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RESUMEN

El presente articulo trata acerca del cultivo sumergido del nematodo entomopatégeno, Steinernema
carpocapsae CABAO1, aislado en el estado de Hidalgo, México, y su bacteria simbionte, Xenorhabdus
nematophila, en un biorreactor con agitacién neumatica, del tipo airlift con recirculacion interna, usando
un medio de cultivo complejo que contiene 10% (volumen/volumen, v/v) aguamiel de agave (Agave spp.),
2% vl/v aceite de maiz, 1% (peso/volumen, p/v) yema de huevo deshidratada, 0.5% p/v NaCl y 1% p/v
extracto de levadura. Se realizaron dos corridas de fermentacion, F1 y F2, expresandose las condiciones
de operacién en términos del nimero adimensional de Reynolds (Re), como indice de las condiciones
hidrodinamicas, y del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno, k.a, como indicador de las
condiciones de oxigenacién imperantes durante los bioprocesos. Los experimentos comenzaron con
aproximadamente 1,000 nematodos en fase infectiva juvenil (IJ) por mililitro (ml) de medio, alcanzandose
al dia 16, 127,220 y 92,897 nematodos/ml con 99.7% y 96.5% en fase IJ, en las corridas F1 y F2,
respectivamente. Las propiedades reoldgicas de los caldos de fermentaciéon evolucionaron del
comportamiento dilatante al inicio, a casi Newtoniano al final de los experimentos, y las condiciones de
operacion cambiaron notablemente, involucrando valores del nimero Re de 80 a 4,900 y del k.a en el
intervalo de 3.1x10% a 6.4x10° s™'. La maxima concentracion de fases 1J, 126,882 por ml, fue alcanzada
en la fermentacion F1.

Palabras clave: biorreactor airlift, hidrodinamica, transferencia de oxigeno, nematodos

entomopatdgenos, biocontrol, variedades silvestres.
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ABSTRACT

The present article reports on the submerged culture of the entomopathogenic nematode,
Steinernema carpocapsae CABAO1, isolated within the state of Hidalgo, Mexico, and its symbiotic
bacterium, Xenorhabdus nematophila, in an internal-loop airlift bioreactor using a complex culture medium
containing 10% (volume/volume, v/v) agave sap from Agave spp., 2% v/v corn oil, 1% (weight/volume,
w/v) dried egg yolk, 0.5% w/v NaCl and 1% w/v yeast extract. Two fermentation runs, F1 and F2, were
carried out at operating conditions expressed in terms of the dimensionless Reynolds number (Re), as an
index of hydrodynamics, and the volumetric oxygen transfer coefficient (k,a), as an index of oxygen
transfer conditions, during the bioprocesses. Experiments initiated with 1,000 infective juvenile stage
nematodes (IJ) per millilitre (ml), approximately, and at the day 16, they achieved 127,220 and 92,897
nematodes/ml with 99.7% and 96.5% in 1J stage, corresponding to F1 and F2 runs, respectively. Culture
broth rheological properties evolved from the dilatant behaviour to nearly the Newtonian one at the end.
Also, operating conditions changed notably involving values of Re from 80 to 4,900, and k.a from 3.1 x10
t0 6.4x10°s™'. The maximum IJ concentration, 126,882 per ml, was achieved within F1 run.
Keywords: airlift bioreactor, hydrodynamics, oxygen transfer, entomopathogenic nematodes, biocontrol,

indigenous strains.

