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1. Resumen 

 

La cala (Zantedeschia spp.), flor ornamental de gran interés comercial, se ve afectada 

por la putrefacción blanda causada por Erwina carotovora.  

El objetivo de la presente investigación, consistió en formular un biopesticida contra 

este fitopatógeno a partir de la cepa antagonista BC10, por lo que se efectuaron 

estudios de crecimiento y la producción de una mayor cantidad de ésta en tres 

modalidades; Batch de L, 14 L y cultivo continuo. Al mismo tiempo, se aisló y purificó 

parcialmente el metabolito que produce el efecto inhibitorio a través de sucesivas 

etapas de ultrafiltración, para finalizar con un estudio en el tiempo de la  persistencia del 

efecto antagonista del formulado.  

Los resultados mostraron, que el cultivo de la cepa en medios de bajo costo es 

adecuado, además, fue posible determinar que el metabolito que produce el 

antagonismo resulta inducible a la presencia de Erwinia carotovora, siendo liberado al 

medio en la segunda mitad de la fase exponencial de crecimiento del Bacillus. por otra 

parte, los ensayos realizados indicaron la presencia de un metabolito extracelular, con 

peso molecular estimado bajo los 3000 Da, que tiene un pick de absorción en el 

espectro UV. Respecto a la estabilidad del concentrado celular y el extracto crudo, 

estos persisten por 240 días y dos semanas respectivamente. En conclusión, el efecto 

antagónico observado in vitro y la estabilidad del concentrado celular permiten que este 

formulado sea efectivo contra la infección de Erwinia y la proyección de su uso en la 

agricultura. 
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1.1 SUMARY 

 

The calla is an ornamental flower of commercial interest that is affected by soft rot 

caused by Erwina carotovora. 

The objective of this research was to formulate a biopesticide against this 

phytopathogen from antagonistic strain BC10.Therefore,studies targeting the growth and 

the production of a greater amount of the stock in three modalities; Batch of L, 14 L and 

continuous culture were done. At the same time, the metabolite responsible for the 

inhibiting effect was isolated and purified partially through successive stages of 

ultrafiltration, finalizing with a study of the persistence in time of the antagonistic effect of 

the crude extract. 

The results showed that the culture of the strain in a low cost medium is adequate.In 

addition it was possible to determine that the metabolite responsible for the antagonism 

is induced by the presence of Erwinia carotovora, being released into the culture in the 

second half of the exponential phase of growth of the Bacillus.On the other hand, the 

tests indicated the presence of an extracellular metabolite, with molecular weight under 

the 3000 Da, that has an absorption peak in the UV range of the spectrum.In relation to 

the stability of cellular concentrate and the crude extract, these respectively persist by 

240 days and two weeks.In conclusion, the antagonistic effect observed in vitro and the 

stability of the cellular concentrate anticipate that this formulation is effective against the 

Erwina carotovora infection, and the applications of its use in agriculture are viable. 
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2. Introducción 

 

2.1 El Cultivo de la cala (Zantedeschia spp.) 

2.1.1 Características de la planta 

La Cala, se cultiva como ornamental por sus vistosas flores, es originaria del continente 

africano, particularmente de Sudáfrica (Seemann y Andrade, 1999; Snijder, 2004). En 

general, el género Zantedeschia es diploide, con 32 cromosomas (Snijder, 2004). El 

túbero, es de forma globosa y redondeada, con diámetros que pueden llegar a los 8 ó 9 

cm y una altura de 5 cm o más.  

                La clasificación botánica es la siguiente: 

Clase          Monocotiledóneas 

Orden         Spadiciflorae 

Familia       Araceae 

Subfamilia  Philodendrae 

Tribu          Zantedeschieae 

Género      Zantedeschia 

(Mohsen y Ebrahim, 2004).  
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Dentro del género Zantedeschia, existen diversas especies que se han separado en dos 

grupos según las diferencias en cuanto a su órgano de reserva, a la persistencia del 

follaje y época de floración. Es así como, las plantas de Z. aethiopica, la cala blanca 

que se encuentra comúnmente en jardines se caracteriza por poseer un rizoma, 

mantener su parte aérea activa durante todo el año y florecer desde final de invierno 

hasta la primavera. El segundo grupo, las calas de colores, está formado por seis 

especies: Z. rehmannii, Z. elliottiana, Z. albomaculata, Z. jucunda, Z. pentlandii y Z. 

odorata. Todas estas, tienen un potencial económico interesante hoy en día, su órgano 

basal subterráneo es un túbero y su follaje sufre una senescencia completa tras el 

verano, época en la que florecen (Plummer et al., 1990; Seemann y Andrade, 1999; 

Snijder, 2004). 

Si bien el cultivo de cala es natural del sur de África y zonas con clima templado, su 

cultivo ha resultado exitoso en zonas de clima frío (http// www.callas.net.nz). La 

temperatura mínima para el crecimiento es de 5ºC y la temperatura óptima 25°C 

(Funnell 1994, citado por Wright 2002).  

Kuehny et al., (1998 y 2000), sugieren que aunque las calas pueden tolerar 

temperaturas más altas (>27°C), el riesgo de infecciones por E. carotovora subsp. 

carotovora aumenta. Estas infecciones puede ocurrir a temperaturas sobre los 10°C, 

pero la óptima para el desarrollo de estas enfermedades es, entre 25 -30°C (Wright, 

1998). 
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2.1.2 Cultivo de cala a nivel mundial 

Cala es cultivada en numerosos países del mundo donde el líder mundial indiscutido en 

los años 1992/1993 fue Nueva Zelanda, que exportó más de 3 millones de varas 

florales y más de 1,4 millones de túberos. Lo seguía Holanda, segundo país de 

importancia en la producción de calas de colores y Estados Unidos en tercer lugar 

(Seemann y Andrade, 1999).  

Entre los años 1990 y 1998, Nueva Zelanda aumentó drásticamente la exportación de 

calas de $ 1,9 millones NZ a $9,7 millones NZ. Los principales mercados de 

comercialización fueron Japón que absorbió el 30- 40 % de las cosechas, seguido por 

Europa (30-35 %), y Norteamérica (10-15 %). Las principales áreas de cultivo en Nueva 

Zelanda son, Auckland y Cantorbery, donde los túberos de calas normalmente son 

plantados en el campo entre noviembre-septiembre (Wright y Burge, 2000). 

2.1.3 Cultivo de cala en Chile 

El cultivo de cala en Chile, se realiza normalmente en primavera y se mantienen 

durante el verano, procediendo de esta forma a su cosecha en otoño. 

(htt//www.sitec.cl/Doc/flores_corte) 

Según información publicada por Sitec (Servicio de Información Técnico y Comercial 

para la Agricultura Familiar Campesina) en su sitio online, en el año 2004, las calas 

representaron un 11% del total de flores exportadas por Chile. Su producción y 

exportación ha adquirido gran importancia en los últimos dos años. El 61% de sus 

exportaciones tiene como destino Holanda, y el 39% restante, Estados Unidos. 
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Aproximadamente el 50% de los envíos se realizan durante el mes de diciembre 

(ODEPA, 2005). 

Respecto al mercado nacional para esta flor, Mera (2004), mediante entrevistas 

personales a dueños de 119 florerías de Santiago y de las principales ciudades del sur 

de Chile (Concepción, Temuco, Valdivia, Osorno y Puerto Montt), determinó una 

demanda anual aproximada de 160.000 varas concentradas entre noviembre y febrero 

de cada temporada, las cuales son adquiridas principalmente por personas de estratos 

altos y medios. 

Esta especie es producida por medianos y grandes agricultores de la IX y X del país 

(ODEPA, 2005), mostrando una buena adaptación a las condiciones edafoclimáticas de 

esta zona. 

2.1.4 Fitopatógenos que afectan a cala 

Según Wright (1998); Snijder y Tuyl (2002); (http://www.actahort.org), la patología más 

importante que afecta a cala, provocando importantes pérdidas económicas, es la 

incidencia de la pudrición blanda en tejidos de túberos, causada por Erwinia carotovora 

subsp. carotovora (Ecc). 

Otras bacterias asociadas a la putrefacción blanda de calas incluyen, E. carotovora 

subsp. atroseptica (Eca) y Pseudomonas  marginalis (Wright, 1998). 
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2.1.5 Pérdidas Económicas 

Funnell (1993), citado por Blom y Brown (1999), señala que en las plantaciones de 

calas, las pérdidas ocasionadas por Erwinia carotovora (Dye) hall, alcanzan en muchas 

ocasiones el 30%. En 1980, pérdidas mundiales atribuidas a la putrefacción bacteriana 

se estimaron por sobre los US $100 millones/año. En Nueva Zelanda la industria de 

cala pierde más de 2 millones $NZ por año (Vanneste hort net.; Wright, 1998) y en 

Chile, Etcheverría (2002), señala que la pudrición causada por E. carotovora en los 

túberos de cala puede causar pérdidas hasta del 100% en una plantación. 

2.2 El complejo Erwinia 

Del total de bacterias asociadas a pudriciones húmedas, las más importantes como 

patógenos primarios de plantas en crecimiento así como en productos cosechados, son 

aquellas pertenecientes al género Erwinia, siendo estas las más comunes y destructivas 

(Pérombelon y Kelman, 1980). 

