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Resumen

La produccién de bioplaguicidas en los ultimos afios se ha incrementado de forma
considerable, valordndose todas las vias posibles de obtenciéon. En la Empresa
Provincial Fitosanitaria Provincial de Matanzas (Sanidad Vegetal) se obtienen
diferentes tipos de microorganismos, siendo los de mayores cantidades el Bacillus
Thuringiensis (Bt) y el Trichoderma (TS3).

En este trabajo se realiza un analisis del control de calidad del proceso de obtencién de
estos microorganismos, donde se estudian las variables operacionales temperatura y
velocidad de agitacién y los parametros de calidad del producto concentracion y
viabilidad, a través de herramientas estadisticas. Se obtuvo que la velocidad de
agitacion en los fermentadores no cumple con las especificaciones requeridas.
Ademas, se detecta que existen diferencias significativas en la concentraciéon con

respecto a los dos microorganismos.



Summary

Bioplaguicids production has considerably increased over the past years suggesting a
consideration about all the possible ways for obtaining it. At the provincial phytosanitary
company of Matanzas (Sanidad Vegetal) it is possible to obtain different types of
microorganisms among which the Bacillus, the Thuringiensis (Bt) and the trichoderm

(TS3) are in larger quantities.

An analysis is carried out in the present work on the control of these microorganisms
obtaining process, wherein a study is made about the operational variables temperature
and agitation rate as well as the parameters of product quality, concentration and
viability, through statistical tools. It resulted from the analysis that the agitation rate in
the fermentation agents does not fulfill the required specifications. Besides, some
significant differences have been noticed in the concentration in relation with the

microorganisms.
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Introduccion:

Uno de los problemas fitosanitarios en el mundo y en Cuba, es la alta incidencia de
plagas, los bioplaguicidas son agentes biologicos, sustancias activas o mezcla de
sustancias de origen quimico o biolégico utilizadas para disminuir, prevenir, combatir,
controlar, regular, o repeler la acciébn de organismos que son plaga en cultivos de
importancia agricola. La salud de las plantas empieza con medidas preventivas. Se
sabe que el secreto de vivir y cumplir muchos afios en buen estado de salud depende
de aspectos genéticos, pero igual tiene que ver la prevencién de enfermedad por una
buena nutrucién, ejercicio,y evitar toxinas que dafian a la salud. También se conoce
gue el secreto de tener cultivos saludables con pocos problemas de plagas depende de
la presencia de condiciones ambientales favorables. La creacion de condiciones a las
cuales se puedan desarrollar plantas fuertes y sanas es el primer paso de manejo

integrado de plagas.

En la empresa Fitosanitaria Provincial de Matanzas (Sanidad Vegetal) se aprovecha los
hongos y bacterias en en la obtencion de bioplaguicidas, cuyo proceso ocurre en los

fermentadores.

En esta planta por la importancia que requiere el proceso se realizan de forma
periddica mediciones de las variables operacionales (temperatura, presion y velocidad
de agitacion) en los fermentadores, ademas, se determinan los parametros que definen

la calidad del producto final (concentracién, pureza, viabilidad y virulencia).

En esta empresa no se ha realizado un analisis de la calidad del proceso de forma
integrada, es decir, teniendo en cuenta muestras de las variables operacionales y los

parametros de calidad del producto final.

Basado en lo explicado anteriormente, el problema de investigacion de este trabajo es

el siguiente:



En la Empresa Fitosanitaria Provincial de Matanzas se hace necesario valorar si las
variables operacionales y los parametros de calidad del producto final cumplen con las

especificaciones requeridas.
Para dar solucion al problema se plantea la hipotesis de trabajo siguiente:

Si se aplican herramientas estadisticas, se podra determinar si en la empresa
Fitosanitaria Provincial de Matanzas, las variables operacionales y los parametros de

calidad del producto final cumplen con las especificaciones requeridas.
Para dar cumplimiento a la hipétesis se traza el objetivo general siguiente:

Determinar si las variables operacionales y los parametros de calidad del producto final
cumplen con las especificaciones requeridas en la empresa Fitosanitaria Provincial de

Matanzas, a través de herramientas estadisticas.
Los objetivos especificos de esta investigacion son:

1- Realizar una busqueda bibliografica sobre temas relacionados con la produccion
de biopreparados.

2- Describir detalladamente el proceso tecnolégico de la Empresa Fitosanitaria
Provincial de Matanzas.

3- Recopilar informacion de datos de los parametros de calidad de la Empresa
Fitosanitaria Provincial de Matanzas.

4- Realizar una caracterizacion estadistica de las variables operacionales y los
parametros de calidad del producto final.

5- Aplicar las herramientas estadisticas, pruebas de hipoétesis, analisis de varianza

y carta de control.



Capitulol. Fundamentacion tedrica.

1.1 Bioplaguicidas

Se denominan biopreparados a las preparaciones con partes de plantas, estiércoles,
sales minerales y productos naturales que se aplican en la prevencion y en algunos
casos en la curacion de plagas y enfermedades de las plantas. (Gelernter & Evans,
1999).

Los bioplaguicidas son gusanos microscopicos llamados nematodos en cuyo interior
coexiste una bacteria que tiene la capacidad de matar a caracoles y babosas. Por lo
tanto, de acuerdo al ciclo vital de los nematodos, éstos buscan a las plagas de
caracoles y babosas y penetran en ellos con sus bacterias, mediante aberturas de la
piel, causandoles la muerte. Finalmente, los nematodos se reproducen y los nuevos
nematodos que nacen se alimentan de los caracoles y babosas muertos para repetir
indefinidamente este ciclo. De forma general la estrategia de produccidon masiva
consiste en diseflar un sistema de cultivo de nematodos basado en reactores
biologicos, donde se logra optimizar la produccién a escalas que hagan rentable la

aplicacion comercial de los bioplaguicidas.( Copping,2001)

Cabe et al. en el 2005 definen los bioplaguicidas o plaguicidas biolégicos como agentes
de origen biolégico para el manejo de plagas. Aungque, como se vera mas adelante, no
hay una sola definicibn para los bioplaguicidas, siendo una de sus principales
caracteristicas que ellos no son quimicos. Consecuentemente son reconocidos
ampliamente como aceptables para el ambiente. Sin embargo, el nombre plaguicida,
aunque esta asociado con métodos biolégicos o “naturales” para el manejo de plagas,
tiende a dar la impresion de ser derivados de plaguicidas quimicos, aunque ellos

tengan un modo de accién completamente diferente.

Por esta razon se debe observar cuidadosamente la presentacion de las caracteristicas
Unicas de los bioplaguicidas, para que los beneficios ambientales reciban el

reconocimiento que merecen.



Aunque el término “biolégico” proporciona el contexto para el término bioplaguicida, la
mayoria de las definiciones utilizadas internacionalmente estan ligadas a atributos
requeridos para el registro en cada pais. Por tal razon hay una tendencia a caer dentro
del rango de conceptos asociados con plaguicidas quimicos, a los cuales se les ha
referido como paradigma quimico. (Cabe et al., 2005)

Segun el concepto de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, 2003): “Los
bioplaguicidas son ciertos tipos de plaguicidas derivados de materiales naturales tales
como animales, plantas, bacterias y algunos minerales”. La EPA reconoce tres

categorias de bioplaguicidas:
1. Plaguicidas microbiales: bacterias, hongos, virus y protozoos.

2. Protectores incorporados en plantas (PIPS), los cuales favorecen la incorporacion

de genes con propiedades de plaguicida dentro de las plantas.

3. Plaguicidas bioquimicos: sustancias de ocurrencia natural para el control de plagas

por medios no toxicos, por ejemplo, feromonas.

Aqui el énfasis estd en materiales naturales como atributo basico. Pero en comparacion
con otras organizaciones, EPA ha incluido ademas plantas genéticamente modificadas
en las definiciones de bioplaguicidas. Otro componente clave es la aceptacién del
hecho de que el control de plagas puede lograrse por medios no téxicos. Pero esta es
en realidad un area gris, que no tiene reconocimiento ni definicion universal. EPA
estableci6 ademas un comité para determinar si los plaguicidas deberian ser
clasificados como biolégicos o convencionales. Adicionalmente los requerimientos de
registro para bioplaguicidas tienden a ser abreviados en comparacion con los
plaguicidas convencionales, y de esa manera acortar el periodo de registro y reducir
costos. (EPA, 2003). En el Anexo 1 se muestra la definicién de la Union Europea (UE)

Grupo Legislativo.



- Tipos de bioplaguicidas.

Existen diferentes tipos de bioplaguicidas, a continuacion se muestra la definicion de
algunos de ellos:(Bacillus thuringiensis, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,

Bacillus subtilis, Trichoderma spp).
e Bacillus thuringiensis (Bt)

El Bt es una bacteria de tipo esporulante que presenta células vegetativas en forma de
bastoncillos mas o menos largos que se agrupan en cadenas de dos a tres células. Se
caracteriza por formar una espora central o terminal en el esporangio y por la presencia

o formacion de un cristal proteico.

La bacteria ataca solo larvas de insectos. El ciclo de infeccion se inicia cuando el

insecto ingiere alimento conteniendo esporas o cristales de Bt.

Como consecuencia de la infeccion se paralizan las partes bucales y el intestino que
conduce al cese de la alimentacién, regurgitacion y diarrea. La larva pierde agilidad y el
tegumento toma una coloracion marrén oscuro, se torna flacida y sin movimientos y la

muerte ocurre entre las 18 y 72 horas tomando una coloracion negra.

Los productos comerciales de Bt estan recomendados para el control de gusanos o
larvas de Lepidopteros, entre ellas, palomilla del repollo, gusanos del fruto, gusano
cogollero, gusano de la mazorca del maiz, gusano de la hoja, en cultivos como tomate,
repollo, brécoli, coliflor, lechuga, chile, frijol, maiz, etc. Se deben aplicar en estados
iniciales o intermedios, ya que en larvas muy desarrolladas, este no es muy efectivo.
(Lopez, 2005)

e Beauveria bassiana.

Es un hongo entomopatdégeno que provoca una enfermedad o produce toxinas que
causan la muerte de los insectos, en sus diferentes estados. Su cuerpo esta formado
por una estructura llamada micelio y produce esporas asexuales llamadas conidios de

forma redonda y color blanco o hialino. Los insectos muertos por este hongo presentan



un crecimiento de color blanco. Ataca mas de 200 especies de insectos (Coledptero,

Lepidoptero, Hemiptero, etc.).

Las esporas se adhieren al cuerpo del insecto y germinan formando un tubo
germinativo y luego ocurre el proceso de penetracion mediante accion fisica del hongo,
a través del tubo de penetracion y por medio de enzimas que ayudan a digerir la
cuticula del insecto. Después de que ha penetrado, alcanza el interior del cuerpo
colonizando el tejido mediante produccion de blastosporas e hifas. Luego hay
produccién de toxinas en el interior del cuerpo sobreviniendo la muerte y la
colonizacion total del insecto. Finalmente el hongo emerge hacia el exterior del insecto

y esporula sobre el cadaver. (Mantilla, 2004)

Los insectos atacados dejan de alimentarse, reducen su movimiento y luego ocurre la

muerte.

En los cadaveres de los insectos atacados, se observa el micelio y las esporas (color

blanco) principalmente en areas menos esclerosadas.

Los productos comerciales a base de Beauverias pp., son recomendados para el
control de broca del café, picudo de la cafia de azucar, picudo del platano y banano,
pero también han sido usados en plagas de hortalizas como la palomilla del repollo, el
picudo del chile y mosca blanca con buenos resultados. Se recomienda hacer una
buena cobertura en el cultivo cuando se trata de plagas del follaje, también evitar
momentos de los muy soleados ya que el que es afectado por la luz solar. (Mantilla,
2004)

e Metarhizium anisopliae

Es un hongo entomopatdégeno que produce esporas o conidios de color verde y forma
ovalada y los insectos muertos por este hongo presentan un crecimiento de color
verde. Al igual que Beauveria spp, ataca mas de 200 especies de insectos (Colebptera

spp., Lepidéptera spp, Hemiptera spp., etc.).



Las esporas del hongo se adhieren al cuerpo del insecto y germinan formando un tubo
germinativo y luego ocurre el proceso de penetracion mediante accion fisica del hongo
por el tubo de penetracion y a través de las enzimas que ayudan a digerir la cuticula del

insecto.

Después que ha penetrado, coloniza el interior del insecto. Luego hay produccion de
toxinas ocurriendo la muerte y la colonizacion total del insecto. Finalmente el hongo

emerge hacia el exterior del insecto y esporula sobre el cadaver.

Los insectos enfermos detienen su alimentacién y reducen su movimiento para
finalmente morir. En el cuerpo del insecto muerto, se observa el micelio de color blanco

y las esporas (color, verde) principalmente en areas menos esclerosadas.

Los productos comerciales a base de Metarhiziums pp., son recomendados para el
control de salivazo (Prosapia spp.) en cafia y pastos, chinches en diferentes cultivos,
picudo del platano y banano, pero también ha sido evaluado en tomate para plagas

como la mosca blanca con buenos resultados.

Es recomendable hacer una buena cobertura del producto en el cultivo cuando se trata
de plagas del follaje y realizar las aplicaciones en momentos menos soleados. (Hu et
al.2002)

e Bacillus subtilis

Es una bacteria del suelo muy abundante en la rizosfera de plantas recién germinadas.
El ingrediente activo de productos basados en esta bacteria esta constituido por la

misma bacteria y los metabolitos que produce.

La bacteria se establece en la rizosfera del cultivo tratado y coloniza el sistema radical
compitiendo con los organismos patdégenos que atacan a ese nivel. Su mecanismo de
accion es por antagonismo, el cual es logrado de varias maneras como competencia
por nutrientes, exclusion, colonizacion y unién de la bacteria al hongo patégeno.

También puede actuar como inductor de resistencia contra patégenos bacteriales.



Puede detener la germinacién de esporas de patdégenos de plantas, distorsionar el

desarrollo del tubo germinativo e inhibir la unién del patégeno a la hoja.

Esta bacteria se utiliza para el control de patdgenos del suelo como Fusarium sp,
Pythiumsp y Rhizoctonia spp., en cultivos de vegetales, soya, mani y leguminosas.
Puede aplicarse en tratamiento a la semilla o en drench sobre el suelo en la base de
las plantas. (Carballo, 2005)

e Trichoderma spp

Existen varias especies entre ellas T. harzianum, T. lignorum, T. viride. Estos son
hongos antagonistas de ocurrencia natural en el suelo que actian mediante la ruptura
de paredes hifales del hongo Fitoparasito, penetrando sus hifas y aprovechando sus
nutrientes. A su vez produce toxinas como tricodermin y harzianopeiridona causando
antagonismo por fungistasis y también produciendo enzimas liticas que destruyen las
paredes celulares de los esclerocios o estructuras de resistencia del hongo. Asi mismo,

compite por nutrientes y la dominancia de la rizosfera.

Es utilizado para controlar Phytophthoracapsici, P.Parasitica, Rhizoctoniasolani,
Sclerotiumrolfsii, Pythiumsp., Fusarium sp., Poma sp., Sclerotiniasp., y Botrytissp., en

cultivos horticolas, tomate, chile, papa, melén, ornamentales y otros. (Carballo, 2005)

e Gliocladium virens

Es un hongo antagonista de ocurrencia natural en el suelo y su modo de accion es
mediante antagonismo a los patdégenos del suelo mediante la produccion de
metabolitos como gliotoxina la cual tiene actividad antifungosa, presentando también un

efecto de competencia por nutrientes.

