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RESUMEN 

La presente investigation se realizo en el Laboratorio de Biotecnologfa del 
Proyecto de Inversion Publica "Manejo Integrado de Simulidos en la ciudad de 
Huanuco y Alrededores" dependiente del Gobierno Regional de Huanuco; tuvo 
como objetivo, formular medios de cultivo liquido y determinar su efecto en la 
produccion de esporas de Bacillus thuringiensis var. israelensis para usarlo como 
biocida en el control biologico de simulidos. La cepa utilizada fue donada por el 
Instituto Pedro Kouri de La Habana, Cuba. S e realizaron cuatro formulaciones en 
base a sustratos no convencionales; el medio P, formulado con extracto de papa; 
el medio P S , formulado con extracto de papa y sales minerales; el medio ML, 
formulado con fecula de maiz y levadura de cerveza deshidratada; el medio 
MLS, con fecula de maiz, levadura de cerveza deshidratada y sales minerales; y 
el medio de cultivo control CN , Caldo Nutritivo. S e realizaron las fermentaciones 
con tres repeticiones por 72 h. Luego se cuantifico cada seis h, el numero de 
esporas mediante el Metodo de Breed, con los datos obtenidos se determino las 
diferentes fases de desarrollo de Bacillus thuringiensis var. israelensis, la cinetica 
de crecimiento alcanzando mayor tasa de crecimiento respecto al control con los 
medios de cultivo MLS y ML de 0,41 y 0,37; y se realizo las curvas de 
crecimiento. Utilizando analisis de varianza y prueba de Tukey al 5% de 
significancia se determino que a las 72 h de fermentation el medio MLS no 
difiere significativamente con el medio control CN, obteniendo una 
concentration final de esporas de 4,5x10 9 Esp/ml con el medio control CN y de 
4,3x10 9 Esp/ml con el medio MLS; mientras que los medios ML, P y P S si 
difieren significativamente con el medio control con valores menores; asf mismo 
se encontro que la presencia de las sales minerales en los medios de cultivo 
influyen en la produccion de esporas de Bacillus thuringiensis var. israelensis, 
pues los medios MLS y P S difieren significativamente con los medios ML y P; 
tambien se determino la tendencia del pH durante el crecimiento de Bacillus 
thuringiensis var. israelensis en los medios de cultivo, las formulaciones MLS y 
ML permanecen dentro de los niveles maximos y mfnimos permisibles respecto 
al pH. 

Palabras clave: Bacillus thuringiensis var. israelensis, medios de cultivo, 
fermentaciones, bioformulaciones. 
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A B S T R A C T 

The present research was carried out in the Biotechnology Laboratory of the 
Public Investment Project "Integrated Management of Simulates in the city of 
Huanuco and Surroundings" dependent of the Regional Government of Huanuco; 
aimed to formulate liquid culture media and determine its effect on the production 
of Bacillus thuringiensis var. israelensis for use as a biocide in the biological 
control of simulids. The strain used was donated by the Pedro Kouri Institute of 
Havana, Cuba. Four formulations were made based on unconventional 
substrates; The P medium, formulated with potato extract; the P S medium, 
formulated with potato extract and mineral salts; ML medium, formulated with 
corn starch and dehydrated brewer's yeast; MLS medium, with corn starch, 
dehydrated brewer's yeast and mineral salts; and CN control medium, Nutrient 
Broth. Fermentations were performed with three replicates for 72 h. Then, the 
number of spores was quantified every six hours using the Breed Method, with 
the data obtained, were determined the different stages of development of 
Bacillus thuringiensis var. israelensis; the kinetics of growth, reaching a higher 
rate of growth compared to the control with the culture media MLS and ML of 
0.41 and 0.37; and growth curves were performed. Using analysis of variance 
and Tukey test at 5% significance it was determined that at 72 h of fermentation 
fermentation the MLS medium did not differ significantly with the CN control 
medium, obtaining a final spore concentration of 4,5 x 10 9 Esp/ml with the CN 
control medium and 4,3 x 10 9 Esp/ml with the MLS medium; while the ML, P and 
P S if they differ significantly with the control medium with lower values; it was 
also found that the presence of mineral salts in the culture media influenced the 
production of Bacillus thuringiensis var. israelensi;, since the MLS and P S media 
differ significantly with the ML and P media; also, it was determined the pH 
tendency during growth of Bacillus thuringiensis var. israelensis in culture media, 
the MLS and ML formulations remain within the maximum and minimum levels 
permissible with regard to pH. 

Key words: Bacillus thuringiensis var. israelensis, culture media, fermentation, 
bioformulations. 
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I. INTRODUCTION 

Las plagas de insectos en zonas urbanas como rurales, se han convertido en 

una amenaza constante para la salud y calidad de vida del hombre, ocasionando 

tambien, perdidas en cultivos agricolas 1. Actualmente la poblacion de la ciudad 

de Huanuco y sus alrededores esta siendo afectada por los simulidos; que en los 

ultimos anos se han presentado en densidades elevadas causando efectos 

nocivos en la salud de las personas y de los animales 5 2 . 

En la actualidad la forma mas eficaz de controlar los insectos plaga se basa en la 

aplicacion de pesticidas qufmicos, cuyo uso irracional es la principal causa de 

contamination ambiental, con la disminucion de la biodiversidad y la emergencia 

de insectos resistentes a los pesticidas, provocando el desequilibrio en los 

nichos ecologicos 2. 

Una alternativa para solucionar el problema de resistencia de los insectos plaga 

a los pesticidas, es el control biologico. En este contexto, el control biologico se 

refiere a la utilizacion de entomopatogenos como una alternativa de menor 

impacto ecologico3. 

Actualmente los bioinsecticidas que estan siendo utilizados para el control 

biologico de mosquitos estan compuestos por microorganismos con capacidad 

de producir sustancias biocidas contra mosquitos. Los entomopatogenos mas 

utilizados son: Bacillus thuringiensis var. israelensis y Bacillus sphaericus. Es tas 

bacterias tienen alto grado de especificidad contra insectos y seguridad para el 

medio ambiente, caracteristicas que las hacen apropiadas para ser usadas 

contra larvas de mosquitos; sin embargo en los ultimos anos se han reportado de 

insectos que han desarrollado resistencia a las toxinas de Bacillus sphaericus, 

aunque no se ha descrito resistencia a Bacillus thuringiensis var. israelensis4. 

E l producto comercial conteniendo Bacillus thuringiensis (Bf), es el de mayor 

difusion y uso a nivel internacional por su alta especificidad 5. E n vista de la alta 

demanda del entomopatogeno conteniendo esta bacteria; se pone en 
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consideration la necesidad de establecer investigaciones apoyadas en la 

biotecnologfa industrial, para optimizar el crecimiento de Bacillus thuringiensis 

con la finalidad de mejorar la produccion y cubrir la demanda del biocontrolador6. 

Sin embargo, no existe muchos reportes ni registros en la literatura national y 

regional sobre el uso y produccion de Bacillus thuringiensis. 

Las investigaciones de procesos biotecnologicos de fermentation y production 

de Bacillus thuringiensis en cantidades industriales se han realizado en muchos 

paises; sin embargo en el mercado peruano ha sido Iimitado, siendo as i un factor 

restrictivo para que este producto no se encuentre a disposition de la poblacion 

e instituciones. 

Las formulaciones hechas en base a Bacillus thuringiensis var. israelensis tienen 

algunos inconvenientes, su fermentation requiere medios costosos 7. 

Esta investigation plantea una alternativa de reduction de costds en la 

produccion para mejorar la calidad y eficacia de los programas existentes de 

control biologico; sirviendo como base cientffica para procesos de escalamiento 

en la produccion industrial de Bacillus thuringiensis var. israelensis. E n tal 

sentido se planted los siguientes objetivos: 

Objetivo general 

Producir esporas de Bacillus thuringiensis var. israelensis en medios de cultivo 

no convencionales. 

Objetivos especificos 

• Formular medios de cultivo para la produccion de esporas de Bacillus 

thuringiensis var. israelensis. 

• Evaluar la eficacia de los medios de cultivo en la formation de es'poras de 

Bacillus thuringiensis var. israelensis. 

2 



II. MARCO TEORICO 

2.1. Antecedentes 

E l uso de Bacillus thuringiensis para el control de insectos se inicio en los anos 

30 contra el barrenador europeo del maiz, Ostrinia nubilalis. E l primer producto 

comercial se fabrico en Francia en 1938 bajo el nombre de Sporeine; en E E U U 

se comercializo por primera vez en 1957 bajo el nombre de Thuricide. Desde 

entonces se ha desarrollado la produccion en forma masiva en varios paises. E n 

la actualidad, se conocen mas de 100 formulaciones en el mercado mundial, 

usando alrededor de 10 000 toneladas anualmente para el control de insectos 

plaga, siendo Dipel la marca mas utilizada8. 

S e estandarizo un medio de cultivo utilizando la infusion de esparrago 

(Asparagus officinalis) para la produccion masiva de Bacillus thuringiensis (Bti) 

H-14 var. israelensis y determinaron el efecto biolarvicida sobre Anopheles sp en 

la region de Loreto. La composition del medio de cultivo tenla 100 mL de la 

infusion de esparrago a pH 9, el cual sirvio para la produccion del Bti para ser 

usado como controlador biologico de larvas de Anopheles a nivel de laboratorio y 

campo 9. 

S e formulo medios de fermentacion para la produccion de Bacillus thuringiensis 

var. israelensis, donde se obtuvieron mejores resultados con los bioformulados 

de papa y sacarosa sobre el medio sintetico Luria - Bertani 1 0 . 

S e realizo un estudio para mejorar la produccion del bioinsecticida Bacillus 

thuringiensis por cultivo feed-batch usando un medio de bajo costo. Utilizando 7 

diferentes medios de cultivo se concluyo que el medio de cultivo con melaza y 

extracto de levadura influye mejor en la production de Bacillus thuringiensis, asi 

mismo se determino que el uso de estos sustratos no convencionales a escala 

industrial, resultan mas economicos 1 1. 

S e desarrollo un proceso biotecnologico de bajo costo para la produccion de 

endotoxinas por Bacillus thuringiensis var. israelensis destinado para el control 
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biologico de Aedes aegypti, siendo el medio de cultivo con harina de soya y cana 

de azucar el que tuvo mejor resultado en la produccion de endotoxinas, respecto 

al medio control Luria - Bertani 1 2 . 

S e formulo un medio de cultivo para el crecimiento de Bacillus thuringiensis, 

donde al final de la fermentation se obtuvo concentraciones altas con el medio 

de cultivo compuesto por: K H 2 P 0 4 1,25g; C a C 0 3 0,5g; M g S 0 4 7 H 2 0 0,000055g; 

M n S 0 4 H 2 0 0,02g; F e S 0 4 7 H 2 0 0,014g; C a C I 2 4 H 2 0 0,015g; Harina de soya 

3,0g; Glucosa 2,5g; Pure de tomate 20g 1 3 . 

S e realizo la produccion del biopesticida de Bacillus thuringiensis "usando el 

medio comercial Luria - Bertani; y sub-productos de la agricultura (harina de 

soya y estiercol de cerdo) como fuente de nutrientes, obteniendo mejor 

resultados con los sustratos no convencionales sobre el medio sintetico14.' 

S e desarrollo un proceso para la produccion de cristales paraesporales de 

Bacillus thuringiensis, variando la fuente de carbono en el caldo de cultivo con: 

glucosa, melaza de cana, sacarosa y miel de maiz. Tambien trabajo a diferentes 

concentraciones de inoculo initial. Los resultados demostraron que la 

concentration del inoculo y la interaction entre este parametro y el tipo de fuente 

de carbono en el medio de cultivo no tuvieron efecto significativo sobre la 

produccion de cristales paraesporales. Sin embargo, el medio de; cultivo 

suplementado con melaza de cana resulto ser mas efectivo en la produccion de 

cristales paraesporales (9,77 x 10 9 U F C / m L ) 1 5 . 