2.2.1 Características taxonómicas del género Erwinia  

Los miembros del género Erwinia, pertenecen a la familia Enterobacteriaceae (Toth et 

al., 2001), son bacilos rectos 0,7-1,5 µ, Gram negativos, no esporulados, móviles por 

flagelos perítricos. Son anaerobios facultativos, catalasa negativa y oxidasa positiva. 

Las colonias son usualmente blancas, grises o amarillentas, con temperaturas óptimas 

de cultivo de 27-30º C (Dye, 1969; Roberts y Boothroyd, 1975; Pérombelon y Kelman, 

1987). 
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2.2.2 Características taxonómicas del género Erwinia carotovora 

Dentro del género Erwinia, se encuentra un grupo patogénico que se caracteriza por 

causar la putrefacción blanda en muchas especies de plantas a nivel mundial. Dentro 

de este grupo se encuentran Ecc  y Eca, las que crecen a temperaturas diferenciales, 

es decir E. carotovora subsp. carotovora crece a 27 y 33,5°C, y  atroseptica crece a 

27°C (Toth et al., 2001). 

E. carotovora, es un miembro de la familia Enterobacteriaceae recientemente llamadas 

Pectobacterium carotovorum, (Pérombelon, 2002; Toth et al., 2003; Smadja et al., 

2004). Son bacilos Gram negativos, poseen flagelos perítricos (Wright, 1998), producen 

enzimas pectinolíticas que causan pudrición blanda (Roberts y Boothroyd, 1975) y se 

encuentra a nivel mundial sobre un amplio rango de hospederos (Smadja et al., 2004). 

2.2.3 Pudrición blanda producida por Erwinia  

2.2.3.1 Mecanismo de virulencia 

Las Erwinias que causan pudrición blanda se encuentran sobre la superficie de las 

plantas o en el suelo. Las vías de penetración son a través de heridas o de aperturas 

naturales en la superficie de la planta. Una vez dentro, estos residen en el tejido 

vascular y espacio intracelular del tejido parenquimático (Toth et al., 2003). 

La principal arma que utilizan las Erwinias que causan pudrición blanda, es la 

producción de múltiples exoenzimas, como las pectinasas, celulasas y proteasas, que 

dañan la pared celular (Barras et al., 1994; Pérombelon, 2002). 
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Pectinasas, en especial la pectin transeliminasa o pectatoliasa (PL) y poligalacturonasa 

(PG), son las principales exoenzimas, relacionadas en el desarrollo de la enfermedad 

(Starr y Chatterjee, 1972). Estas utilizan las pectinas de la lamela media y la pared 

celular, causando el colapso del tejido (Barras et al., 1994; Pérombelon, 2002). 

Collmer y Keen (1986), señalan que PL, rompe las uniones glucosídicas del ácido 

poligalacturónico insaturado (4 deoxi-5 oxo D-glucuronato), mientras que PG, actúa por 

hidrólisis enzimática, produciendo monómeros y dímeros del ácido galacturónico.  

Liao (1989) y Toth et al., (2003), señalan que la actividad de Pel y Prt (proteasa), 

contribuyen a la aparición de síntomas, durante el ataque de E. carotovora. Las 

pectatoliasas están asociadas al catabolismo de los hexuronates y estos con la 

maceración de los tejidos de la planta hospedera, mientras que, las celulasas exhiben 

actividad endoglucanasa, dañando la celulosa de la pared celular primaria y secundaria 

de la planta huésped. Por último, las proteasas pueden actuar proveyendo amino ácidos 

para la biosíntesis de las proteínas microbianas. Durante la maceración, algunas 

proteínas contenidas en la célula o en la pared celular y la membrana citoplasmática, 

pueden ser degradadas por las proteasas, liberando aminoácidos, que proveen una 

fuente de nitrógeno para el patógeno (Marits et al., 1999, citado por Smadja, 2004). 

• Regulación y secreción de exoenzimas 

La acción de las pectinasas sobre la pectina y pectato de la lamela y las células de la 

pared, está regulada por sustancias relacionadas con la inducción de exoenzimas, que 

actúan a través de un mecanismo de feed back positivo, acelerando la producción de 
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exoenzimas. Los productos intermediarios, 5-ceto-4-deoxiuronato (DKI), 2,5-diceto-3-

dexigluconato (DKII) interactúan con el represor transcripcional, KdgR. En ausencia de 

infección, KdrR se une a los sitios conservados de unión de los operones de un gran 

número de genes relacionados a la pectinolisis, incluyendo las pectatoliasas y otras 

enzimas como celulasas y proteasas. Los intermediarios producidos durante el proceso 

infeccioso, interactúan con KdgR, causando su disociación al sitio de unión y por ende 

la inducción de los determinantes de patogenicidad (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 

1996; Toth et al., 2003). 

N-(3-oxohexanoil)-l- homoserina lactona (OHHL), es una molécula de difusión pequeña, 

que se expresa en forma constitutiva en niveles basales. Sin embargo, cuando la 

población bacteriana se incrementa aproximadamente en 106 UFC/mL, OHHL alcanza 

niveles críticos, suficientes para la completa activación de los genes expR y carR, 

acelerando la producción de factores de patogenicidad. Esta molécula recibe el nombre 

de activador transcripcional, ya que induce la producción de exoenzimas (Fuqua et al., 

2001; Pérombelon, 2002; Snijder, 2004). 

2.2.3.2 Síntomatología 

Aparentemente, la primera respuesta patológica del tejido afectado por las bacterias 

pectinolíticas, es la maceración que resulta de la hidrólisis del material péctico en la 

lamela media (Roberts y Boothroyd, 1975; Snijder, 2004). Las plantas infectadas se 

tornan amarillas, emitiendo muy mal olor, pudiendo ser completamente macerada al 

cabo de unos días provocando su muerte (Wright, 1998).  
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2.2.3.3 Cronología del proceso infeccioso 

Según Mäe et al., (2001), citado por Smadja et al., (2004) la cronología del proceso 

infeccioso de la pudrición blanda es particularmente significativo. Primero, la bacteria 

presente (inicialmente en estado latente) en un área de infección privilegiada, como una 

herida, lenticelas, o tallo, comienza la multiplicación activa, sin macerar las células 

vegetales (Marty et al., 1997). Cuando alcanzan un número crítico, generalmente 

estimado en 107-108 células/g de tejido podrido o sitio de infección (Pérombelon, 2002) 

las bacterias secretan una gran variedad de enzimas líticas extracelulares, que 

degradan la células vegetales, órganos y tejidos (Barras et al., 1994).  

Blom y Broncea (1999), aclara que la infección no siempre resulta en la putrefacción 

blanda de los tejidos, sino que, en algunas oportunidades la bacteria puede permanecer 

en forma latente durante mucho tiempo.  

2.2.2.4 Condiciones óptimas para la infección 

Según Maher y Kelman (1983), la pudrición blanda causada por E. carotovora es más 

severa cuando los tubérculos están bajo condiciones de oxígeno reducido, ya que la 

baja tensión de oxígeno provoca que los túberos sean cubiertos por una película de 

agua. El número de colonias formadoras (UFC) de Erwinia carotovora, que se requieren 

para iniciar la pudrición, desminuye  de 109  a 105 UFC en el sitio de infección, cuando 

la concentración de oxígeno decrece de 20 a 5%. Smadja et al., (2004), agrega que las 

condiciones medioambientales, como humedad, temperatura, 
2OPP y 

2COPP  influyen en 

gran manera en la aparición y magnitud del daño causado. El estrés de las plantas 
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causada por la irrigación excesiva o deficiente puede predisponer a las plantas a la 

enfermedad (Wright y Burge, 2000).  

2.3 Biocontrol 

Las presiones económicas y ecológicas, han llevado a las instituciones ejecutoras y 

financieras a generar alternativas al control químico exclusivo en la protección de 

plantas. Dentro de estas alternativas, el control biológico es un método relativamente 

moderno, cuyo objetivo principal es el mantener, a través de ciertas prácticas y de la 

introducción de una biomasa de antagonista, todos los componentes del agrosistema en 

perfecto equilibrio (Bettiol, 1991). 

El control biológico junto con otras medidas ofrece una solución al problema de la 

pudrición blanda provocada por E. carotovora. En este ámbito, se han descrito algunos 

microorganismos que tienen efectos inhibitorios sobre Erwinia en tubérculos de papa 

(Emmert y Handelsman, 1999), entre los que se puede mencionar a los géneros 

Pseudomonas spp. (Xu y Gross, 1986 ab) y Bacillus spp. (Visser et al., 1986). 

2.3.1 Definición de control biológico 

Entre los autores no existe aún consenso sobre lo que constituye el control biológico. 

De Batch (1964) citado, por Deacon (1983), lo define como la acción de depredadores, 

parásitos, o patógenos en el mantenimiento de la densidad  poblacional de otro 

organismo en un promedio inferior del que ocurriría en su ausencia.  
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Deacon (1983), propone una definición basada en Garrett (1970), la cual comprende 

tanto a parásitos como patógenos de plantas. El control biológico es la práctica o el 

proceso por el cual, los efectos indeseables de un organismo se reducen por la acción 

de otro organismo que no es la planta huésped, ni el parásito o patógeno, ni el ser 

humano. En otras palabras, el biocontrol está mediado por un tercero; en el caso del 

biocontrol microbiano este es un microorganismo. 

