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RESUMEN

En el mundo se estan buscando tecnologias amigables
con el ambiente que permitan minimizar el impacto del
uso de compuestos quimicos, que contaminan y dafan el
ambiente. Una alternativa a estos problemas son los agentes
de control bioldgico. En los proximos anos, el control
biolégico representara una derrama econémica importante
a nivel mundial, alrededor de $4°000,000,000 de ddlares
para 2023. El presente trabajo se presenta el rol que puede
tener la utilizacién de nematodos entomopatégenos en
este mercado, se expone la importancia de los sistemas
de produccién haciendo un énfasis en el cultivo liquido y
se muestra algunas areas de oportunidad para mejorar los
rendimientos de estos procesos.

Palabras clave: Bioinsecticidas; cultivo liquido; nematodos
entomopatégenos.
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Abstract

There are looking for friendly technologies in the world
that minimize environmental impact of the use of chemicals
which contaminate and damage the environment. Biological
control agents are an alternative to these problems. For
the next few years, biological control will represent an
important global economic impact, about 4 billion USD
for 2023. This paper presents the role that the use of
entomopathogenic nematodes can play in this market, the
importance of production systems is highlighted, with an
emphasis on liquid culture and some areas of opportunity to
improve the yields of the processes are shown.

Key words: Bioinsecticides; liquid culture; entomopathogenic
nematodes.



|. INTRODUCCION

Los pesticidas se han utilizado para prevenir o controlar
plagas, maleza o enfermedades, con la finalidad de obtener
un adecuado rendimiento de los cultivos. Y aunque su uso
ha sido efectivo, se han expresado preocupaciones en
todo el mundo por la presencia de estos compuestos en
alimentos, aire, agua potable y suelo. Ademas de demostrar
efectos perjudiciales para la flora y fauna no obijetivo.
Existen programas como el “Manejo integrado de plagas”
(IPM por sus siglas en inglés) propuesto por la FAO, que
propone variedades de cultivos resistentes a plagas,
bioinsecticidas (control biolégico), trampas o la rotacién
de cultivos. De tal forma que los plaguicidas se seguirian
usando, pero en cantidades mucho mas moderadas. El uso
de bioinsecticidas se ha convertido en alternativas reales en
un mercado de constante crecimiento, que se estima que
tendra una participacién de $4.5 mil millones de délares en
2023. Actualmente, el bioinsecticida mas usado es la toxina
purificada de Bacillus thuringiensis, con una participacion del
75% de uso de bioinsecticidas en todo el mundo. Entre
los bioinsecticidas, los nematodos entomopatégenos (NE)
se han utilizado con éxito para el control biolégico de una
amplia gama de plagas de insectos. En México, existen pocas
empresas como Koppert México que comercializan geles de
S. carpocapsae, por lo que México podria representar una
zona importante de comercializacién en los préximos anos.

Los NE son capaces de ser trasportados por el agua y su
tiempo de accién en los cultivos es mayor (hasta 2 meses)
en comparacién con los productos quimicos, por lo que se
les considera de alto valor comercial. Los NE son seguros
para ser aplicados cerca de humanos, ganado y plantas. La
estrecha relaciéon entre los nematodos y sus contrapartes
bacterianas, contribuyen a la seguridad y eficacia en su uso
como agentes para el control biolégico (Ehlers & Hokkanen,
1996).

Las principales familias utilizadas para el control biolégico
son Steinernematidae y Heterorhabditidae, estos nematodos
se asocian de manera simbidtica con bacterias como
Xenorhabdus sp., y Photorhabdus sp., respectivamente
(Popiel & Hominick, 1992). La presencia de las bacterias
simbiontes en el medio de produccién es importante debido
a que funcionan como su principal fuente de alimento, y
contribuyen al desarrollo y reproduccién de NE. Los NE
pueden producirse de forma masiva usando métodos de
cultivo “in vivo” o “in vitro”. La produccién “in vitro” en
medio liquido es la forma mas rentable para producir NE
(Shapiro-llan & Gaugler, 2002). Las fermentaciones liquidas
se estan convirtiendo en una forma industrial comin para
producir diversas especies de NE (Shapiro-llan , Han, & Qiu,
2014).