Es utilizado para controlar enfermedades causadas por Pythiumspp., Rhizoctoniasolani,
Sclerotiumrolfssi, Sclerotiniaminor, Fusarium oxisporum en cultivos de vegetales,
granos y ornamentales. Puede aplicarse al suelo en semilleros o en campo. (Carballo,
2005)



En este trabajo se estudia los bioplaguicidas: Trichoderma, Bacillos Thuringiensis y
Beauveria bassiana, por lo que a continuacion se profundiza en conceptos,
caracteristicas, propiedades, procesos de produccion, usos, modo de accion etc., de

los mismos.
1.2. Bioplaguicida Trichoderma.
1.2.1. Concepto de Trichoderma:

Trichoderma sp. Es un hongo perteneciente a la subdivision de Deuteromicetes que se
caracteriza por no presentar un estado sexual determinado. Se encuentra representado
en un numero importante de suelos naturales, tanto de origen forestal, como de otros
substratos organicos cuyo componente principal es la lignina o la celulosa.
Ha evolucionado en la naturaleza, en cuento a la estrategia nutricional pues la
competencia con otros microorganismos es muy escasa, por lo que tiene sus
limitaciones en momentos puntuales, por ejemplo, cuando existan muchos nutrientes
presentes en el suelo, puede verse desplazado por los denominados microorganismos

oportunistas, que presentan una capacidad de multiplicacion mas rapida.(Norte, 2010)
1.2.2 Propiedades.

La temperatura Optima es de 25°C, pero el valor de crecimiento de trichoderma esta
entre 15° y 35°C, se debe sefialar que fuera de este intervalo de temperatura, este

microorganismo se caracteriza por producir formas de resistencia.

Las condiciones de humedad adecuadas estan en torno al 70% de la capacidad de
retencion hidrica, aunque es capaz de crecer entre el 20% y 80%. Es un
microorganismo anaerobio facultativo, lo que le confiere la capacidad de actuar tanto
en condiciones de aerobiosis (suelos muy porosos), cuyas condiciones son oOptimas
para su crecimiento, como en medios con elevada actividad microbiana, puntualmente

deficientes en oxigeno.

El pH adecuado para su desarrollo se sitia entre 6 y 6,5, aunque pueden vivir en

rangos superiores, pues la mayor parte de las especies de este microorganismo tienen



la capacidad de acidificar el pH de su entorno edafolégico mediante la liberacion de
acidos organicos.

La fuente de carbono principal para su desarrollo metabdlico es la celulosa o
lignocelulosa.

El contenido de nitrégeno en suelo es un factor limitante, siendo la dosis adecuada de
100 mg N/ kg de suelo, pudiendo sobrevivir en concentraciones menores. La forma en
gue mejor asimila el nitrégeno es en la organica, aunque también tolera la forma
mineral como es la amoniacal, no tolerando la presencia de nitrégeno nitrico.
El contenido en fosforo varia segun la especie, estando en torno a 2 mg P/ kg de suelo.
Este microorganismo tiene la capacidad de asimilar nitrdgeno mineral en forma de
fosfato, pero también puede mineralizarlo de formas organicas, facilitando su absorcion

por parte de la planta.

El contenido en micros nutrientes y oligoelementos son necesarios para el crecimiento
de Trichoderma sp, se debe sefalar que no necesita de aportes adicionales pues estos

se encuentran suficientemente representados en el suelo.

En general, este microorganismo, es tolerante a la aplicacion de pesticidas quimicos,
aunque su crecimiento se ve reducido por los metales pesados presentes en los
MiSmMos.

La presencia en el medio a inocular de una elevada actividad microbiana dificulta

también el establecimiento y supervivencia de este microorganismo. (Norte, 2010)
1.2.3 Caracteristicas

El Trichoderma es un hongo que crece relativamente rapido, con un micelio aéreo
ligeramente algodonoso, que desprende un ligero olor a coco. Tiene una accién
antagonista directa contra muchos hongos patégenos que viven en el suelo (Fusarium
spp., Rhizoctoniaspp., Verticillium spp. Armillaria spp. Phyrochaeta spp.) y plantas
(Phytophtora spp., Botrytis spp. etc ..). La cepa presente en este producto se distingue
por su alta adaptabilidad al medio ambiente y especialmente por su elevada

agresividad contra los agentes patdgenos.
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Las cepas de este hongo Trichoderma germinan y desarrollan un micelio 6ptimo para

establecer la colonizacion necesaria que permite actuar frente a los patdégenos que

estén presentes en el suelo o que lleguen a aparecer, por lo que actian como agentes

de control biolégico, reduciendo aquellos microorganismos indeseables en el suelo,

mediante varios mecanismos de accion los cuales son :

Depredacion: el hongo Trichoderma ataca directamente al agente patégeno.
Produccién de metabolitos: estos son toxicos para los hongos patdgenos.

Competencia: el Trichoderma crea con las raices del &rbol una asociacion
simbidtica, es decir, un beneficio mutuo a través del cual actia como barrera
fisica a la penetracion de las hifas de los patdgenos en las raices. (Harman,
2006)

1.2.4 Usos.

Al aplicar este hongo a las semillas, medio de vivero, plantas en vivero, recién

trasplantadas o plantas establecidas, este coloniza las raices formando una capa

protectora sobre ellas con la ventaja que el hongo crece con las raices formando una

especie de guante, protegiéndolas siempre. El hongo y las raices forman una simbiosis.

El hongo se alimenta y vive del exudado que producen las raices pero al colonizarlas

les confiere a estas una proteccion, la cual puede ser de tres maneras:

El primer tipo de proteccién la logra al consumir ese exudado que liberan las
raices, el cual es el alimento inicial que usan los hongos patdégenos para infectar

la planta y muchos de estos lo usan para encontrar las raices que ellos infectan.

El segundo tipo de proteccidon del Trichoderma sp. se debe a que es un hongo
antagonista, por lo que cualquier hongo patégeno que atraviesa el “Guante”

protector, es destruido, consumiéndolo y usandolo como alimento.

El tercer tipo de proteccion es por exclusion. Esto es porque el Trichoderma sp,

ocupa todos los espacios cercanos a las raices dando una barrera fisica y
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excluyendo de esa &rea a cualquier hongo patdégeno que se encuentre en esos

espacios. (Harman, 2006)
1.2.5 Modo de accion.

Los hongos entomopatégenos actlan principalmente por contacto, cuando el hongo es

capaz de penetrar el insecto es invadirlo, provocandole la muerte por micosis.

La mayoria de los autores (El6segui, Hernandez-Rodriguez y J. Ferré, 2006) abordan
ampliamente el ciclo infectivo de estos hongos dividiéndolo en las siguientes etapas:
una parasitica y otra saprofitica. La primera incluye la a adhesion del conidio a la
cuticula del insecto, la germinacion (estimulada por los lipidos cuticulares del
hospedante en calidad y proporcion), penetracion (complejos multienzimaticos con
enzimas secretadas como lipasas, quitinosas y proteasas activadas secuencialmente) y
multiplicacion del hongo (por blastosporas fundamentalmente) con la consiguiente
produccion o no de toxinas, en dependencia de la cepa presente, que finaliza con la
muerte del insecto. La segunda fase se caracteriza por una colonizacion total con
melanizaciéon y momificacion del individuo, emergencia del hongo y su esporulacion,
cuando la humedad relativa microambiental sea alta. Estos conidios pueden
diseminarse mediante el viento, el agua, otros organismos y el hombre, para asi iniciar

un nuevo ciclo infectivo.

En el caso de los hongos antagonistas para el control de plagas (patdogenos de plantas)
se encuentran, dentro de los mas empleados, especies del género Trichoderma. Este
hongo tiene la capacidad de parasitar a otros hongos lo que se conoce como
hiperparasitismo o micoparasitismo, hacia diferentes patégenos de plantas. Su modo
de accion es complejo donde estan incluidos el guimiotaxismo, la antibiosis y el
parasitismo. La interaccion inicial entre el parasito y el hospedero parece ser del tipo
guimiotrofico. La hifa del micoparasito crece directamente hacia el hospedero en
respuesta a las lectinas secretadas por este, las que se unen a los residuos de
galactosa en la pared celular de Trichoderma siendo la sefial que permite dirigir el

crecimiento hacia esa zona. (Elésegui et al, 2006)
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Este microorganismo secreta enzimas que actlan como un complejo con accion
sinérgica sobre el patégeno debilitando la pared y permitiendo la difusién de los
antibidticos hacia este. Después del contacto fisico microscdpicamente se observa la
presencia de haustorios, enrollamiento de la hifa del biocontrol sobre la del patégeno,

vacuolizacion, formacion de granulos, desintegracion del citoplasma y lisis celular.

Este género actualmente se estudia a profundidad por la respuesta sistémica inducida
al ataque de otros patégenos y por ser fuente de genes que codifican para proteinas
(enzimas como glucanasas, proteasas)) y metabolitos (fitohormonas) con accién
estimuladora y defensiva en la planta, los que se estan usando en protocolos de
transgénesis en especies de plantas de importancia econémica con resultados muy

alentadores. (Elésegui, 2006)
1.3 Bioplaguicida Bacillus thuringiensis
1.3.1 Concepto de Bacillus thuringiensis:

El (Bt) es una bacteria Gram-positiva, aerobia estricta, morfolégicamente relacionada
con Bacillus cereus y Bacillus anthracis. Estas tres especies bacterianas, durante su
ciclo de vida, presentan dos fases principales, la fase de crecimiento vegetativo en
donde las bacterias se duplican por biparticion cada 30-90 min dependiendo del medio
de cultivo y la fase de esporulacion, la cual es un programa de diferenciacion de
bacteria a espora. El programa de diferenciacion consta de siete estadios, se dispara
cuando la bacteria se encuentra en limitacion de nutrientes. La espora es una forma de
vida latente que puede permanecer en el ambiente por periodos de tiempo muy largos
(afios) en ausencia de humedad y nutrientes. Cuando la espora se encuentra de nuevo
en un medio rico que contenga los nutrientes necesarios puede germinar para

comenzar de nuevo el crecimiento vegetativo. (Aronson, 1986)
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1.3.2 Propiedades

Bacillus thuringiensis forma inclusiones cristalinas visibles al microscopio 6ptico durante
la esporulacién, las cuales estdn compuestas por protoxinas, que contienen

dendotoxinas, de actividad insecticida especifica contra insectos.

Algunas variedades de Bacillus thuringiensis, al igual que Bacillus cereus, pueden
ademas producir otra toxina, la b-exotoxina, La cual se produce durante el crecimiento
vegetativo, y es un derivado nucleotidico de la adenia que funciona como inhibidor de
la RNA-polimerasa. Se debe sefalar que la utilizacion de esta toxina esta prohibida en

algunos paises, pues es toxica también para mamiferos. (Carreras, 2003)

Casi todas las variedades de Bt son capaces de formar mas de un tipo de cuerpos de
inclusion. Cada variedad de este microorganismo puede tener un numero variable de
plasmidos responsables de la sintesis de diferentes d-endotoxinas. Debido a que estos
portan varios genes de toxina (genes cry), a veces idénticos. Ademas, Bt puede tener
diferentes transposones que contribuyen a aumentar la diversidad genética de estas
toxinas.

Las diferentes variedades de Bt pueden intercambiar facilmente sus plasmidos
mediante un proceso semejante a la conjugacion, fendmeno que ha sido demostrado
en el intestino de larvas de mosquito. De este modo, las variedades de Bt pueden
también intercambiar plasmidos que contienen genes de d-endotoxina (los genes cry),
y asi aumentar su espectro de accidén contra mas especies de insectos. (Carreras,
2003)

1.3.3 Caracteristicas.

Bt pertenece a la familia Bacillaceae, y presenta células vegetativas en forma de
bastoncillos o menos largos, agrupados en cadenas de dos a tres células. Son Gram
positiva, aerobias y esporo genas, durante su cultivo y asociadas a la formacion de
esporas, se forman cuerpos parasorales en forma de cristales que tienen efecto
insecticida y se conocen como delta endotoxinas. Para la clasificacion de esta especie

se han usado varios métodos. Los primeros se basaron en la caracterizacion
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morfolégica y bioquimica, utlizando técnicas convencionales. Mas tarde se
desarrollaron esquemas de clasificacion basados en el analisis seroldgico, de
antigenos flagelares (antigeno H) de células vegetativas. Se introdujo ademas el
criterio de patrones electroforéticos de esterases y de patrones plasmaticos dada la
presencia de plasmidos como portadores de los genes que codifican para las toxinas
cristaleras. La delta endotoxinas se producen en forma de cuerpos de inclusion o
cristales paraesporales y forman una familia de proteinas cuyos miembros pueden ser
toxicos contra diversos grupos de invertebrados seis ordenes de insectos, nematodos,
caros, platelmintos y protozoos. (Soberén ,1998).

1.3.4 Usos.

Las toxinas de Bt se han utilizado como bioinsecticidas en agricultura durante los
ultimos 40 afos, principalmente en cultivos de hortalizas y cereales. Un caso
excepcional es el control de mosquitos por una cepa de Bt conocida como Bacillus
thuringiensis subespecieisraeliensis (Bti). Esta bacteria produce tres toxinas Cry
(Cryd4A, Cry4By CryllA) y dos toxinas Cyt (CytlA y Cyt2A) con alta actividad
insecticida contra larvas de diferentes especies de mosquitos y otros dipteros. Bti se ha
ocupado por mas de 30 afios en el control de mosquitos y moscas transmisoras de
enfermedades como el dengue, la malaria y laoncocercosis sin que a la fecha se haya

reportadora aparicion de resistencia.(Ferre,2008)
1.3.5 Modo de accion.

Anteriormente estas toxinas deben ser ingeridas por el insecto sensible, cuyo intestino
tiene un pH elevado, lo cual es esencial para la disolucion de muchas protoxinas de Bt
y estas son solubles solamente con pH superiores a 9,5.Las protoxinas son activadas
por proteasas del intestino, las cuales llevan las primeras de 130 kDa a una toxina de

55-65 kDa, resistente a proteasa y que comprende la region N terminal de la protoxina.

La especificidad de la delta endotoxina a un tipo de insecto en particular implica la
presencia de receptores especificos, la toxina se inserta de forma irreversible a la

membrana plasmatica de las células intestinales y el préximo paso es la formacién de
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un poro o lesién en esta membrana que conduce a una variacion en su permeabilidad,
alterando el transporte de los iones de potasio, lo cual trae como consecuencia la lisis
celular, disrupcion de la integridad del intestino y la muerte del insecto. Por otra parte,
las esporas bacterianas se multiplican en la hemolinfa y provocan una septicemia que

incrementa el efecto de las toxinas insecticidas.

En el caso de las Beta exotoxinas, estas interfieren con las sintesis de ADN y ARN y
las proteinas y resultan menos especificas. (Pérez, 2005)

1.4 Bioplaguicida Beauveria bassiana.
1.4.1 Concepto Beauveria bassiana.

El beauveria es un hongo filamentoso que esta considerado como un biocontrolador
mas utilizado en la actualidad para controlar las placas de importancia econémica como
la broca del café. Sin embargo, las cepas de este hongo entomopatégeno exhiben una

variacion en su virulencia, lo cual limita su eficiencia y uso. (Vega, 2002)
1.4.2 Propiedades.

El agua de la solucion debe estar a un pH de 6-7, con dureza inferior a 300 ppm. Para
obtener una mayor calidad en la aplicacion es recomendable el uso de BIO Stick
adicionando 250 cc/hL para proveer humectacion, adherencia y proteccion a la

degradacion por efecto de los rayos solares.