Una manera tradicional de definir control biológico de enfermedades de plantas es 

considerarlo como: el control de un microorganismo a través de otro microorganismo 

(Bettiol, 1991) 

Baker y Cook (1974), definen control biológico como la reducción de la densidad del 

inóculo o de las actividades determinantes de la enfermedad de un patógeno o parásito, 

en sus estados de actividad o de latencia por uno o más organismos, realizado 

naturalmente o a través de la manipulación del ambiente, hospedero o antagonista. 

Esta definición fue completada por Baker y Cook (1983), quienes explican que 

actividades determinantes de enfermedad comprenden: crecimiento, infectividad, 

virulencia, agresividad y otras cualidades del patógeno o procesos que determina 

infección, desenvolvimiento de síntomas o reproducción.  

2.3.2 Antecedentes históricos 

Según Campbell (1989), el control biológico nace como un método científico hacia el 

final del siglo XIX. En 1920 se observa un incremento en el número de publicaciones 

reportando el uso de antagonistas fúngicos como control biológico. 
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2.3.3 Ventajas del control biológico en relación a otros métodos de control 

(Deacon, 1983). 

El control biológico presenta las siguientes ventajas: 

a) Poco o ningún efecto nocivo de los enemigos naturales hacia otros organismos, 

incluido el hombre. En comparación con algunos agentes de control químico, estos 

microorganismos tienen la particularidad de no acumularse en la cadena alimentaria, 

no existiendo problemas de intoxicaciones. 

b) El control es relativamente a largo plazo, con frecuencia permanente. 

c) Se le puede usar dentro del contexto del manejo integrado de plagas, siendo 

compatible con otros agentes de control, incluyendo los químicos. 

d) En general, los agentes de control biológico han mostrado tener escasos efectos 

sobre el equilibrio ecológico. 

• Efectos adversos de la aplicación de agroquímicos en la salud humana. 

El control biológico surge como una opción atractiva para el manejo de fitopatógenos y 

como alternativa a la aplicación de agroquímicos. Si bien estas sustancias químicas son 

un instrumento importante en el control de plagas agrícolas, provocan serios efectos 

ecotóxicos y como señala Márquez et al., (2005) representan una fuente de exposición 

significativa a agentes potencialmente tóxicos.  

La exposición a pesticidas se ha asociado con el asma aguda y crónica, dermatitis 

alérgica, y enfermedades respiratorias (Zuskin et al., 1993). Existen Informes sobre el 

envenenamiento agudo, problemas respiratorios, problemas de visión, dolores de 
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cabeza, y depresión. Además, los pesticidas han sido estudiados por su riesgo a largo 

plazo, incluyendo su asociación con aumentos en la incidencia de cáncer, como la 

leucemia (Daniels et al., 1997), cáncer de vejiga (Viel y Chalier, 1995), y cáncer 

pancreático (Ji et al., 2001) y efectos citogenéticos estudiados en mujeres temporeras 

(Márquez et al., 2005). 

2.3.4 Clases de control biológico 

• Control biológico por conservación. El primer paso en el control biológico 

consiste en conservar (promover la actividad, sobrevivencia y reproducción) a los 

enemigos naturales nativos (o ya presentes en un cultivo), a fin de incrementar 

su impacto sobre las plagas. Esta clase de antagonista debería ser preferido a 

otros organismos foráneos que igualmente son antagonista sobre los patógenos, 

ya que posiblemente los microorganismos de otros ambientes estarían menos 

adaptados a vivir por un largo periodo en el fitoplano y en consecuencia existiría 

la necesidad de ser reaplicados más frecuentemente (Bettiol, 1991). 

• Control biológico por introducción. La colonización por microorganismos 

artificialmente introducidos en el medio ambiente, es una alternativa cuando no 

hay enemigos naturales que controlen efectivamente a la plaga. Esta forma de 

control, es también conocida con el nombre de control biológico clásico, y es 

utilizada más frecuentemente en el control de plagas exóticas, las cuales 

comúnmente llegan a una nueva área sin factores naturales de control. Sin 

embargo, también se puede usar en el control de plagas nativas que carecen de 

enemigos naturales (Campbell, 1989; Bettiol, 1991). Entretanto según lo 
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señalado por Alexander (1971), citado por Bettiol (1991), la microflora existente 

en el ambiente pone resistencia a los recién llegados, previniendo su 

establecimiento en el ecosistema. 

• Control biológico por incremento. Cuando los enemigos naturales son 

biológicamente efectivos, pero fallan en controlar a las plagas no obstante los 

esfuerzos de conservación o introducción, se puede recurrir al incremento, es 

decir, a su crecimiento masivo. Debido a que esta forma de control biológico 

puede ser más cara que las otras, sólo se deberá recurrir a ella si las otras 

formas de control son ineficientes. Por último, es necesario que sea competitiva 

en términos económicos, particularmente con el control químico (Campbell, 

1989). 

2.3.5 Mecanismos de control biológico 

Según lo señalado por Henis y Chet (1975), citado por Bettiol (1991), la dinámica del 

equilibrio ecológico prevaleciente en los ecosistemas naturales, depende entre otros 

factores de la relación entre los habitantes microbianos. Esas interacciones complejas 

pueden ser neutras, benéficas o ditrimental. De acuerdo con Blakeman y Fokkenma 

(1982), un conocimiento sobre los mecanismos de antagonismos de los organismos 

colabora en la determinación de la época, la forma y la cantidad adecuada de aplicación 

de los antagonistas. 

No es fácil determinar con precisión, los mecanismos que intervienen en las 

interacciones entre antagonistas y patógenos a nivel de las plantas. En general, los 
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antagonistas no tienen un único modo de acción y la diversidad de mecanismos, es una 

característica a seleccionar en un antagonista para aumentar las posibilidades de éxito. 

Se han descrito varios mecanismos de acción de antagonistas en el control del 

desarrollo de patógenos. Ellos son: antibiosis, competición, parasitismo, predación, 

hipovirulencia e inducción de defensa por parte del hospedero (Baker y Cook, 1974; 

Blakeman y Fokkema, 1982) 

• Antibiosis, se refiere a la interacción entre organismos en la cual uno o más 

metabolitos producidos por un organismo, tienen un efecto perjudicial sobre otro. 

Usualmente ocurre inhibición del crecimiento y/o en la germinación, pudiendo ser 

letal debido a que el metabolito puede penetrar una célula e inhibir su actividad 

por toxicidad química. Innumerables autores muestran el potencial de 

organismos que producen antibióticos para control biológico de plantas (Bettiol, 

19991). 

• Competición, se refiere a la interacción entre dos o más organismos empeñados 

en la misma acción. Un factor esencial para que exista competencia es que haya 

"escasez" de un elemento. Una competición entre microorganismo ocurre 

principalmente por alimento (carbohidratos, nitrógeno y factores de crecimiento), 

por espacio y por oxígeno (Bettiol, 1991).  

• Interacción directa, existen dos tipos de interacciones directas entre los 

antagonistas y los patógenos. Ellas son el parasitismo y la predación.  

• Parasitismo, el término parasitismo se refiere al hecho de que un 

microorganismo parasite a otro. Puede ser definido como una simbiosis 
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antagónica entre organismos y consiste en la utilización del patógeno como 

alimento por su antagonista. Generalmente se ven implicadas enzimas 

extracelulares tales como quitinasas, celulasas, que lisan o digieren las paredes 

de los hongos (Campell, 1989). 

• Predación En el caso de la predación el antagonista se alimenta de materia 

orgánica entre la cual ocasionalmente se encuentra el patógeno. No ha sido un 

mecanismo de acción muy importante en el desarrollo de agentes de biocontrol. 

Los reportes más conocidos citan la presencia de amebas en los suelos como 

agentes supresores de enfermedades, las que ejercen su efecto al alimentarse 

de las hifas (cuerpos) de los hongos patógenos (Campbell, 1989).  

Campbell (1989), agrega especificaciones respecto a algunos mecanismos de 

lisis, señalando que ésta se refiere a la completa o parcial destrucción de la 

célula por enzimas. Se pueden distinguir dos tipos de lisis; endolisis y exolisis, la 

endolisis (también llamada autolisis), es la interrupción del citoplasma de una 

célula por sus propias enzimas, lo que ocurriría después de su muerte, esto 

puede ser causado por carencia de nutrientes, por antibióticos u otras toxinas. 

Este mecanismo usualmente no está involucrado en la destrucción de la pared 

celular  

En segundo lugar está la exolisis (también llamada heterolisis), la cual provoca la 

destrucción de la célula por enzimas o toxinas de otros organismos. Este 

mecanismo usualmente causa la destrucción de la pared celular por quitinas, 

celulasas, etc., lo cual resulta frecuentemente en la muerte celular. 
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Las toxinas a menudo son antibióticos que operan a bajas concentraciones: 

(menores a 10 ppm), que se diferencia de la producción de otras sustancias 

como la producción de ión hidrogeno (cambia el pH) o la producción de etanol, 

por requerir de una concentración relativamente alta para ser tóxicos o inhibir el 

crecimiento  

Inducción de resistencia, Las plantas como otros seres vivos del planeta han 

pasado por un proceso evolutivo desde su aparición sobre la tierra, lo que les ha 

llevado a desarrollar mecanismos de defensa muy poderosos contra sus 

invasores. Estas presentan mecanismos bioquímicos y físicos o estructurales de 

resistencia, todos ellos gobernados genéticamente.  