Existen investigaciones relacionadas con la formulacién de
medios de cultivo, la cinética de crecimiento de poblacién
de NE, el disefo del biorreactor y las condiciones de
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operacién, entre otros aspectos importantes. Sin embargo,
se necesitan mas estudios relacionados con las propiedades
fisicoquimicas de los caldos de cultivo, como son: la tensién
superficial, viscosidad y evaluaciéon de las particulas en
suspension, entre otras, esto contribuiria a esclarecer como
estas propiedades influyen en la transferencia de oxigeno.
Estudios sobre la tasa respiratoria también son necesarios
para determinar los requerimientos minimos de operacion
de los reactores y las condiciones de almacenamiento
de estas especies. El objetivo de este trabajo es explicar
generalidades de cémo es el proceso de produccién de NE
en medio liquido y establecer algunas areas de oportunidad
para mejorar los procesos de produccién de NE.

Il. FENOTIPOS DE LAS BACTERIAS
SiMBIONTES DE LOS NE.

Las bacterias simbiontes presentan dos tipos de fase,
estas difieren morfolégicamente y fisiolégicamente. Para
diferenciar las fases se puede utilizar un medio de cultivo
diferencial como NBTA, constituido por agar nutritivo,
azul de bromotimol y cloruro de feniltetrazolio (TTC). En
este medio, la forma primaria o fase |, absorbe el azul de
bromotimol y reduce el TTC, produciendo colonias con un
nucleo rojo superpuesto por un azul oscuro y rodeadas de un
halo claro; la forma secundaria o fase 2, reduce el TTC pero
no absorbe el azul bromotimol, produciendo un color rojo
marrén. Enlafase |, las células son mas grandes y tienen alta
movilidad por la presencia de flagelos peritricosos. Llevan
proteinas de inclusién y producen metabolitos secundarios,
endoenzimas y exoenzimas como proteasas, lecitinasas
y antibiéticos. Para el caso de Photorhabdus, produce
bioluminiscencia. Ademas, la fase |, proporciona y protege
los nutrientes esenciales para los NE, mata y metaboliza al
huésped evitando la pudricién debido a la gran cantidad de
antibiéticos producidos. La bacteria simbionte Xenorhabdus
colonizalavesicula de los nematodos del género Steinernema,
mientras que Photorhabdus coloniza el extracto intestinal de
los Heterorhabditis (Ferreira & Malan, 2014). La fase 2 de
las bacterias simbiontes puede llegar a matar al huésped.
Sin embargo, para ambas bacterias simbiontes, la fase 2 es
menos eficaz para mantener las condiciones de crecimiento
de los NE. En la fase 2, disminuye la produccién de
antibiéticos y otros metabolitos secundarios, aumentando
la produccién de enzimas respiratorias y tween-esterasas
(Ferreira & Malan, 2014).

l1l. CicLo DE viDA DE Los NE.

El ciclo de vida de los NE se inicia con un estadio llamado
“infectivo juvenil” (I)), este se caracteriza por no comer,
debido a que estan adaptados morfolégicamente y
fisiolégicamente para sobrevivir tiempos largos en la tierra.
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Cuando los IJ encuentran un huésped (larva de insecto),
entran en la cavidad interior por orificios naturales como
boca, ano o directamente por la cuticula (si tiene una
herida), liberan su bacteria simbionte en el hemocele del
insecto, esta se multiplica rapidamente y mata al insecto por
septicemia, generalmente dentro de 24 a 48 h. Los tejidos
del hospedero y la bacteria simbionte proporcionan un
medio rico para el crecimiento de los NE. Los nematodos
empiezan a comer debido a sefiales que reciben de la
bacteria simbionte y cambian al estadio |4, posteriormente
pasan a la quinta etapa en la que se convierten en adultos
de primera generaciéon. En el caso de los NE del género
Steinernema, se da el apareamiento y las hembras ponen
huevos que eclosionan como juveniles de primera etapa
(1), posteriormente; siguen el ciclo: J| = ]2 - |3 - |4 »
Adulto. Este ciclo se repite hasta que existe un agotamiento
de los nutrientes por lo que se forma una generacién de |J
que salen de la larva para buscar un nuevo huésped.