No deben realizar mezclas con benomilo, carbendazim, imazalil, procloraz,
propiconazol, tebuconazol, tiabendazol, tiofanato metilico, triflumizol, ni productos de
reaccion alcalina para que no se alteren el rango de pH de la mezcla, ademas evitar el

uso de coadyuvantes iénicos.

La viabilidad del producto se ve afectada si se expone directamente a los rayos solares.
Se deben evitar temperaturas superiores a los 30° C durante tiempos prolongados.

Durante periodos largos conservarlo bajo refrigeracion a 3 - 4° C sin llegar a congelarlo
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para mantener su viabilidad. Se debe sefialar que se debe aplicar la solucién el mismo

dia de su preparacion. (Vega, 2002)
1.4.3 Caracteristicas.

Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno caracterizado por controlar plagas a
nivel mundial por sus excelentes caracteristicas patogénicas. La eficacia de este hongo
en el control depende de variables como aislamientos especificos, humedad y

temperaturas adecuadas necesarias para la germinacién y esporulacién en el insecto

Beauveria bassiana es un hongo entomopatdégeno que tolera un rango amplio de
temperatura y humedad relativa, es asi como se explica la capacidad de esta especie

para adaptarse a diferentes areas edafoclimaticas. (Fabian, 2002)
1.4.4 Usos.

Este microorganismo actia por contacto y causa la muscardina blanca. Controla
mosquita blanca (Bemisiatabaci, Trialeurodes vaporariorum), mosca pinta (Aeneolamia
postica, Prosapia simulans), broca del café (Hypothenemushampei), gallina ciega
(Phyllophagasp.), picudo negro del platano (Cosmopolitessordidus), picudo del
cocotero (Rhyncophoruspalmarum) y larvas de lepidopteros (barrenadores, minadores,
taladradores, cortadores, enrolladores de las hojas, medidores. (Agroquimicos de
México, 2009)

1.4.5 Modo de accion.

Los hongos entomopatdgenos, infectan al hospedante a través de la cuticula externa.
Esta forma de penetracion es unica de los hongos ya que otros entomopatdégenos
como bacterias y virus penetran por via oral. El contacto entre el inoculo del
entomopatdégeno y el insecto es fundamental para el inicio del proceso infeccioso; el
contacto ocurre al azar, un clima favorable, suficiente cantidad de inéculo en el
ambiente, asi como la existencia de suficientes insectos hospedantes son factores que
favorecen el efecto de los hongos entomopatdégenos. La epicuticula o capa externa del

integumento del hospedante es el sitio inicial de la interaccion patégeno-hospedante. El
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integumento es una estructura muy compleja, cuya composicion quimica es muy
importante para el proceso de penetracion. Entre sus componentes se encuentran
lipidos, lipoproteinas, polifenoles y proteinas. Se ha observado que esta capa posee
finos canales por los cuales ocurre el suministro de ceras, azucares y proteinas, los
cuales juegan un rol muy importante de las interacciones sefal-receptor, entre la
cuticula y la espora. Azlcares no estructurales y compuestos nitrogenados producidos
por plantas o el insecto puede contaminar la cuticula, afectando asi el proceso de
fijacion. (Monzon, 2001)

1.5 Materias primas y auxiliares para la produccion de bioplaguicidas.
Las materias primas mas usadas en la produccion de bioplaguicidas son las siguientes:

e Almiddn del maiz (maicena)
e Levaduras torula

e Papas

e Arroz

e Estrato de cafia

e Aceite de soya o Girasol como antiespumantes

e CaCo;
e MgSO;,
e Fe SO,

. Agua de liquido transparente
. Fosforo
. Nitrogeno

. AzUcares reductores

Los materiales auxiliares usados en las diferentes etapas se muestran en la Tabla 1.1.
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Tabla 1.1 Relacion de materiales auxiliares en las diferentes etapas.

Materiales auxiliares Etapa
NaOH, HCI, H,SO4, H3PO4 Limpieza, para ajustar pH
HsPO,4, Formaldehido Desinfectar
CaCOg3, MgSOy, FeSO4, Alx(SO4)3 Reactivos quimicos

1.6 Proceso de produccion:

En biotecnologia son utilizados dos tipos de producciones basicas: cultivos
superficiales sobre medios sélidos o semisélidos y produccion en medios liquidos o

sumergidos.

Uno de los aspectos mas importantes de Trichoderma, Bacillus thuringiensis, Beauveria
bassiana en la produccion a escala industrial. La primera etapa, la cual es una de las
mas importantes de este proceso, es la seleccion y conservacion de las cepas de
trabajo. En muchos paises se desarrollan programas de prospeccion de nuevos
aislamientos de la bacteria para ampliar su espectro y aumentar su capacidad
insecticida. EI mantenimiento y conservacion de las cepas seleccionadas es una
garantia del éxito del proceso y del producto final. Para la conservacion se emplea
diferentes métodos, entre los mas utilizados estan la liofilizacion, suelo estéril, papel de
filtro, medio agarizado, etc. Lo mas importante es evitar los subcultivos continuos,
porque se puede perder la virulencia y podrian aparecer poblaciones acristaliferas. El
desarrollo del producto a partir de la cepa seleccionada comienza con la preparacion
de los in6culos, los cuales se obtienen generalmente en zaranda mediante cultivos
liquidos agitados y a partir de estos se realizan uno o dos subcutivos en fermentadores
de menor volumen, dependiendo de la magnitud del volumen final de trabajo. Se

recomienda que los indculos tengan una concentracion inicial de 10° (células /mL).

Pueden utilizarse cultivos totalmente esporuladores o en fase de crecimiento
exponencial, pero no es recomendable utilizar otros instares porque los cultivos

obtenidos no serian homogéneos.
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La composicion del medio de cultivo es muy importante porque es necesario ajustar el
balance de los nutrientes, principalmente carbono y nitrdgeno para obtener una
concentracion elevada de biomasa bacteriana y una buena cantidad de cristales
toxicos. Otros nutrimentos también son importantes, tales como sales de magnesio,

manganeso, carbonatos y fosfatos.

Como fuentes nitrogenadas se utilizan harinas de soya, maiz, trigo y pescado entre
otras y como fuentes de carbono se emplean principalmente almidones y en ocasiones
melazas. El valor de pH es un parametro importante y aunque generalmente se deja
libre durante el proceso, es necesario ajustar los medios de cultivo para que no sea
menor de 5,0. En general, el pH inicial debe ser de 6,8-7,2, pero baja después en las
primeras 8-12h, hasta llegar a 5,0.

Posteriormente, se incrementa lentamente y al final el proceso tiene un valor

aproximado de 8,0. Esta cinética es un buen indicador del proceso.

Durante el proceso de produccidén de estos microorganismos es importante considerar
el suministro de oxigeno porque ellos requieren un elevado nivel de este gas, en
especial durante la fase de crecimiento exponencial. Esta demanda disminuye durante
la esporgénesis y en la etapa de lisis del esporangio y liberacion de la delta endotoxina.
Esto permite disminuir el suministro de aire en la etapa final de la produccion, lo que

representa una economia en el proceso.

Cuando se eleva el suministro de oxigeno y dado que se utilizan medios de cultivo
ricos en proteinas, existe el riesgo de que se produzca un exceso de espuma; por lo

gue es necesario, en ocasiones, adicionar antiespumantes.

Esto debe hacerse con cuidado y el antiespumante seleccionado no debe afectar el
desarrollo de la bacteria. Ademas un exceso de este producto puede crear una
anaerobiosis parcial con detrimento de la calidad de proceso. También puede

ocasionar problemas durante el recobrado y la formulacion.
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Los procesos industriales se realizan en grandes fermentadores y el recobrado
mediante procesos de sedimentacion, filtracion o centrifugacion, este ultimo es el mas

eficiente. (Larrea, 2000)

Husz en 1931 utiliza un medio sélido y métodos estandares de laboratorio mezclando
esporas de estos microorganismos de 224 cajas de petri con 6 kg de talco para la
produccién de polvos. Steinhaus y Hall en 1951 y 1954 produjeron estos mismos en
caja con agar. Actualmente, se desarrollan los métodos de produccion por cultivo
sumergido, los cuales son mas eficientes, econémicos, permiten la produccion a mayor

escala, con menos contaminacién y mejor control de calidad.

En China, la produccion por cultivo sumergido se realiza en forma industrial y sobre
sustratos solidos a pequefa escalas, en forma artesanal. También utilizan bandejas o
frascos con medios liquidos en condiciones de cultivo estatico estos microorganismos
son producidos en formas sélidas, semisdlidas y por cultivo sumergido o liquido
estatico; sin embargo, la produccion escala comercial se realiza por fermentacion

sumergido en grandes tanques que contienen medio de cultivo.

En los medios semisélidos, la humedad debe controlarse muy bien para asegurar el
desarrollo de los microorganismos sin provocar agregacion de las particulas y con una
adecuada transferencia de oxigeno. La produccién semisolido de esta bacteria en
China permite obtener cantidades importantes de microorganismo, pero con menor

eficiencia que por cultivo sumergido y solo a escala limitadas de produccion.

Otro de los aspectos negativos es la esterilidad durante el proceso de produccion.
Mantener condiciones uniformes durante el proceso y ajustar parametros como el pH y
la temperatura resultan dificiles en los medios sélidos y semisélidos. Por tanto, se

considera que el mejor método de produccion es el sumergido. (Larrea, 2000)

A partir de los estudios realizados por el autor sobre la produccion de bioplaguicidas se
puede decir que lo mas importante en el mismo es la seleccidén y conservacion de las

cepas de trabajo ya que es una garantia del proceso y del producto final.
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A continuacion se detalle las etapas del proceso de produccion de estos bioplaguicidas,

en el Anexo 2 se muestra el diagrama del mismo:
- Etapa 1: Elaboracion del medio de cultivo

Se elabora el medio de cultivo con las materias primas: almidon de maiz (maicena),
levadura de torula, papas, arroz extracto de cafia, aceite de soya o girasol como
antiespumante algunas sales (CaCOj;, MgSO,, Fe SO,) se ajusta el pH =8 antes de
esterilizar. Se disuelven estas materias primas en agua destilada estéril y se esteriliza
bajo condiciones especificas de esterilizacion. Se disuelven la cepa dentro del flujo
laminar (cabina de trabajo con condiciones para evitar contaminacion del medio
ambiente). La cual servird para sembrar o inocular cada erlenmeyer con medio de

cultivo estéril.
- Etapa 2: Etapa de fermentacion

Este pre-inéculo pasa la zaranda para permitir el crecimiento de la bacteria
(microorganismo desarrollar) durante 18 a 24 horas, al final se revisan para verificar

calidad de pre-inoculo.

Después de zarandear se lleva a la sala de fermentacion, donde se prepara medio de
cultivo a escala industrial con las mismas materias primas. Estas se disuelven dentro el
fermentador con agua suavizada y se ajusta pH = 8 antes de esterilizar generalmente
con NaOH. Se procede a esterilizar hasta 121°C durante una hora con vapor de la
caldera. Posteriormente se enfria con agua a 12°C (viene de cisterna de agua fria)
hasta lograr una temperatura entre 28-30°C en el medio de cultivo. Se circula aire al

medio para oxigenarlo.
- Etapa 3: Etapa de inoculacién o siembra:

Se hace destapando el fermentador bajo el flameo para evitar contaminaciones
ambientales y consiste el pre-inoculo proveniente de la zaranda dentro de fermentador,
seguidamente se procede a fermentar durante 24-48 horas. (es necesario que medio

de cultivo del fermentador ante de inocular se muestra verificado que la esterilizacion
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fue correcto, después de inocular también se muestra para comprobar que la

manipulacion al inocular fue buena). (Orestes, 2002)
1.7 Control de calidad en procesos.

La calidad y el control de procesos estan completamente imbricados en los procesos
de produccién quimicos, biolégicos, del gas y petréleo, vidrio y cemento, alimentacion y
bebidas, pasta y papel, tratamiento de aguas, acondicionamiento de aire, textiles,
siderometallrgicos, farmacéuticos, teneria, mineros, de generacion de energia
etc.(Gonzélez, 2009)

El "Control de Procesos" ensefia los métodos, herramientas, aparatos y tecnologias
para medir estas variables en distintos puntos del proceso de fabricacion, teniendo en
cuenta sus condicionantes especificos como la naturaleza del producto, su estado,
grado de peligrosidad, limitaciones (de espacio, distancia, accesibilidad, explosividad,
radiactividad ...), limites de error aceptables para medir cada variable en cada punto del
proceso, visualizacion de la medida, precios relativos entre varias posibles soluciones,

pros y contras de cada una de ellas, etc., etc.( Gonzalez ,2009)
1.8 Conclusiones Parciales.
Al consultar la bibliografia se pudo llegar a las conclusiones siguientes:

» Las etapas principales del proceso de produccion son: elaboracién del medio de
cultivo, la fermentacion y siembra del cultivo.

» Los principales bioplaguicidas que se producen en Cuba son: Beauveria bassiana,
Trichoderma, Bacillus Thuringiensis.

» Las principales variables de operacion del proceso de obtencion de
biopreparados son; la temperatura, velocidad de agitacion y presién en los
fermentadores.

» Los principales parametros de calidad de los microorganismos son: la

concentracion, la viabilidad, la pureza y la virulencia.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos.

En este capitulo se muestran las variables analizadas estadisticamente, las técnicas

analiticas aplicadas para su determinacion y las herramientas estadisticas usadas.
2.1. Variables analizadas.
2.1.1. En el proceso.

Se estudian las variables operacionales temperatura (°C) y velocidad de agitacién (rpm)
en los cinco fermentadores de la planta, los cuales se diferencian segun el tipo de
microorganismo a obtener. A continuacion se detalla la relacion entre fermentador y

microorganismo en el periodo de estudio:

Fermentador 1: Bacillus Thuringiensis (Bt)

Fermentador 2: Bacillus Thuringiensis (Bt)

Fermentador 3: Trichoderma (TS3)

Fermentador 4: Trichoderma (TS3)

Fermentador 5: Bacillus Thuringiensis (Bt)

Los datos corresponden al periodo 2007 — 2009. (Ver Anexo 3)

Los rangos 6ptimos de la temperatura y la velocidad de agitacion en los fermentadores
varian segun el tipo de microorganismo a producir, en la Tabla 3.1 se muestra esta

relacion:
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Tabla 2.1. Relacion microorganismo — fermentador — temperatura - velocidad de

agitacion.
Microorganismo Fermentadores Temperatura Velocidad
donde se producen (°C)
de Agitacion
(rpm)
Bt 1,2,5 25-32 90 - 95
TS3 3,4 24 — 32 90 -92

No se analiza la presién en los fermentadores porque se mantiene constante (0.05

pMPa) durante todo el proceso, para cualquier microorganismo.
2.1.2 En los productos finales.

En el proceso se producen tres tipos de micoorganismos: Bacillus Thuringiensis,
Trichoderma y Beauveria Bassiana (Bb), este ultimo solo se ha producido 4 veces, por

lo que no se analiza en este trabajo.

Las variables de estos productos finales que permiten definir si cumplen con las
especificaciones de calidad son las siguientes: viabilidad (%), concentracion
(conidios/mL), pureza (%) y virulencia (%), estas dos Ultimas no se analizan en este
trabajo pues en el periodo de estudio no se encuentran resultados que arrojen
contaminacién en las muestras, es decir, la pureza en todos los casos es de 100 % y
para la virulencia se necesita de un insecto patdgeno que no se cuenta con él, por lo
gue este analisis no se realiza. Los datos fueron recopilados durante el periodo 2007 —
2009. (Ver Anexo 7).

