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RESUMEN

La presente investigacion, consistié en demostrar el efecto del pH y temperatura en sanguaza
para la produccién de endotoxina Cry de Bacillus thuringiensis como biopesticida. La unidad
muestral fue conformada por 500 mililitros de sanguaza por cada tratamiento con la finalidad
de incrementar el crecimiento y desarrollo de la bacteria. Para llevar acabo los experimentos
se utilizaron 4 biorreactores, uno con capacidad de 5L donde se preparé el medio de cultivo
con sanguaza y los tres restantes con capacidad de 1L para someter a la bacteria a las
condiciones de estrés previamente establecidas. Este trabajo de investigacion requiri6 de un
diseno factorial, cuyas variables manipuladas consistieron de dos niveles cada una; el pH
(6,8) y de temperaturas (25, 35 y 45), las cuales fueron combinadas, obteniéndose un total
de 6 experimentos a los cuales se le realizé tres repeticiones. Para el andlisis estadistico se
utiliz6 el ANOVA de dos factores con la finalidad de determinar que variables o
combinaciones influyen, en la produccion de la endotoxina Cry. Asi mismo, se realizo las
pruebas post hoc para identificar qué nivel de temperatura era el mas Optimo para la
produccion de la endotoxina Cry. Por tanto, se llegd a determinar, que en un pH 6 y en una
temperatura de 35°C, se obtiene la maxima produccién, cuyo valor aproximado es de
497.3*%10° UE/ml. En conclusion, se llegd a demostrar que efectivamente existe influencia
por parte de las variables independientes en la produccion de la endotoxina Cry, utilizando

la sanguaza como tratamiento.

Palabras claves: Sanguaza, Endotoxina Cry, Bacillus thuringiensis.



ABSTRACT

The present investigation consisted of establishing the pH effect and temperature on blood
for the production of Cry endotoxin from Bacillus thuringiensis as a biopesticide. The
sample unit was made up of 500 milliliters of blood for each treatment in order to increase
the growth and development of the bacteria. To carry out the experiments, 4 bioreactors were
used, one with a capacity of 5L where the culture medium was prepared with bloodletting
and the remaining three with a capacity of 1L to subject the bacteria to the previously
established stress conditions. This research work required a factorial design, whose
manipulated variables consisted of a pH (6.8) and temperatures (25, 35 and 45), which were
combined, obtaining a total of 6 experiments which were performed Three repetitions For
the statistical analysis, the bifactorial ANOVA was used in order to determine which
variables or combinations influence the production of the Cry endotoxin. Likewise, post hoc
tests were performed to identify which temperature level was the most optimal for the
production of Cry endotoxin. Therefore, it was determined that at a pH 6 and at a temperature
of 35 ° C, maximum production is obtained, whose approximate value is 497.3*10° UE / ml.
In conclusion, it was demonstrated that there is indeed influence on the part of the

independent variables in the production of the Cry endotoxin, using blood as treatment.

Keywords: Sanguaza, Cry Endotoxin, Bacillus thuringiensis



I.  INTRODUCCION

En los ultimos afios ha habido un interés creciente en los efluentes provenientes de las plantas
de produccion de harina y aceite de pescado, pues generan contaminacion por su alto contenido
en sangre, pelusa, grasas, y otros (Paredes, 2014, p. 74). Los parametros fisicos, quimicos y
bioldgicos, que contiene el agua, al ser excedidos causan dafos en la salud y al ambiente (Muiioz,
2017, p. 287). Por otra parte, la presencia en exceso de restos de desechos en el agua ocasiona un
incremento de nutrientes, provocando pérdidas por la eutrofizacion y muerte de especies marinas.
Particularmente en México en la bahia de Guaymas, al afio se vierten 8 756 ton de residuos
solidos que aproximadamente son 120 mil toneladas de sanguaza o agua de cola, que provoca la
degradacion de sus recursos naturales (FAO,210, p. 57). Asi mismo el Per también tiene este
problema y esto lo demuestra Pisco y Paracas donde existen centros de elaboracion de harina de
pescado, conjuntamente desechos liquidos urbanos, municipales y en menor sector agricola, es
indudable que la contaminacion de la bahia este ocasionando problemas ecoldgicos, econdémicos

y sociales (Mufioz, 1996 , p.2).

Esta misma realidad presenta el puerto Malabrigo, en la provincia de Ascope, donde alberga
a varias empresas pesqueras que generan desechos y sanguaza que son arrojados, los cuales
ocasionan grandes dafios ya que muchas veces no hay una buena disposicion de este tipo de

residuos, por lo que se busca que pasen por un previo tratamiento (Zabaleta, 2010, p19).

La sanguaza se genera como parte de distintos procesos que siguen las empresas en la
industria pesquera, la cual contiene gran cantidad de proteinas, grasas, etc. Esta al ser vertida
libremente genera contaminacion del agua ya que al no estar tratada puede causar dafios como
muertes de especies marinas, ecosistemas (Robles, 2005, p. 2-54), cuando atn este residuo puede

ser aprovechado por los nutrientes que la componen.

Esto lo demuestra SELLAMUTHU. Balasubramanian y RAJESHWAR, Tyagi,
pertenecientes a los Institut National De La Recherche Scientifique y INRS-ETE (2017)
respectivamente, presentan su estudio “Biopesticide production from solid wastes”, donde
aprovecha los nutrientes de los residuos para la produccioén de un biopesticida usando Bacillus
thurigiensis, ademds discute acerca de la viabilidad de este tipo de proyectos, mencionando que

si el reemplazo del medio sintético por residuos solidos, el costo de produccion se puede reducir



y aumentar los beneficios. Este estudio hace referencia al que se realiz6 utilizando desechos
s6lidos de cocina en fermentacion en estado sélido. El medio de cultivo 6ptimo se hizo con
residuos de cocina (55.21%), salvado de trigo (22.08%), polvo de torta de soja (11.04%), cascaras
de grano (11.04%) e iones mixtos (0.63%). Estas condiciones optimizadas después de 48 h
revelaron un recuento de esporas de 5.0 *10 '* cfu/g y 15,200 UI / mg de cristales, mientras que
un medio sintético reveld un conteo de esporas de 2,51 10'° cfu/g y 12,900 Ul / mg de cristales,

concluyendo con que este era un método alternativo para la eliminacion de residuos solidos.

Otros estudios como “Use de cooffe husk waste for production of biopesticides for mosquito
control ” realizado por SUBBIAH Poopathi y CHINNASAMY, Mani (2015) demuestra que en
dichos residuos se acumulan hidratos de carbono (carbono y nitrogeno), por lo que fue usado
como extracto para B y BTI para la produccion de toxinas mosquitocidal, los bioensayos de B y
BTTI toxinas contra larvas de mosquitos en este trabajo mostraron una toxicidad considerable, es
evidente a partir del modo de accion de las toxinas que la toxicidad se debe a la union de las
toxinas de cristal activos a receptores especificos presente en la membrana del borde del cepillo
del intestino medio larvario. Las toxinas de cristal de complejo espora / cristal son ingeridos
inicialmente, junto con los materiales alimenticios, por las larvas de mosquitos, y después de la
solubilizacién y la escision proteolitica, la toxina activado interact@ia con intestino medio epi-
thelium, lo que lleva a la muerte de las larvas. Y, por lo tanto, los resultados de los bioensayos
sugieren que las toxinas producidas a partir de CHW tuvieron toxicidad larvicida similar a la de

un medio convencional, siguiendo el modo habitual de accion.

En Espafia, BALLARDOS, Cindy. et.al, en su investigacion “A novel strategy for producing
compost with enhancced biopesticide properties thorough solid-state fermentation of biowaste
and inoculation with Bacillus thuringiensis “”(2017), aplic6 la fermentacion en estado solido de
residuos biodegradables de residuos s6lidos urbanos a escala de laboratorio para su uso como
sustrato para Bacilo turingiensico ( Bt), en crecimiento en condiciones no estériles en un reactor
de 10 L, estableciendo un proceso semicontinuo produciendo un material de compostaje como
organico estabilizado enriquecido con Bt adecuados para uso como una enmienda del suelo,
obteniendo como resultado en el material final las concentraciones de 1.7*10"-2.2*107 and
1.3*#107-2.1*10” CFU g-1 para las células y esporas viables de Bt, respectivamente, confirmando
asi que el material de compostaje enriquecido con Bt con potenciales propiedades biopesticidas

puede ser producido a partir de residuos bioldgicos no estéril.



Asi mismo segin CARBALLAR, Rebeca, et. all, (2014), presentan su estudio “Use of spent
mushroom substrate for production of Bacillus thuringiensis by solid-state fermentation”, donde
su objetivo fue explorar distintos medios para la produccién en masa de Bacillus thuringiensis
(Bt) mediante fermentacion en estado so6lido, dando uso a un subproducto agroindustrial, el
sustrato de hongos gastados (SMS), obteniendo como medio de cultivo éptimo el compuesto por
10gr SMS, 0.3 gr CaCO3, 25 ml de agua destilada, 4 gr de trigo de soya, 0.2 gr de levadura y
1% de sales inorganicas (solucion madre: 2,03 g / litro de MgCl2, 1,02 g/ litro de CaCl2y 0,1 g
/ litro de MnCI2). Llevandolo a gran escala y a condiciones de pH 7.2 y temperatura de 32°C,
obteniendo como resultado 1487 (unidades toxicas internacionales) IU/mg que es equivalente a
8 643 917 1U/ ml, demostrando con la produccion en masa que el SMS es un sustrato rentable

potencial para el cultivo de Bt.