S e realizo una investigacion sobre los requerimientos nutricionales de Bacillus 

thuringiensis durante las diferentes fases de crecimiento, esporulacion y 

germination, siendo evaluado por el metodo de Plackett - Burman, logrando la 

formulation adecuada del medio de cultivo: glucosa 5g/L, glicerol 1g/L, 

( N H 4 ) 2 S 0 4 1g/L, licor de maiz fermentado 2ml/L, extracto de levadura 1g/L, 

caseina hidrolizada 1g/L, C a C I 2 20 mg/L, M g S 0 4 50 mg/L, M n S 0 4 100mg/L, 

F e S O 4 0 m g / L 1 6 . 

S e desarrollo un trabajo de investigacion en la composicion del medio de cultivo 

para la produccion de toxinas de Bacillus thuringiensis var. israelensis y controlar 

a los mosquitos. Utilizaron plumas de polio, agua de coco suplementado con 

MnCI 2 , los resultados fueron comparados con los obtenidos en el medio Luria -

Bertani, obteniendose mayores valores con los sustratos no convencionales 1 7. 

Asimismo, se realizo una evaluacion de diferentes medios de cultivo para el 
i 

mejoramiento en la produccion de bioinsecticidas de Bacillus thuriripiensis 
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nativos, en este estudio se usaron sustratos como: extracto de flores, pure de 

platano, harina de soya, remolacha y arvejas, siendo el medio mas influyente el 

medio de cultivo, suplementado con harina de soya, con el cual se obtuvo mayor 

production de endotoxinas de Bt 1 8 . 

2.2. Control biologico 

El control biologico puede definirse como el control de plagas por el uso directo o 

indirecto de enemigos naturales, depredadores y patogenos; es el uso de 

poblaciones de un organismo para controlar otro 1 9. S e considera entonces como 

una aplicacion natural, cuando se refiere a la action de los enemigos biologicos 

sin la intervention del hombre; y es artificial o aplicado cuando, de alguna 

manera, es afectado o manipulado por el hombre 1 3. 

Los agentes microbianos utilizados para el control biologico son organismos que 

se encuentran en la naturaleza como: virus, bacterias, hongos, protozoos y 

nematodos 2 0. 

Actualmente se han descrito alrededor de 300 bacterias entomopatogenas, la 

mas importante desde el punto de vista comercial pertenece al genero Bacillus. 

Cuatro especies de este genero han sido estudiados como insecticidas 

microbianos: Bacillus popilliae, Bacillus moritai, Bacillus sphaericus, Bacillus 

thuringiensis (Bt); este ultimo representa el entomopatogeno de mayor 

production en el mundo, debido a su rapida action y a la posibilidad de 

producirlo in vitro en forma industrial. Las celulas esporuladas y cristales de Bt 

pueden producirse con metodos convencionales haciendolas competitivas en 

costo con relation a los insecticidas quimicos 2 1. 

2.3. Bacillus thuringiensis 

2.3.1. Descripcion 

A. Contexto historico 

El primer aislamiento de Bt fue a partir de orugas enfermas del gusano de seda 

(Bombix mori), en el ano de 1901 por el japones Ishiwata. Posteriormente en 

1915 el aleman Berliner, aislo de la misma manera esta bacteria a partir de las 

larvas de la palomilla de harina del mediterraneo (Anagastra kuehnilla), a la que 

denomino Bacillus thuringiensis por Thuringia, region Alemana 2 2 . 

E l primer producto comercial llamado Sporeine aparecio en 1938 y fue de origen 

Frances, se comercializo por primera vez en Estados Unidos en el ano de 1957 

con el nombre de Thuricide. Desde entonces se ha desarrollado la production de 

forma masiva en varios pa ises 2 0 . 
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La serovariedad mas toxica fue descubierta en 1970 por Dulmage en Estados 

Unidos a partir de larvas enfermas de lepidopteros, se la llamo Bt serovar 

kurstakP3. 

Bacillus thuringiensis var. israelensis fue aislado por primera vez por Goldberg y 

Margalit en 1977 de sedimento de lagunas, mostrando una considerable 

actividad larvicida contra especies de mosquitos. Posteriormente, Bar jac en 

1978, reconocio a este patogeno como un nuevo serotipo (H-14) de Bacillus 

thuringiensis var. israelensis (Bt i ) 2 4 . 

En los anos 80 se descubrieron cepas activas contra coleopteros como: Bt 

serovar morrison, tenebrosis y san diego. Sin embargo las serovariedades de 

importancia industrial han sido morrison, kurstaki e israelensis. Hasta el 

momento se ha descrito 83 serovariedades distintas segun su antigeno flagelar, 

en el intento de encontrar nuevas toxinas con nuevas actividades biologicas 2 2. 

B. Habitat 

Muchas subespecies de Bt han sido aisladas de insectos muertos o moribundos, 

pertenecientes a los ordenes Coleoptera, Lepidoptera y Dfptera; pero tambien 

del suelo, superficies foliares y otros habitats. Las esporas de esta bacteria 

pueden permanecer latentes por anos, si estas encuentran un ambiente propicio 

como un medio de cultivo, la espora generara celulas vegetativas 2 5. 

Poco se sabe sobre el habitat natural de Bt, sin embargo, dado su requerimiento 

vitaminico y de algunos aminoacidos como glutamico, asi como a su actividad 

bioinsecticida, se piensa que la forma de vida vegetativa solo se presents en el 

interior de insectos que infecta hasta que esporula y es liberada al medio 

ambiente donde permanece en forma de esporas, lo que explica su amplia 

distribution4. 

C. Caracteristicas generales de Bacillus thuringiensis 

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva, aerobia estricta, 

morfologicamente relacionada con Bacillus cereus y Bacillus anthracis26. Es tas 

tres especies bacterianas, durante su ciclo de vida, presentan dos fases 

principales, la fase de crecimiento vegetativo en donde las bacterias se duplican 

por biparticion cada 30-90 min dependiendo del medio de cultivo y la fase de 

esporulacion, la cual es un programa de diferenciacion de bacteria a espora 2 7 . 

La espora es una forma de vida latente que puede permanecer en el ambiente 

por periodos de tiempo muy largos (anos) en ausencia de humedad y nutrientes. 

Cuando la espora se encuentra de nuevo en un medio rico que contenga los 
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nutrientes necesarios puede germinar para comenzar de nuevo el crecimiento 

vegetative Bt se diferencia de B. cereus y B. anthracis por tener un cuerpo 

paraesporal conocido como cristal, el cual es de naturaleza proteica y tiene 

propiedades insecticidas. Esta constituido por protefnas denominadas 5-

endotoxinas tambien conocidas como proteinas Cry y Cyt. S e han encontrado 6-

endotoxinas activas contra insectos lepidopteros (mariposas), coleopteros 

(escarabajos), dipteros (mosquitos), himenopteros (hormigas), acaros y tambien 

contra otros invertebrados como nematodos, gusanos pianos y protozoarios2 8. 

La endospora se desarrolla en un esporangio que consta de dos compartimentos 

celulares conocidos como la celula madre y la espora. Las protefnas insecticidas 

se acumulan en la celula madre durante la esporulacion. E l proceso de 

diferenciacion consta de siete estadfos, se acelera cuando la bacteria se 

encuentra en limitation de nutrientes. E n el estadfo I se inducen los genes que 

iniciaran la esporulacion. Este punto puede ser reversible si se adicionan 

nutrientes. Sin embargo, a partir del estadfo II de esporulacion, el proceso es 

irreversible y continua hasta finalizar con la formation de la espora. E n el estadfo 

II, la bacteria forma un septo de division asimetrico. En el estadfo III, se inicia la 

sfntesis del cristal insecticida se da a partir de dos promotores que funcionan 

secuencialmente (Bt1 y Bt2). E l primero es activado por sigma E durante los 

estadfos III y IV y el segundo por sigma K durante los estadfos V y V I . Durantes 

estos pasos se Neva conjuntamente la formation de la espora. Finalmente en el 

estadfo VII se sintetizan enzimas liticas que liberan las esporas y los cristales 

insecticidas 2 7. 

D. Clasificacion de las 5-endotoxinas de Bacillus thuringiensis 

Existen dos tipos de 5-endotoxinas: las protefnas Cry y las protefnas Cyt. A la 

fecha se han clonado y secuenciado 166 diferentes genes cry y 16 diferentes cyt. 

La primera clasificacion de las 5-endotoxinas se baso en la especificidad de la 

actividad insecticida. E n esta clasificacion las toxinas Cry I eran las que 

presentaban actividad contra insectos lepidopteros, las toxinas Cry II eran 

protefnas mas pequenas de 70 kDa, actividad contra lepidopteros y dipteros, las 

toxinas Cry III eran protefnas activas contra insectos coleopteros; las toxinas Cry 

IV activas contra insectos dipteros y las Cry V y Cry VI activas hacia nematodos, 

en donde el Cry VI era un grupo que no tenfa homologfa con el grupo Cry V. Sin 

embargo, muy rapidamente se dieron cuenta que esta clasificacion no era la 

adecuada ya que empezaron a encontrar protefnas Cry que eran muy 
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semejantes, pero con especificidad diferente o toxinas Cry con actividad dual 

hacia lepidopteros y coleopteros, las cuales tambien las llamaron Cry V, creando 

una gran confusion en la nomenclatura. Esto propicio que se creara una nueva 

nomenclatura de las 6-endotoxinas basadas exclusivamente en la similitud de la 

secuencia primaria 2 9. En esta nueva nomenclatura los numeros romanos se 

cambiaron por numeros arabigos. La definicion de proteinas Cry es cualquier 

proteina paraesporal de Bt que muestre un efecto toxico hacia algun organismo, 

verificable por medio de bioensayos o cualquier proteina que muestre similitud 

con las proteinas Cry. Actualmente se han encontrado toxinas Cry en otras 

especies de bacterias como Clostridium bifermentans (clasificadas con Cry17A, 

Cry18A, y Cry19A con actividad hacia mosquitos) 3 0. 

Las proteinas Cyt denotan a las proteinas paraesporales de Bti que muestren 

actividad hemolitica o tengan similitud con la secuencia de las toxinas Cyt. A la 

fecha las proteinas Cry estan agrupadas en 28 grupos y varios subgrupos y las 

proteinas Cyt en dos grandes grupos y varios subgrupos. Cada grupo muestra 

una especificidad muy grande hacia ciertos tipos de insectos 4. j 

2.3.2. Metabolismo 

E s una bacteria quimioheterotrofa, oxida aerobicamente los carbohidratos 

convirtiendolos en acidos organicos. Esta especie bacteriana, durante su ciclo de 

vida, presenta tres fases: la fase de crecimiento exponencial (vegetativp), fase 

de transition y fase de esporulacion 3 1. : 

A. Fase de crecimiento exponencial (tropofase) 

En esta fase las bacterias se duplican por biparticion cada 30-90 minutos 

dependiendo del medio de cultivo; utilizan para catabolizar sus carbohidratos una 

ruta glucolitica llamada Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP), la cual representa el 

principal sistema de conversion de glucosa en metabolitos intermediaries como: 

piruvato, acetato polihidroxibutirato ( P H B ) 3 2 . i 
i 

B. Fase de transicion 

Esta fase ocurre a la mitad de la fase exponencial o logaritmica; cuando la mitad 

de los azucares han sido consumidos. Los metabolitos intemediarios (piruvato, 

acetato, PHB) producidos en la fase exponencial son catabolizados via e\ ciclo 

tricarboxilico o ciclo de Krebs modificado para producir energia y C 0 2

2 2 . ! 

C. Fase de esporulacion (idiofase) | 
i 

En la fase estacionaria ante el estres de la bacteria por la falta de nutrientes en 

el medio se da lugar a la fase de esporulacion que es un programa de 
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diferenciacion de bacteria a espora, ademas en esta fase comienza la formation 

del cristal paraesporal 3 3 . 

2.3.3. Requerimientos nutricionales 

E s necesario formular un medio de cultivo apto para el crecimiento, esporulacion 

y formation de los cristales de Bt, pues de ello depende la calidad toxica del 

cristal 3. E l medio de cultivo empleado debe contener: una fuente de carbono que 

suministra la energfa para los procesos anabolicos, una fuente de nitrogeno de 

origen organico e inorganico, y sales minerales para el crecimiento, esporulacion 

y sintesis de las endotoxinas 3 4. 