La inducción de defensa del hospedero por microorganismos no necesariamente 

antagónicos o sus metabolitos, tienen su acción dirigida a la planta hospedera y 

no al patógeno propiamente tal. El estímulo al hospedero, activa mecanismos de 

resistencia (protección inducida), como la producción de sustancias inhibidoras a 

la colonización (Campbell, 1989; Snijder, 2004). 

2.3.6 Principales géneros o grupos de bacterias antagonistas 

Entre los microorganismos más importantes se encuentran las bacterias del género, 

Pseudomonas y Bacillus y hongos de los géneros Glioctadium, Fusarium y Trichodema 

(Bettiol, 1991) 
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2.3.7 Mecanismos de antagonismos asociados a bacterias 

Según Blakeman y Brodie (1976), los mecanismos básicos de antagonismo asociados 

a bacterias pueden ser de los siguientes tipos: 

a) Parasitismo directo o predación;  

b) Antibiosis  

c) Competición   

d) Estimulo del hospedero  

2.3.8 Control biológico y manejo integrado de plagas  

Existe una fuerte tendencia a la integración de diferentes métodos de control de 

enfermedades de plantas, como una alternativa con mayores posibilidades de éxito que 

la utilización de un único método, es así, que, la utilización exclusiva y continua de un 

funguicida específico para el control de una determinada enfermedad, puede generar 

cepas resistentes al patógeno, colocando en riesgo la eficiencia del control. (Bettiol, 

1991). 

Por otra parte, cuando se utiliza el control integrado debe haber una mínima 

interferencia entre los métodos aplicados, siendo interesante un efecto aditivo o 

sinérgico, en que cada control en su medida refuerce a los demás. En este aspecto, el 

control biológico por si mismo no provee una supresión económicamente aceptable de 

una plaga en los sistemas agrícolas, por ello debe ser desarrollado e implementado 

como un componente del Manejo Integrado de Plagas (MIP) (Baker y Cook, 1974). 
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2.4 Bacillus spp. como agente de control biológico 

2.4.1 Características taxonómicas del género Bacillus spp. 

En la búsqueda y selección de microorganismos como agentes de biocontrol, el género 

Bacillus spp. ha resultado de gran eficacia en el control de fitopatógenos (Katz y 

Demain, 1977). 

El género Bacillus spp. consiste en un gran número de diversas formas de bastón, 

Gram positivo, oxidasa  y catalasa positiva. Son bacterias móviles por flagelos perítricos 

y aeróbios estrictos en su mayoría (Sneath, 1989). En los medios de cultivo líquidos 

crecen formando un “velo” en la superficie (Wilson,2000). Miembros de este género son 

capaces de producir endosporas, las que resisten altas temperaturas y factores físicos 

perjudiciales como la desecación, la radiación, los ácidos y los desinfectantes químicos. 

(Sneath, 1989).  

2.4.2 Características del grupo subtilis 

Bacillus subtilis, es la especie tipo del género, se la encuentra comúnmente en el suelo 

y se caracteriza por ser una bacteria Gram positiva, catalasa positiva, producir una gran 

variedad de proteasas y otras enzimas que le permiten degradar una variedad de 

sustratos naturales contribuyendo al ciclo nutritivo (USA,1997). Respecto a las 

características de las colonias, estas se pueden observar redondeadas o irregulares, de 

superficie opaca, color crema o café. El cultivo activo es a pH 5,5-8,5. (Sneath, 1989). 
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B. subtilis, es un microorganismo ubicuo, no es considerado patógeno o toxigénico de 

los humano, animales, o plantas, por lo que el potencial riesgo asociado al uso de este, 

en instalaciones industriales es bajo. Es usado en la producción comercial ya que posee 

una reconocida actividad antimicrobiana, lo cual ha permitido emplearlo como un agente 

de control biológico (USA, 1997). B. subtilis produce más de dos docenas de 

antibióticos (Stein, 2005), donde la clase predominante son los de naturaleza peptídica 

(Katz y Demain, 1977). 

2.4.3 Síntesis y función especifica de antibióticos producidos por Bacillus subtilis  

Respecto a la biosíntesis de antibióticos B. subtilis tiene genes especializados en esta 

función que corresponden al 4 -5 % del genoma de este. Se distinguen dos vías de 

biosíntesis:  

i) Síntesis ribosomal de péptidos, precursores lineales que están sujetos a la 

modificación post-traduccional y procesamiento proteolítico. 

ii) Síntesis no ribosomal de péptidos, que está a cargo de un gran complejo 

multienzimático NRPSs (no ribosomal péptido sintetasa) (Stein, 2005). 

2.4.3.1 Lantibióticos  

Los lantibióticos son producidos por biosíntesis ribosomal como precursores peptídicos, 

los cuales son modificados posteriormente hasta obtener un compuesto biológicamente 

activo. (Schnell et al., 1998 citado, por Rehm et al., 1993). En la estructura de estos 

péptidos, se han encontrado un gran número de aminoácidos modificados y otros 



 23

residuos poco usuales, entre los cuales podemos mencionar a la lantionina, cuya 

formación implica modificaciones post-traduccionales que incluyen la deshidratación de 

serina y treonina y la posterior adición de grupos tioles (Guder et al., 2000).  

Según sus propiedades fisicoquímicas se ha sugerido que los lantibióticos pueden 

dividirse en dos grupos, lantibióticos tipo-A y tipo-B. Los primeros, contienen entre 21-

38 residuos aminoacídicos, exhiben una estructura secundaria lineal y ejercen su efecto 

antimicrobiano mediante la formación de poros voltaje dependiente en la membrana 

citoplasmática. Del mismo modo, los lantibióticos tipo-B son generalmente más 

pequeños, compactos y de estructura globular. Actúan inhibiendo la biosíntesis de la 

pared celular (McAuliffe et al., 2001;  Stein, 2005). 

Entre los lantibióticos producidos por cepas de B. subtilis, podemos mencionar la 

subtilina y la mersacidina (ver figura 1 página 45). La subtilina, es un pentaciclo péptido 

perteneciente al grupo de lantibióticos tipo-A, mientras que la mersacidina lantibiotico 

tipo-B se caracteriza por su fuerte actividad antimicrobiana, no obstante, es considerado 

el más pequeño de los lantibióticos (1825 Da) (Stein, 2005). 

2.4.3.2 Lipopéptidos cíclicos: Iturinas y Surfactinas 

Estos lipopéptidos cíclicos son metabolitos secundarios producidos por bacterias 

pertenecientes al género Bacillus, mediante un mecanismo no-ribosomal, su biosíntesis 

involucra grandes complejos multienzamáticos llamados peptido- sintetasas (NRPSs), 

los que utilizan el mecanismo de tiotemplado (Menkhaus et al., 1993; Stein et al., 1996; 

Duitman et al., 1999). Los NRPSs, se organizan en dominios estructurales en que cada 
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módulo, de aproximadamente 1000 aminoácidos, cataliza la incorporación de un 

aminoácido al producto peptídico; estos módulos pueden subdividirse en 3 dominios: 

adenilación (A), tiolación (T) y condensación (C) (Moyne et al., 2004). 

B. subtilis produce una variedad de pequeños lipopéptidos antibióticos (<2000 Da) 

llamados, surfactinas, iturinas, fengisinas (Tosato et al., 1997; Lang, 2002; Bonmatin et 

al., 2003) y pliplastinas (Tsuge et al., 1996). Se caracterizan por ser amfifílicos y poseer 

un heptapéptido cíclico de siete (surfactina e iturinas) ó10 aminoácidos (fengisinas), que 

se une a una  larga cadena alquil- hidrófoba (Lang, 2002). 

En base a sus propiedades biológicas y fisicoquímicas, los lipopéptidos se han 

clasificado en tres grupos: surfactinas, liquenisinas e Iturinas. Las primeras se 

caracterizan por ser poderosos biosurfactantes bacterianos (Arima et al., 1968; Yakimov 

et al., 1995) mientras que, las iturinas se destacan  por la eficacia contra una amplia 

variedad de patógenos clínicamente importantes, como levaduras y hongos (Bonmatin 

et al., 2003). Investigaciones posteriores han revelado actividades biológicas 

adicionales de estas moléculas, que las califican para su potencial uso en la agricultura 

e industria farmacéutica; se ha demostrado que las iturinas pueden ser compuestos 

muy activos contra la mayoría  de los hongos fitopatógenos (Phae et al., 1990) mientras 

que las  surfactinas poseen una eficiente actividad anti-micoplasma y antiviral y puede 

actuar como agente antitumoral e inhibir enzimas (Vollenbroich et al., 1997). En la 

actualidad, los lipopéptidos son utilizados como biopesticidas para la protección de 

plantas, minimizando el uso de los fungicidas (McKeen et al., 1986; Ron y Rosenberg, 

2001; Vater et al., 2002; Touré et al., 2004).  
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Estudios estructurales, mostraron que estos tres grandes grupos, relacionados 

químicamente, sobre todo surfactinas y liquenisinas son prácticamente indistinguibles. 