ZABALETA, Gina. en su tesis “Evaluacion de la capacidad biocida de Bacillus thuringiensis
h-14 var. israelensis cultivado en sanguaza sobre larvas de Aedes aegypti en el distrito de Laredo
la Libertad — Peru, 2010, elabord un bioinsecticida usando la sanguaza como sustrato para la
bacteria, esta fue recogida de las industrias de harina de pescado del puerto “Malabrigo”, y en el
Laboratorio de Microbiologia determinaron su estructura quimica y conservo por helamiento (-
20 °C) por un tiempo aproximado de 5 dias; posteriormente se prepard en base a un medio de
produccion en el que se agrego sanguaza en sustitucion de la fuente nitrogenada, la cual diluyeron
a 10% v/v, con un pH de 7.0 con NaOH 1 N, y el medio esterilizado en autoclave (121°C/1
atm/15 min.), se inoculd la Bacillus thuringiensis a 170 ml de la suspension estandar, en el
biorreactor, luego se llevaron a agitacion y aireacion constante durante 48 horas a temperatura
de (30°C). Donde concluyeron que el bioinsecticida conseguido usando sanguaza muestra una
alta capacidad biocida, con un 100% de mortalidad larval de A. aegypti en condiciones de

laboratorio y en campo simulado en 24 horas.

Asi mismo los cultivos extensivos para controlar las plagas como los lepiddpteros usan
insecticidas quimicos, causando peligros ambientales por ello la Bacillus thuringiensis es una
alternativa ya que tiene un espectro particular de toxicidad para un rango de insectos (Sauka y
Benitende, 2017, p. 274), ademads, se encuentra en el suelo, polvo almacenado y las hébitas de

nsectos.



Para eso es necesario tener conocimiento de sus caracteristicas para tomar las decisiones
adecuadas con respecto a su manejo y condiciones a someter; pues la Bacillus thuringiensis es
una bacteria Gram positivo, por lo que segun (Mora,2012, p.26) la tinciéon gram es un tipo de
tincion que permite diferenciar las bacterias segun sus caracteristicas morfologicas, los
fundamentos de la diferenciacion son que la tincidon gram positivo tiene un componente que es
el peptidoglucano que constituye la pared celular formando una gruesa capa, mientras que la
tincion gram negativo contiene una capa delgada. Cuyo tamafio oscila entre 1 a 1.2 micrometros
de ancho y de 3 a 5 micrémetros de largo (Portela, Chaparro y Lopez, 2013, p. 88). Con respecto
a su alimentacion puede degradar la glucosa, fructosa, trealosa, maltosa y ribosa, usandola como
su fuente de carbono y de hidrolizar gelatina, glucégeno, esculina y N-acetil-glucosamina como
su fuente de nitrogeno. Estos nutrientes generan el crecimiento de la bacteria y la produccion de
las proteinas denominadas Cry (del inglés, Crystal), que surgen del proceso de esporulacion

(Suka, Benidente,2008, p. 125).

Es por eso que el ciclo de vida de la Bacillus thuringiensis esta marcado por dos procesos
simultaneos, siendo el primer proceso las etapas de desarrollo de la bacteria, donde necesita de
ciertas condiciones Optimas para su adecuado desarrollo; y de acuerdo a antecedentes rescatan a
la temperatura como un factor principal, mencionando que la adecuada esta en un rango de 26 y
30°C y aun pH neutro, pero, BUITRAGO (citado en Portela, Chaparro y Lopez, 2013, p. 90-91)
nos menciona que las condiciones necesarias son una temperatura entre 27-35°C y un pH de 6.8
a 7.2; sin embargo, Vargas Franklin et. al (2001) obtuvo como resultado que a un pH 9 un mejor
crecimiento de la Bacillus thuringiensis H-14 Var Israelensis (p.2); teniendo asi dos rangos que

se requiere mas pruebas para determinar el ideal.

El proceso inicia con la germinacion de esporas donde las células expresan enzimas
extracelulares, le sigue la etapa de crecimiento donde la bacteria se multiplica aprovechando los
nutrientes disponibles, como tercera etapa tenemos la transicion de la fase vegetativa a la fase de
esporulacion, como reaccion a la disminucion de nutrientes haciendo que el modelo de genes
cambie para afrontar un medio adverso, esta accion se debe a las proteasas extracelulares y por
ultimo tenemos la etapa de esporulacion, este es el otro proceso, que consiste en la creacion de
esporas y sintesis de los cristales parasporales, denominados Cry, en esta fase la célula es
denominada esporangio y estd compuesta de dos compartimentos: la célula madre y preespora,

que durante el proceso de maduracion se envuelve de dos capas, el cortex al interior y la cubierta
6



al exterior; el ciclo termina con la fase litica, donde el cristal ubicado en el interior del esporangio

y fuera del exosporio de la espora son liberados (Realpe., Montoya, y Orduz, 1998, p. 15).

Pero la produccion de la endotoxina con lleva otro subproceso mas complejo y que depende

de ciertos factores.

La endotoxina Cry es la causante de la toxicidad de la B. thuringiensis, denominada también
como cuerpo parasporal o cristal proteico, como ya antes se habia mencionado se produce en la
etapa de esporulacion, alcanzando su nivel maximo de biosintesis entre 4 y 8 horas (Realpe.,
Montoya, y Orduz, 1998, p. 17). Su principal ventaja es ser altamente especifica para los insectos,
siendo inofensivos para los humanos, vertebrados y las plantas, ademdas de ser completamente

biodegradables (Bravo, 2017, p. 98).

Su proceso de produccion inicia justo cuando la célula bacteriana, denominada esporangio,
termina su fase vegetativa conteniendo dos cromosomas, las cuales se condensan y se da la
formacion de filamentos axiales, que no son mas que flagelos, luego sigue con la formacion de
la pared de la preespora genera dos secciones donde se separa el DNA, el de la espora y el de la
cé¢lula madre. Como tercera fase tenemos el proceso de cubrimiento con la intervencion de los
mesosomas, donde se da la primera aparicion de la inclusion ovoide, es decir la capa de la célula
madre crece hasta formarse con la capa del esporangio y quedar libre en el citoplasma, también

tenemos la aparicion del cristal paraesporal y la generacion de la preespora.(Hernandez,2014,

p.7)

Las siguientes fases (IV al VI) es la formacion del exosporio, pared celular, corteza y cubiertas
de la espora acompanado de la evolucion del nucleoide de la espora. Finalmente, en la etapa VII
se da la maduracioén de las esporas, la endotoxina Cry se situa dentro del esporangio y al ultimar

el proceso de maduracion de esporas son expuestos al medio de cultivo (Hernandez, 2014, p. 7).

Estas endotoxinas se encuentran en estado inactivo, pero, al ser ingeridas por los insectos, su
capa protectora se solubiliza, esto es debido al pH alcalino del sistema digestivo del insecto. Por
consiguiente, la endotoxina se activa atrayendo a receptores, que al unirse con esta genera poros
en la membrana del sistema digestivo del insecto, permitiendo el paso de iones (Soberon et al.

2017, p.304) (Suzanne et al. 2001, p. 70) (Hussain et al. 2011, p. 145).; como: K, dandose asi



una descompensacion osmotica y luego la muerte (Castafiet y Moreno, 2016, p. 38) (Portela,

Chaparro y Lopez, 2013, p. 89)

Pero la actividad toxica depende de su composicion, la cual puede variar, es decir que actuan
especificamente contra ciertas especies de insectos, entre las cudles tenemos que segin su
toxicidad es dual, tanto para larvas de lepidopteros y coledpteros. Teniendo que su composicion
proteica depende del contenido del medio de cultivo y de las condiciones de crecimiento
utilizadas. Por ello pueden generar ciertos factores limitantes que afecten la produccion de

endotoxina Cry (Hernandez,2014, p.2-16).

Las proteasas extracelulares cabe resaltar, son las que se presentan en mayor volumen segin
Papagianni (2017) quien también las denomina como enzimas microbianas, las cuales se secretan
de forma logaritmica en la etapa de crecimiento, estas enzimas son un elemento clave para la
formacion de endotoxina Cry, pues entre sus funciones tenemos el recambio de proteinas, que se
da en la etapa de transicion, donde la célula se adapta a las nuevas condiciones del medio y como

respuesta se da la formacion de la endotoxina (Ferrero, 1995, p. 6-10).

Otra de sus funciones es sintetizar los nutrientes en el medio de cultivo para usarlo como
fuente de nitrégeno y aminodcidos, y puedan ser absorbidas por la bacteria (Ferrero,1995, p. 8);
estos nutrientes son necesarios para formar la espora y cristal proteico, por lo que su actividad

afecta a la virulencia y capa de las esporas.

Por esos motivos se le considera un factor de suma importancia y su produccion en la fase de
crecimiento se encuentran fuertemente influenciado por la composicion del medio de cultivo, asi
como la relacion de Carbono/Nitrogeno, los iones metalicos, azucares, temperatura, fuerza idonica

y pH, debido a que son liberadas al medio de crecimiento de la bacteria (Brar, et al, 2007, p.774).