El ciclo de vida de Heterorhabditis es también similar a la
de Steinernema, pero los adultos de primera generacion
son hembras hermafroditas. Para la segunda generacién de
adultos, la reproducciéon se da sexualmente, por lo que se
presentan machos y hembras (Johnigk & Ehlers, 1999). La
cinética de crecimiento de los NE en medio liquido es muy
similar al presentado en larva, en la Figura |, se muestran la
curva de crecimiento de S. colombiense en medio liquido.
Una vez inoculados los nematodos en el estadio ] (dia
0), estos se recuperaron rapidamente convirtiéndose
en adultos (jévenes) al dia 2, para el dia 4, estos ya eran
adultos bien desarrollados y en la etapa de reproduccién, se
pueden observar una importante cantidad de huevecillos y
nematodos en la fase J|. Al sexto dia, parte de la poblacién
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total se encontraba en la fase 3/l). Las condiciones del medio
fueron adecuadas para que los nematodos J3 siguieran
desarrollandose a J4 y adultos de segunda generacion. A
partir del dia 8, no se presentan cambios significativos en
la poblacion de los NE. Para el dia 10, la poblacién total
puede alcanzar los 60 mil individuos por mL, donde el 87%
de poblacién son |J.

IV. METODOS DE PRODUCCION DE
NE.

4.| Produccién “in vivo”.

Los nematodos entomopatégenos pueden ser producidos
en masa usando métodos de cultivo “in vivo” o “in vitro”.
El método “in vivo” se usa para la produccién a escala
laboratorio, generar material para pruebas de campo
y pequefas empresas productoras como cooperativas
agricolas (Shapiro-llan, Gaugler, Tedders, Brown, & Lewis,
2002). Parala produccién “in vivo” se utiliza la trampa White
(Figura 2), donde las larvas de insecto son infectadas en una
bandeja o plato con papel absorbente, después de 2 a 7
dias los cadaveres infectados son trasladados a un plato de
cosecha que contiene agua, finalmente los I migran al agua
y son recuperados. El insecto huésped mas estudiado para
el cultivo “in vivo” es la larva de la polilla de cera (Galleria
mellonella), pero el gusano de la harina (Tenebrio molitor)
también se ha considerado para el cultivo de nematodos, sin
embargo, se han realizado pocos estudios (Gaugler, Brown,
Shapiro-llan, & Atwa, 2002).

t= dia 8 " t=dia 10

Figura |. Evolucién del crecimiento de S. colombiense y su simbionte Xenorhabdus sp. en matraces cilindricos con agitacién orbital.
Condiciones de operacion: 130 rpm y 28 °C. Microfotografias tomadas con objetivo 40X en un microoscopio de campo claro (Nikon
80i).
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Figura 2. Trampa White (Galleria mellonella infectada con S.
colombiense)

4.2 Produccién “in vitro” en medio sélido.

Paralaproduccién de NE en medio sélido, se realiza un cultivo
mondxenico, donde primero se hace una fermentacién
de la bacteria simbionte y posteriormente se inoculan los
NE. Las ventajas del cultivo “in vitro” en medio sélido son
similares a las del cultivo “in vivo”. La inversién inicial y el
nivel de conocimientos técnicos son bajos comparados
con otros métodos. Entre las desventajas de este método
tenemos que, a escalas mayores de produccién, su principal
limitante es el tamano de la autoclave para la esterilizacion y
el area con ambiente estéril para la inoculacién (Shapiro-llan
& Gaugler, 2002).

La producciéon de medio sélido inicié con la utilizacion de
cajas petri con medios de produccién basados en comida
para perros, rifién de cerdo, sangre de res y usando agares
nutritivos (Wouts, 1981). Posteriormente, se desarroll6 el
método Bedding (Bedding, 1981), donde se usan matraces
Erlenmeyer con espuma de poliuretano, después de un
tiempo, los matraces fueron reemplazados con bolsas
esterilizables con un sistema de bombeo de aire estéril
(Shapiro-llan & Gaugler, 2002). Entre los factores que
son importantes a considerar en esta tecnologia son la
temperatura, en tamafo del biorreactor y la concentracién
de nutrientes.