La similitud más obvia es su estructura cíclica (mostrada en la Figura 2 que consiste en 

un heptapéptido cerrado por un β- aminoácido para el caso de iturinas y un β-

hidroxiácido graso para surfactinas y liquenisinas. Todos estos poseen una cola 

hidrófoba con una configuración R absoluta en Cβ (Bomantin et al., 2003),  formando un 

anillo de lactam en iturinas (Peypoux et al., 1978) y un anillo de lactona en surfactinas y 

liquenisinas (Kakinuma et al., 1969) 

• Iturina, actividad antifúngica y mecanismo de acción. 

Iturina A, es el miembro más conocido de la familia de las iturinas. Fue aislado de una 

cepa de B. subtilis obtenida del suelo de Ituri (Zaire) durante el año 1957 (Delcambe, 

1957 citado, por Bomantin et al., 2003). Posteriormente, a partir de otras cepas de B. 

subtilis se aislaron otros lipopéptidos, a los que se les llamó iturina AL, mycosubtilina, 

bacillomicina L, D, F y Lc (o  bacillopeptina), los que coinciden en un patrón común de 

constitución química, adoptando el nombre genérico de “iturinas” (Peypoux et al., 1978; 

Peypoux et al., 1985). Estos lipopéptidos se caracterizan por ser neutros o 

monoaniónicos y tener: (i) la misma secuencia quiral constante LDDLLDL, con un 

número restringido de residuos: Asx, Glx, Pro, Ser, Thr, Tyr, (ii) una  parte común del 

ciclo peptídico, β-aminoácido→L-Asx(1)→D-Tyr(2)→D-Asn(3) y (iii) un motivo variable 

que contiene cuatro residuos  aminoacídicos  (X4 a X7).La naturaleza de los residuos 

se resume en la Tabla.1, página 48. Las iturinas son una mezcla de isómeros de ácido 

iturinico, que contienen de 14  a 17 átomos de carbono en configuración n, iso, y 
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anteiso. La estructura primaria representativa de iturin A se muestra en el Figura 2. 

(Isogai et al., 1982) 

Las iturinas, tienen una acción destacada como antifúngico contra una variedad  de 

levaduras y hongos, mientras que su actividad antibacteriana se restringe a 

Micrococcus luteus (Besson et al., 1979). El mecanismo mediante el cual provoca la 

muerte de las células blanco, está relacionado con la capacidad de iturina de interactuar 

en forma directa, sobre los lípidos de la membrana celular. Parámetros importantes que 

parecen determinar la acción de iturina sobre la membrana celular, incluyen la 

composición de esterol y/o de fosfolípidos de esta, la concentración de iturina y su 

capacidad de autoasociación.   

Experiencias en bicapas lipídicas demuestran que, a concentraciones muy baja de 

Iturinas A, induce la formación de poros voltaje-independiente, que se caracterizan por 

ser anión selectivo y de tamaños variables. Esto apoya la idea de un modelo en que las 

moléculas de iturina, primero penetran la capa lipídica y después de una difusión lateral, 

se autoasocia y/o se asocian con lípidos formando estructuras conductantes (poros) a 

través de la membrana.  

Respecto a la relación que existe entre la composición de la membrana y el mecanismo 

de acción, se ha establecido que si el colesterol está presente en la bicapa los poros 

tienden a permanecer abiertos por más tiempo (Maget Dana et al., 1985), de hecho, en 

experimentos posteriores realizados en monocapas, se observó que iturina A interactúa 

fuertemente con el colesterol de la membrana, formando un complejo estequimétrico 

mixto Iturina/fosfolípido/ esterol (Maget Dana et al., 1994). Estudios adicionales 
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realizados por Latoud et al., (1990), han confirmado que la susceptibilidad de las células 

blanco, aumenta en aquellas que contienen colesterol y otros esteroles con cadenas de 

C27. Volpon y colaboradores en 1999, determinaron que el grupo hidroxifenólico del 

residuo tirosil del lipopéptido estaría involucrado en la creación de este complejo mixto, 

formando un puente de hidrógeno con el esterol de la membrana. 

Respecto a la concentración de iturina, experimentos realizados a Saccharomyces 

cerevisiae muestran, que la concentración de esta y los cambios fisiológicos que 

provoca en la membrana celular de la levadura, pueden contribuir a la acción letal, ya 

que concomitante a la rápida salida de iones, iturina daña substancialmente los 

fosfolípidos, probablemente induciendo la activación de fosfolipasas que se encuentran 

asociadas a la  membrana (Latoud et al., 1988). El tratamiento de S. cerevisiae y 

Candida albicans con Iturina A, provoca la alteración de la morfología celular. Las 

membranas plasmáticas de estas levaduras se caracterizaron por la aparición de 

pequeñas vesículas, ocasionadas por la rápida salida de electrolitos intracelulares y 

componentes de alta masa molecular y por la presencia de agregados de partículas 

intramembranosas. La alteración que causa Iturina, no solo afecta a la membrana 

plasmática si no que también a la membrana nuclear, la que se fragmenta adoptando 

una forma circular y a las membranas de las organelas citoplasmáticas (Thimon et al., 

1995). 

Por otra parte, la hemólisis de los eritrocitos humanos causada por Iturina A, ocurren de 

manera dosis dependiente y bajo la concentración micelar crítica (CMC). Respecto al 

mecanismo mediante el cual provoca la lisis de estas células, ha sido informado que 
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Iturina forma un poro de diámetro medio de 32 A° en la membrana, que induce la salida 

de iones de K+1 (Aranda et al., 2005). 

Respecto a la capacidad de autoasociación, Harnois et al., (1988) señalan que el daño 

causado por las iturinas se relaciona al hecho que todos los lipopéptidos prolonga su 

estado de autoasociación después de su inserción en el bicapa, prolongando su efecto. 

La propiedad de autoasociacion a sido evaluada mediante la capacidad de iturina de 

encapsular una sonda fluorescente carboxifluoresceína (CF), para esto se trabajó a 

diferentes concentraciones por encima de su CMC (40 µM). A concentraciones justo por 

encima de la CMC, 0.1 mM, la eficiencia de encapsulación es muy baja, compatible con 

un estado micelar. Sin embargo, a concentraciones muy superiores a la CMC, 0,7 y 1,4 

mM, la eficacia de encapsulación de CF aumenta considerablemente, indicando la 

adopción de otro tipo de estado de agregación. Mediante microscopía electrónica por 

tinción negativa se demostró la presencia de vesículas cerradas con un tamaño medio 

de 150 nm. Estos experimentos sugieren que la iturina incorporada en una membrana 

biológica a concentraciones superiores a la CMC, mostrará una fuerte tendencia a 

agregarse, lo que podría explicar los intensos efectos biológicos de este lipopéptido 

(Grau et al., 2001). 

• Relación estructura-actividad 

El residuo D-tirosil resulta esencial para la actividad funcional de iturina, mientras que la 

incidencia de otros residuos, como Ser y/o Thr es de menor importancia (Besson et al., 

1979; Volpon et al., 1999). En la estructura en 3D de iturina (Bonmatin et al., 1994), se 
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observa que el residuo tirosil se encuentra en la superficie de la molécula y si bien no 

está envuelto en ninguna interacción intramolecular, puede involucrarse en la 

interacción específica con otras moléculas, formando un puente de hidrógeno a través 

de su grupo OH de los esteroles (Volpon et al., 1999). Considerando que las 

interacciones quedan anuladas al metilar el residuo tirosil, los derivados O-metil Tyr 

exhiben una disminución drástica de sus propiedades biológicas (Besson et al., 1979; 

Volpon et al., 1999). Experimentos en monocapa suponen la ausencia de un complejo 

con colesterol o ergosterol para el caso de los derivados O-metilTyr de iturina A  

(Maget-Dana et al 1989). Sin embargo, aun cuando la metilación suprime la actividad 

biológica de la molécula impidiendo la interacción con el esterol, el derivado no pierde 

su capacidad de interactuar con los fosfolípidos y formar micelas (Grau et al., 2001). 

Bajo éstas condiciones, la simple substitución de Tyr/Tyr O-CH3 no puede, explicar la 

disminución drástica de la actividad biológica (Harnois et al., 1989, citado por Bonmatin 

et al., 2003). 