INTRODUCCION infectivas  juveniles (IJ) de nematodos

Como consecuencia del uso excesivo de entomopatégenos  (NEP) de los géneros

sustancias quimicas en la agricultura, se han
reportado efectos ecologicos negativos como
contaminacion de suelo y agua, impactos en las
cadenas alimentarias, asi como efectos sobre la
salud humana (http://www.fao.org/ag/magazine/
0205sp2test.htm;

magazine/0504sp2.htm). Particularmente, el

http://www.fao.org/ag/

abuso en el uso de sustancias con actividad
insecticida es preocupante. En este sentido, el
control biolégico ha mostrado ser una alternativa
viable para el control de un amplio nimero de
insectos plaga (Hajek, 2004). Especificamente,

el uso de las llamadas fases
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Steinernema y Heterorhabditis, ha mostrado ser
efectivo en ciertos sistemas agricolas para
controlar larvas de insectos plaga como
escarabajos en vifiedos y pastos (i. e,
Otiorhynchus sulcatus 'y Pachnaeus spp.;
Shapiro-llan &  Gaugler, 2002). Tanto
steinernematidos como heterorhabditidos han
establecido relaciones evolutivas simbidticas
con bacterias Gram negativas de los géneros
Xenorhabdus y Photorhabdus, respectivamente,
las cuales pueden presentar dos fenotipos,
siendo unicamente la llamada fase |, esencial

para la actividad entomopatogénica asi como
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para la reproduccién de los nematodos (Forst et
al., 1997). La bacteria es acarreada en el
intestino del 1J, el cual es el Unico estadio de
desarrollo de los NEP que puede vivir fuera del
insecto huésped y tiene la habilidad de buscar a
su presa e invadirla, liberando a su bacteria
simbionte en la hemolinfa del insecto, donde
ésta prolifera produciendo toxinas y enzimas
que son responsables de la muerte del insecto y
su bioconversion en una sopa nutritiva ideal
para el crecimiento y reproduccion de los NEP,
lo cual ocurre hasta que los nutrimentos se
agotan, momento en el que se induce una nueva
generacion de |J que abandona la carcasa del
insecto en busqueda de nuevos huéspedes
(Forst & Clarke, 2002). Por lo anterior, la
produccion masiva de fases |J de NEP es de
interés actual. En este sentido, de acuerdo con
distintos autores la mejor opcién tecnoldgica
para producir NEP es el cultivo monoxénico
sumergido usando biorreactores (Ehlers, 2001;
Chavarria-Hernandez et al., 2008) aunque los
NEP de mayor “calidad” se obtienen mediante el
cultivo in vivo. Actualmente, aunque algunas
compaiias en el mundo producen distintas
especies de NEP mediante el cultivo

monoxénico sumergido (http://www.sipweb.org/

DirectoryMCP/nematodes.htm), los resultados

obtenidos son muy variables por lo que esta
tecnologia debe ser mejorada. En particular,
para disponer de bioprocesos mas confiables
para la produccion de NEP, se requieren mas
estudios concernientes a la formulacion de
medios de cultivo, cinética del crecimiento
poblacional de los NEP, disefio de biorreactores

asi como exploracién de mejores condiciones de
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operacion. Mas aun, son escasos los estudios
relacionados con los efectos de las condiciones
hidrodinamicas y de transferencia de oxigeno
durante la produccion de NEP (Chavarria-
Hernandez et al., 2007), aunque hay algunos
reportes dedicados a otros aspectos durante su
produccion  usando  distintos tipos de
biorreactores (Pace et al., 1986; Friedman et al.,
1991; Surrey & Davies, 1996; Ehlers et al., 1998;
Strauch & Ehlers, 2000; Neves et al., 2001;
Johnigk et al., 2004).

Por otra parte, en un afan de conservar o
alterar lo menos posible la biodiversidad
existente en los distintos ecosistemas, la
practica del biocontrol de insectos plaga
mediante el uso de NEP actualmente tiende a
usar preferentemente especies de NEP
endémicos de las zonas geograficas donde
éstos serian aplicados para el biocontrol
(Campos-Herrera et al., 2007), en lugar de usar
especies exoticas aisladas de nichos ecolégicos
diferentes, que por otra parte aun continta
siendo la practica mas ampliamente usada en
muchos agrosistemas. Mas aun, se ha reportado
que el uso de especies nativas de NEP es
frecuentemente mas eficaz que el
correspondiente a especies exéticas, cuando los
especimenes han sido aplicados en igualdad de
circunstancias.