Parametros fisicos, investigaciones como las de Herndndez, Christian (2014) mencionan que
los factores que debemos tener en cuenta son los siguientes: La oxigenacion, que en condiciones
de saturacion de oxigeno las densidades celulares aumentan, pues la asimilacion de nutrientes es
mejor, sin embargo los rendimientos de obtencion de proteinas Cry disminuyen, ya que no se da
ese medio adverso que favorece a la esporulacion, y por otro lado se ha observado que la
generacion de endotoxina es mayor y con cristales de mayor dimension a niveles bajos de

aireacion (1:1.5 aire-medio) (p.28), sin embargo Lopez Ruth (2009) realizd una comparacion
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sobre la produccion de esporas por Bacillus thurigiensis limitando y no limitando el oxigeno,
concluyendo que con un nivel bajo de oxigeno la produccion de esporas disminuye en un 92%
(p.1); a esta investigacion la refuerza la hecha por Fernandez Orietta (2009) , que trabajo a una
escala de 100 L encontrando una concentracion final de esporas y cristales por ml (2.7*%109

células por ml ) a 300 rpm y 1 vvm (p.206).

Otro factor es el pH, es necesario tener al medio de cultivo a un pH inicial de 6,8-7,2, pues
en la tesis realizada por Hernandez (2014) demostrd que a este rango la accion de las proteasas
es mayor, pero a un pH 9,0 influye en el crecimiento de la bacteria de manera negativa (p.26).
Fernandez (2009) menciona que estos resultados pueden variar de acuerdo a la composicion del

medio, pero si los nutrientes estan bien balanceados, los resultados deben ser similares (p.207).

La temperatura tiene diferentes efectos tanto en la etapa de desarrollo de la Bacillus
thuringiensis y en la etapa de transicion, Lazaro (1997) menciona que en la etapa de desarrollo
una temperatura menor a la 6ptima produce un retardo en el crecimiento y la disminucion de la
produccion celular, asi como también una temperatura superior a la 6ptima produce choque
térmico, llevandolos a una respuesta de estrés celular, pero con una mayor producciéon de
proteasas celulares y reduccion de los productos proteicos (p.3-4), siendo en este caso la
endotoxina Cry. En cambio, en la etapa de transicion las endotoxinas se ven afectadas por la alta
temperatura, pues sometiéndolas a 50°C reduce su actividad biocida en un 70% (Arrivillaga y

Ochoa, 2009, p.186)

Los nutrientes, para la produccion de endotoxina Cry el medio de cultivo debe de contar con
carbono para la suministracion de energia en el proceso anabdlico, nitrogeno para el desarrollo y
esporulacion con la sintesis de proteina, estas fuentes juegan un papel importante, puesto que su
disminucion en el proceso da inicio a la etapa de esporulacion. Ademas, contener micronutrientes
como Ca, importante para la formacion de la pared de la espora, especialmente para resistencia
al calor y los rayos ultravioleta; Mg, que junto con el fosforo intervienen en la transferencia de
energia; Mn, es esencial para la formacion de endoesporas en las distintas especies de Bacillus;
K y Fe, minerales que su ausencia puede limitar el crecimiento; (Ertola, 1985; Wakisaka [et al],

1982; Harwood, 1989; citados en Beltran [et. al], 1998, p.29).



La proporcion adecuada de cada nutriente de acuerdo con la referencia de un medio de cultivo
artificial es: glucosa 5 g/L, peptona 5 g/L., NaCl 5 g/L, carne 3 g/L, extracto de levadura 0,5 g/L,
MgCl 0,203 g/L, CaCl2 0,102 g/L, MnCl; 0,01 g/L (Subbiah y Chinnasamy, 2015, p. 295); estos
valores son importantes, puesto que el exceso de uno de estos nutrientes puede generar represion
catabolica, es decir reduccion de la produccion de enzimas que degradan los azucares, en este

caso las proteasas.

Estas dietas artificiales generan un alto costo en la produccion de la Bacillus thurigiensis
comprendiendo el 70% del total de toda la produccion, siendo asi poco viable esta alternativa
para una futura comercializacion (Subbiah y Chinnasamy, 2015, p. 293), es por eso que se buscan
alternativas que reemplacen el medio de cultivo, especialmente aquellas que se aplique la
economia circular, para ello se han evaluado distintos tipos de residuos con un alto valor
nutricional, y se preste para el desarrollo de la bacteria , una de ellas es la sanguaza, denominada
en la industria pesquera como agua de bombeo, es aquella que contiene residuos organicos como
restos de pescado y sangre que debe ser removida antes de descargarla al mar. Asi mismo tiene
un alto contenido en grasas que contaminan el mar al no ser tratados, generando un gran impacto

en el medio ambiente.

Teniendo un alto valor nutricional, pues contiene 6% de proteinas, 3,1% de grasas, 10.8% de
solidos, 2.3% de sales minerales y 88 % otros (Zabaleta, 2010, p.73), lo que permite aprovecharlo
como sustrato para una bacteria. Asi mismo es una gran fuente orgéanica de nitrogeno, por lo que
a partir de ello se puede producir un biopesticida, y si queremos comparar con la eficiencia de un
pesticida quimico, esta sus efectos se estiman de manera ambigua, ya que con un uso adecuado
estos compuestos pueden generar un efecto positivo, mientras que a volimenes alto los cambios
ambientales son significativos (Patyka, 2016, p. 314). Otra desventaja respecto a los pesticidas
quimicos problemas de contaminacién son mas perjudiciales ya que ocasionan un desequilibrio
en los ecosistemas, pérdidas de cultivo, pérdida de especies silvestres, gastos para reducir los
costos de dafnos ambientales (Pimentel, 2005, p. 229). Ante ello la utilizacion de restos organicos
son una alternativa para producir pesticidas naturales ya que los costos son bajos, el consumo de
energia es menor y la generacion de efluentes es menor, tales como residuos de alimentos, restos

de plantas, restos de animales, etc (Sellamuto, 2017, p. 47).
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Ante esta exposicion de factores que tiene el desarrollo de la Bacillus thuringiensis y posibles
alternativas de medio de cultivo para la produccion de biopesticida surge la pregunta ;Cual es el
efecto del pH y temperatura en sanguaza para la produccién de endotoxina Cry de Bacillus

thuringiensis como biopesticida?

Pues la creciente generacion de desechos y sanguaza se convierte en una alternativa para
usarlas como materia prima. Por lo que persigue usar los residuos organicos como sustrato para
el crecimiento de la bacteria Bacillus thuringiensis para la formacion de la toxina Cry. La cual
servira como un agente biologico para el control de insectos y plagas de manera eficiente. La
presencia de residuos industriales como la sanguaza pueden generar dafios al medio ambiente y
a la salud de las personas, ya que estos residuos contienen sangre, escamas, grasas y restos de
animales, que al llegar al mar provocan cambios en la salinidad, baja del oxigeno disuelto y
aumento de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) incrementando los nutrientes, lo cual lleva

a una eutroficacion, por lo que evita la oxigenacion del fondo marino.

Para ello hoy en dia una alternativa es poder utilizar estos residuos para la elaboracion de
subproductos como los biopesticidas ya que se obtienen de fuentes bioldgicas como
macroorganismos, plantas y animales. Desde hace muchos afos el uso de biopesticidas genera
grandes beneficios a los agricultores ya que al obtenerse de restos orgdnicos genera beneficios a
la planta y al suelo, y sobre todo las principales ventajas que tiene son mayor eficiencia a una

dosis baja, la biodegradabilidad y baja toxicidad a comparacion con los pesticidas quimicos.

Por lo que nuestra hipotesis seria el efecto del pH y temperatura en sanguaza es significativo para
la produccion de endotoxina Cry de Bacillus thuringiensis como biopesticida, y nuestra hipotesis
nula seria el efecto del pH y temperatura en sanguaza no es significativo para la produccion de

endotoxina Cry de Bacillus thuringiensis como biopesticida.

Ante ello nuestro objetivo principal es establecer el efecto del pH y temperatura en sanguaza
para la produccion de endotoxina Cry de Bacillus thuringiensis como biopesticida. Y nuestros
objetivos especificos son determinar la mejor temperatura en la produccion de la endotoxina
Cry, determinar el pH adecuado para la produccion de la endotoxina Cry y evaluar el
rendimiento de produccion de la endotoxina Cry a partir la Bacillus thuringiensis usando como

sustrato la sanguaza, asi como su efectividad.
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II. METODO

2.1 Tipo y disefio de investigacion

El tipo de investigacion es explicativa, debido a que se evaluard como afecta las

variables independientes en la dependiente y medir en qué grado varia en el resultado

(Hernandez, Fernandez y Baptista, 1997, p. 74) y el disefio de investigacién es

experimental pues se manipulara dos variables independientes en condiciones controladas

(Tam, 2008, p. 149).

Teniendo un disefio experimental factorial, tomando en cuenta tres temperaturas, y

dos pH a manejar en el proceso de fermentacion, lo cual nos da un disefio bifactorial de

(3x2), obteniendo 6 experimentos y 3 repeticiones por experimento dando un total de 18

experimentos con 6 grupos (G).

