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Naranja de Acridina, obtencion de Bacillus thuringiensis H-14 var.
israelensis mutante y produccion de bioinsecticida por fermentacion con
sanguaza.

Orange acridine for obtaining Bacillus thuringiensis H-14 var.
israelensis mutant and bioinsecticide production by fermentative sanguaza.

'Willian Blas-Cerdan’, 'Gina Zavaleta-Espejo’, 'José Saldafia-Jiménez",
*Juan Pedro-Huaman', 'Pedro Lezama-Ascencio’ y 'Lurdes Tuesta-Collantes".

RESUMEN

El objetivo general es evaluar el efecto del naranja de acridina en la obtencion de Bacillus thuringiensis
H-14 var. israelensis mutante y la produccion de bioinsecticida en un medio fermentativo a base de
sanguaza. Se utiliz6 un testigo y cuatro concentraciones del mutageno con 80 ppm, 120 ppm, 160 ppm,
y 200 ppm, las colonias mutantes se seleccionaron en base a sus caracteristicas fenotipicas comparadas
con el grupo testigo. Laproduccion de biomasa se realizé en biorreactores tipo tanque cilindrico aireado
y agitado, las fermentaciones se llevaron a cabo por 50 horas a temperatura ambiente (20+1°C), pH
inicial de 7,0 y un indculo microbiano de 10’ UFC. La biomasa se estimé por recuento en placa,
obteniéndose el maximo valor a las 40 horas en cada uno de los tratamientos, con mutantes obtenidos a
diferentes concentraciones de naranja de acridina (15,7x10° UFC), excepto en el testigo. Se determind
que la produccion de bioinsecticida se incrementa en proporcion directa con respecto a las
concentraciones del mutageno, ocurriendo la maxima produccion con 200 ppm., la que se cuantifico en
gramos de peso seco por litro (2.78g/L); no existiendo relacion directa entre el crecimiento exponencial
de labiomasay laproduccion del bioinsecticida.
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ABSTRACT

The main objetive was to evaluate the effect of acridine orange for obtaining Bacillus thuringiensis
H-14 var. israelensis mutant and a bioinsecticide production by fermentation of sanguaza. A control and
four mutagen concentrations at 80 ppm, 120 ppm, 160 ppm and 200 ppm. were used. The mutants
colonies were select based on their phenotypic characteristics compare to the control group. The
biomass production was made in aired cylindrical and stirring bioreactors, the fermentations were
carried out during 50 hours atroom temperature (20+1°C), initial pH of 7, 0 and microbial inoculum of
10’ UFC. The biomass was estimated by the recount method in plate, obtaining the maximum
concentrations at 40 hours in each of the orange acridine treatments (15,7x10” UFC), except in the check
It was determined that bioinsecticide production increased in direct proportion with respect to the
mutagen concentrations. The maximum production at 200 ppm, was counted in dry weight grams per
liter (2.78 g/L). It's not demonstration direct relation between exponential growth biomass and
bioinsecticide production.

Keywords. acridine orange, mutant, bioinsecticide, sanguaza, Bacillus thuringiensis.
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INTRODUCCION

Las plagas de insectos en zonas urbanas y
rurales, se han convertido en una amenaza
constante para la salud y calidad de vida del
hombre, ocasionando también, pérdidas
econdmicas en cultivos agricolas; representando
entre el 10% y 30% de los costos de produccion,
hasta ahora la tinica forma eficaz de controlar los
insectos plaga se basa en la aplicacion de
pesticidas quimicos, y su uso irracional ha sido la
principal causa de contaminaciéon ambiental.
Con el surgimiento de los plaguicidas de origen
organo-sintéticos se ha disminuido la
biodiversidad, e inducido resistencia en este tipo
de insectos, provocando un desequilibrio del
balance ecoldgico. Se conoce aproximadamente
500 especies de insectos resistentes a uno o mas
agroquimicos y el nimero pueden aumentar
considerablemente en pocos afios (Baddi, Flores
y Quiroz 1996, 40-47; Galan et al. 1996, 139-
152).