Como fuentes de carbono se emplean: glucosa, fructosa, almidones y melazas; 

la ausencia de carbohidratos metabolizables causa una defectuosa esporulacion 

y formation de la protoxina. E n el caso de fuentes de nitrogeno, se ha reportado, 

que este microorganismo requiere de aminoacidos esenciales y otras formas 

organicas de nitrogeno las cuales pueden ser: harina de maiz, trigo, pescado y 

soya, extracto de levadura y casema 3 2 . 

Los microelementos que deben adicionarse en los medios de cultivo son: calcio, 

potasio, manganeso, hierro y magnesio 2 5 . En un proceso aerobico como en el 

caso de Bt el oxigeno es el sustrato clave y debido a su baja solubilidad en 

soluciones acuosas, la transferencia continua de oxigeno de la fase gas a liquido 

para mantener el metabolismo oxidativo de las celulas es decis iva 3 5 . 

En un reporte, resultado de una reunion de la OMS, celebrada en Ginebra, 

Suiza, en la que se delinearon las bases para la produccion de Bti en paises en 

desarrollo, senalaron algunos ejemplos de medios potenciales baratos, 

disponibles para la produccion de endotoxinas de Bti, que fueron: agua de coco, 

suero de leche, melazas, liquido de remojo de maiz, entre los liquidos, y harinas 

de: chicharo, garbanzo, soya, haba, maiz. Tuberculos como: papa, desechos de 

bebidas como levadura seca , levadura humeda y materiales de origen animal 

como harina de pescado y harina de sangre 3 6 . 

Los parametros de la fermentation y produccion de toxinas son particularmente 

importantes para el rendimiento optimo del producto. L a evaluacion de los 

diversos sustratos es tambien un factor importante, incluyendo la explotacion 

potential de los productos agricolas y los residuos agroindustriales 3 7. 

Diversos investigadores han explorado alternativas en la formulacion de varios 

medios de cultivo menos costoso para la produccion del biopesticida Bti. A 

menudo disponibles localmente, se han utilizado y demostrado sustratos costo-
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efectivos para lograr resultados comparables o mejores que los ob[tenidos 

utilizando un medio onvencional. 

A. Nutrientes de Solanum tuberosum "papa" 

La papa es una fuente de vitaminas y minerales, usualmente usado1 como 

sustrato para procesos fermentativos para la produccion u obtencion de 

diferentes productos. Su composicion nutricional segun Instituto National de 

Salud, es la siguiente: 

Tabla 1. Composicion nutricional de Solanum tuberosum tuberosum "papa blarjica". 

Nutrientes Composicion/100 g de papa 

Hierro 0,50 mg 

Fosforo 47 mg 

Zinc 0,29 mg 

Carbohidratos 22,3 g 
Fibra 0,6 g 
Grasa 0,1 g 
Proteinas 2,1 g 
Vitamina C 14 mg 

Riboflavina 0,09 mg 

Tiamina 0,09 mg 

Niacina 1,67 mg 

Fuente: Centra Nacional de Alimentation y Nutrition del Instituto Nacional de S a l u d 

B. Nutrientes de la Fecula de maiz 

La fecula de maiz es un alimento rico en carbohidratos ya que 100 g d^ este 

alimento contienen 88 g de carbohidratos. Entre las propiedades nutricionales de 

la fecula de maiz cabe destacar que tiene los siguientes nutrientes 3 9: 

Tabla 2. Composicion nutricional de la fecula de maiz. 

Nutrientes Composicion/100 g. 

Carbohidratos 88 g 
Hierro 0, 50 mg 
Proteinas 0,41 g 
Calcio 1 mg 

Potasio 7 mg 

Yodo 2,50 mg 
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Zinc 0,30 mg 

Magnesio 2 mg 

Sodio 3 mg 

Vitamina B2 0,01 mg 

Vitamina B3 0,03 mg 

Vitamina B6 0,01 mg 

Vitamina B9 1 ug 
Vitamina K 1 ug 
F6sforo 30 mg 

Fuente: URL 

C. Nutrientes de la levadura de cerveza deshidratada 

La levadura de cerveza es hongo unicelular (Saccharomyces cerevisae) que se 

utiliza para la fermentacion de malta y otros azucares simples. Tambien se 

cultiva para ser usado como suplemento dietetico, pasando por un proceso de 

secado a altas temperaturas. La levadura de cerveza que se usa como 

suplemento se obtiene como un subproducto a partir de la fermentacion 

alcoholica o se cultiva con la finalidad de utilizaria por sus propiedades 

nutricionales, entre ellas su elevada cantidad de proteinas, superior al germen de 

trigo, al de soja e incluso superior al contenido en proteinas de la carne de 

ternera 4 0 . 

Tabla 3. Composicibn nutricional de la levadura de cerveza deshidratada. 

Composicion/100 g de levadura 
Nutrientes 

deshidratada 
Proteinas 48 9 
Carbohidratos 36 g 
Vitamina B1 300 mg 

Vitamina B2 680 mg 

Vitamina B6 400 mg 

Acido pantotenico 2,8 g 
Fosforo 14,85 g 
Calcio 5,4 g 
Potasio 20,5 g 
Hierro 2 g 
Cromo 20 meg 

Fuente: URL' 
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2.3.4. Condiciones de crecimiento 

Bacillus thuringiensis crece en gran variedad de medios comunes, siendo el 

caldo nutritivo y el Luria Bertani (LB) los mas utilizados4 1. 

E l crecimiento de Bt se Neva acabo normalmente a un rango de temperatura 

entre 27°C y 33°C; sin embargo la produccion optima de endotoxina ocurre a los 

30°C; a mas de 45°C se produce una disminucion en la produccion de los 

cristales, y por ende en una baja actividad insecticida. A menos de 20°C se 

produce una disminucion en la velocidad de crecimiento de la bacteria 4 2. 

El pH es un parametro importante por lo que es necesario ajustar en los medios 

de cultivo en un valor mayor a 5,0. E l crecimiento se favorece en un pH entre 5,6 

y 8,5 3 2 . E l pH inicial debe estar entre 6,8 y 7,2 durante las primeras 8 a 12 horas. 

Posteriormente el pH decrece a 5,8 dada la liberation acetato consecuencia del 

metabolismo de Bt. Cuando el acetato es consumido, el pH se incrementa 

lentamente. Al final del proceso en el medio de cultivo el pH oscila 7,5 y 8,0 4 3 . E l 

pH optimo de crecimiento esta comprendido entre 6,5 y 7 , 5 4 1 . 

2.3.5. Deteccion y medida del crecimiento 

Existen diferentes sistemas para detectar y medir el crecimiento de 

microorganismos; los principales son: recuento directo, medida de la masajde las 

celulas, recuento de viables, medida del numero de partfculas, medida de 

parametros bioquimicos y medida de la actividad metabolica. 

• Recuento directo: consiste en la observation al microscopio de volumenes 

muy pequenos de suspensiones de bacterias. S e usan las camaras de 

Petroff-Hausser y Camara de Neubauer. 

• Medida de la masa de celulas: el sistema se basa en que las ce luas en 

suspension dispersan la luz causando la turbidez del cultivo. La turbidez 

permite monitorizar el crecimiento microbiano. 

• Recuento de viables: consiste en sembrar un volumen determinado de cultivo 

o muestra sobre el medio de cultivo solido adecuado para determinar el 

numero de celulas viables para que la medida sea correcta desde el pu nto de 

vista estadfstico, es necesario contar mas de 300 U F C . E n ciertas ocasiones 

en las que la densidad de microorganismos es demasiada baja, estos se 

pueden colectar por filtration a traves de una membrana (de 0,2 mn de 

tamano de poro) y posterior colocacion de la membrana en un medio de 

cultivo adecuado para que se formen las colonias. 
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• Medida del numero de particulas, usando contadores electronicos de 

particulas. Estos sistemas no nos indican si las particulas corresponden a 

celulas vivas o muertas; pero nos pueden dar una idea del tamano de las 

particulas. 

• Medida de parametros bioquimicos tales como la cantidad de ADN, A R N , 

proteinas, peptidoglucanos, etc. por unidad de volumen. 

• Medida de la actividad metabolica: las bacterias al respirar producen una 

disminucion del potencial redox del medio en que se encuentran, como 

consecuencia del consumo de oxigeno (se usa colorantes sensibles a las 

reacciones de oxidacion-reduccion como por ejemplo, azul de metileno) 4 4. 

A. Metodo de Breed 

E s un metodo de recuento de celulas totales. Generalmente se utiliza para 

recuento de microorganismos en la leche. Este metodo consiste en dibujar con 

un lapiz un cuadrado de un centimet.ro cuadrado sobre un portaobjetos limpio y 

desengrasado, se homogeniza la muestra problema y con una pipeta se coloca 

0,01 ml de la muestra sobre el cuadrado y se extiende bien sin salirse de el. S e 

fija al calor suavemente, seguidamente se realiza la coloration correspondiente 

al tipo de muestra. S e cuenta el numero de microorganismos en varios campos, 

no menos de 5. S e calcula el promedio de microorganismos contados y se 

multiplican por 3000 (area del campo microscopico) y por 100 (inversa del 

inoculo usado) 4 5 . 

N°celulas I ml = Xcelulas I campo x 3000 x 100 

En tal sentido, segun el tipo de microorganismo, tipo de sustrato usado, entre 

otros factores, se determina el metodo de cuantificacion mas accesible a la 

investigation. 

2.3.6. Bacillus thuringiensis var. israelensis 

A. Generalidades 

Durante la esporulacion, esta bacteria gram-positiva, produce cristales proteicos 

conocidos como cuerpos paraesporales constituidos por 5-endotoxinas 2 4. Bti 

produce tres toxinas Cry (Cry4A, Cry4B y Cry11A) y dos toxinas Cyt (Cy t IA y 

Cyt2A) con alta actividad insecticida contra larvas de diferentes especies de 

mosquitos y otros dipteros. Bti se ha ocupado por mas de 30 anos en el control 

de mosquitos y moscas transmisores de enfermedades como el dengue, la 

malaria y la oncocercosis sin que a la fecha se haya reportado la aparicion de 

resistencia 3 3 . 
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Los productos que contienen Bti son notablemente seguros, hasta ahora no se 

han registrado efectos daninos en ensayos de seguridad con abejas, vertebrados 

y humanos 4 6 . 

B. Resistencia 

Distintos estudios en diferentes laboratories demostraron que la no aparicion de 

insectos resistente a Bti se debe a la presencia de la toxina C r y l A a . S e han 

podido aislar poblaciones de moscos resistentes a las toxinas Cry4A, Cry4B y 

Cry 11 A, o a las tres toxinas, sin embargo no se han podido aislar poblaciones 

resistentes a la toxina Cy t lAa . E s mas, las poblaciones de mosquitos resistentes 

a las toxinas Cry recuperan la sensibilidad a estas toxinas en presencia de 

cantidades subletales de Cy t lAa . Por otra parte, se han demostrado que la 

toxina Cy t IA sinergiza la actividad insecticida de las otras toxinas Cry, es decir, 

la actividad toxica de la mezcla de toxinas Cry con Cyt es mucho mayor que la 

suma de sus actividades indiv iduals 3 3 . 

Las toxinas Cry y Cyt son toxinas formadoras de poro. Esto significa que para 

matar a su insecto bianco, las toxinas Cry y Cyt se insertan en la membrana de 

las celulas apicales del intestino formando un poro que permite el paso de iones 

y agua, provocando un desbalance osmotico y finalmente la lisis celular. Sin 

embargo, las toxinas Cry y Cyt tienen mecanismos diferentes para interactuar 

con la membrana. E s importante mencionar que el mecanismo mas comun de la 

resistencia a las toxinas Cry son mutaciones que afectan a los receptores 

proteinicos, lo que evita asi la union de la toxina a su membrana blanca. E n 

cambio, las toxinas Cyt, formadas por un solo dominio estructural, no 

interaccionan con proteinas de membrana, si no que interaccionan directamente 

con lipidos especificos de la membrana de mosquitos formando el poro 3 3. 