Tabla 1. Distribucion de Variables segun disernio factorial

(T1) (T2) (T3)
Variables
25°C 35°C 45°C Total combinado
6 (X1) X1 /Tl X1/T2 X1/T3 3(X1)
8 (X2) X2 /Tl X2 /T2 X3 /T3 3(X2)
Total combinado 2(T1) 2(T2) 2 (T3) 3x2

Fuente: Elaboracion propia

Donde:
(T1) = Temperatura 25°C

(T2) = Temperatura 35°C
(T3) = Temperatura 45°C
(X1)=pH®6
(X2)=pH 8

2.2 Operacionalizacion de variables

Variable dependiente

Variables constantes:

Velocidad de Agitacion: 300 rpm
Aireacion: 1 vvm

Tiempo: 24 horas

Volumen de sanguaza: 500 ml

Nuestra variable dependiente es la produccion de endotoxina Cry
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Variable independiente

En esta investigacion se manejaran dos variables independientes: La Temperatura en tres

grados distintos: 25°C, 35°C y 45°C y el pH en dos medidas de acidez: 6 y 8.

Tabla 3. Operacionalizacion de Variables

thurigiensis.

sustrato  (sanguaza)
utilizando la camara

Neubauer.

o Instrumento | Escala
_ o Definicion .
Variables | Definicion Conceptual . Indicadores Que Se De
Operacional o
Evaluara | Medicion
Es aquella que mejora la
velocidad de crecimiento
_ ) La temperatura se
de un microorganismo,
s mantendrd constante Grados
2 por lo que genera una .
= en una incubadora | Centigrados
2. mayor produccion  de
= Kyntel modelo (°C)
= esporas y  densidad
i3] “HHA-10”
5 celular  (BALLARDO,
3| .
5 Cindy-2017). Ficha de De
3 recoleccion |
A= El pH se adecuara de dat intervalo
2 Generalmente se regula ¢ datos
< con NaOH para subir
5 durante el proceso de
> a pH 8 y HCI para
fermentacion de la
‘ ' disminuir a pH 6. Se | Unidad de
- bacteria para reducir los ‘
=3 i monitoreara con un pH
riesgos de muerte ‘
equipo de pH metro
(BALLARDO, Cindy-
modelo “P380-
2017).
Voeco”.
[ Se contabilizard la
O
s cantidad de toxinas
3 = Segin ZABALETA, G- _
5| S Cry producidas por la _
S| S 2010 Es aquella que se UE/ml Ficha de
g5 £ Bacillus _ _ De
& sz genera en el desarrollo de (Unidad de | recoleccion
Al 4 ‘ thuringiensis en el ‘ Intervalo
© 8 la  bacteria  Bacillus endotoxina) de datos
e
<
5| 8
> 8
S
=
~
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Fuente: Elaboracion propia

2.3 Poblacion, muestra y muestreo

23.1

232

233

234

Poblacion

La poblacion estuvo compuesta por la sanguaza proveniente de la etapa de bombeo de
la Industria pesquera EXALMAR S.A.A.

Muestra

La muestra fue de 10 litros proveniente de la etapa de bombeo de la industria pesquera,
la cual se tomd en un periodo de temporada de pesca y se trabajé a nivel laboratorio.
Unidad de analisis

La unidad de analisis fue de 500ml de sanguaza por cada tratamiento.

Muestreo

La técnica de muestreo es no probabilistica y por conveniencia, pues la seleccion de la
muestra fue de acuerdo a nuestros criterios debido a la accesibilidad (Otzen y

Manterola, 2017, p. 229-230).

2.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad

2.4.1

2.4.2

Validez y confiabilidad de las técnicas de recoleccion de datos

Con respecto a la toma de datos in situ se cumplié con lo establecido por el Protocolo
de Monitoreo de Efluentes de los Establecimientos Industriales Pesqueros de Consumo
Humano Directo e Indirecto para la recoleccion de muestra.

Por otro lado, la ficha técnica a usar para el registro de datos en el proceso experimental
fue validada por tres especialistas en el tema.

Validez y confiabilidad de instrumentos de Recoleccion de datos

La validez de los instrumentos a usar en el laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad César Vallejo se verifico con el certificado de calibracion, demostrando

asi la confiabilidad en los resultados obtenidos.

2.5 Procedimiento

Ensamblaje de biorreactor

Se trabajo con un total de 4 biorreactores airlift, uno de capacidad de 5 litros para la
preparacion de medio de cultivo (2000 ml de medio con sanguaza), y se elabord tres
biorreactores de capacidad de 1L, estos ultimos son para someter a la bacteria a las
condiciones de estrés previamente establecidas (pH y temperatura), los

minibiorreactores se adecud a las condiciones de velocidad de agitacién con asas

14



internas y las condiciones de aireacion por medio de una bomba, la cual pasa por una
solucion salina estéril al 30% para su purificacion (Zabaleta, 2010, p. 23).
Recoleccion de la muestra

La sanguaza fue recolecta de la industria pesquera “EXALMAR S.A.A.” ubicada en
la provincia de Ascope distrito de Chicama, siguiendo el Protocolo de Monitoreo de
Efluentes de los Establecimientos Industriales Pesqueros de Consumo Humano
Directo e Indirecto, y posteriormente fue trasladada al laboratorio de Biotecnologia
de la Universidad César Vallejo de Trujillo.

Obtencion del microorganismo

La cepa de Bacillus thuringiensis se obtuvo del laboratorio de Biotecnologia e
Ingenieria Genética de la Facultad de Ciencias Bioldgicas del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Nacional de Trujillo.
Reconstitucion de la cepa Bacillus thurigiensis

Se realiz6 la activacion de la bacteria Bacillus thurigiensis mediante el sembrado por
el método de estria en una placa Petri, con medio de cultivo Agar y se incubo por 48
horas a 30°C (Ballardos, 2019, p. 34)

Prueba de identificacion para Bacillus thurigiensis

La presencia de inclusiones parasporales fue un indicador fundamental para
comprobar si se trata de la bacteria Bacillus thurigiensis, para ello se aplicé una
tincion selectiva verde malaquita en una pelicula de la colonia Bt sobre una lamina
portaobjeto y se observdo en microscopio la presencia de esporas y cristales
verificando asi la originalidad del microorganismo (Aquiahuatl y Pérez, 2004, p. 31).
Preparacion del medio de cultivo

En el biorreactor de 5 L se prepar6 2000ml de medio fermentativo, compuesto por
sanguaza como fuente de nitr6geno y una cantidad de almidon como fuente de
carbono (Anexo N°6).

Estandarizacion del in6culo

Se tomd una alicuota y se agregd una solucidén salina fisiologica estéril y se
estandarizo hasta el tubo N° 3 (9 x 108 cél/ mL.) del Nefelometro de Mac Farland
(Zabaleta, 2010, p. 24). Y al biorreactor de 5L. se afiadi6 el 10%, tomando como
referencia a Ballardos en su investigacion Wasman, aplicando una relacion de 1ml de
inoculo para cada 100 ml de volumen.

Condiciones del medio de cultivo
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Se adecu6 el pH con NaOH 1IN a pH neutro y la temperatura a 30°C en una
incubadora, por 48 horas. Los recipientes usados previamente fueron esterilizados en
la autoclave durante 15 min a 120°C, (Zabaleta, 2010, p. 24).

Produccién de endotoxina Cry (Biorreactores de 1L)

Pasadas las 48 h, se procedi6 a dividir 500ml para cada biorreactor de capacidad de
1L, en esta etapa se procedio con los tratamientos respectivos, estresando a la bacteria
variando el pH y temperatura.

Condiciones de estrés

El pH fue monitoreado cada cierto intervalo de tiempo, anadiendo la solucion de

NaOH 1N cuando el pH variaba con el fin de mantenerlo constante.

La temperatura se mantuvo constante en la incubadora, regulando la temperatura

deseada para cada tratamiento.

Recuento de células y esporas

A las 24 h se tomo6 una muestra de 1000 ul del medio fermentativo, se realizd una
dilucion hasta 107!, luego se procedié a tomar 10 ul y se colocd en cdmara neubauer,
se observo en microscopio a 40 X para realizar el conteo respectivo de cuantos
microorganismos esporularon.

Recuento de endotoxina Cry

Se aplico dos métodos: directo e indirecto, el directo a través de la tincion con verde
de malaquita, donde se observé la presencia de esporas y cristales; el indirecto fue
basado en que desde el instante que ocurre el englobamiento de la pre-espora hasta su
maduracion, en paralelo se da también la formacion de cristales parasporales
(Benintende y Sauka, 2008, p.125); es decir por la cantidad de esporas es analogo a
la cantidad de proteinas.

Bioensayo en laboratorio

Se recolectd un total de 15 larvas Barrenadoras provenientes de sembrios de maiz, las
cuales se clasificaron en 3 tamafios distintos, se repartieron en 3 vasos de teknopor, 5
larvas por cada tamafio, y se procedid a rosear en su alimento (panca de choclo) el

biopesticida producido por el mejor tratamiento (concentracion de 496*10° UE/ml).
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2.6 Método de analisis de datos

Los datos Obtenidos fueron procesados y desarrollados con un método estadistico
ANOVA usando el programa de andlisis estadistico SPSS. El ANOVA permitira realizar las
comparaciones de las diferentes concentraciones, para el analisis de las varianzas con la
finalidad de determinar si una difiere de la otra, para comparar la hipdtesis nula que tiene
medias iguales con la hipétesis alternativa en el cual debe ser diferente al menos en un valor.