Los productos biologicos a base de Bacillus
thuringiensis (Bt), son de mayor difusién y uso a
nivel internacional por su alta especificidad,
inocuidad para el hombre, animales y plantas, al
no dejar residuos téxicos en el ambiente; ya se
han identificado una gran cantidad de cepas Bt
con diferentes rangos de accion insecticida, la
mayoria tiene actividad contra lepidopteros pero
también se ha encontrado cepas nocivas para
dipteros, coledpteros, acaros, platelmintos y
nematodos (Longini 2000).

B. thuringiensis es una bacteria que se encuentra
en la flora natural del suelo, de forma bacilar,
Gram positiva, anaerdbica facultativa y
formadora de esporas; esta bacteria produce
toxinas altamente especificas contra insectos,
cuya produccion comercial se realiza por
fermentacion en grandes biorreactores (Jian,
Thirumaran y Porter 1996). Después se propaga
en una fase vegetativa y exponencial; cuando un
compuesto nutritivo del medio se agota, la
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bacteria entra en fase de esporulacidén
sintetizando las proteinas toxigénicas en forma
de cristales (Cranshaw 2007).

Determinados agentes ambientales, fisicos o
quimicos pueden alterar la estructura molecular
del ADN de B¢, provocando una mayor
frecuencia de mutaciones, a los mismos que se
les denomina mutdgenos o agentes mutagénicos.
Dentro de los mutagénicos quimicos se
encuentran el 5-Bromouracilo, etil metano
sulfonato (EMS), acido nitroso, cloruro de
hidroxilamina, naranja de acridina, entre otros,
pudiéndose agruparse en varias categorias
como: andlogo de bases, hidroxilantes,
desaminantes, alquilantes e intercalares (Polo

1999)¢

Naranja de acridina, es un colorante catidnico
selectivo de los acidos nucleicos y se encuentra
dentro de los agentes mutagénicos intercalares,
integrandose entre las bases nitrogenadas del
ADN, originando delecciones o inserciones de
un solo par de nucledétidos. Por lo comun
ocasiona un desenrrollamiento parcial del ADN,
inhibiendo la transcripcion (Griffiths ef al. 2008,
487-513).

Debido a la importancia de B. thuringiensis H-
14 var. israelensis (Bti) en la producciéon de
bioinsecticida, cuyos genes se encuentran muy
emparentados entre si, asi como el efecto
genotoxico del naranja de acridina, y al no existir
trabajos relacionados en nuestro pais; se ha
creido conveniente desarrollar una nueva
estrategia que permita incrementar la produccion
del bioinsecticida por Bt#i mutante en un medio
fermentativo a base de sanguaza, con la finalidad
de identificar las diferentes concentraciones del
naranja de acridina en la consecucion de colonias
de Bti mutante y determinar la maxima
produccién de bioinsecticida segun la
concentracion del agente mutageno y establecer
la relacién entre la produccidon de biomasa y la
produccion de bioinsecticida.
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MATERIALES Y METODOS

Material Biolégico: Cepa de Bacillus
thuringiensis H-14 var. israelensis (Bti), donada
por el Instituto de Medicina Tropical Alexander
Von Humboltd de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia; perteneciente al lote N°
91509 del Instituto Pasteur de Paris-Francia.
Sanguaza, obtenida del Terminal Pesquero de
Buenos Aires (Provincia de Trujillo —
Departamento La Libertad); la misma que fue
conservada en congelacidén a-20 °C (Diaz2003).

Agente Mutagénico

Se utilizd “naranja de acridina”
(tetrametilacridina), compuesto organico cuya
formula quimica es 1-7 (dimetil) (9-amino)
antraceno; con un peso molecularde 265 g/mol.

