M4 en el cual
se produjo, desde el inicio del proceso, una gran canti-
dad de espuma que dificulté incluso la agitacién. La adi-
cién de aceite vegetal y glanap6n en proporcién 1:1 como
antiespumante, a una concentracion de 1 mL por litro
de medio al inicio del proceso no logré disminuir la espu-
ma. De la misma forma posteriores adiciones hasta al-
canzar 50 mL por litro no permitieron la reduccién de la
espuma a niveles compatibles con el proceso, ya que pos-
teriormente se comprobé en ensayos de zaranda que esta
concentraciéon de antiespumante disminuye el rendimien-
to de esporas y cristales entre el 20 y el 40%. Se conoce
que la espuma que se produce durante los procesos de
fermentaciéon pueden comprometer la eficiencia y cali-
dad de las producciones y productos de Bt y otros
microorganismos [Moraes et al., 1980; Vanderkar y

Dulmage, 1982; Bernhard y Utz, 1993]. Por otra parte,

un exceso de antiespumante puede ser causante de una
limitacion en la transferencia de oxigeno, lo que para los
microorganismos que demandan grandes cantidades de
este elemento, como es el caso de la cepa LBT-13, puede
resultar inhibitorio [Mancy y Okun, 1963; Foda et al.,
1985; Andrade, 1990; Cejas et al., 1995; Farrera et al.,
1998]. Se considera, ademas, que la presencia de aceites
antiespumantes en exceso pueden dificultar los procesos
derecobrado y secado para la obtencién de formulaciones
en polvo [Prijanova, 1990; Devisetty, 1993].

Al no diferir significativamente los resultados en za-
randa con el medio M11 del M4 para esta cepa, se utili-
z6 el M11 para los ensayos en fermentadores.

Con relacion al inéculo, durante el ajuste de los
parametros al nivel de zaranda se determiné que los
cultivos en fase logaritmica resultaron los mejores para
esta cepa, al igual que para la LBT-3; sin embargo, se
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tuvo en cuenta que por las caracteristicas de las plan-
tas de bioplaguicidas no resulta posible emplear esta
variante, ya que se necesitan volimenes de in6culo de
50 L (10%) para inocular los fermentadores de 500 L,
y las plantas de bioplaguicidas no cuentan con equi-
pos de esa capacidad de fermentacién, por lo que se
ensayo6 solamente la variante de cultivos esporulados
al 1% obtenidos sobre agar nutriente en frascos Roux,
y ajustados a una concentracién inicial de 10° esporas/mL.
Se tuvo en cuenta también que con esta variante se
habian cosechado buenos resultados cuando se reali-
zaron los ensayos en los experimentos a nivel de za-
randa con esta cepa.

Los resultados en la escala de 5, 30 y 100 L (Tablas 6
y 7) permitieron corroborar el comportamiento del cul-
tivo durante el proceso, y se alcanzaron concentracio-
nes finales significativamente diferentes en los tres
fermentadores, debido a que el régimen de agitacién-
aireacion no fue posible variarlo en los diferentes equi-
pos, los cuales presentan caracteristicas diferentes para

la transferencia de oxigeno [Ramirez et al., 1998]; no
obstante, en el fermentador de 100 L, en el cual se em-
pleé un Vvm de aire y menor nimero de rpm, se obtu-
vieron las concentraciones promedios mas elevadas, lo
que corrobora la importancia de la aireacién en estos
procesos, tal como se demostré con la cepa LBT-3. Con
el fermentador de 30 L resulta evidentemente necesa-
rio incrementar la aireacién para lograr un aumento en
los rendimientos de esporas y cristales al final del pro-
ceso, tal como encontraron Ramirez et al. (1998) para

la cepa de Bt LBT-26.

Con relacién al tiempo del proceso en el equipo de 5 L,
el final de la corrida se alcanzé a las 19,6 h, lo que expli-
ca la baja concentraciéon de biomasa, ya que ocurren
menos multiplicaciones por un acortamiento de la fase
logaritmica de crecimiento. La mayor concentracién
obtenida en el fermentador de 100 L se corresponde
con un tiempo mas prolongado para alcanzar el final
del proceso, que en todos los casos se definié cuando el
porcentaje de esporas y cristales fue superior a 90.