La especificidad biológica también debe considerar otros parámetros como, el cambio 

de L-Asp1/L-Asn1 en el ciclo de iturina A (Besson, et al., 1979) Aunque, estas 

variaciones locales, se consideran menores, probablemente se ve alterada la 

conformación de la cadena lateral, afectando las interacciones de la molécula con el  

ambiente y en la interface de la membrana. La secuencia conservada L-Asx (1)-D-Tyr 

(2)-D-Asn (3) al parecer juega un papel importante en el proceso de micelación, 

interactuando con los lípidos de la membrana y posiblemente con los iones alcalinos 

(Rautenbach et al., 2000 citado, por Bonmanti, 2003). 
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Respecto a la importancia en la actividad biológica del ciclo peptídico, tomaremos como 

ejemplo lo que sucede con Iturina C y Bacilomicina L. La sustitución de L-Asn1 /L-Asp1 

en iturina C crean una molécula totalmente inactiva. No así bacillomicina L que también 

tiene un residuo aspartil en posición 1 pero una secuencia totalmente diferente en las 

posiciones X4 - X7, manteniendo su actividad antifúngica  y hemolítica (Quentin et al., 

1982), en este contexto, sólo una modificación conformacional permite explicar las 

diferentes propiedades de las moléculas. Esto indicaría que estos lipopéptidos 

eventualmente podrían ser tolerantes a los cambios de secuencia, con tal que estos no 

modifiquen el equilibrio de hidrofilicidad/hidrofobicidad. 

Otro punto interesante es mycosubtilina, que difiere de iturina A únicamente en la 

inversión de la secuencia de los dos residuos adyacentes Ser6-Asn7 (ver Tabla1 en 

página 48). Aunque esta inversión, corresponde a una variación local menor, lleva a una 

estructura bastante diferente (Genest et al., 1987). En este contexto, independiente de 

la notablemente similitud de la estructura primaria, el modo preciso de acción de 

mycosubtilina, es diferente al de iturina A debido las diferencias conformacionales. Una 

de las diferencias más notable entre iturina A y mycosubtilina es la mayor flexibilidad de 

los residuos adyacentes a D-Tyr2 de esta última (Genest et al., 1987).Estos datos 

concuerdan con el hecho de que mycosubtilina no sólo interactúa más extensamente 

con el colesterol que  iturina A, si no además, que la estequiometría del complejo 

lipopéptido-colesterol es 1:2 en lugar de 1:1(Maget-Dana et al., 1990). 

El rol que juega el tamaño de la cadena acil en la actividad de iturina, se estudio 

comparando la actividad antifúngica de homólogos. Un aumento en la actividad se 
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observó al aumentar el número de carbonos, (Bomanti et al., 2003). Si se asume que la 

actividad funcional de iturina es la consecuencia de una complejización con un esterol, 

estos resultados, prueban que las cadenas C16, y C17 tienen una longitud favorable 

para la interacción óptima con la cadena lateral del ergosterol.  

Podría concluirse que las diferentes actividades biológicas de iturinas, sobre todo su 

propiedad antifúngica, depende de la cola lipídica y el anillo peptídico, Este último juega 

un rol importante por el residuo D-Tyr, que interactúa con las células blanco, a través de 

su grupo hidroxil libre. Es por eso que cada modificación en el ciclo peptídico, resultada 

en la disminución significativa de la actividad antifúngica.  

• Surfactinas y Liquenisinas  

Durante el año 1968, Arima y colaboradores aislaron a partir de una cepa de B. subtilis 

otro lipopéptido (1050 Da), que denominaron surfactina debido a su alto poder 

surfactante. Por otro lado, liquenisina, aislada a partir de B. licheniformis  sólo difiere de 

surfactina por la presencia de L-Gln en lugar de Glu en posición 1 de la secuencia 

peptídica (Yakimov et al., 1995). Estos dos Lipopéptidos están constituidos por un 

heptapéptido, con una secuencia quiral LLDLLDL cerrada por un β-hydroxi ácido graso, 

contienen entre 13 a 15 átomos de carbono en configuración n, iso y anteiso. Los 

residuos aminoacídicos hidrófobos, se localizan en las posiciones 2, 3 ,4 ,6 y 7, 

mientras un residuo aspartil se encuentra en la posición 5. Sus estructuras se muestran 

en el Figura 2 y 3 (páginas 46 y 47). 
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Las diferentes propiedades estructurales de los lipopéptidos se reflejan en diferentes 

actividades. La selectividad de acción de estas moléculas se debe principalmente, a la 

naturaleza de los aminoácidos que modulan la amfipaticidad de la molécula (Deleu et 

al., 1999). 

Estudios conformacionales de surfactina, demuestran como la estructura juega un rol 

importante en sus propiedades quelantes (Thimon et al., 1993). Un estudio acucioso de 

estas, revelan la existencia de dos dominios; un dominio polar, constituido por las 

cadenas laterales del ácido Glu1 y Asp5 y un dominio hidrófobo, constituido por el 

residuo 4, la cola lipídica y los residuos 2 y 6. Los grupos carboxilos de los residuos 

Glu1 y Asp5, tienen cargas negativas que les permite forman puentes salinos con 

cationes divalentes (Vass, 2001), lo que explica la habilidad de surfactinas de unir y 

diferenciar cationes como Ca2+ y Mg2+ (Mulligan, 2005). El catión Ca2+ forma un 

complejo con surfactina en una proporción 1:1, creando un puente intramolecular entre 

los residuos acídicos (Osman et al., 1998), esto estabiliza la estructura de surfactina 

permitiendo un aumento considerable en la actividad surfactante (Grau et al., 1999). 

Respecto al análisis estructural de liquenisinas, la estructura primaria de esta, se 

diferencia de surfactina en que la primera posee un residuo Gln en vez del residuo Glu 

en posición 1, lo que provoca un cambio en la conformación de la cadena lateral, 

aumentando la efectividad de quelación en desmedro de la selectividad por los cationes 

(Grangemard et al., 2001). Así mismo, el cambio de Glu/Gln permite que el lipopéptido 

cíclico, adopte una posición más vertical favoreciendo las interacciones 

intermoleculares hidrófobas (Becher 1965 citado, por Mulligan, 2004). Ahora bien, el 
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cambio conformacional de la cadena lateral y el aumento del  efecto hidrofóbico, 

contribuyen a la eficaz estabilización de los catiónes, a la vez que estos promueven la 

formación de dímeros durante el proceso de micelización, donde la estequiometría del 

complejo liquenisina-catión es 2:1 en lugar de 1:1 como sucede con surfactina (Deleu et 

al., 1999).  

Dentro de la secuencia peptídica de surfactina, el residuo 2 se encuentra 

estrechamente relacionado en la interacción de los grupos carboxilos con los cationes. 

La sustitución de Leu por Ile, modifica el impedimento estérico del grupo carboxilo de la 

cadena lateral, permitiendo una mejor accesibilidad al catión Ca2+, razón por la cual las 

constantes de asociación llegan a valores similares a los obtenidos por liquenisina. Así 

mismo, el residuo 4 también parece jugar un rol importante, la sustitución de L-Val4/L-

Ile4, aumenta el ambiente hidrófobo de la cola  lipídica mejorando la actividad 

surfactante, lo que trae como consecuencia la disminución de la CMC (Grangemard et 

al., 1997).  

Por último, el tamaño de la cadena acil de surfactina, está estrechamente relacionada a 

la actividad surfactante y a la actividad antiviral, es así que una cadena Acil de 14 

carbonos favorece la actividad surfactante, mientras que una cadena de 15 átomos de 

carbono, aumenta la actividad antiviral (Bonmantin et al., 2003).  

Como se mencionara anteriormente surfactina es reconocido por ser un poderoso 

biosurfactante, y como tal disminuye la tensión superficial, actúa como un excelente 

detergente, emulsionante y forma biofilms (Ron et al 2001). A concentraciones 

moderadas, forma dominios segregados dentro de la mono o bicapa lipídica, que puede 
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contribuir a la creación de poros ion-conductor, sin embargo a altas concentraciones 

prevalece el efecto detergente (Grau et al., 1999; Deleu et al., 1999). En general, los 

biosurfactantes son capaces de reforzar o disminuir la hidrofobicidad de la superficie 

bacteriana y por consiguiente, la adherencia microbiana a las superficies sólidas. Su 

efecto depende de la hidrofobicidad  bacteriana inicial, así como el tipo de lipopéptido y 

su concentración. Podría esperarse que los lipopéptidos excretados por subtilis jueguen 

un papel importante en la adherencia de tal microorganismo a las frutas y plantas, 

aspecto que parece esencial en las propiedades antifúngicas de los lipopéptidos 

involucrados en el control biológico de enfermedades de plantas. (Ahimou et al., 2000). 

La aplicación de estos en el medioambiente es promisoria debido a su baja toxicidad, y 

por ser biodegradables. (Ahimou et al., 2000; Lang 2002). 

Si bien surfactina es reconocido como un potente agente surfactante, ejerce otras 

actividades biológicas como, inhibir la formación de coágulos de fibrina (Arima et al., 

1968), actividades antitumorales (Kameda et al., 1974), inhibición  de la cAMP 

fosfodiesterasa (Hosono y Suzuki, 1983)  y propiedades anti-VIH (Itokawa et al., 1994). 

Posteriores estudios han determinado que surfactina solubiliza los glicosil-

fasfatidilinositol, involucrados en la fijación de fosfatasa alcalina a la membrana, este 

efecto puede ser explicado por las propiedades quelantes de los grupos carboxilos de 

los residuos Glu y Asp (Bortolato et al., 1997). Además, Surfactinas ha mostrado ejercer 

una variedad de actividades sobre los virus y Mycoplasmas, que  puede tener 

potenciales aplicaciones en la industria farmacéutica (Itokawa et al., 1994).Otras 

propiedades, como el efecto inhibitorio de acil-CoA: colesterol acyltransferasa, o el 
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efecto estimulante en la secreción de apolipoproteína E en células Hep G2, muestran la 

actividad hipocolesterolémica que ejerce ésta. (Kim et al., 1998). 