La concentracién debe ser igual o superior a 10° conidios/mL y la viabilidad igual o

mayor que 90 %, estas especificaciones son para cualquier tipo de microorganismo.
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2.2 Técnicas usadas para determinar las variables que definen la calidad de
producto final.

2.2.1 Determinacion de la Viabilidad (%)

Se realiza como un indicador de la capacidad y velocidad para emitir un tubo

germinativo "in vivo" y poder penetrar potencialmente la cuticula del insecto blanco.

Para realizar esta prueba se toma un portaobjetos estéril al que se le coloca en cada
extremo una gota de medio de cultivo agarizado con una pipeta. Rapidamente se
voltea de un extremo a otro para extender uniformemente el medio sobre dicho
portaobjetos. Se le afiade 0.01 mL de una suspension de conidios a una concentracion
de 10’ conidios/mL, aproximadamente. Este portaobjetos se incuba en camara himeda
estéril por 18-24 hrs, observandose al microscopio optico y se cuentan 100 conidios por
campo, determinandose el numero de ellos que ha germinado en este tiempo.
(Orestes, 2002)

- Materiales usados:

Portaobjetos

Placas Petri

Papel de filtro

Tubos con medio de cultivo agarizado

Pipetas.
2.2.2 Determinacién de la concentracion (conidios/mL)

Esta técnica cuantitativa determina la cantidad de conidios del hongo
entomopatogénico presente en una muestra. No evalla la calidad biologica de estas
estructuras. Los conteos de conidios se realizan en camara de Neubauer utilizando
el microscopio 6ptico con el objetivo de 40X. Se realizan diluciones decimales con
Tween-80 al 0.1 % a partir del biopreparado o cepa (en el caso de producciones

sélidas se pesa 1g del producto en 10mL de agua destilada) y el conteo se realiza

26



con la dilucién en que aparezcan entre 50 y 300 conidios en la camara.

Se coloca el cubreobjetos de cuarzo sobre el hemocitdmetro; con un capilar
transferir un volumen suficiente a la cAmara, colocando la punta del capilar entre el
cubreobjetos y la camara descargando par capilaridad, hasta que se llene con el
volumen exacto sin que queden burbujas en su interior. Después de cargada se deja
reposar durante un minuto y se cuenta en cinco cuadrantes (los cuatro de los
vértices de la camara y un cuadrante central). El resultado se da de la siguiente
forma: (Orestes, 2002)

C=K*N*D

C-cantidad de conidios/mL.

K- constante de la camara de Neubauer (5*10%)
N- cantidad de conidios contados en cuadrantes.

D- dilucion.(%)

Materiales usados:

e Biopreparado de los microorganismos.
e Agua estéril con Twen 80 al 0,1%

e Asa de siembra o escalpelo.

e Cémara de Neubauer.

e Tubos capilares.

e Microscopio éptico.
2.2.3 Determinacién de la pureza.

El biopreparado deberé estar libre de todo tipo de contaminaciones. Para su control se

realizara:
1. Observacién directa de muestras al microscopio optico.
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2. Tincin diferencial Gram.

3. Siembra en placas con medios agarizado donde se deben observar a partir de
las 24 horas para chequear posible contaminaciones bacterianas, en caso de
que el producto estuviese contaminado a través de una tincin de Gram si se

detectan contaminaciones en la corrida debe esterilizarse y eliminar.

Nota: Siempre se deberan dejar algunas placas con cultivos monospaéricos (siembra del
biopreparado a una concentracion muy baja) para evaluar una posible contaminacién

por otro hongo, lo que generalmente toma mas de 72 horas. (Orestes, 2002)
- Material usado:

e Microscopico
2.2.4 Determinacion de la virulencia (%)

Debido a la diversidad y variabilidad en el espectro de accién de los diferentes
microorganismos que se utilizan para estos fines e incluso la especificidad de algunos
sobre determinadas especies, se plantea la necesidad de tener insectos patrones para
cada tipo de microorganismo e incluso para diferentes cepas. Para la realizacion de
esta prueba se usan al menos 50 insectos, 10 de ellos para cada réplica (4) y los otros

10 restantes como testigo.

A los insectos, de las cuatros réplicas se les somete a la accion del biopreparado por
inmersion o aspersion, luego se pasan a frascos con dieta estéril. A partir de los tres-
cuarto dias se colectan diariamente los cadaveres, se desinfectan con hipoclorito de
sodio al 0.10% por dos o tres minutos y se colocan en camara humeda hasta que en la
superficie del cadaver aparezca el crecimiento del hongo en cuestion. Finalmente se
cuentan los insectos micosados y se determina el porcentaje de mortalidad. (Orestes,
2002)
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2.3 Herramientas estadisticas.

Para aplicar las herramientas estadisticas se utiliza el paquete estadistico
STATGRAPHICS. Las técnicas estadisticas usadas en este trabajo para el analisis
de los parametros de calidad de la concentracién y la viabilidad son las siguientes:

- Caracterizacion estadistica.

Los parametros que caracterizan estadisticamente una muestra son:

— X Z:(Xi—Y)2
Media: X =) =1 Varianza: §2 -t
it N N -1
L . _ - . o S
Desviacion estandar: S = \/S_ Coeficiente de variacioén: CV :7*100

La distribucion de frecuencias permite agrupar los datos por clases y determinar en que
intervalo se encuentran la mayor cantidad de valores. Ademas, a partir de la tabla de
distribucion se construyen los histogramas de frecuencias, que definen si las muestra

presentan una distribucion normal. (LOWRY, 2004)

- Pruebas de normalidad:

La NC 92-21 establece las reglas para determinar los resultados anormales de un
conjunto de observaciones de una variable aleatoria continua, cuya distribucién

probabilistica sea normal.

Resultado anormal: Dato grandemente desviado del grupo de resultados normales de
las observaciones y que no pertenece a la distribucidn probabilistica de esos
resultados. En la determinacion de los resultados anormales hay que analizar dos

alternativas:

1. El resultado muy desviado fue obtenido bajo las mismas condiciones que el grupo
restante de los resultados de las observaciones, perteneciendo a la misma poblacién,

pero la probabilidad de obtener resultados iguales o0 mayores (0 menores) al mismo es
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pequefa. En este caso, el resultado a evaluar no hay que excluirlo y el calculo de los
estadigrafos seleccionados para estimar los parametros de la poblacién (media y
desviacion tipica) debe efectuarse teniéndolo en cuenta.

2. El resultado muy desviado se obtuvo a consecuencia de la alteracién de las
condiciones normales de la investigacion o de errores graves en la medicion o en el
calculo. En este caso, el resultado que se evalla del conjunto de observaciones no
pertenece a la poblacion de los resultados normales y por consiguiente el célculo de
los estadigrafos seleccionados para estimar los parametros de la poblacion debe
efectuarse con el conjunto de datos, excluyendo el resultado anormal de Ila

observacion.
- Pruebas de hipotesis.

A partir de las pruebas de hipotesis se puede inferir si una variable cumple con las

especificaciones de calidad, planteando dos hipotesis (nula y alternativa).(EILON,1969)
- Analisis de varianza.

El andlisis de varianza permite inferir si existen diferencias significativas entre mas de
dos muestras, es decir, si uno o mas factores influyen significativamente sobre una
variable. (WEST et al, 2004)

- Gréaficos o cartas de control:

Las cartas de control o graficos de control se definen como “una comparacion grafica —
cronologica de una caracteristica actual de la calidad del producto, con los limites que
identifican su manufactura, de acuerdo a experiencias anteriores”. Analizando en

detalle esta definicién:

Se trata de un gréfico, donde uno de sus ejes incluye la variable tiempo (gréafico
cronologico), el otro eje se incluira la variable que determina la calidad del producto
(caracteristica de la calidad del producto). El grafico debe poseer limites o fronteras

gue indican si el producto posee o no calidad, segun la zona es que se ubique la

30



variable (con los limites que identifican la posibilidad de su manufactura). Finalmente, el
grafico se construye con datos histéricos de la variable y determina la calidad del
producto (experiencias anteriores). (GOLDERG et al, 2003)

2.4 Conclusiones parciales del capitulo

> Para la determinacién de los parametros de calidad de la concentracion y
viabilidad se aplican métodos quimicos y biologicos.

» Las herramientas estadisticas usadas son: caracterizacién estadistica,
distribucién de frecuencias, prueba de normalidad, pruebas de hipétesis,
analisis de varianza y cartas de control.
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Capitulo 3. Resultados y discusion.

En este capitulo se muestran todos los resultados obtenidos al realizar las diferentes
pruebas estadisticas que permiten definir si las variables operacionales (temperatura y
velocidad de agitacion) y los parametros de calidad del producto final (concentracién y

viabilidad) cumplen con las especificaciones requeridas.

Las pruebas realizas son: caracterizacion estadistica, determinacion de anormalidad en
una muestra, histogramas de distribucion de frecuencias, pruebas de hipotesis, analisis

de varianza y cartas de control.
3.1. Andlisis estadistico para las variables operacionales.
Los datos recopilados de estas variables se muestran en el Anexo 3.

Para realizar un analisis de las variables operacionales (temperatura y velocidad de
agitacion) se separan los datos por fermentadores. La relacion fermentador-

microorganismo es la siguiente.

Microorganismo Bt: Datos de los fermentadores 1, 2 y 5.

Microorganismo TS3: Datos de los fermentadores 3y 4.

3.1.1 Caracterizacion estadistica de latemperaturay la velocidad de agitacion.

En la Tabla 3.1 se muestra la caracterizacion estadistica de estas variables

operacionales para los fermentadores.

Los valores medios de la temperatura en los fermentadores se encuentran entre 26.22
y 30.03 °C, los cuales estan comprendidos en los rangos de las especificaciones de

operacion. Los coeficientes de variacion son menores que 12 % en todos los casos,
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indicando que los valores estan agrupados alrededor de la media, es decir, esta es
representativa, los que tienen mas dispersion son los fermentadores 4 (10.67 %) y 5
(9.24 %), en el caso del 4 hay momentos en que falta el fluido eléctrico y la

temperatura disminuye, alcanzando valores hasta 16 °C.

Tabla 3.1 Resumen de la caracterizacion estadistica de las variables

operacionales.

Temperatura Velocidad de agitacion
F1 F2 F3 F4 F5 F1 F2 F3 F4 F5
n 175 50 255 385 265 145 50 255 155 265
X 29.76 | 29.12 | 30.03 | 26.22 | 28.58 | 88.16 | 80.47 | 89.04 | 84.56 | 89.69

s? 1.63 113 | 045 | 7.83 | 6.98 | 47.28 | 49.61 | 19.89 | 63.98 | 34.44
S 1.27 1.06 | 0.67 | 280 | 264 | 6.87 | 7.04 | 446 | 7.99 5.87

Min | 235 | 258 | 26.9 16 243 | 70.0 | 70.0 | 80.05| 52 73.47

Méx 32 30.5 | 31.8 32 36.1 | 94.00 | 94.55 | 100.0 | 98 104.35

C.S |-1011| -5.18 | -8.41 | -254 | -1.60 | -7.42 | -2.03 | 1.76 | -9.50 | -5.68
CK | 1556 | 571 |16.63 | 3.81 | 3.66 | 3.04 | -2.25 | 0.72 | 1293 | 3.81
CV | 429 | 366 | 223 [10.67 | 9.24 | 7.80 | 7.87 | 501 | 9.46 6.54
(%)

Los coeficientes de kurtosis y skewness permiten definir si una muestra tiene un
comportamiento normal, si estos se encuentran entre -2 y +2 se plantea que la muestra
presenta una curva gaussiana. La temperatura en ninguno de los fermentadores tiene
estos coeficientes dentro del rango, por lo que se puede decir por el momento que la
muestra no tienen un comportamiento normal, siendo necesario aplicar la NC 92-21

para excluir los datos anormales dentro de las muestras.

Al analizar la velocidad de agitacion en los fermentadores se observa que las medias
no superan el valor minimo requerido (90 rpm), se debe sefialar que los coeficientes de
variacion son menores que 12 %, es decir, los valores medios representan a los datos.

En los histogramas de frecuencias en (Ver Anexo 4) se observa que la mayoria de los
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valores se encuentran por debajo de 90 rpm, por lo que se debe demostrar a través de
pruebas de hipotesis si esta variable cumple con estas especificaciones en todos los
fermentadores. Solo la velocidad en el fermentador 3 presenta coeficientes de kurtosis
y skewness dentro del rango que define una distribucién normal, por lo que se
identificaran los datos anormales a través de la NC 92-21. (CEN, 1979)

3.1.2 Prueba de normalidad para las variables operacionales.

Como se explica en el capitulo anterior cuando se aplican herramientas estadisticas en
un proceso es necesario realizar la prueba de normalidad a las muestras a analizar,

pues es este un requisito indispensable.

Para conocer si las variables presentan datos anormales, se utiliza la NC 92-21 (CEN
(1979). Para ello, se debe calcular t;, donde i va a ser la enumeraciéon del dato, es decir,

t1, to, ..., tn, pPOr la siguiente expresion:

Donde: x es la media de la muestra
X; es el valor al que se le realiza la prueba

S es la desviacion estandar de la muestra.

A continuacién se relacionan estos parametros para cada variable de operacién en los

distintos fermentadores.

- Valores de h para la temperatura

T1: n=175  x=29.76°C $=127°C h=341
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T2: n=50  x=89.15°C S=1.06°C h=3.082
T3: n=255 x=30.03°C S=067°C h=3534
T4: n=385 X =26.22°C S=280°C h=3625

T5: n =265 X =2858°C S =264°C h=3537

- Valores de h para la velocidad de agitacion.

V1: n=145 X = 88.16rpm S =6.87rpm h=3.41
V2: n=50  x=8047rpm  S=7.04rpm  h=3.082
V3: n=255 X = 89.04rpm S =4.46rpm h=3.534
V4: n=155 X = 84.56rpm S =7.99rpm h=3.376

V5: n=265 X = 3.537rpm S =5.87rpm h=3.537

En el Anexo 3 se muestran los resultados al aplicar esta norma a los datos de las
variables operacionales, en dependencia del fermentador. Como se puede observar en
ninguna de las muestras existen valores anormales, por lo que se puede definir que las

mismas presentan una distribucién normal.

3.2 Andlisis del cumplimiento de las especificaciones de calidad en las variables

operacionales.

Para determinar si las variables temperatura y velocidad de agitacién en los

fermentadores cumplen con las especificaciones de operacion se realizan pruebas de
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hipotesis. Se debe sefialar que se realizaron dos pruebas para cada una, debido a que

la norma es un rango.

El tipo de prueba de hipotesis aplicada es la de t-student, donde se pueden tener en
cuenta dos criterios de seleccién de la hipotesis verdadera, los cuales son:

1. Segun el estadigrafo t-student:

El twavuado €S la referencia para decidir que hipétesis se cumple. Si el tcaculado S€
encuentra en la region a la izquierda del tipuiado S€ acepta la hipétesis donde p < o 6

M < Ho, €n dependencia de la norma y viceversa.

El tcacuado depende de las caracteristicas de la muestra (media, desviacion estandar y

tamafo de la muestra).

El tiabuiado depende se los grados de libertad (tamafio de la muestra - 1) y del nivel de
confianza (1-a). (Eillon, 1969)

2. Segun el valor de probabilidad (p-value):

Si el valor de probabilidad es mayor que a se acepta la Hp y se rechaza H; y viceversa.
El valor de a es 100 -nivel de confianza. Todas las pruebas en este trabajo se realizan

para un 95 % de confianza (0=0.05).