Asi mismo se aplico la funcion TUKEY, el cual dio a conocer el mejor tratamiento.
2.7 Aspectos éticos

Los principios éticos aplicados a la Investigacion se centraron principalmente en la
veracidad de los resultados sin alteracion de datos, asi mismo citando en todo momento
conceptos y procedimientos extraidos de investigaciones y trabajos previos en el sistema
ISO 690, respeto por el medio ambiente y recursos naturales (Suelo, agua y/o aire) tanto en
el momento de toma de muestras y realizacion experimental; y sobre todo el respeto a la

normativa y politica de la Universidad César Vallejo.
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III. RESULTADOS

Segun los antecedentes debemos empezar con determinar la composicion de la muestra
de sanguaza para conocer su contenido proteico, ya que este influye directamente en el

proceso de desarrollo de la endotoxina cry. Es por ello que se realizo el respectivo

andlisis fisico quimico, en el Anexo N°9.

Los siguientes resultados obtenidos de los tratamientos de las muestras producto del

cruce de variables manipuladas como la Temperatura y el pH. Asi mismo como el

analisis estadistico.

Tabla 4. Produccion De Endotoxina Cry

TEMPERATURA (UE/ml)*10°
) pH 6 pH 8
25 42.6 6.83
35 497.3 17.8
45 3.83 15.1
Fuente: Elaboracion Propia
600 50
45
500 20
400 5
30
300 5
20
200
100 10
0 - = 0
1 2 3

Imagen N°1: Influencia del pH y temperatura en la produccion de endotoxina Cry.
En la imagen N°l se observa la produccion de endotoxina Cry respecto a la

temperatura y el pH, donde a temperaturas mayores de 35°C en un intervalo de 10°C

= PRODUCCION DE ENDOTOXINA CRY pH 6
PRODUCCION DE ENDOTOXINA CRY pH8
=—=TEMPERATURA

afecta negativamente a la produccion, y en un intervalo menor la produccion.



Analisis estadistico del Efecto del pH y temperatura en sanguaza para la
produccion de endotoxina Cry de Bacillus thuringiensis como biopesticida.
- Comprobacion de los supuestos
e Pruebas de normalidad para el factor pH
En esta prueba de normalidad se considerd Shapiro-Wilk ya que teniamos 18
resultados, asi mismo se confirm6 con un 95% de confiabilidad que el P>0.05
en la variable del pH, es decir que siguen una distribucién normal, como se puede
verificar en el Anexo N°13.
e Pruebas de normalidad para el factor temperatura
Para la variable de temperatura igual al anterior se considerd Shapiro-Wilk, se
pudo observar que los datos de temperatura tienen un 95% de confiabilidad a un
P>0.05 en las tres temperaturas por lo que podemos decir que siguen una
distribucién normal, como se puede verificar en el Anexo N°14.
e Prueba de Homogeneidad de varianza
Para esta prueba la produccion de endotoxina se basa en la mediana ya que
nuestros datos son extremos, y como vemos el P>0.05 con un 95% de

confiabilidad por la tanto podemos decir que son homogéneos, segun Anexo

N°15.
- Anova
Tabla 5. Prueba de Efecto inter-sujeto
Origen gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido 5 115795,522 858,274 ,000
Interseccion 1 170333,389 1262,508 ,000
temperatura 2 115989,264 859,710 ,000
pH 1 127008,000 941,381 ,000
temperatura * pH 2 109995,542 815,285 ,000
Error 12 134,917
Total 18
Total corregido 17

Fuente: Elaboracion Propia
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En este test se contrasta hasta qué punto los distintos niveles de las variables
independientes (pH y temperatura) tienen una variancia homogénea en la variable
dependiente (produccion de endotoxina Cry), apreciando asi en la columna de
significancia un error menor a 0.1 % (p<0.001), por lo que se determina con un 99% de
confiabilidad que las variables tienen un efecto significativo, tanto para pH como

temperatura, rechazando asi la hipotesis nula y aceptando la hipotesis alternativa.

Posteriormente a esta prueba (ANOVA) se realizo una prueba post hoc de acuerdo a la
prueba Tukey para ver en que grupos es donde existe diferencia de las medias y se

discerni6 el mejor tratamiento.

e Prueba post hoc
Prueba post hoc para la variable temperatura
En esta prueba se demostré que la temperatura de 35°C generd un mayor promedio
de produccion de endotoxina Cry, mientras los que tienen menor promedio son a
45°C, ademas podemos observar la desviacion de los diferentes grupos no existen

€asos extremos.

5068
5068
4,088
3068

2,0E8

produccion_endotoxina_cry

1,0E8

0,060

1 2 3

temperatura

Figura N° 3: Medidas marginales de produccion de endotoxina Cry (Temperatura)
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Prueba post hoc para la variable pH

Se puede observar que hubo una mayor produccién de endotoxina Cry

utilizando el pH:6 a una temperatura de 35°C.

5,0E8

4 0E3

30E8

20E8

Medias marginales estimadas

1 0E8

0,0E0

Figura N° 4: Medidas marginales de produccion de endotoxina Cry (pH)

c——— ¢ %
25 35 45
temperatura

ph
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IV. DISCUSION

A partir de los resultados de las caracteristicas fisicos-quimicas de la muestra estudiada de
sanguaza (Anexo N° 09), se verifica que es un medio que presta las condiciones para el desarrollo
de Bacillus thuringiensis, ya que con respecto a su alimentacion puede degradar la glucosa,
fructosa, trealosa, maltosa y ribosa, usandola como su fuente de carbono y de hidrolizar gelatina,
almidon, glucdgeno, esculina y N-acetil-glucosamina como su fuente de nitrégeno, tal como lo
menciona SAUKA, Diego y BENINTENDE, Graciela (2008). Estos nutrientes generan el
crecimiento de la bacteria y la produccion de las proteinas denominadas Cry que surgen como su

proteccion ante un medio desfavorable.

Ademas, los valores de la composicion que muestra la sanguaza son similares a los
mencionados por PAKITA (2016), caracterizando a la sanguaza como un residuo con alto valor
nutricional; sin embargo, los nutrientes que requiere la bacteria y las cantidades adecuadas que
menciona SUBBIAH, Poopathi y CHINNASAMY,Mani (2015) basandose en un medio
artificial, se evaltia que la sanguaza presenta concentraciones nutricionales muy elevadas, y para
trabajarlo de manera similar a un medio artificial, con la finalidad de seguir estandar a nivel
industrial, fue necesario diluir para evitar saturar a la bacteria de nutrientes asi como lo realiza

ZABALETA, Gina (2010) en la produccion de un insecticida en sanguaza.

Otro aspecto a tener en cuenta son las condiciones de produccion, siendo el pH y la
temperatura los factores evaluados en dos y tres niveles respectivamente; en la Tabla N°03
“Produccion de Endotoxina Cry” se muestran los resultados obtenidos a distintas condiciones,
pH (6 y 8) y temperatura (25 °C, 35° C y 45° C), los cuales al analizarlos con las pruebas
estadisticas primero se determind su normalidad para asi luego poder aplicar el método ANOVA,
en la Tabla N°6 “Prueba de normalidad con relacion al pH”, la Tabla N° 7 “Prueba de normalidad
con relacion a la temperatura” y la tabla N° 8 “Prueba de igualdad de Levene de varianzas” se
comprueba que nuestros datos tienen una distribuciéon normal y por ende se realizo la prueba
ANOVA, la cual en la Tabla N°09 “Pruebas de efecto inter sujeto” nos muestra que existe un
efecto significativo en la producciéon de endotoxina Cry por ambas variables, tanto
individualmente como combinadas. HERNANDEZ Cristian (2014) y ZABALETA Gina (2010),

reafirma lo antes mencionando, pues en sus investigaciones mencionan que estos parametros son
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muy importantes, pues la produccion de endotoxina Cry se da como reacciéon a un cambio en las

condiciones de desarrollo de la Bacillus thuringiensis, asi como se realizd en los tratamientos.

Referente al efecto del pH, en los distintos tratamientos en sanguaza a un pH 8 se observo en
los resultados que la produccion de endotoxina Cry fue minima en todas las temperaturas,
apreciandose esto en la Figura N° 02 “Produccion de endotoxina Cry con respecto al pH”.
Resultados similares obtuvo HERNANDEZ, Cristian (2014) determinando que a un pH 9 afecta
de manera negativa en el crecimiento de la Bacillus thuringiensis. Esto nos demuestra que el
cambio de pH afectd a las proteasas las cuales se encargan de la lisis de los nutrientes para el
crecimiento de la bacteria y del recambio de proteinas para la formacion del cristal en la etapa de

transicion, como lo menciona FERRERO Marcelo (1994).

Asimismo, de acuerdo con la literatura presente se puede afirmar que la Bacillus thuringiensis
tiene distintos pH adecuados para la produccion de endotoxina Cry como biopesticida los cuales
van a depender mucho de la composicion del medio, pues VARGAS, Franklin (2001) en su
investigacion con infusion de esparrago determind que entre pH 7 y 9, el segundo es el mas
adecuado, concordando asi con el autor FERNANDEZ, Orietta, afirmando que pueden existir
diferencias segun la composicion del medio de cultivo, pero si ellos estan bien balanceados en la

composicion de nutrientes el pH es similar al obtenido en diferentes experimentos.