Con base en lo anterior, el presente estudio
trata sobre la produccién masiva del NEP,
Steinernema carpocapsae CABAO1 aislado en el
estado de Hidalgo, México, mediante el cultivo
monoxénico sumergido usando un biorreactor
agitado neumaticamente, del tipo airlift con

recirculacion interna a través de un cilindro
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concéntrico. Uno de los intereses principales fue
el establecer como cambian las condiciones del
proceso con el tiempo, para lo cual el nUmero de
Reynolds (Re) y el coeficiente volumétrico de
transferencia de oxigeno (k,a), fueron tomados
como indicadores de las condiciones
hidrodinamicas y de transferencia de oxigeno
imperantes  durante las  fermentaciones,
respectivamente. Para lograr lo anterior, la
evaluacién de la viscosidad aparente (n,) del

caldo de fermentacion fue de gran importancia.

MATERIALES Y METODOS

Especimenes biolégicos

Fases |IJ de S. carpocapsae CABAO1 fueron
mantenidas en suspensiones acuosas (300,000
IJ/ml) en botellas para el cultivo de células, a
4°C y periodos de agitacion de 15 min cada 15d
para proporcionar el oxigeno requerido. Los
NEP fueron aislados de muestras de suelo de
Alcholoya, en el estado de Hidalgo, México, e
identificados por métodos de morfometria y
biologia molecular (Pérez-Santos, 2009).
X. nematophila en fase |, fue conservada en
viales de 2 ml en 25% p/v glicerol a -80°C (10°
células por vial). La bacteria simbidtica fue
aislada de cultivos en NBTA (Akhurst, 1980)
estriados con hemolinfa de larvas del ultimo
instar de Galleria mellonella previamente
infectadas con fases I|IJ de S. carpocapsae
CABAO1 (Woodring & Kaya, 1988). La bacteria
fue identificada mediante secuenciacion del
gene 16s rADN vy pruebas bioquimicas
(Martinez-Rodriguez, 2008)
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Medios de cultivo

Medio STB (Buecher & Popiel, 1989). 3% p/v
caldo de soya tripticasa y 0.5% p/v extracto de
levadura. pH 7.

Agar NBTA (Akhurst, 1980). 2.3% p/v agar
nutritivo, 0.0375% p/v azul de bromotimol y
0.004% pl/v cloruro de trifeniltetrazolio (TTC). pH
8.5.

Medio MA10 (Modificado de Islas-Lopez et
al., 2005). 10% v/v aguamiel de Agave spp., 2%
v/v aceite de maiz, 1% p/v yema de huevo
deshidratada, 0.5% p/v NaCl, 1% p/v extracto de
levadura. Se usé 0.3 ml de antiespumante A
[100% base silicén] (SIGMA-Aldrich) por cada
litro de medio. pH de 7.5.

Cultivo monoxénico sumergido de Steinernema
carpocapsae CABAO1

Un vial de conservacion de X. nematophila
se inoculd en 420 ml de medio STB y se incubd
a 150 rpm y 30°C durante 48 h. Muestras de
este cultivo fueron estriadas sobre placas de
NBTA para verificar la presencia de la fase |
bacteriana, la cual absorbe al azul de
bromotimol dando lugar a colonias azul oscuro,
mientras que la fase Il bacteriana no absorbe
este colorante, ademas de reducir al TTC dando
lugar a colonias rojas (Akhurst, 1980). El caldo-
STB fue posteriormente bombeado al biorreactor
airlift con recirculaciéon interna (Fig. 1) que
contenia 3.8 | de medio MA10 estéril. El
biorreactor fue previamente sanitizado durante
1.5 h con vapor saturado a 98°C. Luego, el