Por último, se ha descrito la producción simultánea de más de un lipopéptido con 

mecanismos de acción diferentes, por la misma cepa. Este efecto fue observado 

primeramente por Sandrin et al., (1990) y Ohno et al., (1995), los cuales informaron la 

coproducción de surfactina e Iturina A por una cepa de Bacillus subtilis. Estos 

concluyeron, que la acción individual de surfactina no inhibe el crecimiento de hogos, 

sin embargo refuerza significativamente la actividad antifúngica de Iturina A, 

observándose un sinergismo entre ambos compuestos (Touré et al., 2004). El 

mecanismo que explica la acción de estas sustancias hace referencia a la actividad 

lítica de surfactina, la cual debilita la membrana celular, facilitando el ataque de Iturina 

A. (Sandrin et al., 1990; Hiraoka et al., 1992; Ohno et al., 1995). A su vez, Feigner et al., 

(1995), señalan que todas las cepas productoras de Iturinas coproducen surfactinas. 

Más recientemente, Tsuge et al., (1996), informaron la existencia de cepas 

coproductoras de surfactinas y piplastatina B1. 

2.4.4 Producción de lipopéptidos 

La producción de una gran cantidad de lipopéptidos es dependiente de la composición 

de los medios de cultivos (Kluger et al., 1989; Ullrich et al., 1991; Peypoux et al.1991; 

Besson y Michel 1992; Yakimov et al., 1995; Gu et al., 2004). Al respecto, las fuentes de 

carbono usadas para la producción de biosurfactantes pueden ser divididas en tres 

categorías: hidratos de carbonos hidrocarburos y aceites vegetales, las cuales 

dependiendo el microorganismo productor podrán ser utilizadas en forma individual o 



 36

combinada  (Mulligan et al., 1993; Kim et al., 1997). Entre los hidratos de carbonos 

probados para el cultivo de Bacillus subtilis, se ha observado que la glucosa y la 

sacarosa producen el rendimiento más alto de surfactantes (Kim et al., 1997), por otra 

parte, Sandrin et al., (1990) evaluaron las condiciones de co-producción de surfactina e 

iturina A llegando a la conclusión, que tanto la glucosa como la fructosa eran sustrato 

eficaces para la producción de ambos lipopéptidos, mientras que la sacarosa resulto 

eficaz sólo para la producción de surfactina, del mismo modo, se ha podido observar 

que la glucosa es la fuente de carbono más eficaz para la producción y co-producción 

de bacillomycina L, plipastatina, y surfactina, (Roongsawang et al.,2002) lo que sugiere 

un sistema de regulación común en la expresión del gen de biosurfactantes. Al 

respecto, recientemente se demostró que la glucosa y la fructosa pueden estimular la 

activación de la secuencia tata comA que se encuentra rió arriba de la región promotora 

srfA, aumentando el nivel de expresión del gen surfactin sintetasa, srfA, (Nakano y 

Zuber, 1989; Kim et al., 2001).  

Así mismo, se ha podido determinar que el modelo de los β-aminoácidos en iturinas o 

β-hydroxiácidos grasos en surfactinas y liquenisinas no sólo depende de la cepa 

involucrada, si no también de los nutrientes del medio de cultivo. Particularmente, la 

adición de un suplemento de aminoácidos como, valina o isoleucina, llevan a 

variaciones, en relación a la estructura del aminoácido (Besson et al., 1992; 

Grangemard et al., 1997). 

Por otra parte, se ha observado que la adición de sales  al medio de cultivo modula la 

concentración de biomasa y la producción de surfactina, un ejemplo claro es lo que 
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ocurre al adicionar 0,01 mM de Mn2+ al medio de cultivo; aumenta la concentración de 

biomasa y la producción de Surfactina de 0,33 g L-1 a 2,6 g L-1 (Wei y I-Ming Chu, 

2002). Del mismo modo, Yan et al., (2003), agregan que el FeCl3 tiene efectos 

significativos sobre la producción de antimicrobianos. Ellos observaron que a medida 

que aumentaba la concentración de FeCl3 en el medio de cultivo, había un aumento 

considerable en los diámetros de los halos de inhibición. Finalmente, según Bernal et 

al., 2002, la adición de 0,5 % de Ca+2 al medio de cultivo, aumenta significativamente la 

concentración de antibióticos en el medio extracelular del cultivo de Bacillus. Estos 

explican que el aumento en la concentración del antibiótico en el medio extracelular 

puede deberse a un aumento en la permeabilidad de la pared celular del Bacillus 

inducida por el calcio, lo que está de acuerdo con lo señalado por Petit-Glatron et al., 

(1993). 

Respecto a las condiciones ambientales para la adecuada producción de lipopéptidos, 

se ha informado una clara dependencia entre la temperatura y la co-producción de 

Iturina A y surfactina, la temperatura óptima para la producción de Iturina A es 25ºC 

mientras que  para surfactina es 37ºC (Ohno et al., 1995). 

Por otro parte, Stein (2005) señala que si bien la esporulación de las bacterias no es un 

fenómeno obligado para la biosíntesis de antibióticos, se han reportado algunos casos 

en que la síntesis de éstos está regulada por factores compartidos con los procesos de 

esporulación. En este aspecto otros autores (Katz y Demain, 1977; Errington, 2003), 

agregan que tanto la síntesis de antibióticos como la esporulación de las células son 

procesos controlados por represión catabólica. (Errington, 2003; Stein, 2005). 
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El mecanismo exacto mediante el cual surfactina actúa como agente microbiano no está 

dilucidado completamente, dado los antecedentes que existen se cree que podría estar 

relacionado a la habilidad de dañar las membranas biológicas (Peypoux et al., 1999) o 

alterar las propiedades químicas y físicas del biofims de otros microorganismos (Neu, 

1996). Por otra parte, estudios recientes señalan la existencia de una correlación entre 

la producción de antibióticos y la formación del biofilms, en este aspecto, se ha 

observado que la colonización de plantas por B. subtilis está asociada a la producción 

de surfactina y esta a la formación de un biofilms. (Bais et al., 2004; Hofemeister et al., 

2004; Yan et al., 2003)  

Respecto a los biofilms, estos son comunidades bacterianas incluidas en una matriz de 

exopolisacáridos producida por las bacterias y adheridas a una superficie viva o inerte. 

La densidad bacteriana alcanzada puede llegar hasta las 1012 CFU/cm3 (Savage y 

Fletcher 1885 citado, por Yan et al., 2003). 

Dependiendo de ciertos parámetros ambientales como, disminución o aumento de la 

disponibilidad de nutrientes y de hierro, el pH, la  tensión de oxigeno y la temperatura, 

una misma bacteria puede crecer adherida a una superficie o en forma planctónica 

nadando libremente en el medio líquido, existiendo grandes diferencias en el 

metabolismo bacteriano de las células que conforman un biofims, lo que explicaría el 

efecto de este en la producción de metabolitos secundarios. (Davies et al., 1993).  

En la naturaleza, la formación de un biofims, constituyen un modo de crecimiento 

protegido que permite la supervivencia de las bacterias en un medio hostil (Ophir et al., 

1994; O’Toole et al., 1998; Lapping y Costerton, 1995 citado, por Yan et al., 2003). 
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Estudios realizados utilizando microscopia confocal han mostrado que la arquitectura de 

la matriz del biofilm no es sólida y presenta canales que permiten el flujo de agua, 

nutrientes y oxígeno incluso hasta las zonas más profundas de ésta. Sin embargo, la 

existencia de estos canales no evita, que dentro de esta matriz se puedan encontrar 

ambientes distintos en los que la concentración de nutrientes, pH u oxígeno es 

diferente. El biofilm estructuralmente está constituido por tres componentes: la masa de 

células la cual puede estar formada por una sola especie o por múltiples especies 

microbiológicas, los espacios intercelulares o canales (2) y la matriz extracelular que lo 

rodea, la cual tiene una composición variable, en función del sistema en estudio. En 

general, el componente mayoritario es el agua, que puede representar hasta un 97% 

del contenido total, además de agua y de las células bacterianas, la matriz del biofilm es 

un complejo formado principalmente por exopolisacáridos secretados por las propias 

células que forman parte del mismo. En menor cantidad se encuentran otras 

macromoléculas como proteínas, DNA y productos diversos procedentes de lisis de las 

bacterias. El componente mejor estudiado es el exopolisacarido, que posiblemente 

juegue varios papeles en la estructura y función del biofilm (Sutherland, 1985). Entre los 

beneficios atribuidos a estos, se destaca el hecho de que actúan como protectores de 

una gran variedad de condiciones de estrés ambiental como rayos ultravioleta, cambios 

de pH, shock osmótico y desecación.  

Por otra parte, los mecanismos a través de los cuales las bacterias son transportadas 

hacia una superficie incluyen contacto al azar con el substrato debido al movimiento 

Browniano, sedimentación por diferencias en gravedad específica entre las bacterias y 

el medio en el que se encuentra, transporte hacia la superficie por el movimiento del 
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medio y transporte activo mediado por actividad flagelar que puede incluir o no 

quimiotaxis (Van Loosdrecht et al., 1990).  