Tabla 6. Resultados de las corridas con la cepa LBT-13 en 5, 30 y 100 L

Fermentador Vvm/rpm Tl(e;:;p ? ?Z;coe:l;;i;??
5L 0,8/400 20 2,1 x 107
5L 0,8/400 19 2,5x 109
5L 0,8/400 18 1,6 x 10°
5L 0,8/400 22 2,0 x 109
5L 0,8/400 20 0,9 x 109
5L 0,8/400 16 1,9 x 10°
X media 19,6 1,74 x 10°
EE 1,86 0,14

30 L 0,8/400 30 1,2 x10°

30 L 0,8/400 26 0,96 x 10°

30L 0,8/400 25 0,76 x 10°
X media 27 0,87 x 10°
EE 2,16 0,8

100 L 1/300 31 2,7x 109

100 L 1/300 34 2,93 x 10°

100 L 1/300 32 2,6 x 109
X media 32,3 2,7x 109
EE 1,24 0,02

Tabla 7. Comparacion de los resultados en los tres equipos fermentadores

con la cepa LBT-13

Tiempo del proceso Concentracion de esporas vy cristales
Fermentador (X media) por mililitro
(h) (X media)

5L 19,6 c 1,74 x10°b
30 L 27,0 b 0,87x10%¢c
100 L 32,3 a 2,7x10%a
EE 10,6 2,48
CV (%) 22 6,7
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Posteriormente estos resultados fueron comprobados
durante tres fermentaciones realizadas en la planta de
produccién de Giiira de Melena, en fermentadores de
500 L de capacidad efectiva, donde los resultados fue-
ron similares a los obtenidos con el fermentador de 100 L
(Tabla 8), aun cuando el régimen de aireacién y agita-
cion fue de 300 L/h (0,6 Vvm) y 80 rpm, que teérica-
mente se encuentra por debajo de los valores utilizados
con el equipo de 100 L. Esto se explica porque a medi-
da que se incrementa la escala de trabajo, la agitacién
puede disminuirse sin afectar la transferencia de oxi-
geno a causa de las propias caracteristicas reologicas
de los fermentadores, los cuales se disefian precisamen-
te para que respondan a regimenes de trabajo menos
intensos y que permitan una utilizacién mas racional
dela energia cuando se aumentan los volimenes de tra-

bajo [Pirijanova, 1990; Mahar, 1993; Olshue, 1996].

Enla Tabla 8 se muestran las caracteristicas del desarro-
llo de la bacteria bajo las condiciones experimentales
del fermentador de 100 y 500 L, en la cual se aprecia
que a partir de las ocho horas ocurre la multiplicacién
acelerada (fase de crecimiento logaritmico) de esta cepa,
y estas caracteristicas se mantienen hasta las 16-18 h,
lo que demuestra un comportamiento acorde con el
tiempo de duplicacion de una 1 h y 41 min encontrado
para esta cepa durante el cultivo en zaranda. A partir
de las 20-22 h se aprecia la formacién de endosporas,
las que alcanzan una concentracién de 9,5 x 10°
endosporas/mL. A partir de las 26 h comienza a obser-
varse la lisis del esporangio y la liberacion de los crista-
les insecticidas de forma bipiramidal y cuadrada, ca-
racteristicos de la cepa LBT-13, lo que coincide con un
pH final cercano a la neutralidad. El final del proceso
se llevé hasta las 28-32 h, cuando se alcanzan concen-
traciones de 1-3 x 10” esporas y cristales/mL, lo que
concuerda con los resultados al nivel de zaranda.

Esta concentraciéon y el tiempo del proceso corrobora
ademas lo reportado por varios autores, quienes consi-
deran que la produccién de esporas y cristales de Bt
ocurre en un tiempo maximo entre 24 y 32 h, y que
cuando se alcanzan titulos de 2 a 6 x 10’ y un porcenta-
je de esporas superior a 90, puede considerarse que es
un proceso eficiente [Vanderkar y Dulmage, 1982;
Devisetty, 1993; Bernhard y Utz, 1993; Agaisse, y
Lereclus, 1995; Galan, 1996; Yang, y Shaw, 1998].