cultivo bacteriano fue incubado a 30°C con

14



Fig. 1. Biorreactor airlift con recirculacion interna usado para el cultivo sumergido del nematodo
entomopatégeno, Steinernema carpocapsae CABAO1, aislado en el estado de Hidalgo, México, y su
bacteria simbionte, Xenorhabdus nematophila. El volumen de trabajo fue 4.2 | y las fermentaciones se
desarrollaron a 22°C y aireacién variable (1 a 1.5 vvm) durante 16 dias. a) Esquema del biorreactor
mostrando la seccion de flujo ascendente a través del tubo concéntrico interno, asi como la seccion de
flujo descendente a través del espacio anular entre los cilindros, creandose un patrén de flujo principal en
la direccion axial. Dimensiones principales: d4, 5.16 cm; d,, 6.25 cm; d;, 13 cm; hy, 2 cm; h,, 21 cm; h;, 54

cm. b) Fotografia del biorreactor.

aireacién de 1 volumen de aire por volumen de
medio por minuto (vvm) durante 48 h.
Trascurrido este tiempo, fases IJ de S.
carpocapsae CABAO1 fueron inoculadas hasta
una concentracion de 1,000 [J/ml
aproximadamente, cambiandose la temperatura
de proceso a 22°C con aireacion variable de 1 a
1.5 vwm hasta el final de los experimentos. Se
realizaron dos corridas de fermentacion (i. e., F1
y F2).
Concentracion de nematodos viables
(nematodos/mi)

Cada 2 d se tom6 una muestra de 10 ml de

caldo de fermentacion para determinar Ila
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concentracién de nematodos viables.
Dependiendo de la concentracion de
nematodos, las muestras de caldo de
fermentacion fueron diluidas de 10" a 10 con
solucion salina isotdnica. Muestras diluidas de
0.1 ml fueron colocadas en portaobjetos
excavados para la cuenta de NEP bajo el
microscopio de campo claro (aumentos, 40% y
100%). Los NEP moviles o inmdviles pero de
aspecto “normal” fueron considerados como

viables.
Propiedades reolégicas.

Cada 4 d se tom6é 30 ml de caldo para

determinar las propiedades reolégicas de los
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caldos de fermentacion. Estas fueron evaluadas
en un redmetro de esfuerzos controlados AR-
2000 TA Instruments usando la geometria vane
rotor. Las muestras fueron sometidas a cizalla
de 50 a 600 s (tanto en sentido ascendente
como descendente para eliminar posibles
dependencias con el tiempo) a 25°C durante un
periodo acumulado de 37 min. El
comportamiento reologico fue descrito con el

modelo de Ostwald-de Waele (Ecuacion 1)

donde t (Pa) es el esfuerzo de cizalla, y (s'1) es

la cizalla, y K (Pa-s") y n (adimensional) son los
indices de consistencia y comportamiento al

flujo, respectivamente.
. n
T= K(}/] (1)

Determinacion de la viscosidad aparente del
caldo de fermentacién, n, (Pa-s)
Primero, las componentes de velocidad en el

reactor fueron consideradas como vy=v,=0 y

v, #0. Luego, el valor promedio de y (i. e., 7 a)

fue estimado de acuerdo con lo siguiente:

a) Seccion de ascenso (sa). La velocidad
superficial del gas fue estimada con la Ecuacion
2, donde Q es el flujo de aire (I/s) y Ass €s el

area transversal al flujo (20.91 cm?)

(o) o,
(Asj @

El valor ¥ .. fue determinado con la Ecuacion

3, si vsg20.04 m/s, o la Ecuacion 4, si ve<0.04
m/s (Li et al., 1995)

BioTecnologia, Aio 2010, Vol. 14 No. 1

Y, . =5000-v, (3

Vo = 5000-v§; (4)

b) Seccion de descenso (sd). En esta seccion

del sistema, el valor y s fue estimado con la

Ecuacion 5 (Al-Masry & Al-Ahmed, 2005) la cual
considera el valor v¢4 de la seccion de ascenso,
la razoén de areas transversales al flujo (Asg/Asa)
(siendo As=6.40 cm® y A,=20.91 cm?) vy la

altura de la seccion de descenso (hgg=35.3 cm).