4.3 Produccién “in vitro” en medio liquido.

La rentabilidad de estos procesos se basa en el rendimiento
(produccién final de | poducidos/lj rocuades)» €l tiempo de
proceso, la capacidad de virulencia, tolerancia ambiental
y capacidad de busqueda de hospedadores; esta Ultima
conducira a menores costos debido a que el tratamiento
en campo requerira menos NE por m? (Shapiro-llan et
al,, 2014). La produccién in vitro en medio liquido, es el
proceso mas rentable para la produccién de nematodos
entomopatégenos (Ehlers, 2001). El costo de producir |
millon NE de S. carpocapsae es una décima parte del costo
de producirlo in vivo usando G. mellonella. La eficacia de
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este proceso se debe a que al ir escalando el proceso,
el costo de produccién por unidad disminuye (Shapiro-
llan & Gaugler, 2002). La produccién en medio liquido se
realiza usando cultivos monoxénicos. La concentracién
de la bacteria simbionte antes de la inoculacién de ] en el
medio de produccién, es otro factor determinante en la
productividad de I de S. carpocapsae y S. feltiae, hasta ahora
se ha reportado que las concentraciones ideales de inéculo
deben ser mayores de 10x1010 bacterias por mL (Hirao &
Ehlers, 2009b). Ademas, entre los parametros que favorecen
el cultivo liquido de NE esta el pH, la concentracién de CO2,
la temperatura, la velocidad de relaciéon de la agitacién/
aireacion y la concentraciéon de nutrientes; por ejemplo, la
concentracién de minerales no debe generar una resistencia
osmoética del medio superior a 600 miliosmol por kg (Ehlers,
2001).

En la produccién de NE en medio liquido como en cualquier
bioproceso, se debe tomar en cuenta los requerimientos
nutricionales de la especie que se desea producir, pero
otro factor clave es el suministro de oxigeno al medio, esto
debido a su baja solubilidad en el agua. La concentracion de
oxigeno disuelto depende de las propiedades fisicoquimicas
del medio (viscosidad, tension superficial, densidad, etc.), la
concentracién de individuos, el volumen del medio, el disefio
del reactor, velocidad del agitador y los esfuerzos cortantes
(Garcia-Ochoa, Gomez, Santos, & Merchuk, 2010). Entre
los reactores que se han utilizado en la produccién de NE
tenemos a los reactores agitados orbitalmente, los agitados
mecanicamente y los Air-lift (Tabla |). Para evitar un cambio
de fase de la bacteria simbionte debe mantenerse una
concentraciéon de oxigeno disuelto de al menos el 30%
(Shapiro-llan et al., 2014).

Aunque la produccién industrial de NE de algunas especies
de nematodos ya se esta realizando, ésta sigue siendo
empirica. Falta un mayor entendimiento de todo el proceso,
mucha de esta informacién se encuentra en patentes, por
lo que, no esta disponible para todo el publico. Un ejemplo
de esta problematica, es la informacion de la cinética de
propagacion de los NE en cultivos axénicos y monoxénicos,
al igual que la de los requerimientos de oxigeno de los
diferentes estadios de crecimiento de los nematodos.
Por otra parte, no existen publicaciones que mencionen
los efectos causados a la poblaciéon de los NE por las
condiciones hidrodinamicas en los cultivos liquidos, asf
como de la transferencia de oxigeno al medio. Se sabe que la
operacioén de un biorreactor, depende de muchos factores,
entre ellos esta la cinética de crecimiento, las fuerzas de
cizalla generadas durante el mezclado y el coeficiente global
de transferencia de oxigeno (Lépez-y-Lépez, Chavarria-
Hernandez, Sumano-Fernandez, & de-la-Torre, 2000).

Frontera Biotecnolégica  enero-abril 2019 1 4



ISSN: 2448-846 |

Todos ellos se ven afectados por las condiciones hidrodindmicas, que dependen de la geometria usada, al igual que las
condiciones de operacién y algunas propiedades fisicoquimicas, como la viscosidad del caldo de fermentacién. Por tanto,
entre los principales retos a vencer en los sistemas de produccién en liquido esta el costo y eficiencia del suministro de
oxigeno en el sistema, asi como la cizalla excesiva que pudiera danar a los NE. Estos problemas de oxigenacién y velocidad
de agitacién se pueden agravar debido a la viscosidad de los caldos de fermentacién y la formacién de espuma, debida al
tipo y concentracién de proteinas usadas en la formulacién del medio. En la Tabla |, se presentan los trabajos realizados en

la produccién de diferentes NE en medio liquido.

Tabla 1. Trabajos sobre la produccion de nematodos entomopatdgenos i vitro en medio liquido usando biorreactores.