Métodos y técnicas
Reactivacion y aislamiento de la cepa

El liofilizado de Bti fue homogenizado en un
medio liquido de agar Triptosa Fosfato (TPH)
incubandose a 30 °C por 4 horas (Zavaleta2010).
Cumplido el tiempo de incubacién se tomd una
alicuota del cultivo obtenido en el medio TPH y
se sembro por el método de agotamiento en agar
Nysma para la esporulacion (Ventocilla 2001); a
30 °C por 24 horas (Parry, Turnbull y Gibson
1988).

Determinacion de la dosis letal media (DL, y
dosis letal maxima (DL,,,)

Se pesaron 5, 10, 20,40 y 80 mg del naranja de
acridina y se diluyeron en 100 mL de medio
Nysma, obteniendo concentraciones de 50 ppm,
100 ppm, 200 ppm, 400 ppm y 800 ppm;
posteriormente se procedio a la siembra de Bfi,
tomando 0,1 mL de suspensién a una
concentracién equivalente al tubo N° 4 del
Nefelometro de MacFarland (1,2 x 10’
UFC/mL). La dosis media y la dosis letal
maxima se determiné a través del recuento de
colonias de la bacteria con respecto a las

diferentes concentraciones del mutdgeno a partir
de estas se eligieron las concentraciones en el
experimento.

Disefio de exposicion del Bti al mutageno

Se eligieron cinco concentraciones del naranja de
acridina incluyendo al testigo: 0 ppm, 80 ppm,
120 ppm, 160 ppm y 200 ppm, luego se procedid
arealizar la siembra en placaa 30°C por 48 horas,
siguiendo un disefio experimental comple-
tamente aleatorizado, donde cada concentracion
es un tratamiento y cada tratamiento se repitid
tres veces.

Seleccion de mutantes

Los mutantes de Bti se detectaron mediante la
comparacion de las caracteristicas fenotipicas de
las colonias mutante en relacion al testigo. Se
escogieron aquellas con mayor didmetro de
crecimiento en cada repeticion dentro de cada
tratamiento.

Disefo de los Biorreactores

Se disefiaron y construyeron tres biorreactores
tipo tanque cilindrico aireado agitado (TCAA) de
dos litros de capacidad, con un volumen de
trabajo de 1,4 Ly flujos de aire de 0,5 vvm a 220
rpm de agitacion. Para ello se emplearon frascos
de vidrio, con tapas herméticas acondicionadas
con orificios de salida de CO,; la entrada de aire
se realizo por la parte inferior de las paredes del
frasco, y se colocaron cafios para la toma de las
muestras. Los biorreactores fueron esterilizados
con luz UV por media hora, y el aire insuflado se
esterilizé por burbujeo en una solucién de NaCl
al 30%.

Preparacion del medio fermentativo a base de
sanguaza

Para la obtencion del bioinsecticida se tomo
como referencia un medio de produccién a gran
escala (Abarca et al. 1992), adicionando
sanguaza, previamente diluida al décimo, en
reemplazo de la fuente nitrogenada, el medio
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fermentativo se esterilizd en autoclave a 121°C/
15 min. a1 atm. de presion.

Estandarizacion delinoculo

Se obtuvo una suspension densa de Bti mutante
en solucion salina fisiologica al 0,9% para cada
tratamiento, a partir de ellas se hicieron
diluciones hasta obtener una concentracion de
10° UFC/mL (Pescoran 1998).

Inoculacion de Bfi mutante en los
biorreactores

Se agregd 170 mL de la suspensidn bacteriana
estandar a cada uno de los biorreactores
conteniendo 1230 mL de medio fermentativo,
segun los tratamientos considerados, la
inoculaciéon se llevd a cabo en agitacion y
aireacion constante con un pH 7.0 a temperatura
ambiente (20+1°C).

Control de la produccion y evaluacion del
bioinsecticida

El bioproceso dur6 50 horas, durante la
fermentacidon se realizaron muestreos cada 10
horas, incluyendo el tiempo cero, extrayendo 5
mL de medio fermentativo para evaluar pH,
temperatura, recuento de células vegetativas y
células esporulantes por el método de recuento
en placa. Se realizaron coloraciones con verde
de malaquita modificado para el control
microbioldgico (Parry, Turnbull y Gibson 1988).