Debe destacarse que el régimen de aire utilizado fue
maximo para este equipo, tal como lo demanda esta
cepa, y aunque en las dos dltimas horas se disminuyé
el flujo de aire a 150 L/h para favorecer la lisis del
esporangio y la liberacion de las esporas y cristales,
esto no influyé en el titulo final obtenido.

La cinética del pH se mantuvo con caracteristicas si-
milares a lo reportado para otras cepas de esta especie
[Vanderkar y Dulmage, 1982; Fernandez-Larrea y Diaz
1990; Bernhard y Utz, 1993; Fernandez-Larrea et al.,
1999; Medrano y Galan, 1996; Morris et al., 1995; Yang
y Shaw, 2000], y aunque pueden existir diferencias se-
gin la composiciéon del medio de cultivo, cuando ellos
se encuentran bien balanceados en la composicién de
nutrientes los perfiles de pH se comportan de forma
similar al obtenido en estos experimentos.

Con relacién a la actividad biolégica de las dos cepas
estudiadas, se encontré que con suspensiones de 10%es-
poras y cristales/mL, obtenidas de los caldos fermen-
tados y recobrados de la cepa LBT-13, se obtuvieron
valores de mortalidad en Tetranychus tumidus del 85%
a los siete dias de iniciado el ensayo, lo cual indica que
durante el proceso de produccién de esta cepa bajo las
condiciones ensayadas no se afect6 su actividad biol6-
gica. De igual forma los caldos recobrados de la cepa
LBT-3 produjeron inhibicién en la eclosién de huevos
de Meloidogyne incognita entre el 80 y el 90%.

Tabla 8. Caracteristicas generales del proceso de fermentacion de la cepa LBT-13 en fermentador

de 100 y 500 L
M —
uestra Caracteristicas del cultivo pH Coanzntracwn de cporasy
(h) cristales por mililitro
0 Esterilidad 6,8-7,2 Inéculo inicial 2-5 x 100
3 Células de forma bacilar cortas en parejas y 6.4-6.1 3
sueltas
12-14 Bacilos cortos lig. gruesos y sueltos 6,0-6,5 -
16-18 Bam.los con mtop?a}sma heterogéneo, 6.6-6.9 4.6 x 10°
comienza formacién de esporas. Sueltos
920.92 Endosp?ras mejor definidas. Se observa 6.8-7.1 6-7.5 x 108
formacién del cristal parasporal
24-26 Endosporas y esporas y cristales libres 6,8-7,1 7,5-9,5 x 108
26-32 Esporas y cristales libres mayor del 90% 6,8-7,2 1,5-3 x 10°
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CONCLUSIONES

* El uso de inéculos en fase logaritmica al 10% v/v
disminuy¢ los tiempos del proceso para la cepa LBT-3
en los fermentadores de 30 y 100 L, y no influyé en el
porcentaje de esporas ni en la concentracién final del
proceso.

* Unrégimen de agitacion-aireaciéon de 300 rpm/lvvm
incremento significativamente la concentracién de
esporas y cristales con la cepa LBT-3 en el fermen-
tador de 30 L.

* Conla cepa LBT-13 se cosecharon buenos resultados
en el rendimiento y calidad de la biomasa con el me-
dio M1len un fermentador de 100 L y con un régi-
men de agitacién-aireacién de 300 rpm/lvvm.

¢ Enel proceso de fermentacion en el fermentador de
100 L'y 500 L con la cepa LBT-13 en el medio MO se
obtuvieron concentraciones de 1,5-3 x 10’ esporas y
cristales/mL, con mas del 90% de esporas y en un
tiempo entre 26-32 h.

* Los caldos obtenidos del proceso de fermentacién de
las cepas LBT-3 y LBT-13 mantuvieron la actividad
biolégica contra M. incognitay T. tumidus respecti-
vamente.
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