C. Mecanismo de accion 

Investigacion sobre la bioquimica de Bti, se reporta que el cristal no es toxlco en 

su totalidad, esta dividido en regiones o subunidades de proteina, las cuales 

tienen actividad enzimatica proteolitica similar a la tripsina del insecto. La 

ingestion de cristales y esporas por el insecto, revela una interaction entre el 

cristal y el intestino del hospedero 4 7; cuando un insecto susceptible los ingiere 

sus enzimas digestivas los hidrolizan en el ambiente alcalino de su intest no, lo 

que causa dano a las celulas epiteliales de la pared intestinal 4 8; estas celulas no 

responden uniformemente, las de tipo cuboide o columnas se deterioran a nivel 

de las microvellosidades y en la membrana celular, dilatacion de la cisterna del 
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reticulo endoplasmico rugoso y dispersion de los ribosomas, los nucleos no se 

afectan, sin embargo las mitocondrias se hinchan, los cambios fisiologicos son 

insuficientes para el transporte de iones y permeabilidad, se agota el A T P 

disponible, con cambios patologicos como: vacuolizacion celular, hinchamiento y 

l is is 4 6 ; asi el insecto muere en menos de una hora o en varios dias, depende de 

la dosis ingerida, cuando una larva consume cristales sin espora ocurre una 

secuencia identica de estos eventos, en consecuencia la paralisis y muerte del 

insecto, en donde las esporas son pasivas hasta que el pH disminuye a 7, lo que 

estimula su germination, ya que las esporas superviven en casos especifico, 

como en graneros lo cual provoca epizootia por la invasion masiva de Bt en el 

insecto 4. 

1.Initial 

La larva se alimenta de las 
esporas y cristales de B.t.i. 

suspendidas en el agua. 

2. De 5 a 10 minutos despues 

Las esporas y cristales entran al 
tracto digestivo de la larva. Los 

cristales se disuelven. 

3. De 1 a 4 horas despues 

Section transversal del tracto 
digestive de la larva. La pared del 
mismo se rompe por action de 

los cristales toxicos. 

4. De 2 a 12 horas despues 

Los cristales se disuelven 
completamente. Las esporas 

entran en el hemocelo. La larva 
muere. 

Figura 1. Modo de action de Bacillus thuringiensis . 

2.4. Simulidos 

2.4.1. Generalidades del simulido 

Los simulidos son dipteros, han sido y son objeto de estudio en numerosos 

pafses de Europa y sobre todo America del Sur y Africa. E l hecho de que sea en 

estos ultimos donde mas impetu se haya puesto en su estudio, se debe a la 

action de los simulidos como vectores de la oncocercosis o ceguera de los 

pantanos, enfermedad muy importante en estas zonas y a cuyo control dedica 

grandes esfuerzos la OMS. En Europa el estudio esta algo mas retrasado, y en 

concreto en Espana todavia no hay ningun estudio general de la familia. No 

obstante si se cuenta con estudios parciales de gran calidad 4 9 . E l ciclo de vida 

de los simulidos sigue cuatro fases de desarrollo fundamentales: huevo, larva, 
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pupa y adulto. E l numero de ciclos vitales por ano puede ser variable, 

dependiendo de las variaciones climaticas y ambientales asi como de las 

distintas especies. En este sentido se senala la existencia de especies 
L 

univoltinas con un solo ciclo por ano y otras que pueden dar varios al a n o ' . 

Desde hace mucho tiempo se conoce la implication de los simulidosj en la 

transmision de multiples afecciones tanto del hombre como de los animales. Y a 

a finales del siglo XIX, afirmaban la implication de los simulidos en la transmision 

de una dermatitis infecciosa causada por Treponema carateum. Mas tarde, 

proponfa como transmisores de la lepra al encontrar el Mycobacterium leprae en 

Simulioum pertinax capturados en la proximidades de leproserias de Brasif 5 1 . 

2.4.2. Problematics en la ciudad de Huanuco y alrededores 

L a ciudad de Huanuco s e encuentra a una altitud de 1989 msnm, asentada 

en a m b a s margenes del no Hual laga. Huanuco es una ciudad de paso 

obligado por los diversos servicios de transporte por encontrarse en la 

carretera de penetration a la region Tingo Maria. E l no Hual laga forma un 

importante val le interandino entre las provincias de Ambo, Huanuco y Santa 

Maria del Valle. Segun una encuesta realizada el 2007 e s a partir de 1995 a 

la actualidad, que se ha incrementado la presenc ia del mosquito 
i 

conocido como simulido, en las ciudades de Huanuco, Amarilis, Pil lcomarca 

y Santa Maria del Valle, en los meses de junio a noviembre, que coincide con 

la epoca de estiaje (menor caudal) del rio Huallaga 5 2. 

Las grandes poblaciones de simulidos parecen estar directamente relacionada 

con la incorporation creciente de desperdicios domesticos, agricolas e 

industriales sobre el rio Huallaga y sus afluentes. La especie predominant^ en el 

rio Huallaga corresponderia a Simulium bicoloratum. Sin embargo, este estudio 

no fue publicado y los resultados no son determinantes 5 3. 

E l rio Huallaga por provenir de zonas montanosas cercanas posee alta velocidad 

de circulation, y en su lecho pedregoso se originan turbulencias con elevada 

oxigenacion del agua, condiciones propicias para la cria de los simulidos, un 

diptero que puede transmitir varias enfermedades (oncocercosis), y que 

representa ademas una fuerte molestia publica y serios efectos al ganado y otros 

animales 5 3 . 

E n el a rea urbana, los pobladores muestran intolerancia por las pica^luras 

del simulido y se hace evidente en las diferentes actividades cotidianas que 

realizan. E n el area rural, las picaduras del simulido afectan tanto a los 
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pobladores en s u s diferentes labores.econpmicas (agriculture) y a la ganaderia 

de subsistencia. E n las encuestas y talleres participativos, se pudo 

conocer que la mayor proliferation de simulidos, en la ciudad de Huanuco 

ocurrio en los anos 2005 y 2006 5 2 . 

Los simulidos producen picaduras en el rostro y partes descubiertas del cuerpo, 

causando lesiones locales, dermatitis, prurito y heridas con eritema, por lo que 

algunos pobladores presentan fiebres y cefaleas. Los simulidos se crian y 

multiplican en aguas con movimiento, desde aguas Claras a turbias como es el 

rio Huallaga y afluentes. Otro aspecto que es importante considerar es que estos 

mosquitos tambien atacan a los animales, existen registros sobre el deterioro de 

la salud animal principalmente ganado vacuno 5 3 . 

L a Direct ion Regional de Sa lud de Huanuco ( D I R E S A ) a t raves de la 

Direction Ejecut iva de Sa lud Ambiental ( D E S A ) durante muchos anos ha 

sido la institution encargada de realizar el control de simulidos, para ello s e 

viene utilizando controladores quimicos tanto para adultos (Alfa-Cipermetrina) 

y larvas (Temephos), complementando esto con el control f isico y cultural, de 

es ta manera reduciendo la densidad de simul idos 5 2 . 

E l uso indiscriminado de insecticidas quimicos ha deteriorado el ecosistema 

natural y eliminado a sus controladores biologicos naturales hasta llegar, a la 

dependencia del uso de estas sustancias quimicas, por esta razon, el Gobierno 

Regional de Huanuco se vio en la obligation de buscar nuevas alternativas para 

controlar los simulidos, al mismo tiempo sean inocuas para el hombre y el 

ambiente, aprobando el Proyecto de Inversion Publica "Manejo integrado de 

simulidos en la ciudad de Huanuco y alrededores", luego la implementation de 

un Laboratorio de Biotecnologia, especializado en la production de un 

bioinsecticida partir de Bacillus thuringiensis var. israelensis, para el control de 

larvas 5 2 . 
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III. MATERIALES Y METODOS 

3.1. Ubicacion de la zona de estudio 

Laboratorio de Biotecnologia de Produccion de Bacillus thuringiensis var. 

israelensis del Gobierno Regional de Huanuco en convenio con la Universidad 

Nacional Hermilio Valdizan de Huanuco. 

3.2. Ubicacion geografica 

Region : Huanuco 

Provincia : Huanuco 

Distrito : Pillco Marca 

Altitud : 1930msnm 

Latitud : 09°57'28" 

Longitud : 76°14'57" 

Superficie : 68,74 km 2 

T promedio : 24°C 

3.3. Muestra biologica 

Cepa Bacillus thuringiensis var. israelensis (A51) procedente del Instituto de 

Medicina Tropical Pedro Kouri. Centra colaborador de O M S - O P S para el estudio 

y control biologico de vectores. La Habana. Cuba. 

3.4. Metodologia 

3.4.1. Diseno metodologico de la investigacion 

Para la formulacion de medios de cultivo y su efecto en la produccion de esporas 

de Bacillus thuringiensis var. israelensis se realizo un estudio de tipo 

experimental con tres repeticiones para los tratamientos, siguiendo los 

lineamientos de un Diseno Completamente Aleatorio (DCA). 

3.4.2. Cultivo y mantenimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis 

La cepa de Bacillus thuringiensis var. israelensis fue sometida a procesos de 

conservation de largo, mediano y corto plazo, este ultimo sirvio para la 

preparation del inoculo initial del proceso de fermentation. 
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A partir de la cepa madre de Bacillus thuringiensis var. israelensis se realizo 

siembras por agotamiento en placas de Petri conteniendo Agar Nutritivo, se 

incubaron a 30°C por 24 horas en una estufa marca "Binder". Posteriormente las 

colonias fueron evaluadas y se determinaron la pureza con una coloration de 

Gram y Azul de Coomassie. Una vez corroborada su pureza, las placas fueron 

sellados hermeticamente con parafilm y almacenadas en refrigeration (8°C) 

hasta su uso. 

3.4.3. Formulacion y preparacion de medios de cultivo 

Para la formulation de los diferentes medios de cultivo se tuvo en cuenta los 

nutrientes minimos requeridos por Bacillus thuringiensis23; considerando que se 

necesitaba desarrollar para un proceso de escalamiento industrial, se tuvo en 

cuenta en la eleccion de los nutrientes, la facil disponibilidad de ellos. Las 

variaciones realizadas en los diferentes medios de cultivo fueron: fuentes de 

carbono, papa y fecula de maiz; la presencia y ausencia de sales minerales; y 

como fuente de nitrogeno: levadura de cerveza deshidratada. Para el pesjido de 

los diferentes componentes de cada medio de cultivo se utilizo una Balanza 

analitica marca "Sartorius". 

a) Medio de cultivo 1 (P). Estuvo compuesto por extracto de papa (Solanum 

tuberosum tuberosum) variedad "papa blanca" a una concentration de 300 

g/L. 

• Pretratamiento del sustrato 

S e pelo el tuberculo y se corto en trozos pequenos, se hirvio a temperatura de 

ebullition por 20 minutos, manteniendo la concentration de 300 g de papa por 

litro de agua destilada. Posteriormente se filtro con una gasa. 

b) Medio de cultivo 2 (PS). Estuvo compuesto por los siguientes componentes 

• Medio cultivo 1 (extracto de papa) 300 g/L 

• F e S 0 4 . 7 H 2 0 0,05 g/L 

• M g S 0 4 . 7 H 2 0 0,03 g / L 

• M n S 0 4 . H 2 0 0,02 g/L 

• Z n S 0 4 . 7 H 2 0 0,02 g/L 

• C a C I 2 . H 2 0 0,01 g/L 

c) Medio de cultivo 3 (ML). Compuesto por los siguientes componentes: 

• Fecula de maiz (Marca Comercial DURYA) 2 g/L 

• Levadura de cerveza deshidratada 8 g/L 

d) Medio de cultivo 4 (MLS). Compuesto por los siguientes componentes 
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• Fecula de maiz (Marca Comercial DURYA) 2 g/L 

8 g / L • Levadura de cerveza deshidratada 

• F e S 0 4 . 7 H 2 0 0,05g/L 

0,03 g/ L 

0,02 g/L 

0,02 g/L 

0,01 g/L 

• M g S 0 4 . 7 H 2 0 

• M n S 0 4 . H 2 0 

• Z n S 0 4 . 7 H 2 0 

• C a C I 2 . H 2 0 

e) Medio de cultivo 5 (CN). Estuvo compuesto por el Caldo Nutritivo como 

medio estandar: 

3.4.4. Ajuste de pH 

Cada medio de cultivo fue ajustado a pH 7,4 con NaOH 0,1 N y HCI 0,1 N, antes 

de ser esterilizados. Para el cual se uso el Potenciometro marca "Hanna". 