Obtencion del boinsecticida

Una vez terminado el tiempo de fermentacion, se
centrifugd el medio fermentativo de los
diferentes biorreactores a 3500 rpm por 15
minutos, eliminandose el sobrenadante. El
precipitado se deshidratd a 60 °C por 24 horas
(Parry, Turnbull y Gibson 1988), la biomasa seca
fue triturada y pesada. Se considera como
formulacion insecticida al contenido total de
esporas, cristales proteicos y residuos celulares,
cuantificandose en gramos de peso seco por litro.
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Analisis Estadistico

Con los datos obtenidos se realizaron los calculos
para estimar la linea de regresion, asi como el
analisis de varianza y la prueba de Duncan, para
determinar la existencia de diferencias
significativas entre los tratamientos con respecto
al peso seco del bioinsecticida y las
concentraciones del agente mutagénico (Sokal
1980, 510-612). Se utilizé el programa SPSS para
determinar la curva de crecimiento logaritmico,
conuna PE=0,05.

RESULTADOS

Se obtuvo colonias de Bacillus thuringiensis H-
14 var. israelensis (Bti) mutante a partir de una
concentracion de naranja de acridina a 80 ppm,
las mismas que se pueden identificar por el
fenotipo que presentan con respecto a las
colonias testigo (figura 1).

En la figura 2, se compara el crecimiento en
relacion al niimero y tamafio de las colonias
mutantes de Bfi en un medio Nysma para la
esporulacion, con diferentes concentraciones del
mutageno a las 48 horas de exposicion, en
relacién con un testigo.

En la tabla 1, se muestra las unidades formadoras
de colonias mutante de Bti expuestas a diferentes
concentraciones del naranja de acridina, en un
medio a base de sanguaza a las 50 horas de
fermentacion; obteniéndose los maximos valores
de 40 horas en cada uno de los tratamientos (80
ppm: 14.8; 120 ppm: 15,4; 160 ppm: 15,7 y 200
ppm; 14,6 x 10° UFC/mL), excepto en el testigo.

La produccion promedio en peso seco del
bioinsecticida del B#zi mutante obtenida a
diferentes concentraciones del naranja de acridina
(ppm) en un medio a base de sanguaza a las 50
horas de fermentacion, estuvo incrementada en
relacion directa a las concentraciones del
mutdgeno,ocurriendo la maxima
producciéon a 200 ppm (2.78 g/L)(Tabla 2).
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El andlisis de varianza, para la produccion promedio del bioinsecticida de B#i mutante obtenida a
diferentes concentraciones del naranja de acridina en un medio a base de sanguaza a 50 horas de
fermentacion, mostrd diferencias significativas entre los tratamientos (Tabla 3).

En la tabla 4, se observa que mediante la Prueba de Comparacién de Promedios de Duncan, las
concentraciones del 0 ppm, 80 ppm y 120 ppm presentan diferencias significativas con las
concentraciones de 160 ppm y 200 ppm del naranja de acridina, respecto a la produccion promedio del
bioinsecticida Bti.

Figura 1. Colonias de Bacillus thuringiensis H-14 var. israelensis a las 48 horas después de la
siembra.

A: Testigo, B: Expuestas al agente mutagénico

Figura 2. Crecimiento en relacion al nimero y tamafo de colonias de Bacillus thuringiensis H- 14
var. israelensis a diferentes concentraciones del naranja de acridina a las 48 horas de exposicion A:
0 ppm, B: 80 ppm, C: 120 ppm, D: 160 ppm y E: 200 ppm
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Tabla 1. Unidades formadoras de colonias de
Bacillus thuringiensis H-14 var. israelensis
(UFC/mL) obtenidas a diferentes
concentraciones de naranja de acridina (ppm) en
un medio fermentativo a base de sanguaza a las
50 horas de fermentacion.