En la Tabla 3.2 se muestran los resultados de las pruebas de hipétesis para la

temperatura en los fermentadores.

Como se puede observar la temperatura cumple con las especificaciones de operacion
requeridas, es decir, en el proceso se logra que en los fermentadores se alcance el
rango de temperatura 6ptimo para el crecimiento de Bty ST3. Esto se comprueba pues
en todas las pruebas de hipétesis se aceptan las hipétesis nulas que son las que
incluyen la norma para un 95 % de confianza, pues los valores de p-value son mayores
gue 0.05. Ademas, el Cacuado, SiEMpre se encuentra en la zona de aceptacion de la

norma.
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Tabla 3.2 Resultados de las pruebas de hipotesis para la temperatura.

Variable o
. Hipotesis tcalculado ttabulado p-value
operacional
Ho. [.1225
49.34 1.645 1.00
Hq: p<25
T1
Ho: /.1532
-23.24 1.645 1.00
Hq: p>32
Ho: [.1225
27.31 1.677 1.00
Hq: p<25
T2
Ho: [.1532
-19.14 1.677 1.00
Hq: p>32
Ho: [.1224
143.50 1.645 1.00
Hi: p<24
T3
Ho: u<32
-46.86 1.645 1.00
Hi: p>32
Ho: u=24
15.56 1.645 1.00
Hi: p<24
T4
Ho: u<32
-40.53 1.645 1.00
Hi: p>32
Ho- [.1225
22.08 1.645 1.00
Hi: u<25
T5
Ho- [JS32
-21.05 1.645 1.00
Hi: p>32

En la Tabla 3.3 se muestran los resultados de las pruebas de hipétesis para la

velocidad de agitacion en los fermentadores.

En el caso de la velocidad de agitacion se determina que en los fermentadores 1, 3y 4
no se logra superar los limites inferiores de los intervalos de la norma (90 rpm), pues en

las primeras pruebas de hipétesis para esta variable se acepta las hipétesis alternativas
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(0<0.05) para un 95 % de confianza. Esto se debe a que el medio en que se produce el

desarrollo de estos microorganismos tiende a hacer espuma, por lo que se disminuye la

velocidad de agitacién y también la entrada de oxigeno para evitar la contaminacion del

producto, se debe sefalar que en el proceso se utiliza un antiespumante.

Tabla 3.3 Resultados de las pruebas de hipétesis para la velocidad de agitacion.

Variable o
. Hipotesis tcalculado ttabulado p-value
operacional
HoZngo
-3.22 1.645 0.0008
Hq: p<90
Vi
Ho:pS95
-11.97 1.645 1.00
Hqi: p>95
HoIngo
-0.53 1.677 0.30
Ha: p<90
V2
Ho: u<95
-5.55 1.677 0.99
Hi: p>95
Ho: =90
-3.43 1.645 0.0003
Hi: p<90
V3
Ho: <92
-10.59 1.645 1.00
Hi: p>92
Ho: u=90
-8.46 1.645 0.00
Hi: p<90
V4
H(): |.1592
-11.58 1.645 1.00
Hi: u>92
H(): |.1290
-0.86 1.645 0.19
Hi: u<90
V5
HoZ |J595
-14.73 1.645 1.00
Hi: p>95
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3.3 Comparacion de las variables operacionales en los diferentes fermentadores.

Para determinar si existen diferencias significativas de las variables operacionales con

respecto a los fermentadores se realiza un Analisis de Varianza Unifactorial.

Al realizar un analisis de varianza existen dos criterios para definir si la influencia de

factores es significativa en una variable dependiente:

1% Criterio: Si la Feaculada < Frabulada €Xisten diferencias significativas en la variable

dependiente para los niveles de los factores, y viceversa
F[abu|ada depende de |a prObabllldad (1'0/2), GLentre grupos GLdentro de grupod

2% Criterio: Si el valor del p-value es menor que a los factores influyen sobre la variable

dependiente, y viceversa.

En el Anexo 5 se muestran los resultados de esta prueba y en la Tabla 3.4 se refleja un

resumen de los mismos.

Tabla 3.4 Resumen de los resultados del Analisis de varianza para la variables

operacionales.

Existencia de

Variable p- F-Fisher F-Fisher _ _ Fermentadores
_ diferencias )
operacional value | calculado tabulado o homogeneos

significativas

Temperatura

. 0.0000 152.52 2.80 Si 1-3

(°C)
Velocidad de

o 1-2-3
agitacion 0.0009 4.70 2.80 Si

(rpm)

Para las dos variables existen diferencias significativas entre los fermentados, para un

95 % de confianza, teniendo en cuenta los criterios explicados anteriormente. Para
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identificar cuales son los fermentadores que son diferentes entre si se analiza la prueba

de multiple rango aplicando el método de Duncan. (Ver Anexo 5)
- Temperatura:

Solo entre los fermentadores 1 y 3 no existen diferencias significativas, lo cual se debe
tener en cuenta en el proceso, pues los rangos de temperatura requeridos para el
crecimiento 6ptimo de los microorganismos Bt y TS3 no varian, por lo que los
fermentadores no deben operar a diferentes condiciones de temperatura. Se debe
sefialar que estos equipos no trabajan a volimenes constantes, pudiendo ser esta una
de las causas de este problema, el cual puede influir en la eficiencia del proceso,
debido a que un mismo microorganismo se obtiene en diferentes fermentadores.
(Anexo 5.1)

- Velocidad de agitacion.

Como se observa solo son homogéneos con respecto a la velocidad de agitacion los
fermentadores 1, 2 y 3, los cuales operan a capacidades menores (120 -140 L). Sin
embargo, los fermentadores 4 y 5 no tienen semejanzas con ninguno, debido a la

capacidad de los mismos (1750 L). (Anexo 5.2)

3.4 Determinacion de si las variables operacionales se encuentran o no bajo

control.

Para determinar si las variables operacionales se encuentra bajo control se realizan las
cartas de control para medias, para ello se toman los datos de los fermentadores por

separados. En el Anexo 6 se muestran estos graficos.
A continuacion se realiza un analisis de las cartas de control por fermentador.
- Fermentador 1.

La temperatura y la velocidad se encuentran fuera de control, pues presenta puntos por

debajo o por encima de los limites inferiores y superiores respectivamente, sin
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embargo, se debe sefalar que en el caso de la temperatura estos puntos se
encuentran dentro de las especificaciones operacionales, pero en la velocidad existen
valores inferiores a la norma (90 rpm), lo cual es debido a la presencia de espuma por

lo que se hace necesario disminuirla.
- Fermentador 2.

La carta de control para la temperatura solo presenta un punto por debajo del limite
inferior, pero el mismo esta en el rango de operacién establecido, por lo que se
considera que el proceso esta bajo control.

Sin embargo, con respecto a la velocidad todos los puntos estan fuera de lo limites, por
lo que esta variable no esta bajo control, ni cumple con las especificaciones. Se debe
sefalar que este fermentador solo trabajo una vez en el periodo de estudio, en estos

momentos esta con rotura.
- Fermentador 3.

En este fermentador la temperatura a pesar de presentar puntos fueras de los limites
de la carta de control, se considera que la variable esta bajo control, pues los mismos

se encuentran dentro de los rangos establecidos.

En el caso de la velocidad los puntos que estan por debajo y por encima de los limites
inferiores y superiores respectivamente de la carta de control, también se encuentran
fuera del rango operacional establecido, lo cual se debe a la presencia de espuma en el
medio de desarrollo de los microorganismos. Por esto se considera que con respecto a

esta variable, el fermentador esta fuera de control.
- Fermentador 4.

La carta de control para la temperatura muestra puntos por fuera de los limites. En el
caso de los puntos que estan por debajo del limite inferior, esto se debe a que en
algunos momentos del proceso falta la corriente eléctrica por lo que disminuye la

temperatura, lo que puede afectar la calidad del proceso.
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En la velocidad ocurre lo mismo, se debe sefialar que en ningin momento se alcanza
valores superiores al limite inferior requerido en el proceso (90 rpm), por lo que este
fermentador esta fuera de control. Esto se debe a la presencia de espuma y a que en

este fermentador se trabaja con mayores voliumenes.
- Fermentador 5.

En este fermentador la temperatura a pesar de presentar puntos fueras de los limites
de la carta de control, se considera también que la variable esta bajo control, pues los

mismos se encuentran dentro de los rangos establecidos.

En el caso de la velocidad existen puntos que estan por debajo de los limites inferiores,
los cuales no cumplen con las especificaciones de operacion. Esto se debe a la

presencia de espuma y a que en este fermentador se trabaja con mayores volumenes.
3.5 Anélisis estadistico para los parametros de calidad del producto final.
Los datos recopilados de estos parametros se muestran en el Anexo 7.

Para realizar un analisis de los parametros de calidad (concentracion y viabilidad) se

separan los datos en dos grupos, segun el microorganismo a producir.

3.5.1 Caracterizacion estadistica de la concentracion y la viabilidad del producto

final.

En Tabla 3.5 se muestra la caracterizacion estadistica de estos parametros de calidad

para los microorganismos Bacillus Thuringiensis y Trichoderma respectivamente.
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Tabla 3.5 Caracterizacion estadistica de los pardmetros de calidad.

Concentracion S
Pardmetro o Viabilidad (%)
o (conidios/mL)
estadistico
Bt TS3 Bt TS3
n 17 25 17 25
X 165E9 | 582E8 | 96,0 95,04
s? 2.66 E18 | 7.73E17 | 3.37 | 2.54
S 1,63E9 | 8,79E8 | 1,84 1,60
Min 1,8 E8 1,0 E6 90.0 90.0
Max. 50E9 3,0 E9 98.0 97.0
C.S 1.55 3.56 -4.04 | -2.34
CK -0.44 2.16 5.92 2.85
C.V (%) 99 151 2.0 2.0

La concentracion final de Bacillus Thuringiensis en el periodo comprendido entre 2007
y 2009 tiene un valor medio de 1.65 E9 conidios/mL, el coeficiente de variacion es de
99 %, indicando que esta muestra presenta una dispersién grande, es decir, que los
datos no estan agrupados alrededor de la media, lo cual se debe a que esta variable es
numéricamente elevada (con exponenciales), y presenta un rango de 4.9 E9. Al realizar
el histograma de frecuencia relativa se observa que el 58.82 % se encuentra entre 1.E7
y 1.208E9 conidios/mL, dentro del cual esta comprendido el valor medio. La viabilidad
en este microorganismo presenta una media de 96 %, la cual es muy representativa de
la muestra pues presenta un coeficiente de variacion de 2 %. Se debe destacar que al
agrupar los datos en 5 clases, la mayoria de estos (63.26 %) se encuentran dentro del
rango de 95 y 97 %, siendo superior al valor minimo requerido para la obtencion de

este biopreparado con calidad.

La concentracion media del biopreparado Trichoderma es igual a 5.82E8, la cual no es
representativa de los datos pues la muestra presenta un coeficiente de variacion de
151 %, esto se debe a los explicados anteriormente para el Bt. El 72 % de los datos se

encuentra dentro del intervalo de 9E5 — 6.21E8 conidios/mL.
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Al analizar la muestra de la viabilidad para TS3 se observa que la media de la misma
(95.04 %) es muy representativa de los datos pues presenta un coeficiente de variaciéon
igual a 2 %. El intervalo en el que se encuentran la mayoria de los valores (76 %) es
entre 92 y 96 %, siendo superiores al valor minimo requerido para obtener un producto
con calidad. (Ver Anexo 8)

3.5.2 Prueba de normalidad para los parametros de calidad.
A continuacion se relacionan estos parametros para cada producto final.

- Valores de h para la concentracion y la viabilidad del microorganismo Bt.

Concentracion Bt: n=17 ;< =1.65E9 conidos/ ml S =1.63E9conidos/ ml h=2.48

Viabilidad Bt: n=17  x=99.0% S=1.84%  h=248
- Valores de h para la concentracion y viabilidad del microorganismo TS3.

Concentracion TS3:

n=25  x=5.82E8 conidos/ml S =8.79E8conidos/ml  h=2.87

Viabilidad TS3: n=25  x=95.04% S=160% h=287

En el Anexo 7 se muestran los resultados al aplicar esta norma a los datos de las
variables operacionales, en dependencia del microorganismo a producir. Como se
puede observar en ninguna de las muestras existen valores anormales, por lo que se

puede definir que las mismas presentan una distribucién normal.

3.6 Analisis del cumplimiento de las especificaciones de calidad en los

parametros del producto final.

Para determinar si los pardmetros concentracion y viabilidad en los microorganismos

cumplen con las especificaciones de operacion se realizan pruebas de hipotesis.
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El tipo de prueba de hipétesis aplicada es la de t-student, donde se pueden tener en
cuenta dos criterios de seleccion de la hipétesis verdadera, los cuales fueron
explicados anteriormente. Todas las pruebas en este trabajo se realizan para un 95 %
de confianza (a=0.05). En la Tabla 3.6 se muestran los resultados de estas pruebas de

hipotesis.

Como se observa, a pesar de los problemas de operacion existentes en el proceso, el
producto final cumple con las especificaciones de calidad, en cuanto a las variables
analizadas en este trabajo, esto se debe a que en la planta se toman medidas que

permitan disminuir o eliminar las afectaciones en la calidad.

Tabla 3.6 Resultados de las pruebas de hipodtesis para los parametros de calidad

del producto final.

Parametros de _ _ _ _
] Microorganismo Hipotesis tealculado tiabulado p-value
calidad
Bt Ho- 21088 ) 64 1.746 0.94
Concentracion Hy: 1<10E8 . . .
. Ho: u=10E8
Conidos/mL TS3 ¥ -2.37 1.711 0.99
Hi: u<10E8
Ho: }JZQO
Bt 13.46 1.746 1.0
L Hi: u<90
Viabilidad %
Ho: }JZQO
TS3 15.81 1.711 1.0
Hi: u<90

3.7 Comparacion de los parametros de calidad en dependencia del

microorganismo producido.

Para determinar si existen diferencias significativas en los parametros de calidad entre

los microorganismos producidos se realiza un Analisis de Varianza Unifactorial.

En el Anexo 9 se muestran los resultados de esta prueba y en la Tabla 3.7 se refleja un

resumen de los mismos.
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Tabla 3.7 Resumen de los resultados del Analisis de varianza para los parametros de

calidad.

Parametros Existencia de diferencias

] p-value Fcalculada Ftabulada C

de calidad significativas

Concentracion
0.009 7.56 5.42 Si

(conidos/mL)
Viabilidad (%) 0.08 3.24 5.42 No

Como se observa no existen diferencias significativas en la viabilidad en cuanto al
microorganismo producido. Sin embargo, para la concentracién el p-value es menor
gue 0.05, indicando la existencia de diferencias significativas entre los dos

biopreparados para un 95 % de confianza, ademas la Fcaculada > Frabulada-

Se realiza un grafico de tendencia de la concentracion, segun el tipo de
microorganismo (Figura 3.1), donde se observa que el Bt se produce con una mayor
concentracion, es decir, mejor calidad, lo cual se debe a que este producto es una

bacteria, que tiene mayor resistencia que el TS3 (hongo).

6000000000

5000000000

4000000000

oTS3
B Bt

3000000000

Concentraciéon

— 1

2000000000 -

1000000000 -

0+ A0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Figura 3.1 Comportamiento de la concentracidén de los microorganismo TS3 y Bt.
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3.8 Determinacion de si los parametros del producto final se encuentran o no

bajo control.