Por otro lado, la temperatura es otro factor importante, autores como BUTRIAGO (2004)
menciona que el rango de temperatura adecuado para el desarrollo de la Bacillus thuringiensis
esta entre 27 - 35 °C y estudios anteriormente mencionados trabajan a una temperatura de 30 °C
durante todo el proceso de sus tratamientos, sin embargo en esta investigacion se diferencié dos
etapas de desarrollo de la Bacillus thuringiensis, la etapa exponencial la cual se trabajé a 30°C,
y justamente para llegar a la etapa de esporulacion se modifico a tres niveles; esto con el fin de

obtener una mayor poblacion bacteriana y luego una mayor cantidad de endotoxina Cry.

En el Anexo N° 06: Comparacion entre tratamientos G1, G2 y G3, se observa que la
temperatura 45°C afectd al metabolismo de la bacteria, pues a esta condicion la Bacillus
thuringiensis presentd mayor longitud con respecto a las estresadas a temperatura 25°C y 35°C;
incluso a temperatura de 25°C se apreci6 una disminucion de produccion de endotoxina Cry,
reafirmando lo mencionado por LAZARO, Ana , donde nos dice que una temperatura menor a
la 6ptima produce un retardo en el crecimiento y la disminucion de la produccion celular, tal

como sucedio a la temperatura de 25°C y a una temperatura superior a la 6ptima produce choque
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térmico, llevandolos a una respuesta de estrés celular, pero con una mayor produccion de
proteasas celulares y reduccion de los productos proteicos, lo sucedido a temperatura de 45°C,
donde las proteasas generaron una mayor disponibilidad de nutrientes, generando asi un mayor
desarrollo y un retardo en la produccién de endotoxina Cry; por otro lado, esto nos demuestra
que ambos factores a la par generan efecto en la produccion de endotoxina Cry, como también

se observa en el Tabla N°09 “Prueba de Efecto Inter-sujeto.”

Ademas, se obtuvo una mayor produccion a una temperatura de 35°C tanto en pH 6 como en
pH 8, ademas al aplicar las prueba Post hoc para determinar la mejor temperatura obtenemos el
mismo resultado (Imagen N° 3: Medidas marginales de produccion de endotoxina Cry
(Temperatura)” y Anexo N° 13: “Prueba Post hoc™ ), es decir si se deseara trabajar con una sola
variable la mejor seria temperatura 35°C; pero BALLARDOS, Cindy (2016) en su investigacion
determina que la Bacillus thuringiensis resiste a temperaturas muy por encima de esta, llevandola
a desarrollarse hasta 65°C, pero esto es en un medio complejo, pues es a base de residuos
organicos y la temperatura favorece a la disgregacion de las cadenas de azlcares o carbohidratos
para el mejor desarrollo de la bacteria, sin embargo, ARRIVILLAGA Jazzmin y OCHOA
Gustavo (2009) en su estudio determino que las endotoxinas se ven afectadas por la altas
temperaturas, pues sometiéndolas a 50°C redujo su actividad biocida en un 70%, esto nos
reafirma que tanto la etapa de desarrollo como la de produccién de endotoxina son muy distintas

asi como también los efectos de los parametros fisicos.

Ahora, en otro orden de ideas al revisar el Anexo N° 14 “Medidas Marginales de Produccion
de Endotoxina Cry” y al analizar de manera conjunta las variables se aprecia que las mejores
condiciones de tratamiento es a 35°C y pH 6, lo cual también se demuestra en el Grafico N°1

“Influencia del pH y temperatura en la produccion de endotoxina Cry.”.

Finalmente de acuerdo a los resultados obtenidos, se suma a lo que anteriores estudios
presentados en nuestros antecedentes han demostrado, que los residuos de procedencia organica
son una alternativa aprovechable para a partir de ello se pueda producir un biopesticida; desde
ya con esta investigacion se logrd producir hasta 497.3*10° UE/ml utilizando sanguaza, en
cambio CARBALLAR Rebeca (2014) utilizando residuos agroindustriales produjo 8 643 917
UE/ ml, demostrando asi que la sanguaza es 60 veces mas eficiente, caracterizdndolo como un
residuo de gran potencial para la produccién de biopesticidas, sin embargo se encuentra en

desventaja frente al medio usado por FERNANDEZ Orietta (2009) compuesto por levadura
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torula, harina de soya, almidén y carbonato de calcio, pues produce hasta 1.5*109 esporas y
cristales/ml, produciendo hasta dos unidades mas que en un medio con sanguaza. Muy a pesar
de que las composiciones de los medios son muy similares, asi mismo como la proporcion
adecuada de cada nutriente de acuerdo con la referencia de un medio de cultivo artificial: glucosa
5 g/L, peptona 5 g/L, NaCl 5 g/L, carne 3 g/L, extracto de levadura 0,5 g/L, MgCI2 0,203 g/L,
CaCl2 0,102 g/L, MnCI2 0,01 g/L; lo cual se puede evidenciar en el Anexo 8.

Por otra parte la levadura torula es un compuesto de mejor calidad, muy utilizado en la
industria alimentaria, lo que genera un aumento en el costo de produccion de un biopesticida, lo
cual desde ya solo la etapa de produccion de Bacillus thuringiensis representa un 70% del costo
total de acuerdo a la investigacion realizada por Subbiah y Chinnasamy (2015), por eso ante ello
seguimos sosteniendo que la sanguaza en un medio alternativo para la produccion de un
biopesticida, concordando con la investigacion previa de DIAZ (2003), la cual califica a la

sanguaza como un medio para un mayor desarrollo de la Bacillus thuringiensis.

Asimismo, el biopesticida producido en sanguaza presenta una efectividad del 100% contra
larvas del ler y 2do estadio de la plaga cominmente llamada Barrenador, en un tiempo de 24
horas, pero en larvas del 3er estadio presenta una efectividad del 60%, pues presenta una mayor

resistencia ante estos biopesticidas.
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V. CONCLUSIONES

Las conclusiones que derivan de esta investigacion son las siguientes:

El efecto del pH y temperatura en sanguaza para la produccion de endotoxina
Cry de Bacillus thuringiensis como biopesticida es significativo en un 99% de
confiabilidad.

De los resultados obtenidos en los diferentes tratamientos de acuerdo a las
pruebas Post Hoc se determind como mejor temperatura a 35°C en la produccion
de la endotoxina Cry a partir la Bacillus thuringiensis usando como sustrato la
sanguaza, afirmando la percepcion de lo mostrado en nuestra tabla de datos.
Respecto a nuestra otra variable, se concluye como mejor pH a 6, el cual ayuda
de manera mas efectiva al recambio de proteinas para la produccion de
endotoxina Cry.

Asi mismo el mejor rendimiento se obtuvo con el tratamiento de pH: 6 y
temperatura de 35°C, produciendo un total de 498.3 UE/ml, siendo el tratamiento

efectivo en un 88%.
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RECOMENDACIONES

Continuar con las investigaciones, utilizando otras alternativas, como productos
alternativos para la produccion de Bacillus thuringiensis (Bti), que se encuentre al
alcance y que asi como la sanguaza se le un valor agregado.

Potenciar y masificar la aplicacion de la Bacillus thuringiensis cultivado en
sanguaza, por constituir una buena alternativa para controlar especificamente
plagas como los lepidopteros de manera efectiva e inocua para la naturaleza.
Perpetuar la investigacion, es decir obtener un producto alternativo a partir de la
bacillus thuringiensis para la agricultura y que los costos de produccion bajos.
Poder investigar si el metabolismo de la bacteria para conocer que tipo de
componentes necesita para crear la endotoxina Cry.

Realizar pruebas para identificar que tipo de endotoxina cry se produce y asi saber
exactamente como ataca a las plagas.

Tener en cuenta otras variables como el tiempo y aireacion en futuras

investigaciones para probar si generan cambios en la produccion de la endotoxina

Cry.
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ANEXOS

Anexo N° 01: Disefio de biorreactores airlift de 1L

Fuente: Elaboracion Propia

Anexo N° 02: Biorreactor Airlift De 5L

Fuente: Elaboracion Propia
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Anexo N° 03: Tabla 2. Réplicas de Tratamientos

X1/T1 X1/T2 X1/T3 X2/T1 X2/T2 X3/T3 Combinacién
G1 GIXIT! GIXIT2 GIXIT3 GIX2T! GIX2T2 GIX3T3 6
G2 G2XIT! G2XIT2 G2XIT3 G2X2T! G2X2T2 G2X3T3 6
G3 G3XIT! G3XIT2 G3XIT3 G3X2T! G3X2T2 G3X3T3 6
Combinacién 3(XIT1) 3(XIT2) 3(XIT3) 3(X2T1) 3(X2T2) 3(X3T3) 6x3

Donde:

Fuente: Elaboracion propia

G1= Repeticion de pH 6 y temperatura 25°C.

G2= Repeticion de pH 6 y temperatura 35°C.

G3= Repeticion de pH 6 y temperatura 45°C.

G4= Repeticion de pH 8 y temperatura 25°C.

G5= Repeticion de pH 8 y temperatura 35°C.