TRATAMIENTOS

TIEMPO

T, T, T; Ty Ts
(horas)
(0 ppm) (80 ppm) (120 ppm) (160 ppm) (200 ppm)
0 10,15 7,08 6,75 6,62 6,32
10 10,42 9,77 10,50 9,49 9,86
20 10,24 8,58 9,83 10,60 10,70
30 10,10 12,70 13,30 13,20 13,40
40 9,74 14,80 15,40 15,70 14,60
50 9,80 9,78 10,60 9,70 10,00

Temperatura ambiente 20 + 1°C

Tabla 2.
bioinsecticida (g/L) por Bacillus thuringiensis
H-14 var. israelensis obtenida a diferentes

Produccién promedio del

concentraciones de naranja de acridina (ppm) en
un medio fermentativo a base a sanguaza a las 50

horas de fermentacidn.
TRATAMIENTOS

REPETICIONES T, T, Ts T, Ts

(Oppm)  (80ppm) (120 ppm) (160 ppm) (200 ppm)

R, 1,89 3,00 2,15 2,49 2,95
R, 1,72 1,78 2,00 2,74 2,64
R; 1,70 1,83 2,10 2,36 2,75
Promedio 1,77 1,84 2,08 2,53 2,78

Tabla 3. Anélisis de varianza para la produccion
promedio del bioinsecticida (g/L) por Bacillus
thuringiensis H-14 var. israelensis obtenida a
diferentes concentraciones de naranja de
acridina (ppm) en un medio fermentativo a base a
sanguaza a las 50 horas de fermentacion.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado
Variacion Libertad Cuadrados Medio
Entre

F- calculado  F- tabulado

*
tratamientos 4 2,33 0,583 97,16 3,48
Dentro de
tratamientos 10 0,06 0,006
Total 14 2,39

P.E.: 0,05
* Presentan diferencias significativas

Tabla 4. Prueba de comparaciéon de medias de
Duncan para la produccion promedio del
bioinsecticida (g/L) por Bacillus thuringiensis
H-14 var. israelensis obtenida a diferentes
concentraciones de naranja de acridina (ppm) en
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un medio fermentativo a base a sanguaza a las 50
horas de fermentacion.

Promedio de

Tratamientos i ..
Bioinsecticida

Grupos Homogéneos

Ts : (20%) 2,78 X
T, : (16%) 2,53 X
T;: (12%) 2,08 X
T, : (8%) 1,84 X
T, : (0%) 1,77 X
PE.: 0,05
DISCUSION

Se consiguid obtener colonias mutantes de Bfi a
diferentes concentraciones del mutageno naranja
de acridina, las colonias se observan como
estructuras de bordes rugosos, con superficies
lisas, compactas y sobresalientes, de color blanco
cremoso y de centro brillante en el testigo.
Transcurridas 48 horas de exposicion al agente
mutageno, las caracteristicas morfoldgicas de las
colonias mutantes muestran bordes regulares,
superficies lisas, opacas y uniformes, de color
anaranjado cremoso pero mas pequefias que las
colonias testigo (figura 1). Estos cambios se
deberian a la accion del mutdgeno naranja de
acridina, que produce alteraciones de tipo
intercalar en la molécula del ADN, dando origen
a la ganancia o pérdida de nucledtidos;
generando un desplazamiento en el marco de
lectura del mensaje genético, ocasionando
cambios en el genotipo, los mismos que se
traducen en el fenotipo; cuya aplicacion en
concentraciones variables ha permitido la
obtenciéon de mutantes bacterianos para
diferentes propositos (Griffiths ef al. 2008, 487-
513). Resultados similares fueron descritos por
Loépez-Camacho, quienes trabajaron con cloruro
de hidroxilamina en Bacillus subtilis y B.
licheniformis, citados por (Polo 1999).