3.4.5. Esterilizacion de los medios de cultivo 

S e esterilizaron a 121°C por 15 Lb/pulg 2 de presion durante 15 minutos en una 

Autoclave vertical marca "Fravill", modelo "Avda". 

3.4.6. Preparacion de la concentracion de inoculo 

A partir de las placas conservadas con Bacillus thuringiensis var. israelensis, se 

tomo como inoculo una asada y se cultivo en placas petri con Agar Nutritivo por 

el metodo de agotamiento en superficie, se incubo a 30°C durante 24 h en una 

estufa. A partir de estas, y una vez corroborada la homologia de las colonias 

(pureza), se preparo un preinoculo del cultivo de Bti en un tubo de ensayo 

contenido de 5ml de Caldo Nutritivo el cual fue incubado a 30°C durante 12 h, el 

que sirvio como inoculo para ser usado en un matraz con 30 ml de Caldo 

Nutritivo en un 5% v/v del preinoculo para luego ser incubado a 30°C durante 2 

h. En cada obtencion de cultivo y antes de inocular los medios de cultivo se 

realizo una coloration Gram y Azul de Coomassie, para verificar la pureza del 

inoculo, posteriormente se realizo la determination de la concentracion del 

inoculo por el metodo de Breed. 

3.4.7. Proceso de fermentacion a nivel de laboratorio 

• La fermentacion se realizo en matraces de 300 ml de capacidad con 150 ml 

de medio de cultivo: 1, 2, 3, 4 y 5 con 3 repeticiones. 

• Peptona 5 g/L 

3 g/L 

5 g/L 

• Extracto de levadura 

• NaCI 
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• S e inoculo 200 u I la suspension de Bacillus thuringienis var. israelensis con 

una concentration de 10 6 cel/ml (inoculo final). 

• Las fermentaciones se llevaron a cabo en un Agitador marca "Rotator" 

durante 72 h bajo las siguientes condiciones de cultivo: temperatura a 30 °C, 

agitation 200 RPM y pH 7,4 segun la literatura1 0. 

3.4.8. Determinacion de la cinetica de crecimiento y cuantificacipn de 

esporas. 

Durante el transcurso de la fermentation se tomaron muestras en condiciones 

esteriles cada 6 h durante 72 h para determinar: crecimiento microbiano y 

variation de pH. 

A. Recuento celular 

Los cultivos celulares fueron homogenizados y luego muestreados. E l rebuento 

se realizo por el metodo de Breed, para lo cual se utilizo la siguiente formula: 

N° esporas-celulas Iml = XxFMxl00xIJD 

Donde: 

X : Promedio de celulas o esporas por campo microscopico 

F.M : Factor microscopico, calculado segun el area del campo 

100 : Inverso del inoculo depositado en el portaobjeto (0,01 ml) 

I.D : Inversa de la dilution (de ser el caso) 

B. Determinacion de la tasa de crecimiento 

Con los valores obtenidos del recuento celular y esporas mediante el metodo de 

Breed, se determino la tasa de crecimiento (K e ) , las divisiones por hora (k), el 

tiempo de duplicacion por hora (Td) y el numero de generaciones por hora (n), 

aplicando las siguientes formulas 5 4: 

l e f l ^ / j y p ) K e 

K e = k = -—-

£q tn JL 
1 t 

T ' - * n = Td 

Donde: 

N0 : Concentration initial del cultivo (cel/mL) 

Ni : Concentration final del cultivo (esp/mL) 

t0 : Tiempo initial (horas) 

ti : Tiempo final (horas) 

In 2 : 0,6931 
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C. Evaluacion de la variacion de pH 

Las medidas se realizaron mediante un pHmetro marca "Hanna", el que fue 

calibrado previamente con tampon pH 4,1 y pH 7 ,1 . 

3.5. Analisis de datos 

Para determinar el efecto de las diferentes formulaciones de medios de cultivo 

en la produccion de esporas de Bacillus thuringiensis var. israelensis, se utilizo 

un analisis de varianza a fin de determinar si existen diferencias significativas 

entre los tratamientos con respecto al medio de cultivo usado como control, as i 

mismo se realizo pruebas de comparacion multiple de Dunnet y el de Tukey. E n 

estos analisis estadisticos el nivel de significancia fue del 0,05 empleando el 

programa Minitab version 17. 
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IV. RESULTADOS 

Tabla 4. Fases de crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis en los 

medios de cultivo con sustratos no convencionales. Huanuco - 2015. 

Fases 
Medios de Cultivo Exponencial Transition Estacionaria* 

(h) (h) (h) 
Medio 1 (P) 0 - 2 4 18-- 48 (30) 24 - 72 (48) 

Medio 2 (PS) 0 - 3 0 24-- 54 (30) 30 - 72 (42) 

Medio 3 (ML) 0 - 3 0 24-- 54 (30) 30 - 72 (42) 

Medio 4 (MLS) 0 - 4 2 30-- 54 (24) 42 - 72 (30) 

Medio 5 (CN) 0 - 4 2 30-• 54 (24) 42 - 72 (30) 

* Esporulacion. 

Donde: 

P = Medio de cultivo compuesto por papa. 

PS = Medio de cultivo compuesto por papa y sales minerales. 

ML = Medio de cultivo compuesto por fecula de maiz y Levadura de cerveza 

deshidratada. 

MLS = Medio de cultivo compuesto por fecula de maiz, levadura de cerveza 

deshidratada y sales minerales. 

CN = Medio de cultivo control compuesto por Caldo Nutritivo. 
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Tabla 5. Cinetica de crecimiento en la fase exponencial durante el proceso de 

fermentacion de Bacillus thuringiensis var. israelensis en los medios de cultivo 

con sustratos no convencionales. Huanuco - 2015. 

M e d i o s F a s e T a s a de D i v i s i o n e s T i e m p o d e N u m e r o d e 

d e E x p o n e n c i a l c r e c i m i e n t o p o r h o r a d u p l i c a c i o n g e n e r a c i o n e 

cu l t ivo (h) K e K Td [ h o r a 1 ] s p o r h o r a 

Medio 1 

(P) 
Medio 2 

(PS) 
Medio 3 

(ML) 
Medio 4 
(MLS) 

Medio 5 
(CN) 

0 - 3 0 

0 - 3 0 

0 - 3 0 

0 - 3 0 

0 - 3 0 

0,34 

0,37 

0,37 

0,41 

0,41 

0,44 

0,53 

0,53 

0,59 

0,60 

2,03 

1,90 

1,89 

1,69 

1,68 

14,78 

15,79 

15.87 

17,75 

17,86 

Donde: 

P = Medio de cultivo compuesto por papa. 

PS = Medio de cultivo compuesto por papa y sales minerales. 

ML = Medio de cultivo compuesto por fecula de maiz y Levadura de 

cerveza deshidratada. 

MLS = Medio de cultivo compuesto por fecula de maiz, levadura de cerveza 

deshidratada y sales minerales. 

CN = Medio de cultivo control compuesto por Caldo Nutritivo 
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24-30 

Horas «t̂ -*»o 48-54 54-66 66-72 
0-6 6-18 18-24 24-30 30-42 42-48 48-54 54-66 66-72 

• Papa (P) 1.17 0.13 0.27 0.11 0.00 0.01 0.01 0.00 0.00 

• Papa + Sales Minerales (PS) 1.16 0.14 0.28 0.11 0.02 0.01 0.00 0.00 0.00 

• Fecula de ma(z + Levadura deshidratada (ML) 1.19 0.13 0.28 0.11 0.04 0.00 0.00 0.00 0.00 

• Fecula de maiz + Levadura deshidratada • Sales 
Minerales (MLS) 1.20 0.13 0.29 0.11 0.10 0.07 0.00 0.00 0.00 

• Caldo Nutritivo (CN - Medio control) 1.23 0.12 0.29 0.11 0.10 0.07 0.00 0.00 0.00 

Figura 2. Tasas de crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis en los medios de cultivo con sustratos no convencionales, 

durante las 72 h de fermentacion. Huanuco - 2015. 
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Levadura deshidratada 
• Sales Mne rales 
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Medio control) 

Figura 3. Curva de crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis en los medios de cultivo con sustratos no convencionales, 

durante las 72 h de fermentacion. Huanuco - 2015. 
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CN MLS ML PS P 
Medios de cultivo 

Medios de Cultivo Concentracibn final de Esp/ml 

P : Papa 6,6 x 1 0 8 

P S : Papa + Sa les Minerales 8,1 x 1 0 8 

ML : Fecula de maiz + Levadura deshidratada 9,7 x 1 0 s 

MLS : Fecula de maiz + Levadura deshidratada 

+ Sa les Minerales 4 ,3 x 1 0 9 

CN : Caldo Nutritivo (Medio Estandar) 4 ,5 x 1 0 9 

Figura 4. Comparacion de la concentracion de esporas (esp/ml) de Bacillus 

thuringiensis var. israelensis en cinco medios de cultivo obtenidas durante las 72 

h de fermentacion, aplicando la prueba de Tukey (oc=0,05). Huanuco - 2015. 
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Medios de cultivo 

Medios de Cultivo pH final 

P : Papa 8,59 

P S : Papa + Sa les Minerales 8,68 

ML : Fecula de maiz + Levadura deshidratada 6,99 

MLS : Fecula de maiz + Levadura deshidratada 

+ Sa les Minerales 8,09 

CN : Caldo Nutritivo (Medio Control) 8,57 

Figura 5. Comparacion del pH a las 72 h de crecimiento de Bacillus thuringiensis 

var. israelensis en cinco medios de cultivo aplicando la prueba de 'Tukey 

(a=0,05). Huanuco - 2015. 
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Figura 6. Tendencia del pH durante el crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis en los medios de cultivo con sustratos no 

convencionales. Huanuco - 2015. 
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V. DISCUSION 

E s necesario formular un medio de cultivo apto para el crecimiento, esporulacion 

y formation de los cristales de Bt, pues de ello depende la calidad toxica del 

cristal. Segun los objetivos trazados y con los datos experimentales obtenidos 

respecto a los diferentes medios de cultivo se determino la cinetica de 

crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis; donde se reconocieron y 

observaron las diferentes fases de crecimiento que presenta Bacillus 

thuringiensis durante su ciclo de v ida 2 3 . S e registro el crecimiento de Bt en las 

diferentes formulaciones de medio de cultivo, la tabla 4 muestra la comparacion 

de tiempos de las diferentes fases de crecimiento de Bacillus thuringiensis var. 

israelensis durante el crecimiento en los cinco medios de cultivo, no se registra 

una fase de adaptation pues la inoculation se realizo con celulas en fase 

logaritmica por lo que siguieron con su duplication, la formulation MLS y el 

medio de cultivo control registran una fase de crecimiento mas prolongada de 42 

h, una fase de transition de 14 h y una fase estacionaria de 30 h; a diferencia de 

los medios de cultivo ML, P y P S , que presentan una fase logaritmica mas corta. 

S e evaluo las tasas de crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis en 

los cinco medios de cultivo, reportando un mayor valor el medio de cultivo MLS y 

CN (medio control) con una tasa de crecimiento de 0,41 durante su fase 

exponencial en 30 horas (Tabla 5). Asimismo en la figura 2 se muestra la 

variacion de las tasas de crecimiento durante las 72 h de fermentacion de 

Bacillus thuringiensis var. israelensis presentando valores mas prolongados los 

medios MLS y CN (medio control). La figura 3 nos muestra la curva de 

crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis en los medios de cultivo con 

sustratos no convencionales durante las 72 h de fermentacion, donde se observa 

un crecimiento homogeneo en los medios de cultivo MLS y CN, y por debajo de 

estos, los medios de cultivo MS, P y P S . E n la figura 4 se muestra la 

concentracion de esporas (esp/ml) de Bacillus thuringiensis var. israelensis en 
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los medios de cultivo P, P S , ML, MLS y CN obtenidas a las 72 h de 

fermentacion, en las que se obtuvo diferencia significativa mediante el analisis de 

varianza (p = 0,000; a = 0,05). E l bioformulado que presento mayor crecimiento y 

produccion de esporas respecto al medio control (CN), fue el medio de cultivo 

MLS formulado con fecula de mafz, levadura de cerveza deshidratada y sales 

minerales, obteniendo una concentracion de esporas al final del crecimiento de 

4,3x10 9 esp/ml, respecto a CN en el que se obtuvo 4,5x10 9 , ambos no (jiifieren 

significativamente (tukey, p>0,05; a=0,05) mientras que en los bioformulados 

ML, P S y P se encontro diferencia significativa con concentraciones menores. 