G6= Repeticion de pH 8 y temperatura 45°C.
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Anexo N° 04: Resultados de los tratamientos

ler Tratamiento

Condiciones Bt Bt esporulados esporas Bt totales Bt que producen % de
toxina Produccion de
endotoxina
pH T°25 12500000 7500000 28500000 48500000 36000000 74
6 T°35 75500000 456500000 69500000 601500000 526000000 87
T°45 247000000 3000000 1500000 265500000 4500000 2
pH T°25 10500000 1500000 7500000 19500000 9000000 46
8 T°35 60000000 7000000 9500000 76500000 16500000 22
T°45 30500000 6000000 7000000 43500000 13000000 30
2do tratamiento
Condiciones Bt Bt esporulados esporas Bt totales Bt que producen % de
toxina Produccion de
endotoxina
pH T°25 24000000 10000000 41000000 75000000 51000000 68
6 T°35 66000000 464000000 30000000 560000000 494000000 88
T°45 368500000 4000000 0 372500000 4000000 1
pH T°25 8000000 2500000 5000000 15500000 7500000 48
8 T°35 92500000 18000000 0 104500000 18000000 11
T°45 25500000 11500000 6000000 43000000 17500000 41
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3er tratamiento

Condiciones Bt Bt esporulados esporas Bt totales Bt que producen % de
toxina Produccion
de
endotoxina
pH T°25 21000000 2500000 38500000 62000000 41000000 66.13
6 T°35 63000000 450000000 22000000 535000000 472000000 88
T°45 418000000 3000000 0 421000000 3000000 0.71
pH T°25 7000000 1500000 2500000 11000000 4000000 36
8 T°35 120000000 17000000 2000000 139000000 19000000 14
T°45 31500000 5500000 9500000 46500000 15000000 32

Fuente: Elaboracion Propia

Aqui podemos ver los datos de los tres tratamientos realizados donde se considero para su respectivo conteo tres formas, una donde la
Bacillus thuringiensis estaba solo como bacilo, otra es la Bacillus thuringiensis esporulada, y la otra donde la espora se encontraba fuera
del bacilo. Asi mismo se realiz6 la suma de todos los bacilos totales de cada tratamiento, y se calculo las bacillus que produjeron toxina,

obteniendo asi el porcentaje de produccion de endotoxina por tratamiento.
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Anexo N° 05: Resultados de los 18 tratamientos

Tratamiento pH Temperatura Produccion De
Endotoxina Cry 1076

1 6 25 36.00
2 6 25 51.00
3 6 25 41.00
4 6 35 526.00
5 6 35 494.00
6 6 35 472.00
7 6 45 4.50

8 6 45 4.00

9 6 45 3.00

10 8 25 9.00

11 8 25 7.50

12 8 25 4.00

13 8 35 16.50
14 8 35 18.00
15 8 35 19.00
16 8 45 13.00
17 8 45 17.50
18 8 45 15.00
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Anexo N° 06: Solicitud de obtencién de muestra de sanguaza

COrRE &

~\| UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

“Afo de la lucha contra 1a corrupcion y la impunidad”
Oficlo N*01-2019

Sefor:
ING. YOVANNY DETAN

JEFE DE OPERACIONES- PESQUERA “EXALMAR S.A.A."
TAUNLLO-LA LIBERTAD

Presente, —
ASUNTO: SOLICITUD DE OBTENCION DE MUESTRA DE SANGUAZA

Por intermedio del presente, es grato dirigirme a usted a fin de saludarlo a nombre de
la Facultad de Ingenlerfa de la Universidad César Vallejo, y a la vez presentar a los estudiantes,
AGUILAR LOZADA DIANA CAROLINA con DNI:71017542 y a JULCA REYES JAZAHEL NAOMI con
DNI:70302712; estudiantes del IX ciclo de la escuela de INGENIERIA AMBIENTAL

Los estudiantes: AGUILAR y JULCA, se encuentran desarrollando un proyecto de
investigacién de tesis denominado: “Efecto del pH y temperatura en sanguaza para la
produccién de endotoxina Cry de Baclilus thurigiensis como biopesticida®, por lo cual los
investigadores desean poder obtener lasanguaza de la empresa que dirige, ante ello se le solicita

brindar el acceso a la empresa pesquera para obtencién de la muestra.

De este modo se estard contribuyendo al desarrollo de la investigacion y generar nuevas
alternativas para la reutilizacion del efluente sanguaza.

Estando seguro de contar con su apoyo, aprovecho la oportunidad para expresarie

muestras de consideracién personal;

CAMPUS TRUNLLO
Mo Lareg V170

te 44) AR, 006 Ars | TOEN
& Bl for e
fye {048} 355 012
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Anexo N° 07: Proceso de desarrollo de la tesis

3 biorreactoresde 1 L

Ensamblaje de
Biorreactores

1biorreactor 5 L

6L de sanguaza
proveniente de la
industria pesquera
“EXALMAR S.A.A.”

Recoleccion de la
muestra

Cepa de Bacillus
thuringiensis
provienente del lab.
de Biotecnologia e
Ingenieria Genética de
la Facultad de
Obtencidn del Ciencias Biologicas
microorganismo del Departamento de
Microbiologia y
Parasitologia de la
UNT.
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gtri con media

gdéagar nutritivo todo de es_tyia
Medio de cultivo : M
Agar/ Método de ; s
estria
Reconstitucion de la
cepa Bacillus
thurigiensis
Incubacion por 48
horas/ 30°C
Observacion simple
de morfologia de
colonia
Bacteria Gram positiva-
Tincion Gram Caracteristica de Bt
Prueba de

identificacion para
Bacillus thurigiensis

Tincion Verde de
Malaquita

Observacion de
presencia de cristales

Estandarizacion del
in6culo

Tubo N°3 (9 x 108
cél/ mL.) del
Nefelometro de Mac
Farland

» o
Comprobai()n dé‘equipo

calibrado con'Solucién estandar
02 1C101

Hombgenizacion
E{eil in6culo

Dilucion de colonias
enssolucion salina
estéril
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_ “de los Puré de |
Biorreactor de 5 L/ onentes r—t
Preparacion del 2000ml de medio =
medio de cultivo fermentativo.
!
Medio de 7
ultivo con .
ROCC/ 15m
’%Sanguaza o \ ,
pH: 7

Condiciones del
medio de cultivo

Temperatura: 30°C

A incubadora/ 48
horas.

Produccion de
endotoxina Cry

Division del medio
fermentativo: 500ml
para cada biorreactor
de capacidad de 1L,
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Condiciones de estrés

Variacion del pH 'y
temperatura para cada
tratamiento
respectivo.

Tratamiento G1

Recuento de células y
esporas

En camara neubauer/
40 X

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo N° 08: Comparacion entre tratamientos

Fuente: Elaboracion propia

'u

() | Bacilono

R, o || e LR
7 | esporulado

» b e s i SgorrEanees ¢4 |T
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Anexo N° 09: Analisis fisico quimico de sanguaza proveniente de la industria pesquera

“EXALMAR S.AA.”

satisaci

SIEWICISS AMBIINTALIS ¥ TICHOIDCIN INSTSTRLLL

INFORME DE ENSAYO SATISAC-19-00681

SOLICITANTE (S) : Estudiantes del 1X Ciclo de la UCV - Trujillo.
Diana Aguilar Lozada — Jazahel Julca Reyes

DOMICILIO LEGAL  : Escuela de Ing. Ambiental - UCV. Trujillo.

iTEM DE ENSAYO : Residuo industrial pesquero

N° DE MUESTRAS 101

Servicio solicitado : Ensayos fisico quimicos.

Presentacion/Cantidad  : Producto en envase de primer uso / 1 frascos de 500 mL.

Muestreo realizado por : Los Solicitantes.

Lugar de muestreo : Empresa pesquera Exalmar S.A.A. — Pto Malabrigo S/N.
(Informado por el solicitante).

Fecha y hora de muestreo: 15 de Julio del 2019 a las 10:00hrs.

Fecha de ingreso de la muestra  : 15 de Julio del 2019.

Fecha de inicio de ensayos : 15 de Julio del 2019.

Fecha de término de Ensayos : 19 de Julio del 2019.

DATOS DE LA MUESTRA

1D de Muestra Sanguaza
Preservacion Si — Refrigeracién 2 - 4°C

RESULTADOS DE LA MUESTRA

DETERMINACIONES Unidad Resultado
pH Valor de pH 6.72
Humedad % 88.41
Proteinas % 591
Grasas % 1.45
Sales minerales % 1.07
DETERMINACIONES METODOS DE ENSAYO
pH SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part 4500-11 + B, 220d Ed. 2012
Humedad Humedad .AOAC 930,15 20th Ed Loss on Drying (Moisture) for feeds (at 135 °C for 2 Hours) Dry
Matter on Oven Drying for Feeds (at 135 °C for 2 lHours)
Proteinas DETERMINACION DE PROTEINAS (Método Kjeldahly
Grasas Oil and Grense. Liquid-Liquid. Partition-Gravimetnie Method

Trujillo, 19 de Julio del 2019.

Ing. Carlos G. Caldas Nique
Cerente General
SATISACE.LR.L.