-0.14
Y., = 4800~vsgl'86(1+A5dJ (h )"

Aa
(5)
Una vez contando con los valores de cizalla
promedio por seccién, los correspondientes
valores de viscosidad aparente fueron

determinados con la Ecuacion 6.

. n-1
Ma = K(J/ a) (6)

Determinacién de las condiciones
hidrodinamicas durante las fermentaciones

El numero de Reynolds (Re) fue usado como
un indice de las condiciones hidrodinamicas
imperantes y fue calculado con la Ecuacién 7,
donde Dy es el didmetro hidraulico igual a 4Ry,
siendo Ry el radio hidraulico igual a la razén
(area transversal al flujo)/(perimetro mojado)

(Tilton, 1999).

_ Dyvp
Ma

Re (7)
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Se consider6 la densidad del caldo de
fermentacion como p=1,000 kg/m3.
a) Seccion de ascenso. En esta seccion, el valor
de Re fue determinado considerando la
velocidad v igual a veg (m/s).
b) Seccion de descenso. Aqui, el numero Re fue
calculado usando la velocidad promedio de
descenso v=Q/A,, la cual fue estimada
considerando que el gas inyectado “bombea”
aproximadamente un flujo volumétrico de medio
de cultivo similar a Q, el cual luego de
desgasificarse cuando abandona la zona de
ascenso, se mueve hacia la base del reactor a

través del anulo.

Estimacioén de las condiciones de oxigenacion
durante las fermentaciones

El coeficiente volumétrico de transferencia
de oxigeno, ka, fue considerado como un indice
de la eficiencia de oxigenacion lograda durante
los bioprocesos y fue estimado mediante la
Ecuacion 8 (Li et al, 1995). Los valores
empleados de vg4 fueron a su vez determinados
mediante las Ecuaciones 3 o0 4, segun

correspondiese.

k.a=0.0343-v,"'p, " (8)

RESULTADOS Y DISCUSION

En principio, durante el desarrollo de las
fermentaciones, X. nematophila, permanecio
principalmente en fase I, lo cual fue sugerido por
el desarrollo abundante de colonias azules al
crecer en NBTA. Sin embargo, a partir del dia 8,

el crecimiento de colonias rojas se incrementd
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gradualmente sugiriendo un cambio bacteriano a
la fase Il (Akhurst, 1980). Por otra parte, la Fig. 2
presenta el aspecto exhibido por distintos
estadios de desarrollo de los nematodos durante

las fermentaciones

Fig. 2 Fotografias de campo claro de distintos
estadios de desarrollo de Steinernema
carpocapsae CABAO1, durante su cultivo
sumergido en presencia de su simbionte
bacteriano, Xenorhabdus nematophila, en un
biorreactor airlift con recirculaciéon interna. a)
Hembra adulta de primera generacion a t=4 d
(longitud, 3,800 um; 40x); b) Macho adulto de
primera generacion a t=4 d (longitud, 1,600 um;
100x); c) juvenil de primera etapa a t=4 d
(longitud, 200 um; 400x); d) juvenil de segunda
etapa a t=6 d (longitud, 320 um; 200x); e)
hembra adulta de segunda generacién a t=12 d
(longitud, 1,200 pm; 40x%); f) fases infectivas
juveniles a t=8 d (longitud, 630 um; 40x%)

Evolucion de la concentracion de nematodos
Las Figuras 3a y 3b presentan la evolucion
de las concentraciones de nematodos totales y
de fases IJ durante las corridas realizadas en el
presente  trabajo. Las  correspondientes
concentraciones iniciales fueron 1,330 [|J/ml
(Desviacion estandar, DE=63) y 1,064 [J/ml