Algunas investigaciones mencionan que este microorganismo necesita de una 

fuente de nitrogeno para un buen crecimiento microbiano 3 2. En este caso el 

medio de cultivo MLS estuvo compuesto por fecula de maiz, como fueiite de 

carbono; la levadura de cerveza deshidratada, como fuente de nitrogeno y sales 

minerales, llegando a completar todo el requerimiento nutricional de Bacillus 

thuringiensis var. israelensis, para su buen crecimiento y desarrollo. Los medios 

suplementados con las sales minerales influyeron en la concentracion final de 

esporas, tal es asi que el medio P S y MLS reportaron valores altos a diferencia 

de las formulaciones P y ML, presentando una diferencia significativa (Tukey, 

p<0,05; a=0,05); tal reporte podria considerarse en estudios aplicados a la 

produccion a gran escala de Bacillus thuringiensis var. israelensis, aun el 

analisis estadistico reporte la diferencia significativa entre P S y P, asi tambien 

para ML y MLS, viendo los resultados a nivel de esp/mL podria considerarse el 

uso o no de las sales minerales en la produccion a gran escala de Bacillus 

thuringiensis var. israelensis, esto por considerarse economicamente no rentable 

por el alto valor economico de estos medios comerciales. Algunos aiitores 

usaron en su estudio al medio de cultivo a base de "papa", en el cual registraron 

como el medio de cultivo que reporto una mayor densidad optica respecto al 

medio control L B 1 0 , de esta manera podriamos concluir que respecto al uso de 

sustratos mas economico y de facil adquisicion seria la "papa", pero el de facil 

manipulation serian las formulaciones a base de fecula de maiz y levadura de 

cerveza deshidratada, los cuales cumplen con la mayor parte de los 

| requerimientos nutricionales. La formulacion ML a diferencia del medio P, 

| contiene mayor cantidad de carbohidratos y proteinas, 88 % en carbohidratos de 

\ la fecula de maiz mas el 36% de la levadura deshidratada y un promedio c e 48 

% en proteinas; la formulacion a base de papa solo cuenta con un 20% de 
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carbohidratos y aproximadamente 2% de protemas, explicando de esta manera 

la alta concentration final de esporas. 

Otro parametro importante que se debe tener en cuenta en un proceso de 

fermentacion es la variation del pH, la literatura menciona que el crecimiento de 

Bacillus thuringiensis var. israellensis se favorece en un pH entre 5,6 y 8,5 3 2 ; sin 

embargo otro autor consideraba que el pH optimo de crecimiento esta 

comprendido entre 6,5 y 7,5 4 1 . De esta manera para procesos fermentativos a 

gran escala, no conviene picos altos y bajos de variation durante el proceso, 

porque seria complicado mantener constante el proceso fermentative 

La figura 5 muestra la comparacion del pH final del fermentado de Bacillus 

thuringiensis var. israelensis en las cuatro formulaciones y su control 

respectivamente, en el cual se encontraron diferencia significativa en el analisis 

de varianza (p = 0,000; a = 0,05), en base a los resultados, la formulacion que no 

difiere significativamente respecto al control es el medio de cultivo P (tukey, 

p>0,05, a=0,05) con un pH de 8,59 cerca al control con un pH de 8,57 a las 72 h 

de fermentacion. La determinacion del pH de las formulaciones llquidas de 

Bacillus thuringiensis var. israelensis son determinantes para su respectiva 

evaluacion y la comparacion entre las mismas y su control; es importante 

monitorear continuamente el pH durante la fermentacion, debido a que las 

desviaciones en el pH pueden ser el primer signo de un problema en la 

fermentacion. La disminucion del pH durante la fermentacion es debido a que 

Bacillus thuringiensis produce y excreta acidos a partir de glucosa y otras fuentes 

de carbono, los acidos que producen son: acido lactico, acetato, piruvato; los 

cuales pueden llegar a ser inhibidores del crecimiento de Bacillus thuringiensis, 

las disminuciones del pH en la fermentacion inhiben el crecimiento de la bacteria 

y de alguna manera influyen sobre la produccion de la espora y el cristal 

insecticida 3 4, conforme avanza el tiempo de fermentacion, el medio se alcaliniza, 

esto es debido a que existen mas protemas que carbohidratos en el caldo de 

fermentacion, cuya degradation de las primeras favorece la alcalinizacion por la 

excretion de aminoacidos 5 5. En la figura 6 se muestra la tendencia de pH en el 

crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis, las formulaciones P y P S 

superan los niveles maximos pero respecto a los niveles mlnimos reflejan 

valores cercanos al medio control; las formulaciones MLS y ML, muestran 

valores mas constantes, los cuales a nivel de procesos fermentativos a gran 

escala son mucho mas manejables. Algunos autores expresan que los patrones 
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de pH en las fermentaciones dependen principalmente del medio que esta 

siendo usado y del microorganismo que esta creciendo en e l 5 5 , es as i que los 

niveles bajos de ML y MLS son a consecuencia por las concentraciones altas de 

carbohidratos en la fecula de maiz y la levadura de cerveza deshidratada. 

De esta forma, por los resultados obtenidos en esta investigation, las 

formulaciones liquidas a base de fecula de maiz y levadura de cerveza 

deshidratada podrian ser consideradas alternativas costo-efectivas para la 

produccion de esporas de Bacillus thuringiensis var. israelensis a Jescala 

industrial, debido a su efecto en la concentracion final de esporas los cuales 

teoricamente son equivalentes a la cantidad de cristales proteinicos. Ademas de 

reportar valores de pH que son mas manejables para asegurar la viabilidad de 

los cristales. 
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VI. CONCLUSIONES 

S L a tasa de crecimiento de Bacillus thuringiensis var. israelensis en cada una 

de las formulaciones y el control, respectivamente, fue de 0,41 para los 

medios de cultivo MLS y CN, seguido por los medios de cultivo ML y P S con 

0,37; finalmente del medio de cultivo P con 0,34. 

s La concentracion final de esporas de Bacillus thuringiensis var. israelensis 

en los cuatro medios de cultivo con sustratos no convencionales y el medio 

control respectivamente fue de; 4,3x10 9 esp/ml con el medio MLS; 4,5x10 9 

esp/ml con el medio control (CN), los cuales no difieren significativamente 

(Tukey, p>0,05; a=0,05); por el contrario valores menores en los medios ML 

con 9,7x10 8 esp/ml, el medio P S con 8,1x10 8 esp/ml y finalmente el medio P 

con 6,6x10 8 esp/ml , a las 72 horas de fermentacion. 

S La presencia de las sales minerales en los medios de cultivo influyen en la 

production de esporas de Bacillus thuringiensis var. israelensis, pues existe 

diferencia significativa (p<0,05; oc=0,05) en la concentracion final de esporas 

entre los medios MLS y ML, de igual forma en los medios P S y P. 

s E l medio de cultivo que no muestra diferencia significativa en el pH es el 

medio de cultivo P respecto al medio control (CN) a las 72 horas de 

fermentacion y el medio de cultivo que muestra un rango de pH que no varia 

respecto al pH neutro durante la fermentacion es el medio de cultivo ML. 

S E l medio de cultivo MLS compuesto por fecula de maiz 2 g/L; levadura de 

cerveza deshidratada 8 g/L; F e S 0 4 . 7 H 2 0 0,05 g/L; M g S 0 4 . 7 H 2 0 0,03 g/ L; 

M n S 0 4 . H 2 0 0,02 g/L; Z n S 0 4 . 7 H z O 0,02 g/L; es el medio ideal para la 

fermentacion de Bacillus thuringiensis var. israelensis por presentar una 

mayor concentracion final de esporas al final de la fermentacion. 
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VII. RECOMENDACIONES 

1. Realizar investigaciones en escalamientos fermentativos, para incursionar 

mas en el uso de bioinsecticidas y reducir el impacto de los insecticidas 

quimicos. 

2. Realizar investigaciones para determinar la actividad toxica de los cristales 

de Bacillus thuringiensis var. israelensis, en larvas de insectos mas 

manejables respecto a la necesidad de oxigeno y turbulencia en los 

bioensayos in vitro. 

3. Realizar nuevas investigaciones para comprobar la actividad insecticida de 

Bacillus thuringiensis var. israelensis, sobre insectos plaga que atacan 

diversos cultivos y sobre insectos agentes de transmision de enfermedades. 

4. Realizar aislamientos de Bacillus thuringiensis autoctonos que demuestren 

mayor actividad insecticida. 
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Anexo 1 

Preparacion de colorantes y tincion de esporas 

Tincion Gram 

1. Se prepare una extension de bacteria y fijo suavemente al calor. 

2. Se aplico unas gotas de violeta de genciana por 30 segundos. 

3. Se dejo caer la solution anterior para colocar lugol por 30 segundos. 

4. S e lavo con agua destilada y decoloro con alcohol cetona dejandolo por 30 

segundos. 

5. S e lavo con agua destilada y aplico una solution contraste en este caso la 

Safranina durante 15 segundos. 

6. S e aclaro con agua destilada y seco cuidadosamente con papel y luego 

suavemente con calor. 

Preparacion del colorante Azul de Coomassie (1 L) 

1. S e disolvio 3 g de Azul de Coomassie en 450 mL de metanol. 

2. S e anadio 100 mL de acido acetico glacial en 450 mL de agua destilada. 

3. S e filtro la solution. 

Tincion de esporas (Coloracion con Azul de Coomassie) 

1. S e preparo una extension de bacterias y fijo suavemente al calor. 

2. S e aplico el colorante Azul de Coomassie cubriendo toda la su^erficie 

dejando reposar durante 5 minutos. 

3. S e enjuago con agua destilada y dejo secar. 

4. S e observo la preparacion al microscopio a 1000 X con aceite de inmersion. 

Tincion de esporas (coloracion con verde de malaquita) 

1. S e preparo una extension de bacterias y fijo suavemente al calor. 

2. S e aplico el colorante verde malaquita cubriendo toda la superficie dejando 

reposar por un minuto y se siguio la tincion con calor hasta la emisipn de 

vapores durante 5 - 1 0 minutos, se dejo enfriar. 

3. S e lavo con agua abundante y se dejo secar. 

4. S e aplico el colorante safranina durante dos minutos. 

5. S e lavo con agua y dejo secar. 

6. S e observo la preparacion al microscopio a 1000 X con aceite de inmersion. 
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Anexo 2 

Conteo directo por el Metodo de Breed 

Determination del campo microscopico 

- S e coloco el objetivo micrometrico en la platina del microscopio y se 

observo a 1000 X. 

- S e midio el diametro del campo microscopico, teniendo en cuenta que 

cada division del objetivo micrometrico mide 10 mm (= 0,01 mm = 0,001 

cm). 

- S e determino la superficie del campo microscopico con la siguiente 

formula: 

Superficie.CampoMicroscopico = 7rxr2 

Superficie.CampoMicroscopico = 3,1416 x (1 Oum)2 

Superficie.CampoMicroscopico = 314, \6um2 

Determination del Factor Microscopico (numero de campos 

microscopicos) 

- S e determino segun la siguiente formula: 

Superficie. Preparacion 
F.M = 

F.M = 

F.M = 

Superficie.CampoMicroscopico 
lcm2 

314,16tt/rc2 

lOOOOOOwm2 

3l4,16um2 

F.M =3183,1 

Conteo de esporas al microscopio 

- E n un portaobjetos limpio y desengrasado se marco un area de 1 cm 2 . S e 

invirtio la lamina. 

- S e deposito 0,01 mL (10 ul) del cultivo bacteriano y se extendio en el area 

maracda del portaobjetos y se dejo secar a temperatura ambiente. 

- S e fijo con calor y prosiguio con la coloration de esporas con Azul de 

Coomassie descrito en el Anexo 1. 