Para determinar si los pardmetros de calidad se encuentran bajo control, se realizan las
cartas de control para medias, para ello se toman los datos por microorganismos. En el

Anexo 10 se muestran estos graficos.

Las cartas de control para la viabilidad en los dos microorganismos se encuentran bajo
control. Sin embargo, en el caso de la concentracion existe un punto para cada uno por
encima del limite superior, pero esos valores son mayores que el minimo requerido en
las especificaciones de calidad (10° conidios/mL), por lo que se considera que estan
bajo control.

3.9 Conclusiones parciales del capitulo.

Después de analizar los resultados obtenidos en el procesamiento estadistico de las
muestras de las variables operacionales en los fermentadores y de los parametros de
calidad de los microorganismos Bt y TS3, se pueden llegar a las conclusiones

siguientes:

> No existen en ninguna de las variables dispersion en los datos, es decir, las
medias son representativas de las muestras.

» En ninguna de las muestras de identifican datos anormales, por lo que estas
presentan un comportamiento normal.

» La temperatura en los fermentadores cumple con las especificaciones
requeridas, sin embargo, la velocidad de agitacion no cumple con la norma en
los fermentadores 1, 3 y 4, pues no supera el limite inferior requerido, lo cual a
se debe a la formacion de espuma en la etapa de crecimiento de estos
microorganismos.

» No existen diferencias significativas entre la temperatura en los fermentadores 1
y 3, sin embargo, con respecto a la velocidad, sélo son homogéneos 1, 2y 3.

» A pesar de existir puntos fuera de los limites en la carta de control para la

temperatura, estos se encuentran dentro de los rangos establecidos por la
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norma, porque se considera que esta variable esta bajo control, no ocurriendo lo
mismo para la velocidad de agitacion.

Los pardmetros de calidad concentracion y viabilidad cumplen los requisitos
establecidos para los dos microorganismos estudiados.

Existen diferencias significativas entre la concentracion para los dos productos,
obteniéndose con mayor calidad el Bt.

Las cartas de control para la viabilidad en los dos microorganismos estan bajo
control, en el caso de la concentracion solo un valor esta por encima del limite

superior, pero no es una gran diferencia por lo que se considera bajo control.
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Conclusiones

Al realizar las pruebas de hipétesis se determina que la temperatura en los
fermentadores cumple con la norma, no ocurriendo asi con la velocidad de
agitacion.

Los parametros concentracion y viabilidad cumplen con las especificaciones
requeridas para obtener un producto con calidad.

En la Empresa Fitosanitaria Provincial de Matanzas, se producen tres tipos de
biopreparados: Bt, TS3 y Bb, este ultimo se ha producido muy poco.

En las muestras analizadas no existen datos anormales.

Los fermentadores no trabajan de forma homogénea segun las variables
operacionales.

Las variables temperatura, concentracion y viabilidad se consideran bajo control,
no ocurriendo lo mismo con la velocidad de agitacion.

Existen diferencias significativas en la concentracion de los microorganismos Bt y

TS3, obteniéndose mas concentrado el primero.
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Recomendaciones

Se recomienda a la Empresa Fitosanitaria Provincial de Matanzas (Sanidad Vegetal):

> Realizar un estudio de como influye la disminucion de la velocidad de agitacion en
los fermentadores en el proceso de obtencion de los microorganismos, sobre la

calidad del producto.

> Analizar de forma periédica muestras de las variables operacionales y de los
parametros de calidad, con ayuda de herramientas estadisticas, para valorar y
evaluar la calidad del proceso.
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ANEXOS

Anexo 1.Tabla de definiciones de los bioplaguicidas, segun algunos paises.

Austria

Micro y macro-organismo (plaguicida biol6gico no definido).

Dinamarca

Los plaguicidas biologicos incluyen solo organismo vivos
(micro, macro-organismo, plantas transgénicas). En
comparacién, los semio-quimicos y otros productos
derivados de plantas son reconocidos como plaguicidas

guimicos.

Finlandia

No hacen mencion especifica. Micro-organismo incluyendo
virus de acuerdo a la ley de la UE, de otra manera son

considerados como plaguicidas.

Francia

Como UE

Alemania

Micro-organismo incluyendo virus. Otros agentes estan
regulados como plaguicidas quimicos pero con

requerimiento muchos mas leves.

ltalia

7 categorias de mico-organismo, feromonas, reguladores
del crecimiento de insectos, reguladores del crecimiento
vegetal, extractos de plantas, macro-organismo, plantas

transgénicas.

Paises bajos

Micro-organismo incluyendo virus. Los otros considerados
plaguicidas. Macro-organismo, plantas transgénicas estan

fuera del acta de plaguicidas.

Suecia

Solo organismo vivos: micro-organismo, virus, nematodos,

insectos, arafas.




Uk

Micro-organismo y semio-quimicos. Plantas transgénicas no

estan bajo el acta de plaguicidas.

Australia

Quimicos derivados bioldgicamente con toxicidad directa o

indirecta, microbiales, y otros organismos vivos.

OECD

Entidad biologica viva o de origen natural. micro-organismo,
feromonas, reguladores del crecimiento de insectos,
reguladores del crecimiento vegetal, extractos de plantas,

macro-organismo, plantas transgénicas.

FAO

Agentes biologicos de control de plagas de origen natural o
genéticamente modificados. Tienen modos Unicos de
accion, son utilizados en bajas cantidades y son especificos

en el atague de especies.

1. Agentes bioquimicos de control de plagas (sin toxicidad
directa y de natural: semio-quimico, hormonas, reguladores
naturales de plantas y reguladores del crecimiento de

insectos, enzimas.

2. Agentes microbiales para el control de plagas: bacterias,
hongos, virus y protozoos o micro-organismo genéticamente

modificados.

MERCOSUR

(Brasil,Argentina,Uruguay,

y Paraguay)

Plaguicidas biolégicos, se entienden en términos de origen
y funcién, como un agente biolégico de produccion artificial,
normalmente un patdégeno formulado y aplicado para la

rapida reduccion y control de plagas.




Anexo 2. Diagrama de flujo del proceso.

Anexos

Diagrama de la planta:

o=
é ? ,
|

LV R -
Leyenda

. Linea roja:— Agua caliente

N Linea verde: ~guz fria

. Linea azul: Vapor

. Linea violeta Materia prima

' Linea gris: . = ~=o

. Linea Negro: Agua suavecida -«
Linea amarilla:

|
|
-'“ o -




Anexo 3 Resultados del procedimiento para determinar datos anormales de las

variables operacionales.

Temperatura en el fermentadorl

Xi ti criterio  xi ti criterio  Xxi ti criterio
31.9 1.6850394 normal 30.5 0.58268 normal 30 0.18898 normal
31.2 1.1338583 normal 30 0.18898 normal 30 0.18898 normal
30.7 0.7401575 normal 30 0.18898 normal 29 -0.5984 normal
30.3 0.4251969 normal 30 0.18898 normal 29 -0.5984 normal
29.6 -0.125984 normal 28.8 -0.7559 normal 30 0.18898 normal
29 -0.598425 normal 30 0.18898 normal 30 0.18898 normal
28.4 -1.070866 normal 28.8 -0.7559 normal 31 0.97638 normal
30.9 0.8976378 normal 30 0.18898 normal 31 0.97638 normal
30.2 0.3464567 normal 30 0.18898 normal 31 0.97638 normal
29.3 -0.362205 normal 28.5 -0.9921 normal 30 0.18898 normal
28.9 -0.677165 normal 27.5 -1.7795 normal 30 0.18898 normal
31 0.976378 normal 28.7 -0.8346 normal 30 0.18898 normal
30.3 0.4251969 normal 31.8 1.6063 normal 30 0.18898 normal
29.8 0.0314961 normal 31.1 1.05512 normal 30 0.18898 normal
31.05 1.015748 normal 31.1 1.05512 normal 30 0.18898 normal
31.05 1.015748 normal 30.8 0.8189 normal 30 0.18898 normal
31.05 1.015748 normal 30.4 0.50394 normal 30 0.18898 normal

30 0.1889764 normal 30.4 0.50394 normal 30 0.18898 normal
30 0.1889764 normal 30.8 0.8189 normal 30 0.18898 normal
30 0.1889764 normal 30.6 0.66142 normal 30 0.18898 normal
30 0.1889764 normal 30.2 0.34646 normal 30 0.18898 normal
30 0.1889764 normal 29.9 0.11024 normal 30 0.18898 normal
29.1 -0.519685 normal 29.8 0.0315 normal 30 0.18898 normal
30 0.1889764 normal 30.1 0.26772 normal 30 0.18898 normal
30 0.1889764 normal 30.1 0.26772 normal 30 0.18898 normal
30 0.1889764 normal 32 1.76378 normal 30 0.18898 normal
30 0.1889764 normal 31 0.97638 normal 30 0.18898 normal
30 0.1889764 normal 31 0.97638 normal 30 0.18898 normal
26 -2.96063 normal 30.8 0.8189 normal 29.4 -0.2835 normal
26 -2.96063 normal 30.2 0.34646 normal 29 -0.5984 normal

25.9 -3.03937 normal 30 0.18898 normal 27.4 -1.8583 normal
25.9 -3.03937 normal 29.4 -0.2835 normal 27.4 -1.8583 normal
25.9 -3.03937 normal 30.9 0.89764 normal 28.6 -0.9134 normal
24.2 -4.377953 normal 29.4 -0.2835 normal 27.5 -1.7795 normal
29.5 -0.204724 normal 29 -0.5984 normal 30.1 0.26772 normal
23.5 -4.929134 normal 28.5 -0.9921 normal 30.5 0.58268 normal



32
32
30
29.6
29.9
29.5
29.7
29.7
30.5
30
30.5
29.5
29.8
29.3
28.6
30.6
30.2
30
29.5
30.8
28.1
31
31

Xi
29.8
29.8
29.6
29.5
29
29
28.9
28.6
29.8
29.5
29.1
28.8
28.6
29.8
29.8
29.8

1.7637795
1.7637795
0.1889764
-0.125984
0.1102362
-0.204724
-0.047244
-0.047244
0.5826772
0.1889764
0.5826772
-0.204724
0.0314961
-0.362205
-0.913386
0.6614173
0.3464567
0.1889764
-0.204724
0.8188976
-1.307087
0.976378

0.976378

ti
0.6415
0.6415
0.4528
0.3585
-0.1132
-0.1132
-0.2075
-0.4906
0.6415
0.3585
-0.0189
-0.3019
-0.4906
0.6415
0.6415
0.6415

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

30.4
29.6
29.1
28.5
31.2
29.8
29.4
30.6
28.7
29.7
28

28.7
30.6
31.2
28.4
29.9
28.1
31.3
29.2
28

314
29.5

0.50394
-0.126

-0.5197
-0.9921
1.13386
0.0315

-0.2835
0.66142
-0.8346
-0.0472
-1.3858
-0.8346
0.66142
1.13386
-1.0709
0.11024
-1.3071
1.2126

-0.4409
-1.3858
1.29134
-0.2047

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

Temperatura en el fermentador2

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

X
29.1
29

28.9
30.3
29

28.9
28.6
30.1
29.8
29.2
29.2
29.2
28.2
30.3
29.7
30.5

ti
-0.0189
-0.1132
-0.2075
1.1132
-0.1132
-0.2075
-0.4906
0.9245
0.6415
0.0755
0.0755
0.0755
-0.8679
1.1132
0.5472
1.3019

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

30
30
30
30
30
30
29.8
29.8
29.7
29.7
29.6
29.1
29
30.6
30
29.6
29.1
31
31
31
31
31

Xi
29.8
28.7
30.1
28.9
29
28.7
29
29.2
30
30.5
30.5
29.4
29.4
28.7
27.1
25.8

0.18898 normal
0.18898 normal
0.18898 normal
0.18898 normal
0.18898 normal
0.18898 normal
0.0315 normal
0.0315 normal
-0.0472 normal
-0.0472 normal
-0.126 normal
-0.5197 normal
-0.5984 normal
0.66142  normal
0.18898 normal
-0.126 normal
-0.5197 normal
0.97638 normal
0.97638 normal
0.97638 normal
0.97638 normal
0.97638 normal
ti criterio
0.6415 normal
-0.3962 normal
0.9245 normal
-0.2075 normal
-0.1132  normal
-0.3962 normal
-0.1132  normal
0.0755 normal
0.8302 normal
1.3019 normal
1.3019 normal
0.2642 normal
0.2642 normal
-0.3962 normal
-1.9057 normal
-3.1321 normal



25.8
25.8

Xi
30
29.3
29.6
29.4
28.8
29.5
28.1
28.1
29.8
29.8
30
29.9
29.9
29.9
29.9
29.9
29.5
28.4
28
30.1
31
30
31
31.2
31.1
30.8
30.8
30.8
30.8
31
30
30
30
30
30
30

-3.1321
-3.1321

ti
-0.04
-1.09
-0.64
-0.94
-1.84
-0.79
-2.88
-2.88
-0.34
-0.34
-0.04
-0.19
-0.19
-0.19
-0.19
-0.19
-0.79
-2.43
-3.03
0.10
1.45
-0.04
1.45
1.75
1.60
1.15
1.15
1.15
1.15
1.45
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04

normal
normal
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criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

Xi
30.2
30.3
30.5
30.5
30.5
30.5
30.5
30.5
30.5
30.5
30.5
30.5
30
30
30
30
30
30
29.9
29.8
29.6
29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
29.5
29.5
29.6
29.8
30
30.4
30.6
30.9
314
29.6

ti
0.25
0.40
0.70
0.70
0.70
0.70
0.70
0.70
0.70
0.70
0.70
0.70
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.19
-0.34
-0.64
-0.94
-0.94
-0.94
-0.94
-0.94
-0.79
-0.79
-0.64
-0.34
-0.04
0.55
0.85
1.30
2.04
-0.64

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

Xi
30.9
30
30
30
30
30
30
30
30.1
30.1
30.1
30.1
30.1
314
31.2
31
30.9
30.8
30.7
30.7
30.6
30.5
30.4
30.4
30.4
30.1
30
30
30.1
29.8
29.8
29.6
29.5
30.2
30.4
30.7

ti
1.30
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10
2.04
1.75
1.45
1.30
1.15
1.00
1.00
0.85
0.70
0.55
0.55
0.55
0.10
-0.04
-0.04
0.10
-0.34
-0.34
-0.64
-0.79
0.25
0.55
1.00

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal



30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30.5
30.4
30.3
30.3
30.3
30.2
30.2
30.1
30.1
30.1
30
26.9
26.9
29.8
29.7
29.3
29.2
30.6
30.6
30.6
30.6
31
31
30.8
30.8
30.6

-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
0.70
0.55
0.40
0.40
0.40
0.25
0.25
0.10
0.10
0.10
-0.04
-4.67
-4.67
-0.34
-0.49
-1.09
-1.24
0.85
0.85
0.85
0.85
1.45
1.45
1.15
1.15
0.85

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

30.9
30.7
30.6
30.5
30.4
30.7
30.6
31
31
31
30
30
30
30
30
29.4
29.6
29.7
30
30
30
29.9
30
29.9
29.9
29.9
29.9
29.9
29.9
29.9
29.9
29.5
29.3
28.8
30
29.21
29.1
28.8
28.3
30
29.6
30
29.6

1.30

1.00

0.85

0.70

0.55

1.00

0.85

1.45

1.45

1.45

-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.94
-0.64
-0.49
-0.04
-0.04
-0.04
-0.19
-0.04
-0.19
-0.19
-0.19
-0.19
-0.19
-0.19
-0.19
-0.19
-0.79
-1.09
-1.84
-0.04
-1.22
-1.39
-1.84
-2.58
-0.04
-0.64
-0.04
-0.64