El numero de las colonias de Bti mutante
presentan una relacién inversamente
proporcional a las concentraciones del agente
mutageno (figura 2), pues el naranja de acridina
provoca un desenrrollamiento parcial en la
estructura molecular del ADN, inhibiendo la
transcripcion y la traduccion ocasionando la



Naranja de acridina

Blas W.

muerte celular, de tal manera que sobreviven
solo las bacterias que han logrado superar esta
dificultad (Griffiths e al. 2008, 487-513). En la
misma figura se aprecia que el crecimiento de las
colonias de Bfi mutante se incrementaron a
medida que las concentraciones del mutageno
aumentan, lo cual se hizo mas notorio en los
tratamientos con 160 ppm y 200 ppm;
posiblemente que al existir menor ntimero de
colonias mutantes mayor seria la velocidad de
crecimiento. La explicacion de estos fendmenos
se fundamenta en que las mutaciones pueden
causar dafios en el ADN de manera reversible,
debido a los mecanismos de reparacién que han
desarrollado a lo largo de su proceso evolutivo,
acelerando su capacidad de adaptacion ante
factores adversos, aunado a la falta de
competencia por el sustrato, tal como se describe
en (Klugy Cummings 1999, 411-452).

El nimero promedio de colonias de Bti mutante
en su fase logaritmica alcanza su valor mas alto a
las 40 horas del bioproceso en todos los
tratamientos con el agente mutagénico, con
excepcion del testigo que lo hace en las primeras
10 horas. Este crecimiento lento, se deberia a las
diferentes concentraciones del naranja de
acridina y a los mecanismos de repacion del
ADN en la bacteria, ocasionando alteraciones en
su metabolismo, siendo su valor maximo de 15,7
x 10’ UFC/mL, a 160 ppm del agente mutagénico
y a las 40 horas de fermentacion (tabla 1);
coincidiendo con los resultados obtenidos por
Razo en 1990, en escalamiento de un proceso a
nivel de laboratorio a planta piloto para la
produccion de Bt; y Abarca et al. 1992, en
estudios de optimizacidén de procesos
fermentativos para producir Bt de la variedad
aisawai; quienes encontraron una produccion
final de 10,08 x 10’ y 5,5 x 10° UFC/mL
respectivamente entre las 24 y 50 horas de
fermentacidn; valores muy bajos a lo conseguido
por (Gil 2009), quien reporta 5,4 x 10"
UFC/mL, en una investigacion utilizando
almidén como fuente carbonada en un medio de

fermentacion durante 48 horas; esto se
explicaria porque Bt presenta la enzima amilasa
que hidroliza al almidén hasta glucosa, esencial
fuente de energia para el crecimiento aerobico.
Zavaleta en el 2010, obtuvo una produccion de
10" UFC/mL en la evaluacion de la capacidad
biocida de Bfi cultivado en sanguaza sobre
larvas de Aedes aegypti.

La méxima produccidn del bioinsecticida de Bti
mutante al final del bioproceso se logrd a una
concentracion de 200 ppm de naranja de
acridina, con un peso seco promedio de 2,78 g/L
(tabla 2). Este resultado es mayor al conseguido
por Abarca et al quien hallé una produccion final
de 1,78 y 1,40 g/L. de peso seco entre 24 y 48
horas de fermentacion; sin embargo estos
valores pueden incrementarse después de las 56
horas. Los resultados conseguidos en el presente
trabajo se encuentran por debajo de la
produccién del bioinsecticida de Bti obtenida
por (Gil 2009), quien reporta 3,33 g/L de peso
seco promedio. Por lo tanto, se puede establecer
que no existe relacion entre el crecimiento en su
fase exponencial y la produccion del
bioinsecticida Bzi mutante, por lo que se puede
afirmar que hay una asincronia en el proceso de
esporulacidn, alargandose segun las diferentes
concentraciones del mutageno.