- Observar la preparacion al microscopio a 1000 X con aceite de inmersion. 
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- Realizar el conteo de 5 campos microscopicos como minimo y sacar el 

promedio, posteriormente aplicar la siguiente formula para la obtencion 

de la concentracion final de esporas/mL 

N°esporas I mL = Xesp I campo x FM x 100 x I.D 

Donde: 

X : Promedio de celulas 6 esporas por campo microscopico 

F.M : Factor microscopico, calculado segun el area del campo 

100 : Inverso del inoculo depositado en el portaobjeto (0,01 ml) 

I.D : In versa de la dilution (de ser el caso) 
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Anexo 3 

Analisis de Varianza del promedio final de la concentracion de esporas 

(esp/ml) de Bacillus thuringiensis var. israelensis por efecto de cuatro 

diferentes medios de cultivo (P, PS , ML y MLS) y su control (CN) 

respectivamente. 

H 0 = IH = u 2 = u 3 =u 4 

Ha=al menos una media es diferente 

Fuente G L 
Suma de 

cuadrados 

Media 

cuadratica 
Valor F Valor P 

Medios 

de 4 10,6601 2,66504 1499,61 0,000 

cultivo 

Error 10 0,0178 0,00178 

Total 14 10,6779 
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Anexo 4 

Prueba discriminatoria de Tukey (a=0,05) del promedio final de la 

concentracion de esporas (esp/ml) de Bacillus thuringiensis var. israelensis 

por efecto de cuatro diferentes medios de cultivo (P, PS, ML y MLS) y s u 

control (CN) respectivamente. 

Categoria Media estimada Grupos 

CN (Control) 4,5 x 10 9 A 

MLS 4,3 x 1 0 9 A 

ML 9,7 x 10 8 B 

PS 8,1 x 1 0 8 C 

P 6,6 x 10 8 n 
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Anexo 5 

Analisis de Varianza del pH final de Bacillus thuringiensis var. israelensis por 

efecto de cuatro diferentes medios de cultivo (P, PS , ML y MLS) y s u 

control (CN) respectivamente. 

H 0 = Ui = u 2 = u 3 =u 4 

Ha=al menos una media es diferente 

Fuente G L 
Suma de 

cuadrados 

Media 

cuadratica 
Valor F Valor P 

Medios 

de 4 5,9948 1,49870 1396,30 0,000 

cultivo 

Error 10 0,0107 0,00107 

Total 14 6,0055 

51 



Anexo 6 

Prueba discriminatoria de Tukey (a=0,05) del pH final de bacillus 

thuringiensis var. israelensis por efecto de cuatro diferentes medios de 

cultivo (P, PS , ML y MLS) y su control (CN) respectivamente. 

Categoria Media estimada Grupos 

CN (Control) 8,57 B 

MLS 8,09 ^ C 

ML 6,99 D 

PS 8,68 K 

P 8,59 B 

52 



Anexo 7 

Recuento de esporas de Bacillus thuringiensis var. israelensis en el medio de 

cultivo 1 (P) 

TIEMPO 

HORA 

R1 R2 R3 R4 R5 X I.O Esp/ml X 

esp/ml 

In x 

0 - - - - - - 1,2x104 1,2x10" 9,4 

6 49 42 46 36 43 43 - 1,4 x10' 

1,36x107 16,4 6 35 44 45 48 39 42 - 1,3x10' 1,36x107 16,4 

6 45 37 48 39 44 43 - 1,4 x10' 

1,36x107 16,4 

18 204 212 205 198 213 206 - 6,6 x10' 

6,55x107 18,0 18 214 208 196 211 213 208 - 6,6 x10' 6,55x107 18,0 

18 198 197 204 207 210 203 - 6,5x10' 

6,55x107 18,0 

24 103 116 106 102 115 108 10 3,4 x10" 

3,34x10" 19,6 24 98 105 112 109 102 105 10 3,3x10° 3,34x10" 19,6 

24 99 97 112 96 104 102 10 3,3x10" 

3,34x10" 19,6 

30 198 205 189 196 187 195 10 6,2 x10B 

6,37 x108 20,3 30 212 198 206 208 197 204,2 10 6,5x10 a 6,37 x108 20,3 

30 196 207 202 188 210 200,6 10 6,4x10" 

6,37 x108 20,3 

42 17 19 17 24 18 19 100 6,1 x10 B 

6,16 x108 20,2 42 15 16 19 20 23 19 100 6,1 x10" 6,16 x108 20,2 

42 17 18 21 22 23 20 100 6,4 x10 a 

6,16 x108 20,2 

48 19 25 21 23 17 21 100 6,7x10" 

6,68 x108 20,3 48 19 18 20 23 19 19,8 100 6,4 x10" 6,68 x108 20,3 

48 22 21 23 19 23 21,6 100 7,0x10" 

6,68 x108 20,3 

54 23 19 21 23 20 21 100 6,7x10" 

7,00 x108 20,4 54 25 18 19 23 24 22 100 7,0x10" 7,00 x108 20,4 

54 23 22 21 25 24 23 100 7,3x10" 

7,00 x108 20,4 

66 21 19 17 18 22 19 100 6,1 x10" 

6.79 x108 20,3 66 23 25 26 19 21 23 100 7,3x10" 6.79 x108 20,3 

66 21 25 24 18 21 22 100 7,0x10" 

6.79 x108 20,3 

72 21 16 18 23 19 19 100 6,1 x10" 

6,58 x108 20,3 72 24 18 21 22 19 21 100 6,7x10" 6,58 x108 20,3 

72 24 25 23 20 19 22 100 7,0 x10" 

6,58 x108 20,3 
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Anexo 8 

Recuento de esporas de Bacillus thuringiensis var. israelensis en el medio de 

cultivo 2 (PS) 

TIEMPO 

HORA 

R1 R2 R3 R4 R5 X I.D Esp/ml * 'i 
esp/ml 

In x 

0 - - - - - - 1,2x104 1,2x104 9,4 

6 56 63 67 58 56 60 - 1,9 x10 7 

1,25x107 16,3 6 64 52 56 61 58 58 - 1,9 x10 7 1,25x107 16,3 

6 53 57 62 60 57 58 - 1,8 x10 7 

1,25x107 16,3 

18 215 212 206 213 208 211 - 6,7 x10 7 

6,74x107 

i 
18,0 18 198 216 223 212 221 214 - 6,8 x10 7 6,74x107 

i 
18,0 

18 206 214 215 217 196 210 - 6,7 x10 7 

6,74x107 

i 
18,0 

24 115 106 119 105 112 111 10 3,5 x10 8 

3,61 x108 19,7 24 118 117 119 108 113 115 10 3,7 x10 8 3,61 x108 19,7 

24 103 115 118 117 116 114 10 3,6 x10 8 

3,61 x108 19,7 

30 215 213 208 211 216 212,6 10 6,8 x10 8 

6,84 x108 20,3 30 218 219 209 215 213 214,8 10 6,8 x10 8 6,84 x108 20,3 

30 221 218 213 216 217 217 10 6,9 x10 8 

6,84 x108 20,3 

42 27 28 25 29 27 27 100 8,6 x10 8 

8,28 x108 20,5 42 29 24 26 27 21 25 100 8,0 x10 8 8,28 x108 20,5 

42 24 26 28 25 27 26 100 8,3 x10 8 

8,28 x108 20,5 

48 27 25 32 28 27 27,8 100 8,9 x10 8 

8,59 x108 20,6 48 26 27 25 28 29 27 100 8,6 x10 8 8,59 x108 20,6 

48 26 25 26 25 27 25,8 100 8,3 x10 8 

8,59 x108 20,6 

54 26 28 25 29 27 27 100 8,6 x10 8 

8,49 x108 20,6 54 28 24 26 26 28 26 100 8,3 x10 8 8,49 x108 20,6 

54 27 29 27 28 26 27 100 8,6 x10 8 

8,49 x108 20,6 

66 23 27 28 29 24 26 100 8,3 x10 8 

8,07 x108 20,5 66 19 22 23 27 28 24 100 7,6 x10 8 8,07 x108 20,5 

66 26 26 28 24 25 26 100 8,3 x10 8 

8,07 x108 20,5 

72 24 23 26 27 25 25 100 8,0 x10 8 

8,1 x108 20,5 72 26 28 25 23 27 26 100 8,3 x10 8 8,1 x108 20,5 

72 24 23 27 25 26 25 100 8,0 x10 8 

8,1 x108 20,5 
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Anexo 9 

Recuento de esporas de Bacillus thuringiensis var. israelensis en el medio de 

cultivo 3 (ML) 

TIEMPO 

HORA 

R1 R2 R3 R4 R5 X I.D Esp/ml X 

esp/ml 

In x 

0 - - - - - - 1,2x104 1,2x104 9,4 

6 48 51 44 43 47 47 - 1,5 x10 7 

1,46x107 16,5 6 47 39 50 41 45 44 - 1,4 x10 7 1,46x107 16,5 

6 46 50 49 51 41 47 - 1,5 x10 7 

1,46x107 16,5 

18 219 198 211 215 214 211 - 6,7 x10 7 

6,69x107 18,0 18 214 215 221 196 213 212 - 6,8 x10 7 6,69x107 18,0 

18 205 212 214 198 208 207 - 6,6 x10 7 

6,69x107 18,0 

24 114 115 119 106 117 114 10 3,6 x10 8 

3,64 x108 19,7 24 117 116 108 105 118 113 10 3,6 x10 8 3,64 x108 19,7 

24 116 115 110 121 117 116 10 3,7 x10 8 

3,64 x108 19,7 

30 226 218 221 217 225 221,4 10 7,0 x10 8 

7,13 x108 20,4 30 218 229 231 225 233 227,2 10 7,2 x10 8 7,13 x108 20,4 

30 216 219 224 228 231 223,6 10 7,1 X108 

7,13 x108 20,4 

42 32 36 35 43 39 37 100 1,2x109 

1,2 x109 20,9 42 39 41 36 42 37 39 100 1,2 x10 9 1,2 x109 20,9 

42 41 38 39 36 42 39 100 1,2 x10 9 

1,2 x109 20,9 

48 31 29 34 32 31 31,4 100 9,9 x10 8 

1,03 x109 20,8 48 36 36 35 29 33 33,8 100 1,1 x10 9 1,03 x109 20,8 

48 28 32 36 29 35 32 100 1,0 x10 9 

1,03 x109 20,8 

54 32 31 29 28 34 31 100 9,9 x10 8 

9,87 x108 20,7 54 28 27 32 34 29 30 100 9,6 x10 8 9,87 x108 20,7 

54 32 28 35 32 32 32 100 1,0 x10 9 

9,87 x108 20,7 

66 32 33 27 28 29 30 100 9,6 x10 8 

9,66 x108 20,7 66 27 29 32 26 32 29 100 9,2 x10 8 9,66 x108 20,7 

66 32 35 32 31 29 32 100 1,0 x10 9 

9,66 x108 20,7 

72 28 29 32 35 36 32 100 1,0 x10 9 

9,7 x108 20,7 72 29 27 26 33 35 30 100 9,6 x10 8 9,7 x108 20,7 

72 29 26 31 30 28 29 100 9,2 x10 8 

9,7 x108 20,7 

55 



Anexo 10 

Recuento de esporas de Bacillus thuringiensis var. israelensis en el medio de 

cultivo 4 (MLS) 

TIEMPO 

HORA 

R1 R2 R3 R4 R5 X I.D Esp/ml X 

esp/ml 

In x 

0 
" 