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

29.9
29.7
30

30.1
30.1
30.2
30.2
30.1
30

29.9
29.8
29.9
30.1
30.4
30.9
30.1
30.3
30.2
30.2
30.1
30.2
30.7
30.7
30.8
29.7
29.7
29

29

29.2
29.2
30

30

30

30

30

30

29

28.9
28.7
30.5
30.5
31.2
31.8

-0.19
-0.49
-0.04
0.10
0.10
0.25
0.25
0.10
-0.04
-0.19
-0.34
-0.19
0.10
0.55
1.30
0.10
0.40
0.25
0.25
0.10
0.25
1.00
1.00
1.15
-0.49
-0.49
-1.54
-1.54
-1.24
-1.24
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-1.54
-1.69
-1.99
0.70
0.70
1.75
2.64

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal



30
30
30
30
29.8
29.8

Xi
27,4
25,7
28,7
27
25,4
27,4
25,4
27,3
25,9
28,1
27,5
27
26,8
25,7
27,5
27,5
27,5
27,5
27,5
26,5
26,5
27
28
27
26,4
27
27,1
26,5
26,1

-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.34
-0.34

t]
2,0286
1,8143
1,5643
1,3500
1,0643
0,8143
1,9571
1,4571
0,9571
1,6357
1,4929
1,3143
1,7071
1,7071
1,7071
1,5643
1,4571
1,3857
1,6357
1,2429
1,1000
0,9571
1,7071
1,6000
1,4214
1,2071
0,9929
0,8143
1,6714

normal
normal
normal
normal
normal
normal

29.3
30
30
30
30
30

-1.09
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04
-0.04

normal
normal
normal
normal
normal
normal
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criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

Xi
25,5
25,5
25,5
25,5
25,5
30,7
30,2
28
27
28
27,5
27,2
30
28,4
27
27
30,6
29,7
28,6
27,5
26,1
28,9
28
27,5
29,4
28,4
27,4
25,2
28,2

ti

1,3500
1,3500
1,3500
1,7071
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3857
3,5286
3,4929
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,7071
1,8500
0,9929
1,1000
1,2071
1,3143
1,3500
1,3500
1,3500
2,0286

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

31.8
31
29.7
27
30
30

Xi
25,4
25,4
24,5
24,4
24,3
24,4
24,6
25
25
25,3
25,3
24,2
24,2
24
24
20,6
26,2
25,2
25,1
25
24,8
23,9
26,1
25,8
25,4
25,1
25
24,2
25,2

2.64
1.45
-0.49
-4.52
-0.04
-0.04

ti

-0,3643
-0,4357
-0,4357
-0,5071
-0,6143
-0,2571
-0,2571
-0,3643
-0,4357
-0,6143
-0,1857
-0,1857
-0,1857
-0,2214
-0,2214
-0,0429
-0,0429
-0,1143
-0,1857
-0,2571
-0,3286
-0,4000
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,2571
-0,3643

normal
normal
normal
normal
normal
normal

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal



26,1
25,9
25,9
27,5
25,9
29,9
29,9
28,2
30,9
30,1
294
28,3
31,9
31,2
30,7
30,1
29,5
28,9
28,3
31,4
31,8
30
29,6
30
30
30
30
30
20
20
20
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19

1,4929
1,5286
1,5286
1,5286
1,5286
1,5286
1,5286
1,4571
1,4571
1,4571
1,4571
1,4571
1,5286
1,5286
1,6714
1,9214
1,1714
1,1714
1,3143
1,4214
1,5643
1,6357
1,7071
1,7786
1,0643
1,1357
1,1714
1,2429
1,2786
1,3143
1,3500
0,9571
0,9929
1,0643
0,9929
0,9214
1,9571
1,8857
1,8143
1,7071
1,6357

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

29,5
28,9
28,4
28
27,5
26,5
26,1
25,3
29,7
28,19
28,1
27,1
26,2
28,2
26,8
29,6
28,8
27
26,2
25,5
24,8
30,2
29,1
28
27
26,5
24,5
29,4
16
17,3
26,5
26,1
26
25,8
29,5
23,6
28
28,2
27,5
27,3
27

2,0643
2,0286
1,9929
1,8857
2,0286
2,0643
2,0643
2,0643
1,3143
1,3143
1,3143
1,1000
1,0286
1,3500
1,3143
1,3500
1,3500
1,3500
1,6714
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,7071
1,7071
1,8857
0,9929
1,0286
1,0643
1,1714
1,2071
1,2071
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

24
20,6
18,5
29,1
28,6
28
27,4
26,6
25,8
29
28,3
27,5
26,6
25,6
28,8
27,9
26,9
26,5
26,3
26
26
26
25
25
25
24
24,3
24,3
24,7
24,3
24
25,5
24
25
25
24,6
24
24
24
26
25,4

-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
0,0286

0,2786

-0,3643
-0,4714
-0,4714
-0,4714
-0,4357
-0,4000
-0,4000
-0,3643
-0,3643
-0,3643
-0,3286
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4357
1,3500

-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal



19
19
19
19
31,6
28,9
31,9
30,6
28,6
32
31,3
30,4
294
28,5
31,9
30,7
29,5
30
30
30
30
30
30
29
29
29
29
29
25,5
25
24,9
24,9
24,9
24,2
24
23,5
20,9
25,3
25
24,3
22,5

1,5286
1,4214
1,3857
1,3857
1,3500
1,7071
1,7071
1,7429
2,0643
2,1714
2,2071
2,2429
2,2786
2,2786
2,2786
2,1714
2,1714
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,3500
1,7071
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

26

25,2
25

24,6
27

29,2
28

28

28

25

25,9
30,5
29,6
28,5
30,5
29,1
28,7
30,7
29,1
28,6
31,2
30,4
29,9
28,6
31,9
30,6
28,9
29,7
28,2
26

24,9
24,7
24,5
25,5
25,5
25

24,5
23,3
24,5
23,7
22,5

1,3500

-0,2571
-0,3607
-0,4357
-0,4357
-0,4357
-0,4714
-0,5071
-0,5429
-0,6143
-0,4357
0,0286

0,1000

0,0643

0,0643

0,0643

0,0643

-0,5786
-0,6143
-0,4714
-0,3286
-0,1857
-0,0786
-0,2571
-0,4357
-0,4714
-0,6857
-0,2571
-0,2571
-0,2929
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

24,6
24,2
24,1
23,7
27
26,7
25,9
27,3
26
28,9
27,5
26,5
25,1
29
27,8
25,4
28,8
28,8
27,7
20
24,6
24,3
25
25
24,6
24
25
24,5
24,6
24,3
25
24,5
24,7
25
25,2
25,6
25,7
27
25
25
25

-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal



25,2
23,8
22,4
25
24,8
23,3
25
25
21,1
25
25
24,5
25
25
25
25
25
25

Xi
31.9
31.3
30.6
30
29.2
28.5
31.7
30.3
28.9
30.8
30.4
29.9
31
31
31
30.6
30.3
30.1
30.8

-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643

ti
1.26
1.03
0.77
0.54
0.23
-0.03
1.18
0.65
0.12
0.84
0.69
0.50
0.92
0.92
0.92
0.77
0.65
0.58
0.84

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

25,6
25,5
25,6
25,2
25,2
25,2
25,2
24,5
24,5
24,5
24,5
24,5
24,5
24,1
24,1
25,3
25,3

-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
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criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

Xi
32.3
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
31
30
30
30
31
30
30

ti

141
0.54
0.54
0.54
0.54
0.54
0.54
0.54
0.54
0.54
0.54
0.54
0.92
0.54
0.54
0.54
0.92
0.54
0.54

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

25
25
26
26
25
25
25
25
25
24,8
24,6
25,8
25,3
25,3
25,3
25,3
25

Xi
24.8
24.7
24.5
25
26.3
26.5
26.4
26.4
26.4
26.4
24.6
24.5
24.9
25.3
25.7
26
25.5
25
24.9

-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643
-9,3643

ti

-1.43
-1.47
-1.55
-1.36
-0.86
-0.79
-0.83
-0.83
-0.83
-0.83
-1.51
-1.55
-1.39
-1.24
-1.09
-0.98
-1.17
-1.36
-1.39

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal



29.7
29.3
28.9
31

30.7
30.2
29.6
29

28.5
30.9
30.4
30.5
30.5
30.5
30.5
30.5
30.5
30.3
30.3
30.3
30.3
30.3
30.5
30.5
30.9
31.6
29.5
29.5
29.9
30.2
30.6
30.8
31

31.2
29.2
29.4
29.5
29.7
29.8
29.9
30

28.9
29

0.42
0.27
0.12
0.92
0.80
0.61
0.39
0.16
-0.03
0.88
0.69
0.73
0.73
0.73
0.73
0.73
0.73
0.65
0.65
0.65
0.65
0.65
0.73
0.73
0.88
1.14
0.35
0.35
0.50
0.61
0.77
0.84
0.92
0.99
0.23
0.31
0.35
0.42
0.46
0.50
0.54
0.12
0.16

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

30
30
30
30
30
30.1
36.1
36
30
30
30
30
30
31
314
29
29.3
29.6
29.9
30
30
30
31.9
32
31.9
31.8
315
31.9
32
32
32
29.9
29.9
29.9
29.3
29.1
30
29.9
30
30
30
30.9
30

0.54
0.54
0.54
0.54
0.54
0.58
2.85
2.81
0.54
0.54
0.54
0.54
0.54
0.92
1.07
0.16
0.27
0.39
0.50
0.54
0.54
0.54
1.26
1.30
1.26
1.22
1.11
1.26
1.30
1.30
1.30
0.50
0.50
0.50
0.27
0.20
0.54
0.50
0.54
0.54
0.54
0.88
0.54

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

24.3
25.5
25.5
25.4
25.2
25
25
24.8
24.5
25.5
25.5
25.2
25
24.5
25.7
25.7
25.7
25.6
25.6
26.1
26.1
25.9
25.7
25.5
25.3
25.1
25
25
25
25
25
25.5
25.2
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25

-1.62
-1.17
-1.17
-1.20
-1.28
-1.36
-1.36
-1.43
-1.55
-1.17
-1.17
-1.28
-1.36
-1.55
-1.09
-1.09
-1.09
-1.13
-1.13
-0.94
-0.94
-1.02
-1.09
-1.17
-1.24
-1.32
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36
-1.17
-1.28
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal



29.2
29

28.8
31.7
315
31.3
31

30.8
30.5
30.2
30.1
30.1
30

31

31

311
32

32.3
324
325
32.6
32.6
32.6
32.3
25

24.9
30

Xi
87.74
87.74
87.74
87.74
87.74
87.74
87.74
87.74
77.74
77.74
77.74

0.23
0.16
0.08
1.18
1.11
1.03
0.92
0.84
0.73
0.61
0.58
0.58
0.54
0.92
0.92
0.95
1.30
1.41
1.45
1.48
1.52
1.52
1.52
141

-1.36
-1.39

0.54

ti

-0.06
-0.06
-0.06
-0.06
-0.06
-0.06
-0.06
-0.06
-1.52
-1.52
-1.52

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

30
30
30
30
31
31
315
29
29.1
29.2
29.5
29.6
29.6
30
30
30
30
30
30
30
30
30
25.5
25.21
25
25

0.54
0.54
0.54
0.54
0.92
0.92
1.11
0.16
0.20
0.23
0.35
0.39
0.39
0.54
0.54
0.54
0.54
0.54
0.54
0.54
0.54
0.54
-1.17
-1.28
-1.36
-1.36

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
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criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

Xi

88
88
88
88
88
88
88
94
94
94
94

ti
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
0.85
0.85
0.85
0.85

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

25
25
25
25
25
25
25

26.3

27

25.2
24.9
24.9
24.9

25

25.1
25.1
25.2
25.2
25.2
25.3

25
25
25
25
25
25

xi

90.6
90.6
90.6

92
92
92
92
92
92
92
92

ti

-1.36
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36
-0.86
-0.60
-1.28
-1.39
-1.39
-1.39
-1.36
-1.32
-1.32
-1.28
-1.28
-1.28
-1.24
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36
-1.36

0.36
0.36
0.36
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal



77.74
77.74
77.74
77.74
77.74
77.74
70
70
70
70
70
70
70
70
70
70
78
78
78
78
78
78
78
78
88
88
88
88
88
88
88
88
88
90
90
90
90
90

-1.52
-1.52
-1.52
-1.52
-1.52
-1.52
-2.64
-2.64
-2.64
-2.64
-2.64
-2.64
-2.64
-2.64
-2.64
-2.64
-1.48
-1.48
-1.48
-1.48
-1.48
-1.48
-1.48
-1.48
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02

0.27

0.27

0.27

0.27

0.27

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

94
94
94
94
94
94
94
94
94
94
94

93.95

93.95

93.95

93.95

93.95

93.95

93.95

93.95

93.95

93.95

93.95

93.95

93.95

93.95

93.95

93.95

93.95
90
90
90
90
90
90
90
90
90

0.85
0.85
0.85
0.85
0.85
0.85
0.85
0.85
0.85
0.85
0.85
0.84
0.84
0.84
0.84
0.84
0.84
0.84
0.84
0.84
0.84
0.84
0.84
0.84
0.84
0.84
0.84
0.84
0.27
0.27
0.27
0.27
0.27
0.27
0.27
0.27
0.27

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

92
92
92
92
92
92
92
92
92
92
94
94
94
94
94
94
90
90
90
90
90
90
90
90.6
90.6
90.6
90.6
90.6
90
90
90
90
92
88
88
90
90

0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.85
0.85
0.85
0.85
0.85
0.85
0.27
0.27
0.27
0.27
0.27
0.27
0.27
0.36
0.36
0.36
0.36
0.36
0.27
0.27
0.27
0.27
0.56
-0.02
-0.02
0.27
0.27

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal



Xi
80
80.1
79
79
79
79
79
81
80
80
80
80
80
80
80
80
80

Xi

93

93
93.78
93.78
93.78
93.78
93.78
93.78
93.78
93.78
93.78
93.78
93.78
93.78
94.5
94.5
85.4
85.4
85.4

ti
-0.07
-0.05
-0.21
-0.21
-0.21
-0.21
-0.21
0.08
-0.07
-0.07
-0.07
-0.07
-0.07
-0.07
-0.07
-0.07
-0.07

ti
0.89
0.89
1.06
1.06
1.06
1.06
1.06
1.06
1.06
1.06
1.06
1.06
1.06
1.06
1.22
1.22
-0.82
-0.82
-0.82
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criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

Xi
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.25
94.25

ti

1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.96
1.96

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
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criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

Xi

87
87
87
87
87
91
91
91
91
91
91
91
91
91
91
91
91
91
91

ti
-0.46
-0.46
-0.46
-0.46
-0.46
0.44
0.44
0.44
0.44
0.44
0.44
0.44
0.44
0.44
0.44
0.44
0.44
0.44
0.44

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

Xi
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.5
94.25
94.55
94.35

Xi

90

90

90

90

90

90
82.19
82.19
82.19
82.19
82.19
83.31
83.31
83.31
83.31
83.31
83.31
83.31
83.31

ti

1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.99
1.96
2.00
1.97

ti
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
-1.54
-1.54
-1.54
-1.54
-1.54
-1.28
-1.28
-1.28
-1.28
-1.28
-1.28
-1.28
-1.28

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal



85.4
85.4
85.4
85.4
85.4
85.4
85.4
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
85.6
85.6
85.6
85.6
85.6
85.6
85.6
87.9
87.9
87.9
87.9
87.9
87.9