(DE=146), para las corridas F1 y F2,
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respectivamente. Por otra parte, la maxima
concentracion total de NEP de 127,220 por ml
(DE=16,330) con 99.7% IJ al final (126,882

IJ/ml) se alcanzd en el experimento F1. Los

108 T T T

resultados correspondientes al experimento F2
fueron 92,897 NEP/ml (DE=24,061) con 96.5%
IJ (i.e., 89,667 1J/ml). Este es el primer

105 =

104 |-

10°¢

102 T T T

10° |- t)

104 |=

Concentracion de nematodos, C (individuos/ml)

10%

102 —

8

10 12 14 16 18

Tiempo (d)

Fig. 3 Evolucién de las concentraciones del total de nematodos viables (cuadros) y de fases infectivas
juveniles (triangulos) durante el cultivo sumergido de Steinernema carpocapsae CABAO1 y su bacteria
simbidtica, Xenorhabdus nematophila, en un biorreactor airlift con recirculacion interna. a) Corrida F1; b)
corrida F2. Las barras de error representan la desviaciéon estandar de 3 conteos independientes.

reporte sobre la propagacion masiva de
steinernematidos aislados en México, mediante
el uso de biorreactores del tipo airlift con

recirculacion interna. De hecho, existen pocos

BioTecnologia, Aio 2010, Vol. 14 No. 1

reportes acerca de la produccién de
steinernematidos usando biorreactores agitados
Chavarria-

neumaticamente.  Anteriormente,

Hernandez et al. (2007) reportaron la produccion
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de hasta 193,140 IJ/ml trabajando con S.
carpocapsae All mediante el uso de un
biorreactor airlift con recirculaciéon interna a
través de tubos internos modificados. Pace et al.
(1986) y Friedman et al. (1991) usaron tanques
agitados mecanicamente para la produccion de
NEP, pero desprovistos de sus impulsores para
que funcionasen como columnas burbujeadoras,
de tal manera que lograron concentraciones de
90,000 IJ/ml y 95,000 IJ/ml al propagar S. feltiae
y Neoaplectana (=Steinernema) carpocapsae,
respectivamente. Por otra parte, en la
propagacion de S. carpocapsae-Az 20, estirpe
aislada en las Azores, Portugal, Neves et al.
(2001) obtuvieron de 38,000 a 64,000 IJ/ml
mediante el uso de un biorreactor airlift de 1 |

con recirculacion externa.

Cambios en el comportamiento reoldgico de los
caldos de fermentacion

En principio, se observaron cambios
importantes en las propiedades reoldgicas de
los caldos de fermentacion (Fig. 4a), que
involucraron cambios en la viscosidad aparente
(na) de 2 mPas al inicio de los cultivos, hasta 12
mPas a los 16 dias de las fermentaciones. Por
otra parte, el comportamiento de los caldos de
fermentacion fue no Newtoniano (i.e., viscosidad
variable dependiente de las condiciones de
deformacion), evolucionando especificamente
del comportamiento dilatante al inicio, hasta
cercano al comportamiento Newtoniano al final
de los experimentos. Anteriormente, con
relaciéon a las propiedades reoldgicas de caldos
de fermentacién durante la produccion de

nematodos entomopatégenos, soélo se contaba
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con los reportes de Young et al. (1998) quienes

reportaron el comportamiento pseudoplastico

Viscosidad, 1, (Pa s)

10000

Numero de Reynolds, Re (adimensional)

0.0055 4

0.0050 4

0.0045 4

0.0040 4

Coeficiente k, a (s™)

0.0035 4

0.0030 4

0.0025

Tiempo (d)