- - - - - - 1,2x104 1,2x104 9,4 

6 46 52 51 49 53 50 - 1,6 x10 7 

1,60x107 

I 

16,6 6 49 51 53 54 48 51 - 1,6 x10 7 1,60x107 

I 

16,6 

6 47 49 48 54 52 50 - 1,6 x10 7 

1,60x107 

I 

16,6 

18 223 227 231 232 228 228 - 7,3 x10 7 

7,35x107 18,1 18 227 234 233 226 229 230 - 7,3 x10 7 7,35x107 18,1 

18 229 233 241 236 235 235 - 7,5 x10 7 

7,35x107 18,1 

24 125 128 119 132 121 125 10 4,0 x10 8 

4,08 x108 19,8 24 119 127 124 133 131 127 10 4,0 x10 s 4,08 x108 19,8 

24 134 135 128 137 129 133 10 4,2 x10 8 

4,08 x108 19,8 

30 238 242 256 248 245 245,8 10 7,8 x10 8 

7,82 x108 20,5 30 249 253 248 251 246 249,4 10 7,9 x10 8 7,82 x108 20,5 

30 238 243 247 239 241 241,6 10 7,7 x10 8 

7,82 x108 20,5 

42 82 91 87 93 80 87 100 2,8x109 

2,72 x109 21,7 42 78 85 92 87 88 86 100 2,7 x10 9 2,72 x109 21,7 

42 79 87 89 78 84 83 100 2,6 x10 9 

2,72 x109 21,7 

48 125 127 133 135 133 130,6 100 4,2 x10 9 

4,17 x109 22,2 48 134 135 128 132 136 133 100 4,2 x10 9 4,17 x109 22,2 

48 125 129 132 127 130 128,6 100 4,1 x10 9 

4,17 x109 22,2 

54 134 135 132 136 132 134 100 4,3 x10 9 

4,23 x109 22,2 54 133 129 134 132 133 132 100 4,2 x10 9 4,23 x109 22,2 

54 128 134 134 133 135 133 100 4,2 x10 9 

4,23 x109 22,2 

66 135 142 139 132 136 137 100 4,4 x10 9 

4,32 x109 22,2 66 132 135 136 138 139 136 100 4,3 x10 9 4,32 x109 22,2 

66 132 134 135 134 135 134 100 4,3 x10 9 

4,32 x109 22,2 

72 134 135 138 137 136 136 100 4,3 x10 9 

4,3 x109 22,2 72 129 136 128 134 136 133 100 4,2 x10 9 4,3 x109 22,2 

72 136 128 132 137 135 134 100 4,3 x10 9 

4,3 x109 22,2 
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Anexo 11 

Recuento de esporas de Bacillus thuringiensis var. israelensis en el medio de 

cultivo 5 (CN) 

TIEMPO 

HORA 

R1 R2 R3 R4 R5 X I.D Esp/ml X 

esp/ml 

In x 

0 
" 

- - - - - - 1,2x104 1,2x104 9,4 

6 62 58 63 58 49 58 - 1,9 x10 7 

1,91x107 16,8 6 61 68 57 55 66 61 - 2,0 x10 7 1,91x107 16,8 

6 63 55 63 67 57 61 - 1,9 x10 7 

1,91x107 16,8 

18 239 247 245 238 233 240 - 7,6 x10 7 

7,74x107 18,2 18 248 242 251 247 245 247 - 7,9 x10 7 7,74x107 18,2 

18 238 245 248 241 242 243 - 7,7 X107 

7,74x107 18,2 

24 129 134 137 145 136 136 10 4,3 x10 8 

4,44 x108 19,9 24 136 142 139 143 137 139 10 4,4 x10 8 4,44 x108 19,9 

24 142 145 147 139 146 144 10 4,6 x10 8 

4,44 x108 19,9 

30 256 258 263 265 260 260,4 10 8,3 x10 8 

8,35 x108 20,5 30 257 259 265 263 268 262,4 10 8,3 x10 8 8,35 x108 20,5 

30 267 262 268 266 263 265,2 10 8,4 x10 8 

8,35 x108 20,5 

42 78 85 87 92 96 88 100 2,8x109 

2,85 x109 21,8 42 94 91 86 89 90 90 100 2,9 x10 9 2,85 x109 21,8 

42 89 92 94 87 95 91 100 2,9 x10 9 

2,85 x109 21,8 

48 134 136 129 137 142 135,6 100 4,3 x10 9 

4,29 x109 22,2 48 131 141 136 133 135 135,2 100 4,3 x10 9 4,29 x109 22,2 

48 132 136 128 133 134 132,6 100 4,2 x10 9 

4,29 x109 22,2 

54 135 132 142 136 137 136 100 4,3 x10 9 

4,38 x109 22,2 54 142 143 138 139 136 140 100 4,5 x10 9 4,38 x109 22,2 

54 139 140 135 136 137 137 100 4,4 x10 9 

4,38 x109 22,2 

66 143 142 139 140 138 140 100 4,5 x10 9 

4,45 x109 22,2 66 142 145 138 139 141 141 100 4,5 x10 9 4,45 x109 22,2 

66 138 139 139 138 136 138 100 4,4 x10 9 

4,45 x109 22,2 

72 141 143 139 143 138 141 100 4,5 x10 9 

4,5 x109 22,2 72 145 142 138 147 145 143 100 4,6 x10 9 4,5 x109 22,2 

72 138 136 142 145 139 140 100 4,5 x10 9 

4,5 x109 22,2 
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ANEXO 12 

Determinacion del pH del medio de cultivo 1 (P) 

T I E M P O 0 6 18 24 30 4 2 4 8 54 66 7 2 

pH 1 7,40 6,08 7,56 7,99 8,05 8,44 8,54 8,54 8,49 8,56 

p H 2 7,40 6,50 7,85 8,13 8 ,22 8,52 8 ,61 8,60 8,56 8 ,61 

p H 3 7,40 6,45 7,97 8,16 8,27 8,54 8 ,61 8,59 8,57 8,59 

p H x 7,40 6,34 7,79 8,09 8,18 8,50 8,59 8,58 8 ,54 8 ,59 

ANEXO 13 

Determinacion del pH del medio de cultivo 2 (PS) 

T I E M P O 0 6 18 24 30 4 2 4 8 54 66 7 2 

p H l 7,40 6,59 7,97 8,19 8,32 8,60 8,66 8,69 8,62 8,68 

p H 2 7,40 6,63 7,97 8,26 8 ,32 8,57 8,66 8,66 8,62 8,68 

p H 3 7,40 6,64 8,05 8,25 8,34 8,62 8,66 8,67 8,60 8,67 

p H x 7,40 6,62 8,00 8,23 8 ,33 8,60 8,66 8,67 8 ,61 8,68 

ANEXO 14 

Determinacion del pH del medio de cultivo 3 (ML) 

T I E M P O 0 6 18 24 30 4 2 4 8 54 66 7 2 

pH 1 7,40 6,10 5,55 5,70 6,65 6,95 6 ,91 7,05 6,95 7 ,01 

p H 2 7,40 6,04 5,62 6,98 7,16 7,04 6 ,91 6,98 6,96 6,98 

p H 3 7,40 6,04 6,39 7,14 7,18 6,95 6,89 6 ,91 6,88 6,97 

pHx 7,40 6,06 5,85 6 ,61 7,00 6,98 6,90 6,98 6,93 6,99 

ANEXO 15 

Determinacion del pH del medio de cultivo 4 (MLS) 
L 

T I E M P O 0 6 18 24 30 4 2 4 8 54 66 7 2 

p H l 7,40 5,99 7,43 7,66 7,74 7,59 7,79 7,93 8,05 8,09 

p H 2 7,40 5,93 7,39 7,65 7,68 7,55 7,74 7 ,82 7,96 8,04 

p H 3 7,40 5,90 7 ,51 7,70 7 ,71 7,99 8 ,02 8,12 8,07 8 ,15 

pHx 7,40 5,94 7,44 7,67 7 ,71 7 ,71 7,85 7,96 8 ,03 8 ,09 
I 

ANEXO 16 

Determinacion del pH del medio de cultivo 5 (CN) 

T I E M P O 0 6 18 24 30 4 2 4 8 54 66 7 2 

P h i 7,40 6,78 7 ,71 7,90 8,05 8,27 8 ,42 8,46 8,50 8,54 

P h 2 7,40 6,79 7 ,71 7,85 8 ,01 8,23 8 ,41 8,43 8,47 8 , 6 1 

P h 3 7,40 6,83 7,77 7 ,91 8,07 8,29 8,45 8 ,51 8,60 8,57 

ph x 7,40 6,80 7,73 7,89 8,04 8,26 8,43 8,47 8 ,52 8,57 
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Anexo 17 

Fiujograma del proceso de fermentacion de Bacillus thuringiensis var. 

israelensis. 

Cultivo 
puro de 
Bti en 
Agar 

Nutritivo. 

Preparacion de 
los medios de 
cultivo para la 

fermentacion de 
Bti. 

Recuento 
de esporas 

de Bti. 

Ajuste de pH de 
cada medio de 

cultivo. 

Inoculacion de 
cada medio de 

cultivo con 
cultivo puro de 

Bti. 

Fermentacion de 
Bti en diferentes 

medios de 
cultivo. 
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d i f e r e n t e s 
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cu l t i vo a l a s 
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f e r m e n t a c i o n . 
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Anexo 18 

Observaciones microscopicas de Bacillus thuringiensis var. israelensis 

Observation 
microscopica del 
crecimiento de Bti 
en el medio MLS a 

las 6 h de 
fermentacion. 

Observation 
microscopica del 
crecimiento de Bti 

en el medio PS a las 
6 h de fermentacion. 

Observation 
microscopica del 

crecimiento de Bti 
en el medio CN 

(control) a las 6 h de 
fermentacion. 
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Observacion 
microscopica de Bti 

en la fase de 
transicion en el 

medio PS a las 24 h 
de fermentacion. 

Observacion 
microscopica de Bti 

en la fase de 
transicion en el 

medio MLS a las 30 
h de fermentacion. 

Observacion 
microscopica de Bti 

en la fase de 
transicion en el 

medio CN (control) a 
las 30 h de 

fermentacion. 
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Observation 
microscopica de Bti 

en la fase de 
esporulacion en el 
medio PS a las 30 h 

de fermentacion. 

Observation 
microscopica de Bti 

en la fase de 
esporulacion en el 
medio MLS a las 42 
h de fermentacion. 

Observation 
microscopica de Bti 

en la fase de 
esporulacion en el 

medio CN (control) a 
las 42 h de 

fermentacion. 
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Observacion 
microscopica de Bti 
en el medio PS a las 

72 h de 
fermentacion. 

Observacion 
microscopica de Bti 
en el medio MLS a 

las 72 h de 
fermentacion. 

Observacion 
microscopica de Bti 

en el medio CN 
(control) a las 72 h 
de fermentacion. 
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Esporas de Bacillus thuringiensis var. israelensis a las 72 h de fermentacion 

(coloracion con Verde de Malaquita) 

(coloracion con Azul de Coomassie) 

Esporas y cristales 
de Bacillus 

thuringiensis MAT. 
israelensis a las 72 h 

de fermentacion 
observado en un 
Microscopio de 

contraste de fases 
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Anexo 19 

MATRIZ DE CONSISTECIA 

Titulo: Formulacion de medios de cultivo y su efecto en la produccion de esporas de Bacillus thuringiensis var. israelensis. 

Huanuco, 2015. 

Problema Objetivos Hipotesis Variable Marco Teorico Metodologia 
GENERAL: 

^Cual sera el efecto 
de las formulaciones 
de medios de cultivo 
en la produccion de 
esporas de Bacillus 
thuringiensis var. 
israelensis? 

GENERAL: 

Evaluar la formulacion de 
medios de cultivo y su 
efecto en la produccion de 
esporas de Bacillus 
thuringiensis var. 
israelensis. 

ESPECIFICOS: 
Formular medios de 
cultivo para la 
produccion de esporas 
de Bacillus 
thuringiensis var. 
israelensis. 

Evaluar los medios de 
cultivo en la produccion 
de esporas de Bacillus 
thuringiensis var. 
israelensis. 

La formulacion de 
medio de cultivo 
optimo permiten 
una mayor 
produccion de 
esporas de 
Bacillus 
thuringiensis var. 
israelensis a nivel 
de laboratorio. 

VARIABLE 
INDEPENDIENTE: 

- Formulacion de medios 
de cultivo. 

Indicadores: 
- Composition 

nutritional. 
VARIABLE 
DEPENDIENTE 
- Producci6n de esporas 

de Bacillus thuringiensis 
var. israelensis. 

Indicadores: 
- Cuantificaci6n de 

esporas/ml. 
- Cinetica de crecimiento. 

Control biologico. TIPO DE 
Bacillus INVESTIGACION 
thuringiensis. 
Bacillus - Basica 
thuringiensis var. 
israelensis. NIVEL DE 
Metabolismo. INVESTIGACION 
Mecanismo de 
acci6n. - Experimental 
Condiciones de 
crecimiento. METODO 
Requerimientos 
nutricionales. - Experimental 

MUESTRA 
Bacillus 
thuringiensis var. 
israelensis. 

INSTRUMENTOS 

- Estufa 
- Autoclave 
- Potenciometro 
- Microscopio 
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