2,000 95,000 Agitado mecénicamente
(Braun series E)
2,000 90,000 Air Lift
(Braun series E)
1,000 158.000 Agitacion orbital (125
rpm), frascos de 125
mL
8x 10° 30 x 106 Agitacion orbital (125
rpm), frascos cénicos de
500 mL
56x 10° 30x 109 Agitacion orbital (125
rpm), frascos conicos de
500 mL
1.000 250,000 Air Lift
500 140,000~ Agitacion orbital (130
200,000 rpm), frascos (250 mL).
442 65,887 Agitacion orbital
(150 rpm), frascos
(500 mL).
500 126,666 Agitacion orbital
(150 rpm), frascos
(420 mL).
1,000 50,895 Agitacion orbital
(130 rpm), frascos
(500 mL).

Neoaplectana posteriormente fue clasificado a Steinernema.

10 50% de 10L NR Pace, Grote, Pitt, & Pitt
saturacion (1986)
10 20% de 20L Columna de Pace et al. (1986)
saturacion burbujeo
7 NR 30 mL NA Friedman, Langston, &
Pollitt (1991)
16 NR 100 mL NA Han (1996)
12 NR 100 mL NA Han (1996)
16 1.9 <Kia 4L Recirculacion ~ Chavarria-Herndndez et
(102s1)< interna al. (2011)
S
7, NR 50 mL NA Chavarria-Hernandez &
de la Torre (2001)
16 NR 50 mL NA Islas-Lopez et al.
(2005)
24 NR 50 mL NA Chavarria-Hernandez
et al. (2006)
10 NR 10y 20 mL NA Pérez-Campos et al.

(2018)

NR: No reportado, NA: No Aplica. KLa: coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno.

V. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA
ProbucciON DE NE EN MEDIO
Liouipo.

Aunque los nematodos Steinernema y Heterorhabditidae
comparten semejanzas en los requerimientos basicos de
aeracién, las estrategias para maximizar el rendimiento
en las 2 familias son muy diferentes, debido a los ciclos
de vida y a la biologia reproductiva de cada especie. Para
Steinernema, los nematodos se reproducen sexualmente,
por lo que a condiciones excesivas de flujo dentro del
bioreactor, los nematodos son incapaces de reproducirse,
para que suceda el apareamiento, el macho debe enredarse
en la hembra. Sin embargo, para los nematodos de la familia
Heterorhabditidae esto no es un problema, debido a que
la primera generacién de hembras es hermafrodita. En
la segunda generacidon de adultos, estos nematodos son
sexuados por lo que la optimizacién en la produccién debe
centrarse en la primera generacién (Shapiro-llan & Gaugler,
2002).
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La capacidad infectiva de NE producidos en medio liquido
también ha sido evaluada, para H. Bacteriophora, donde
se ha observado que puede presentar una disminuciéon de
la capacidad infectiva debido a los ingredientes del medio
de cultivo, sobre todo el contenido de lipidos. Para NE
del genero Steinernema como S. carpocapsae Yy S. riobrave
no encontraron diferencia significativas en la capacidad
infectante (Gaugler & Georgis, 1991).

Diversos factores pueden influir en la produccién de
nematodos entomopatégenos del género Steinernema,
como son temperatura, la concentracién y tipo de grasas,
la fuente de nitrégeno y la concentracion de carbohidratos
(Chavarria-Hernandez & de la Torre, 2001; Hirao & Ehlers,
2009a, 2009b). La fase 2 de la bacteria simbionte, puede
influir en el rendimiento de IJ; este efecto se ha observado
en nematodos del género Heterorhabditis (Han & Ehlers,
2001; Inman-lll, Singh, & Holmes, 2012) y en NE del género
Steinernema como S. feltiae y S. Carpocapsae (Hirao & Ehlers,
2009b).



Determinar la tasa respiratoria de los microorganismos
que se estan produciendo en un reactor, establece las
condiciones de operacién que debe tener el sistema para
que estos se desarrollen adecuadamente sin condiciones de
estrés que perjudique el rendimiento final o la produccién
de metabolitos secundarios de interés (Garcia-Ochoa,
Gomez, Santos, & Merchuk, 2010). Para el caso de la tasa
respiratoria de los NE ha sido poco estudiada, existen
reportes de la tasa respiratoria de S. feltiae, S. carpocapsae,
S. carpocapsae CABAO!| y Photorhabdus luminescens antes
de produccién de Heterorhabditis (Belur, Inman, & Holmes,
2013; Chavarria-Hernandez et al., 2014). Se necesitan mas
trabajos que relacionen la tasa respiratoria y la transferencia
de oxigeno durante la produccién de NE en medio liquido.
De esta forma, sabremos qué condiciones favorecen la
produccién final de I). En la Tabla 2, se muestran los trabajos
que determinan la tasa respiratoria de NE.