—_— e e SR /

Mz C - Lote N°13, Urb. Covicorti = Trujillo — La Libertad
Teléfono: 044-226978 RPM: 981818530 RPC: 959404080
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satisac

INFORME DE ENSAYO SATISAC-19-00756

SOLICITANTE (S) : Estudiantes del X Ciclo de la UCV - Trujillo.
Diana Aguilar Lozada - Jazahel Julca Reyes

DOMICILIO LEGAL  : Escuela de Ing. Ambiental - UCV. Trujillo.

iTEM DE ENSAYO  : Residuo industrial pesquero

N°DE MUESTRAS  : 01

Servicio solicitado : Ensayos fisico quimicos.

Presentacion/Cantidad  : Producto en envase de primer uso / 1 frascos de 500 mL.

Muestreo realizado por : Los Solicitantes.

Lugar de muestreo : Empresa pesquera Exalmar S.A.A. — Pto Malabrigo S/N.
(Informado por el solicitante).

Fecha y hora de muestreo: 15 de Julio del 2019 a las 10:00hrs.

Fecha de ingreso de la muestra  : 09 de Setiembre del 2019.

Fecha de inicio de ensayos : 09 de Setiembre del 2019.

Fecha de término de Ensayos  : 13 de Setiembre del 2019.

DATOS DE LA MUESTRA
ID de Muestra Sanguaza
Preservacion Congelacion a — 10°C
RESULTADOS DE LA MUESTRA
DETERMINACIONES Unidad Resultado
pH Valor de pH 6.70
Humedad % 89.05
Proteinas % 5.82
Grasas % 143
Sales minerales % 1.05
DETERMINACIONES METODOS DE ENSAYO
oH SMEWW-APHA-AWW A-WEF Pan 4500-H ~ B, 22nd Ed. 2012
Humedad Humedad AOAC 930.15 20th Ed Loss on Drying (Moisture) for feeds (at 135 °C for 2 Hours) Dry
Maner on Oven Drying for Feeds (at 135 °C for 2 Hours)
Proteinas DETERMINACION DE PROTEINAS (Método Kjeldahl)
Grasas Ol and Grease. Liquid-Liquwd. Partition-Gravimetric Method

Trujillo, 13 de Setiembre del 2019.

Ing. Carlos G. Catdas Nique
Gerente General
SATISACE.LR.L.
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Anexo N° 10: Composicion del medio con sanguaza (1L)

Componentes %
Almidon 0.05
KH2PO4 0.025

Puré de tomate 0.4

CaCO; 0.01

MgSO47H,0 0.000011

MnSOg4 0.0004
FeSOq4 0.0028
CaCl 0.0003

SUBTOTAL 0.5%

Sanguaza 1%
Agua destilada 98.5%
TOTAL 100%
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Anexo N° 11: Ficha de recoleccion de datos

e Primer tratamiento

[ FICHA DE RECOLECCION BE DATOS 1 [ THCHA DE RECOLECCION OF DATOS ]
DATOS DETEAMINADOS DATOS DETERMINADOS
GRUPOS EXPERIMENTALES | pi | 7o |Dacilosin Bacha con Eipora GRUPOS CXPERMENTALES | pi | 70 |Daciosin [T N P
eott ewors lewpors
a1 b 1250000 7250000 225000 61 ES 10500000 1500000 | 75000000
62 & it 7550000 45550000 | 526000000 G2 2 | as | 6000000 7000000 | 9500000
o3 « 24700000 3000000 | 1500000 @ 4 | 3pcopoo0 | 6000000 | 7000000
Obaervaciones Obieivagiones
ESPECIALISTAS: ESPECIALISTAS:
HOMBAE ¥ AFELLIDO FIRMAA HOMBRE ¥ APELLIGO FIRMA
J!{nsa(d Do fa g#(j fﬁ"i{?{." M #(csa{j De fa gﬂ(«j ff&-‘{?{f M
/Zu-i} _/(j-t‘ﬂé %L [{; . v § W jufj /fl‘l’s M’L (A&-aj M
falber vt Pejen b M falhe focbsn Tajes Q:L,A’"_'-i‘
e Segundo tratamiento
[ TICHA T4 RECOLLCCION O DATOS ] TICHA D RLCOLLCCIAN O DATOS. |
DATOS T RbATRADRS AT DT RMINADDS
GRUPOS EXPLRIMINTALLS | P T |Racieun Sacio con Epors GRUPDS CXPLRIBMINTALES | PH ge | Maciasin Bacho con Drpons
Lol Hpomn eipora Catcid ]
G1 n 2000000 2500000 | 5000000 a1 ks 21000001 2500000 | 3ASANANN
a2 a | 92500000 13000000 ] a2 [3 3% | 3000000 450000000 | 22000000
@ 4 | 2ss00000 11500000 | 6000000 o % | 413000000 | 3ga0a00 a
[T TR Drervsosmm ey
ESPECIALISTAS: ESPECIALISTAS:
WOMBAL ¥ APLLLIDG ViR WOMBAL ¥ APLLLIDG

”‘ﬂﬁ{j e Ja &a J‘faw't"jﬂ'

Nﬁﬂ{j e Ja &5 Aoueqe

Luis Mhols Ghumilor Cleiins s

,{uf'j /."M M-L f‘{liws

Lfabier poctisn Fojes oot

i
Rz
Aohek

b, oo T

Filbeeth

i
o
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e Tercer tratamiento

FECHA B RLCOLECCEYM D BATOS

2t

|
[ FICHA DE RECOLECEION DE DATOS. .
ep—— B-l.iul-:!ﬂ.l on ; DATOS DETERMINADOS
GRUPOS DXP RIS NTALLS L0} ™ e Lwpors Racilo sin Bacilo con
Lo . N SHpors . GRUPOS EXPERIMINTALES PH ™ o crnom Expora
1 -
2500000
Gl el FOOOO00 150000 II i % 24000000 so00000  |#1000000
@ s | » | 120000000 | 17000000 | 2000000 | G2 3 1 §600000 | 462000000 | 30000000
a “ | 31500000 ssio00o | 9500000 | 63 5 | 2625000000 | 4000000 o
1
- ' Observaciones
ESPECIALISTAS: R — ESPECIALISTAS:
[ TCCTTRE T S — FinpAR GTRBRE Y APIIOBG i

Auis Msls Cobnler Clisins 5

7

Magely e Yo Blus Mowegei

e

'b{“'ﬁ” g‘d"“"'" 2}‘“ fifhurrh

Dk

/{ uls /ff:{.dfs af‘-{wﬁ{- (."A'i-a.i

G

(faller fcse %m fiiueh

Dhfed

Anexo N°12: Resultados de bioensayos en laboratorio

Se aplico la siguiente ecuacion para determinar el porcentaje de efectividad del
biopesticida:

%Efectividad =

En larvas de ler estadio

n? de larvas muertas

nltotal de larvas

5
%Efectividad = c* 100

%Efectividad = 100

En larvas de 2do estadio

%Efectividad =

> 100
— %
5

%Efectividad = 100

100
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e En larvas de 3er estadio
3
%Efectividad = E* 100

%E fectividad = 60

Anexo N° 13: Pruebas de normalidad para el factor pH.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnaoy® Shapiro-Wilk
ph Estadistico gl Sig. Estadistico ql Sig.
produccion_toxina 6 375 g om 694 ] 0m
8 183 g 200 8oy g 2493

* Esto es un limite inferior de |3 significacion verdadera.

a. Correccion de significacian de Lilliefors

Fuente: SPSS

HO: El efecto del pH en sanguaza para la produccion de endotoxina Cry sigue una
distribucién normal.

H1: El efecto del pH en sanguaza para la produccion de endotoxina Cry no sigue una
distribucion normal.

Se acepta la hipotesis nula.

Anexo N°14: Pruebas de normalidad para el factor temperatura

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smimoy? Shapira-Wilk
temperatura  Estadistico al Sig. Estadistico al Sin.
produccion_toxina 25 281 i 144 848 i 183
35 318 fi 059 725 B 011
45 283 fi 144 844 B 155

a. Correccidn de significacidn de Lillisfors

Fuente: SPSS

HO: El efecto del pH en sanguaza para la produccion de endotoxina Cry sigue una
distribucion normal.

HI: El efecto del pH en sanguaza para la produccion de endotoxina Cry no sigue una
distribucion normal.

Se acepta la hipdtesis nula
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Anexo N°15: Prueba de Igualdad de Levene de varianzas

Estadistico
de Levene gl gl2 Sig.
produccion_toxina  Se basa enla media 4530 5 12 015
Se basaenla mediana 2,754 5 12 064
Se basaenla medianay 2,754 o] 2,462 260
con gl ajustado
Se bhasaenla media 4410 L 12 016

recortada

Fuente: SPSS

HO: El efecto del pH y temperatura en sanguaza para la produccion de endotoxina cry es
homogéneo.

H1: El efecto del pH y temperatura en sanguaza para la produccion de endotoxina cry
no es homogéneo.

Anexo N°16: Prueba Post hoc

produccion_endotoxina_cry
HSD Tukey®P

Subconjunto

temperatura M 1 2

3 G 8,500

1 G 24 750

2 i 257,583
Sig. 99 1,000

En esta tabla podemos observar dos grupos donde nos muestra que uno es casi idéntico y
otro es diferente a ellos, esto quiere decir que las medias de cada de las temperaturas es
diferente, siendo la temperatura 35°C la mas significativa debido a que en el diagrama de

caja la media es mayor a diferencia de la de 25°C y 45 °C que estan al mismo nivel
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