-0.82
-0.82
-0.82
-0.82
-0.82
-0.82
-0.82
2.46
2.46
2.46
2.46
2.46
2.46
2.46
2.46
2.46
2.46
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
-0.77
-0.77
-0.77
-0.77
-0.77
-0.77
-0.77
-0.26
-0.26
-0.26
-0.26
-0.26
-0.26

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

91
91
91
91
91
91
91
85
85
85
85
85
85
85
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
96
97
97
98
98
98
98
98
98
98
90
89
89
89
89
81.63
81.63

0.44
0.44
0.44
0.44
0.44
0.44
0.44
-0.91
-0.91
-0.91
-0.91
-0.91
-0.91
-0.91
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
1.56
1.78
1.78
2.01
2.01
2.01
2.01
2.01
2.01
2.01
0.22
-0.01
-0.01
-0.01
-0.01
-1.66
-1.66

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

83.31
83.31
83.31
83.31
83.31
83.31
83.31
83.31
83.31
83.31
88.78
86.35
84.59
84.59
82.19
82.19
82.19
82.19
82.19
83.63
83.63
83.63
86.19
86.19
86.19
86.19
87
88
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90

-1.28
-1.28
-1.28
-1.28
-1.28
-1.28
-1.28
-1.28
-1.28
-1.28
-0.06
-0.60
-1.00
-1.00
-1.54
-1.54
-1.54
-1.54
-1.54
-1.21
-1.21
-1.21
-0.64
-0.64
-0.64
-0.64
-0.46
-0.23
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal



87.9
87.9
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90

Xi

89.84
93.25
90.25
90.25
90.25
91.85
91.85
92.05
92.05
89.45
89.45
89.45
90.64
90.95

-0.26
-0.26
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22

ti

0.66
1.09
0.71
0.71
0.71
0.91
0.91
0.94
0.94
0.61
0.61
0.61
0.76
0.80

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

81.63
92
85
85
85
85
85
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
92
92
92
92
92
92

-1.66
0.66
-0.91
-0.91
-0.91
-0.91
-0.91
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
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criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

Xi

90.55
90.55
90.55
90.55
90.55
90.55
90.55
90.55
90.55
89.75
89.75
89.14
89.14
89.14

ti

0.75
0.75
0.75
0.75
0.75
0.75
0.75
0.75
0.75
0.65
0.65
0.57
0.57
0.57

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

90
90
92
92
92
92
92
92
92
80.05
80.05
80.05
80.05
80.05
80.35
80.35
80.35
90
90
90
90
90
90

Xi

80
80
80
80
80
80
80
92
98
98
89
89
89
89

0.22
0.22
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
0.66
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-1.95
-1.95
-1.95
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22

ti
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
0.93
1.68
1.68
0.56
0.56
0.56
0.56

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal



90.95
90.95
90.95
90.95
90.95
90.95
90.95
90.95
90.95
90.95
90.95
90.95
90.95
90.95
90.95
90.95
52

52

52

52
84.34
84.34
84.34
84.34
84.34
83.68
83.68
83.68
83.68
83.14
83.14
83.14
83.14
83.14
83.14
83.14
83.14
83.1

0.80
0.80
0.80
0.80
0.80
0.80
0.80
0.80
0.80
0.80
0.80
0.80
0.80
0.80
0.80
0.80
-4.08
-4.08
-4.08
-4.08
-0.03
-0.03
-0.03
-0.03
-0.03
-0.11
-0.11
-0.11
-0.11
-0.18
-0.18
-0.18
-0.18
-0.18
-0.18
-0.18
-0.18
-0.18

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

89.14
89.14
89.14
89.14
89.14
89.14
89.04
89.04
89.04
89.04
80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80
73.1
73.1
73.1
73.1
73.1
73.1
73.1
73.1
73.1
73.1
83.1
83.1

0.57

0.57

0.57

0.57

0.57

0.57

0.56

0.56

0.56

0.56

-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-1.43
-1.43
-1.43
-1.43
-1.43
-1.43
-1.43
-1.43
-1.43
-1.43
-0.18
-0.18

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal

89

89

89

89

89

89

89

89

89

89

89

89

89

89

89

89
89.75
89.75
90.55
90.55
90.55
90.55
73.1
73.1
73.1
80

80

80

80

80

80
83.1
83.1
73.1
73.1
73.1
83.1

0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.56
0.65
0.65
0.75
0.75
0.75
0.75
-1.43
-1.43
-1.43
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.57
-0.18
-0.18
-1.43
-1.43
-1.43
-0.18

normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
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Xi ti criterio Xi ti criterio Xi ti criterio
87.47 -0.38 normal 90 0.05 normal 80 -1.65 normal
87.47 -0.38 normal 90 0.05 normal 80 -1.65 normal
87.47 -0.38 normal 90 0.05 normal 80 -1.65 normal
87.47 -0.38 normal 90 0.05 normal 80 -1.65 normal
86.15 -0.60 normal 90 0.05 normal 80 -1.65 normal
86.15 -0.60 normal 90 0.05 normal 80 -1.65 normal
84.17 -0.94 normal 90 0.05 normal 80 -1.65 normal
84.17 -0.94 normal 90 0.05 normal 80 -1.65 normal
89.15 -0.09 normal 90 0.05 normal 91 0.22 normal
89.15 -0.09 normal 90 0.05 normal 91 0.22 normal
88.34 -0.23 normal 90 0.05 normal 91 0.22 normal
88.34 -0.23 normal 90 0.05 normal 91 0.22 normal
88.39 -0.22 normal 90 0.05 normal 91 0.22 normal
88.39 -0.22 normal 90 0.05 normal 91 0.22 normal
88.39 -0.22 normal 90 0.05 normal 93 0.56 normal
73.47 -2.76 normal 91.3 0.27 normal 93 0.56 normal
73.47 -2.76 normal 90.64 0.16 normal 93 0.56 normal
73.47 -2.76 normal 91.88 0.37 normal 93 0.56 normal
73.47 -2.76 normal 91.88 0.37 normal 93 0.56 normal
73.47 -2.76 normal 91.88 0.37 normal 93 0.56 normal
73.47 -2.76 normal 91.88 0.37 normal 93 0.56 normal
74.67 -2.56 normal 91.88 0.37 normal 93 0.56 normal
74.67 -2.56 normal 91.88 0.37 normal 99 1.59 normal
74.67 -2.56 normal 91.88 0.37 normal 99 1.59 normal
74.67 -2.56 normal 91.88 0.37 normal 99 1.59 normal
74.67 -2.56 normal 91.88 0.37 normal 99 1.59 normal
74.67 -2.56 normal 91.88 0.37 normal 99 1.59 normal
74.67 -2.56 normal 91.88 0.37 normal 99 1.59 normal
74.67 -2.56 normal 91.88 0.37 normal 99 1.59 normal
74.67 -2.56 normal 90 0.05 normal 99 1.59 normal
95.45 0.98 normal 90 0.05 normal 99 1.59 normal
95.45 0.98 normal 90 0.05 normal 99 1.59 normal
95.48 0.99 normal 90 0.05 normal 99 1.59 normal
95.48 0.99 normal 90 0.05 normal 99 1.59 normal
95.48 0.99 normal 90 0.05 normal 99 1.59 normal
95.48 0.99 normal 90 0.05 normal 99 1.59 normal
95.48 0.99 normal 90 0.05 normal 99 1.59 normal
95.48 0.99 normal 90 0.05 normal 99 1.59 normal
95.48 0.99 normal 90 0.05 normal 99 1.59 normal

88.95 -0.13 normal 90 0.05 normal 99 1.59 normal
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Frecuencia relativa (20)

Frecuencia relativa (26)

Frecuencia relativa (26)

Anexo 4. Histograma de las variables operacionales.
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Anexo 5. Analisis de varianza de las variables operacionales.

Anexo 5.1. Analisis de varianza para temperatura

- Tabla ANOVA

Fuente SC GL CM Fcalculada P'Value
Entre grupos 2873,4 4 718,35 152,52  0,0000
Dentro de grupos 5303,86 1125 4,71

Total (Corr.) 8177,26 1129

- Prueba de multiple rango
Método: Duncan 95,0 %
Fermentador Cantidad Media Grupos homogéneos

4 385 26,22 X

5 265 28,58 X

2 50 29,12 X

1 175 29,76 X
3 255 30,03 X

Fermentador
w
8

16 20 24 28 32 36 40

Temperatura (°C)



Anexo 5. Continuacion

Anexo 5.2. Analisis de varianza para velocidad

CM l:calculada

P-Value

Tabla ANOVA.

Fuente SC GL
Entre grupos 2888,12 4

Dentro de grupos 33237,9 865
Total (Corr.) 36126,1 869

Prueba de multiple rango.
Método: Duncan 95,0 %

Fermentador Cantidad Media

72,03 18,79
38,42

0,0000

Grupos Homogéneos

4 369 84,56 X
1 145 88,16 X
3 255 89,04 X
2 50 89,47 X
5 264 89,69 X
Dagrama de Box-Whisker
1 s o .

Fermentador

5 oo

L
: —
.l

a
[m]
1 1

2 62 7

R 102

Velocicad de agitacién (rpm)

12



Anexo 6. Carta de control para las variables operacionales.

- Carta de control para el fermentadorl.

Carta de control para T1
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CTR = 29,76

LCL =28,70

- Carta de control para el fermentador 2

Media

Carta de control para T2

W

a/“/ﬂi

V

100

UCL=30.05

CTR=2012

LCL=28.18

- Carta de control para el fermentador 3.

Media

Carta de control para T3

32F

31

30 I

29—\/\1

28

UCL =304
CTR =30,0:

LCL = 29,5¢

Media

Media

Media

Carta de control para V1

94F ]
W ucL = 89,07
%F 1
i CTR = 88,16
g T
86 - 7 LCL=87,25
g2l ]
8L ]
74k ]
70k ]
29,0
Carta de control para \i2
BF 3
UCL=9050
CTR=69.48
at g
7 LCL=8345
87 Ry
8- Ry
= B
100
carta de control para V3
100F UCL = 90,26
96 - 4 CcTR=89,04
ol ’\ A LCL = 87,82
i
N % 7 [l
gl I 17 13 17 ]
vV v
8al 1
80 1




- Carta de control para el fermentador 4

- Carta de control para el fermentador 5.

media

Carta de control para T4

ot N [l -
o 7f l I V V\W\}4 ‘ MoK 1 Le=us
Wt niviwn

Carta de control para T5

34F

e

28 |

24f

.

53,0

UCL=29,2
CTR =285

LCL=279

Media

Media

%

88
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68 F
58 E
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HYWiV e
L > \-/ V N/ E
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LCL=8312

UcL=90.97

CTR =89.69

LCL=8841



Anexo 7 Resultados del procedimiento para determinar datos anormales
de los parametros del producto final.

Concentracion TS3 (conidios/ml)
ci ti criterio ci ti criterio ci ti criterio
280000000 -0.34 normal 1200000000 0.703 normal 12000000 -0.65 normal
280000000 -0.34 normal 14000000 -0.65 normal 12000000 -0.65 normal
280000000 -0.34 normal 1100000000 0.589 normal 150000000 -0.49 normal

180000000 -0.46 normal 1500000000 1.044 normal 1000000000 0.476 normal
190000000 -0.45 normal 10000000 -0.65 normal 10000000 -0.65 normal
150000000 -0.49 normal 100000000 -0.55 normal 18000000 -0.64 normal
250000000 -0.38 normal 12000000 -0.65 normal 1000000 -0.66 normal
3000000000 2.751 normal 1000000 -0.66 normal 2700000000 2.41 normal
2100000000 1.727 normal

Viabillidad TS3(%)

vi ti criterio vi i criterio vi ti criterio
94 -0.65409 normal 1 -59 normal 97 1.2327 normal
96 0.603774 normal 97 1.23 normal 95 -0.025 normal
95 -0.02516 normal 95 -0 normal 95 -0.025 normal
97 1.232704 normal 94 -0.7 normal 90 -3.17 normal
96 0.603774 normal 96 0.6 normal 97 1.2327 normal
97 1.232704 normal 94 -0.7 normal 93 -1.283 normal
95 -0.02516 normal 94 -0.7 normal 94 -0.654 normal
94 -0.65409 normal 95 -0 normal 96 0.6038 normal

96 0.603774 normal



ci

290000000
650000000
120000000
0
300000000
0
100000000
0
200000000
0

vi

96
95
97
96
95
94

ti

-0.834
-0.613

-0.276
0.828

-0.399
0.214

ti

0
-0.5435
0.54348
0
-0.5435
-1.087

criteri
o

normal
normal

normal

normal

normal

normal

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal

Concentracion Bt (conidios/ml)

ci
110000000
0

150000000

100000000

450000000
350000000
0
450000000
0

ti

-0.34
-0.92

-0.95

-0.74
1.13

1.74

criteri
o)

normal
normal

normal

normal

normal

normal

Viabillidad Bt(%)

vi

90
97
97
98
97
97

ti
-3.261
0.5435
0.5435
1.087
0.5435
0.5435

criterio
normal
normal
normal
normal
normal
normal

vi

97
96
97
96
97

ci
500000000
0

200000000
350000000
0

120000000
130000000
0

ti
0.54348
0
0.54348
0
0.54348

ti
2.05

-0.89
1.13

-0.94

-0.21

criterio
normal
normal
normal
normal
normal

criteri
o]

normal
normal

normal

normal

normal



Anexo 8. Histograma para los pardmetros de calidad.
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Anexo 9. Analisis de varianza de los parametros de calidad.

Anexo 9.1. Analisis de varianza para concentracion

Tabla ANOVA
Fuente SC GL CM Fcalculada P'Value
Entre grupos 1,15E19 1 1,15E19 7,56 0,0089
Dentro de grupos 6,11E19 40 1,53E18
Total (Corr.) 7,27E19 41
Diagrama de Box-Whisker
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Anexo 9.2 Analisis de varianza para viabilidad

Tabla ANOVA
Fuente SC GL CM Fcalcu|ada P'Value
Entre grupos 9,32 1 9,32 3,24 0,0792
Dentro de grupos 114,96 40 2,87
Total (Corr.) 124,28 41
Diagrama de Box-Whisker
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Anexo 10. Carta de control para los parametros de calidad.

Carta de control para la concentracion y viabilidad Bt.

Carta de control para conc-Bt Carta de control para Viab-Bt

(X 1,E9)
“t UCL = 281367 99F UCL = 98,22
sl ] CTR=14380C 98} ] CTR=9620

LCL = 623279 .
E o o / LCL = 94,18
o 2r 1 5
€ g 96 1—/\/
1k i
/ \ o5
oL ] 9L
40 40
Carta de control para la concentracion y viabilidad TS3.
carta de control para conc-TS3 Carta de control para Viab-TS3
(X LES8)
8r UCL = 13359¢ * 1 ucL=97.24
14} 1 cTR = 582000 97 1 CTR=9516
LCL = -17199! LCL=93,08
s 10 1 ¢ % ]
3 5 —
g 6L i g 95 \B/;
2| \/ ] %% ]
2| ] 9 ]

5,0

50



Anexo 11. Simbologia

X: media

N: tamafo de muestra

S: desviacion Estandar

S?% varianza

CS: coeficiente de skewness

CK: coeficiente de kurtosis

CV: coeficiente de variacion

M: media poblacional

SC: suma de cuadrada

CM: cuadrada media

GL: grado de libertad

UCL.: limite superior en carta de control
CTR: valor central en la carta de control
LCL: limite inferior en carta de control

Xi: valor de la variable en cada iteracion