Fig. 4. Cultivo sumergido de Steinernema
carpocapsae CABAO1 y su bacteria simbidtica,
Xenorhabdus nematophila, en un biorreactor
airlift con recirculacién interna. Evoluciones de:
a) viscosidad aparente (n,) del caldo de
fermentacion; b) condiciones hidrodinamicas en
términos del numero de Reynolds (Re), y c)
condiciones de oxigenacion en términos del
coeficiente volumétrico de transferencia de
oxigeno (k.a). Clave: simbolos negros, corrida
F1; simbolos blancos, corrida F2; seccion de
ascenso, 4 ; seccion de descenso, V.
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durante la produccién de S. feltiae, y los
reportes de Chavarria-Hernandez et al. (2003,
2007) quienes determinaron tanto los
comportamientos dilatante como pseudoplastico
durante la produccion de S. carpocapsae All al
propagarlo en matraz agitado orbitalmente asi
como en biorreactor airlifft con recirculaciéon
interna, usando medios de cultivo relativamente
similares a los empleados en el presente
estudio. Por otra parte, en los trabajos
mencionados se emplearon distintas geometrias
para la evaluacion reolégica (Cilindros
concéntricos: Young et al., 1998, y Chavarria-
Hernandez et al., 2003; impulsor helicoidal:
Chavarria-Hernandez et al., 2007; impulsor de
paletas vane rotfor. presente trabajo) lo que
pudiese tener alguna relacién con la variabilidad
entre los resultados mencionados, ademas de
los posibles efectos causados por usar medios
de cultivo distintos, especimenes bioldgicos
distintos asi como sistemas de fermentacion

diferentes.

Cambios en las condiciones hidrodinamicas
durante las fermentaciones

Con relacion a las condiciones
hidrodinamicas existentes durante el desarrollo
de las fermentaciones para producir S.
carpocapsae CABAO1, éstas implicaron
menores valores del nUmero de Reynolds en la
seccion de ascenso (150 < Re (adimensional) <
1,320) que lo determinado en la seccion de
descenso (80 < Re (adimensional) < 4,900) (Fig.
4b), y fueron notablemente mayores que lo
reportado por Chavarria-Hernandez et al. (2007)

al producir S. carpocapsae All en un sistema
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relativamente similar al usado en el presente
trabajo (i.e., standard draft tube airlift bioreactor)
tanto en la zona de ascenso (19 < Re
(adimensional) < 425) como en la de descenso
(3 < Re (adimensional) < 129) en el trabajo
mencionado. Lo anterior puede tener
implicaciones  interesantes. = Cuando las
condiciones hidrodinamicas tienden hacia la
laminaridad (i.e., involucrando menores valores
de Re) el proceso de apareamiento de los
nematodos se puede ver favorecido (recordar
que los adultos machos y hembras de
steinernematidos deben copular para
reproducirse). En este sentido, un incremento
del numero Re como consecuencia de la mayor
prevalencia de las fuerzas inerciales por sobre
las fuerzas viscosas durante el mezclado en el
biorreactor airlift, podrian traducirse en una
disminucién de la eficiencia del apareamiento
entre steinernematidos, originandose a su vez
una disminucioén de la productividad de fases IJ
lograda durante estos procesos. Esto parece
tener relacion con el hecho de que en el
presente trabajo, partiendo aproximadamente de
1,000 NEP/ml se lograron producir de 90,000 a
130,000 S. carpocapsae CABAO1-NEP/mI,
mientras que Chavarria-Hernandez et al. (2007),
usando un sistema relativamente similar al aqui
reportado pero propagando S. carpocapsae All,
lograron producir 207,000 individuos/ml en
condiciones de operacion que involucraron
menores numeros de Reynolds que los
calculados para los experimentos reportados en
este trabajo, como vya fue mencionado
anteriormente. Otros autores también han