5.1 Efecto de las propiedades fisicoquimicas en la produccion
de NE.

Las propiedades fisicoquimicas de los caldos de fermentacién
en la produccién de cualquier microorganismo, son
importantes ya que influyen en la transferencia de
oxigeno que esta definida por el coeficiente volumétrico
de transferencia de oxigeno (K a). Entre las propiedades
fisicoquimicas que influyen en la produccién de NE en
medio liquido tenemos a la viscosidad y tension superficial.

5.1.1 Viscosidad.

Para reactores agitados mecanicamente y reactores
agitados orbitalmente, el aumento de la viscosidad provoca
una disminucion importante en el K a, incluso al aumentar el
numero de impulsores en reactores agitados mecanicamente
(Ducci & Weheliye, 2014). Para reactores Air-lift, también
se observé una disminucion del K a debido al aumento de
la viscosidad, pero este no se vio afectado dramaticamente
como en los reactores agitados mecanicamente (Garcia-
Ochoa & Gomez, 2009). La viscosidad de los caldos de
fermentacién de los NE ha sido poco estudiada, se reporta
que debido a la fermentacién de la bacteria simbionte, el
crecimiento y reproduccién de los NE, se obtienen fluidos
no newtonianos con comportamiento seudoplastico
(Chavarria-Hernandez et al.,, 2003; Nufez-Ramirez et
al, 2015; Young, Dunnill, & Pearce, 1998), que han sido
ajustados al modelo de Oswald-de Waele (n=«*y -~ (n-1)),
donde se reportan dos parametros reolégicos: k (indice
de consistencia, Pa s") y n (indice de flujo, adimensional)
(Steffe, 1996). De forma general, los reportes sugieren que
los cambios de viscosidad y comportamiento seudoplastico
se deben a la desintegracién de los cadaveres de los NE y las
hembras consumidas por un proceso llamado “endotokia
matricida”, este consiste en que la hembra no expulsa todos
los huevecillos, eclosionando dentro de ella y consumiendo
su cuerpo (Chavarria-Hernandez et al., 2003; Young et al.,
1998), ademas, de la posible produccién de polisacaridos
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por las bacterias simbiontes (Young et al., 1998). Sin
embargo, la determinacién de la viscosidad en los caldos
de fermentacion es compleja debido a la presencia de
particulas en suspension, estas se forman principalmente
por la agregacion de proteinas que forman parte del medio
de produccién y los NE, esto Ultimo podemos definirlo
como particulas cilindricas inertes.

Estudios realizados por Albert Einstein fueron los primeros
en reportar el efecto de la concentracién de particulas
en suspensién sobre la viscosidad, definiendo la fraccién
volumétrica critica (CDP), ésta se caracteriza por ser la
concentracién de particulas, donde se observa un aumento
subito de viscosidad (Tadros, 201 |). El valor de la fraccién
volumétrica critica depende de la morfologia, la distribucion,
la interaccion de las particulas y la matriz reoldgica
de la solucién (Shewan & Stokes, 2015). Actualmente
se han propuesto nuevos modelos para interpretar el
comportamiento de las particulas en suspension en régimen
concentrado, pero el modelo de Einstein - Bachelor sigue
siendo aceptado en régimen diluido (#<0.05) y semidiluido
(©<0.15) (Tadros, 201 1).