Los resultados distintos en la produccion del
bioinsecticida de B#7i mutante indicado con sus
promedios fueron confirmados por el analisis
de varianza (tabla 3), para identificar la
existencia de diferencias significativa entre los
tratamientos; sin embargo, a pesar de ser un
método riguroso, es muy genérico y sensible a
las diferencias que puedan presentar por lo
menos un par de tratamientos; ante ello se hizo
necesario aplicar un método mas especifico, la
prueba de comparacion de promedios de
Duncan (tabla 4), para determinar entre que
tratamientos existen tales diferencias (Sokal
1980,510-612).
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Es necesario precisar que el proceso de
fermentacion de Bti se lleva a cabo en
condiciones Optimas a un pH de 7,0 y a una
temperatura de 30°C (De Urquijo 1987); y
nuestro bioproceso ocurrié aun pH inicial de 7,0,
disminuyendo a partir de las 35 horas hasta llegar
aun valor de 5,0 a las 50 horas; mas ain cuando
se trabajo a temperatura ambiente de 20+ 1°C.

La produccién del bioinsecticida por Bacillus
thuringiensis H-14 var. israelensis (Bti),
requiere de un medio adecuado para el
crecimiento, esporulacidn y la formacion de la 6
— endotoxina, ademas de conocer los
requerimientos nutricionales principalmente de
carbono y nitrégeno (Robles y Lora 1998). En la
presente investigacion se pretende mejorar la
produccion del bioinsecticida por Bti, por ello se
consideré emplear colonias mutantes de la
bacteria obtenidas a diferentes concentraciones
del mutageno naranja de acridina; asi como
reemplazar la fuente nitrogenada por sanguaza
en el medio fermentativo, segun lo recomendado
por Diazen el 2003.

Para la produccion de la proteina biocida de Bti
se hace necesario formular un medio de cultivo
optimo, pues de ello depende la calidad toxica
del cristal, de tal forma que las fuentes
nutricionales y minerales deben mantener un
balance para estimular una buena produccion del
bioinsecticida, como lo establece Galan ef al en
1996. Enrelacidn a las fuentes nitrogenadas se ha
reportado que el Bfi requiere de aminoacidos
esenciales y otras formas orgénicas de nitrégeno
durante su fase de crecimiento y esporulacion
(Roblesy Lora 1998). Saramay Norris en 1993,
lograron conseguir buena produccion del
bioinsecticida Bti, empleando sustancias de bajo
costo tales como las proteinas de semilla cocida
de algodon, soya, garbanzo, haba, mani, lenteja,
sangre de res, suero de queso, productos de
desechos de la industria lactea y de harina de
pescado, de esta ultima se obtiene la sanguaza.
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Existen otras variables que se deben considerar
en la produccion del bioinsecticida Bti, como son
la velocidad de agitacion y el suministro de
oxigeno, para evitar la acumulacion de calor e
inhibiciéon o reduccién de la calidad de la
proteina biocida (Galan et al 1996). Vasquez en
el 2000, reportd un recuento de células de Bz de
10° UFC/mL a las 48 horas de fermentacion, esto
se deberia a la utilizacion de biorreactores con
deficiencias de aireacion; concordante con Bach
en 1985, quien sugiere que la fuente de aireacion
en el medio es esencial para la esporulacion; y la
ausencia o disminucion de oxigeno solo produce
un crecimiento vegetativo. Por lo antes
mencionado se utilizé un biorreactor tipo tanque
cilindrico aireado y agitado, que permite una alta
transferencia de oxigeno y en consecuencia un
crecimiento ideal de B#i en el medio fermentativo
(Gil2009).

Es importante indicar, que la produccién
alcanzada del bioinsecticida de Bti mutante en
esta investigacion en relacion a otros trabajos
antes descritos, se basa en su capacidad biocida
contra ciertos insectos plaga; y para ello se debe
realizar ensayos “in vitro” e “in vivo” anivel de
laboratorio y campo respectivamente, esperando
que su actividad toxica resulte ser directamente
proporcional a la produccion.

CONCLUSIONES

Las colonias de Bacillus thuringiensis H-14 var.
israelensis (Bti) mutante se obtuvieron
utilizando naranja de acridina a partir de una
concentracionde 80 ppm.

La produccion maxima del bioinsecticida
mutante Bti se logrd a una concentracion de 200
ppm del mutageno a las 50 horas del bioproceso.

No existe una relacion directa entre el
crecimiento exponencial de la biomasa y la
produccion del bioinsecticida Bti.
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