sugerido la influencia de las condiciones
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hidrodinamicas en la reproduccion de
steinernematidos, como Neves et al. (2001)
quienes durante la produccion de S
carpocapsae Az 20 sugirieron que el
apareamiento de nematodos puede ser
favorecido a través de la creaciéon de una zona
de baja velocidad del fluido lo cual puede
generar mejores oportunidades para el
apareamiento, tomando en cuenta |las
diferencias de densidades entre hembras vy
machos reportadas por estos autores.
Desafortunadamente en la literatura relacionada
se cuenta con muy pocos reportes sobre la
produccion de NEP mediante biorreactores, que
involucren un seguimiento de los cambios en las
condiciones hidrodinamicas y sus posibles
implicaciones en la productividad de fases IJ.
Por lo tanto, son escasas las comparaciones de
los resultados aqui presentados con otros

trabajos.

Cambios en las condiciones de transferencia de
oxigeno durante las fermentaciones

Por otra parte, la Fig. 4c muestra la
evolucién de las condiciones de transferencia de
oxigeno durante las fermentaciones
desarrolladas en la presente investigacion. La
eficiencia de oxigenacioén fue expresada en base
al coeficiente volumétrico de transferencia de
oxigeno, kia, el cual fue calculado para la
seccién de ascenso en el biorreactor airlift. Los
valores de k a determinados se ubicaron en el
intervalo de 3.1x10° s™ a 6.4x10° s los cuales
estan en concordancia con lo previamente
reportado durante la produccién de S.

carpocapsae All en biorreactor airlift (i.e.,
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2.8x10" s a 0.0447 s, Chavarria-Hernandez
et al.,, 2007). Mehrnia et al. (2005) reportaron
valores de k.a en el intervalo de 0.004 s'a0.03
s al experimentar con mezclas de
queroseno/agua y diesel/agua en un biorreactor
airlift con tubo concéntrico involucrando valores
de v¢g de 0.01 m/s a 0.075 m/s.

Para realizar un balance de oxigeno
conveniente durante la produccion de NEP, es
deseable contar con datos acerca de la
demanda especifica de oxigeno de los NEP y
como ésta puede cambiar con el estadio de
desarrollo; no obstante, no existen datos
publicados sobre esto, excepto para fases IJ de
algunos especimenes y en condiciones
diferentes a las imperantes durante Ia
produccion en biorreactores. En este sentido,
Lindegren et al. (1986) reportaron la rapidez de
respiracion de fases IJ de S. feltiae a distintas
temperaturas de almacenamiento.

Por ofra parte, los resultados aqui
presentados solo pueden ser comparados con
muy pocos reportes ya que las implicaciones de
las condiciones de oxigenacion han sido
escasamente exploradas durante la produccion
de nematodos entomopatdgenos con potencial

aplicacion en el biocontrol de plagas.

CONCLUSIONES
Fue posible lograr la propagacién masiva del

nematodo entomopatdgeno, Steinernema
carpocapsae CABAO1, aislado en el estado de
Hidalgo, México, usando un biorreactor tipo airlift
con recirculacion interna, logrando
concentraciones de 127,000 IJ/ml en procesos

de 16 dias de duracion. Por otra parte, fue
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posible determinar la evolucién de las
condiciones hidrodinamicas imperantes durante
las fermentaciones, asi como estimar la
correspondiente a las condiciones de
transferencia de oxigeno, destacandose que la
reproduccion de nematodos fue posible aun
cuando se alcanzaron condiciones de franca
turbulencia en algunas zonas dentro del
biorreactor, de acuerdo con los valores
calculados para el numero de Reynolds. Esto es
de gran importancia ya que abre la posibilidad
de optimizar las condiciones de proceso para
maximizar  productividades de NEP en
biorreactores airlift, usando enfoques de
ingenieria basica. Ademas, este estudio muestra
que es posible lograr la produccion masiva de
nematodos entomopatéogenos aislados en
México, con potencial aplicacion para el
biocontrol de insectos plaga y asi contribuir al

acceso hacia una agricultura sustentable.
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