Para particulas esféricas rigidas como microgeles de
agarosa mono Yy poli-dispersas, vidrio, latex y particulas
de polimetilmetacrilato (PMMA), reportan valores de ©®
que van de 0.59 a 0.71. Para suspensiones de particulas
suaves como microgeles de agarosa y microgeles de
poliacrilato se reportan ® de 0.3 (Shewan & Stokes,
2015). De forma general, a concentraciones menores
de 0.15~0.2 de la fraccién volumétrica, no se observan
cambios significativos en las propiedades del flujo de la
fase continua donde se encuentran inmersas las particulas
en suspensién. La presencia de particulas en suspension,
ademas de modificar la viscosidad, modifican la densidad
aparente, pueden presentar una afinidad por oxigeno y
ejercen efectos estéricos que modifiquen la trayectoria de
las burbujas, aumentando el tiempo de residencia o causar
la coalescencia, por lo que todos en conjunto pueden
modificar el K a (Pino-Herrera et al., 2018). Las particulas
en suspensién propias del medio al igual que la diversidad
poblacional de los NE, juegan un papel importante en el
comportamiento al flujo de estos sistemas. Los NE pueden
considerase como particulas cilindricas inertes, esto
principalmente a que las interacciones moleculares entre los
nematodos Y las particulas del medio se pueden considerar
como despreciables.

Actualmente, no existen reportes del comportamiento al
flujo de los NE, estos datos son importantes, debido a que
pueden ayudar a determinar la velocidad méaxima de cizalla
que debe controlarse durante la produccién de NE.
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Existen pocos trabajos que pudieran servir como modelo
para entender el comportamiento de NE al flujo, estudios
realizados a particulas cilindricas, inertes y rigidas de hematita
coloidal, muestran un alineamiento de las particulas al flujo
a medida que aumenta la relacién largo/ancho y la velocidad
de cizalla, esta alineacién depende mucho de la matriz
polimérica (medio continuo) en la que se encuentren y la
viscosidad del medio. Otros estudios realizados a particulas
cilindricas inertes de propionato de acetato de celulosa con
tamanos similares alos NE (d: 50 um = 2.3y L: .18 mm %=
0.06), mostraron una alineacién al flujo con velocidades de
cizalla de 0.1 a 10 s-I (Iso, Koch, & Cohen, 1996). Por otra
parte, estudios de cizalla simple estacionaria realizados a
caldos de cultivo con NE, muestran que, a concentraciones
mayores de 230,000 NE por mL, se observa un aumento
de la viscosidad (Nufez-Ramirez et al., 2015). De forma
general, la concentracién de particulas en suspensién y la
concentraciéon NE puede ser un factor determinante en los
valores de viscosidad y, por lo tanto, en la transferencia de
oxigeno al medio.

5.1.2 Tensién superficial.

Otra propiedad fisicoquimica que se tiene que tomar
en cuenta para la producciéon de sistemas bioldgicos es
la tension superficial; una alta tensién superficial puede
generar la coalescencia de las burbujas, disminuyendo el
K,a en los reactores burbujeados (Ruzicka, 2008). Estudios
de la tensidon superficial sobre la produccién de NE no
existen. En los diversos tipos de reactores esta propiedad
esta relacionada con el nimero de Weber ya que relaciona
la deformacién de burbujas y gotas en ascenso libre o en
colisiones con un obstaculo donde los efectos dinamicos son
importantes. Bajos valores del nimero de Weber significa
baja deformacién y viceversa. La tensién superficial en la
produccién NE se debe considerar desde la formulacién
del medio de produccién y se debe tener en cuenta la
produccién de metabolitos secundarios, endoenzimas
y exoenzimas como proteasas, lecitinasas por parte de
la bacteria simbionte, que pudieran modificar la tension
superficial durante el proceso de produccién.

V1. CoNCLUSION

El cultivo liquido es rentable de producir NE y aunque
se tienen conocimientos técnicos de las necesidades
nutrimentales (lipidos, carbohidratos, proteinas, etc.), se
necesitan mas estudios de las propiedades fisicoquimicas de
los caldos de cultivo y su evolucidn durante la fermentacion.
Las propiedades fisicoquimicas que se deben considerar en
la produccién liquida, son la tensiéon superficial e interfacial, la
viscosidad y la densidad aparente, estas dos ultimas pueden
ser modificadas por la concentracién de particulas en
suspension, por lo que es otro factor a considerar. Estudiar
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las propiedades fisicoquimicas de los caldos de cultivo
durante la produccién de NE, permitira entender cémo se
da el proceso de transferencia de oxigeno y obtener mejores
rendimientos de ). Otros factores importantes para fijar las
condiciones de operacién mas adecuados en un bioreactor,
son la tasa de respiracion de las bacterias simbiontes y de
los NE.
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