2.4.5 Purificación de lipopéptidos 

La recuperación y purificación parcial de los lipopéptidos del caldo de cultivo, es el 

mayor problema al que se enfrenta la comercialización de estos. Los métodos 

comúnmente utilizados, involucran la precipitación a pH extremos (Baugart et al., 1991) 

y extracción con solventes orgánicos (Arima et al., 1968), lo que normalmente conlleva  

la liberación de otros subcomponentes considerados impurezas o a la formación de 

intermediarios inactivos (Peypoux et al., 1978; Deutscher, 1990). 

En la búsqueda por desarrollar un método más económico y menos dañino, se encontró 

que los lipopéptidos pueden ser purificados parcialmente mediante el sistema de 

ultrafiltración y diafiltración escalonada. Estos métodos tienen un rendimiento aceptable 

y, comparados con otros procesos de purificación convencionales, presentan la ventaja 

de poder separar eficazmente los lipopéptidos de otras macromoléculas, a la vez que 

minimizan la pérdida de éstos por adherencia a las membranas (Lin Sung-Chyr y JIang 

Horng-Jyh, 1997). Además, el efecto de denaturación es menor comparado con los 

métodos de precipitación (Deutscher, 1990).El empleo de este sistema en la purificación 

de lipopéptidos ha sido informada por varios autores entre los que podemos mencionar 

a, Lin and Jiang 1997; Mulligan y Gibbs, 1990.  

Al respecto, Lin Sung- Chyr y Jiang Horno-Jyh (1997), aclaran un punto importante, 

señalando que las surfactinas a concentraciones mayores a su CMC (concentración 
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crítica micelar), tienden a asociarse formando micelas, dejando un número pequeño de 

moléculas libres. Esto acarrea ciertos problemas ya que, mientras las moléculas de 

surfactina no asociadas son filtradas fácilmente constituyendo el permeado, las micelas 

de surfactina quedan retenidas comportándose como macromoléculas, con un peso 

molecular de 30.000 a 50.000 daltons.  

2.5 Mecanismo de Inducción 

La inducción de la producción de metabolitos con actividad biológica ha sido observada 

por varios autores, entre ellos; Sip et al., (1998) quienes registran un aumento en la 

producción de diversina (bacteriocina) producto de la introducción de Carnobacterium 

piscicola al medio de cultivo donde crece Carnobacterium divergens, Así mismo, Sadfi 

et al., (2002), aislaron y purificaron parcialmente a partir de una cepa de  Bacillus, unos 

metabolitos con actividad inhibitoria sobre los micelios de F. roseum var. sambucinum, 

fitopatógeno de los túberos de papa. Estos metabolitos fueron producidos en dos 

modalidades; cultivando la cepa antagonista en un medio sólido en presencia del hongo 

y en un cultivo líquido sólo con la cepa antagonista. En estos estudios se observó que el 

extracto crudo obtenido del medio sólido tiene mayor efectividad antagonista que el 

obtenido a partir del cultivo individual de Bacillus en un medio líquido. Los resultados 

sugirieron que la producción de la sustancia inhibitoria es inducida por la presencia del 

hongo y es dependiente de las características del medio y de las condiciones de cultivo. 

Ellos agregan que la aparente inhabilidad de producir inhibidores en el medio de cultivo 

líquido puede ser probablemente una consecuencia de una inactivación de la sustancia 
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antagonista por las condiciones de cultivo o la adsorción de estos metabolitos a las 

células de Bacillus, cepa productora de estos. 

2.6 Producción de una alta cantidad de biomasa 

Los componentes empleados en la industria de fermentación son generalmente 

complejos, siendo importante considerar diferentes aspectos como el costo de los 

mismos, la disponibilidad, la estabilidad en su composición química, el tipo de 

fermentación, rendimiento del producto final y los costos adicionales de otros 

compuestos nutritivos requeridos por los microorganismos. Respecto al costo de los 

nutrientes, estos pueden llegar a representar entre el 10 y el 60 % del costo total de 

muchos productos obtenidos mediante procesos de fermentación, por lo que se hace 

prioritaria la incorporación de constituyentes baratos (Dale y Linden 1984 citado, por 

Rehm et al., 1993)  

Las principales materias primas utilizadas en los procesos de fermentación son los 

carbohidratos, los que usualmente constituyen la fuente de energía y la base para la 

síntesis de macromoléculas de muchos microorganismos. Dentro de las fuentes de 

carbono encontramos a los azucares puros como, la glucosa y la sucrosa, sin embargo, 

estos son demasiado costosos para ser usados industrialmente, por lo que usualmente 

es necesario encontrar otras fuentes más baratas (Rivière, 1977 citado por Rehm et al., 

1993) Al respecto, las materias primas que se utilizan con mayor frecuencia en la 

formulación de medios a nivel industria son, los granos, melaza, celulosa y suero de 

queso, entre otras. (Ortega, 1998; Shuler, M. y Kargi, F. 2002). La melaza tiene un alto 

valor nutritivo, aportando un 50,46% de azúcares fermentables y un 53,83% de 
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azúcares reductores, dentro de los cuales encontramos la glucosa, rafinosa y sacarosa, 

siendo esta última la que se encuentra en mayor concentración (~45%). La melaza, 

además de ser una buena fuente de carbono de fácil asimilación para el 

microorganismo, es un alimento rico en vitaminas del grupo B, contiene aminoácidos 

esenciales y minerales como calcio, sodio, cloro, magnesio, potasio, hierro y cobre. 

(Bronn, 1985 citado por Rehm et al., 1993). 

2.7 Hipótesis y objetivos 

En base a estos antecedentes, se postuló la siguiente hipótesis: 

“Si se determina la cinética de crecimiento y producción del efecto antagonista 

sobre Erwinia, para luego formular y producir cantidades de un biocida contra 

Erwinia carovotora, se podrá resguardar las cosechas de Cala (Zantedeschia 

spp.) y mejorar su rentabilidad”. 

 Objetivos generales: 

Formular un preparado biocida de alta actividad y persistencia del efecto antagonista 

sobre Erwinia carotovora, para controlar los cultivos de cala (Zantedeschia spp). 

Purificar y/o caracterizar parcialmente la sustancia con actividad antagonista producida 

por la cepa BC10. 
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 Objetivos específicos: 

a) Determinar las cinéticas de crecimiento y del efecto antagonista de la cepas BC10 

sobre Erwinia carotovora.  

b) Producir cantidades del antagonista para Erwinia carotovora, en medios de cultivo de 

bajo costo, para formular un biocida de aplicación directa en plantaciones de cala. 

c) Determinar la persistencia de la capacidad antagonista del preparado en el tiempo. 

d) Determinar si el antagonista obtenido es un producto extra o intra celular para luego 

purificar y/o caracterizar parcialmente el componente activo que produce la inhibición. 
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Figura 1. Lantibióticos producidos por Bacillus subtilis. Estructura 

esquemática de los péptidos maduros A) subtilina B) Mersacidina. A-S-A, meso-

lantionina; Abu-S- A, 3-metillantionina; ∆A, 2,3-didehidroalanina; ∆B, 2,3-

didehidrobutirina.                                         

Adaptado de Stein et al., 2005 
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                R(CH2)6-11-CH-CH2-CO →  L-Gln→  L-Leu→D-Leu 
 
     Lactone ring →         O 
 
                                  CO←L-ILe← D-Leu← L-Asp← L-Val 

 

Figura 2. Estructura primaria de los lipopétidos.A) Iturina A: R es un 

CH3,CH3CH(CH3) ó  CH3 CH2CH(CH3) con nC14, isoC15, anteisoC15 β-aminoacido 

B) Surfactina C) Liquenisina: R es un CH3, CH3CH(CH3) ó CH3 CH2CH(CH3)  

con isoC13, anteisoC13, nC14, isoC15 ó anteisoC15 β-hidroxi acidos grasos.                         

Adaptado de Bonmantin et al., 2003 

 
      R(CH2)6-12-CH-CH2-CO →  L-Asn→  D-Tyr→D-Asn 

 
 

   Lactam ring → NH−CO−L-Ser←D-Asn←L-Pro←L-Gln (X4) 

(X5)(X6)(X7)

(R) 

B 

 
          R(CH2)6-11-CH-CH2-CO →  L-Glu→  L-Leu→D-Leu 

 
      Lactone ring →       O 
 

                       CO←L-Leu← D-Leu← L-Asp← L-Val 

(R) 

(X4) 
(X7) 

C 
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Figura 3. Estructura protonada de surfactina; Se observa un parte de 

mayor polaridad que corresponde a la cadena lipídica y otra de menor 

polaridad con los residuos Glu 1 y Asp5, que constituyen el sitio de unión con 

calcio  

                                                    Adaptado de Grangemard et al., 1997 
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Tabla 1 Variantes de la familia de Iturinas, surfactina y liquenisinas 

Nombre o nomenclatura  

del lipopéptido cíclico       Péptido       

  X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 

Iturina A Asn D-Tyr D-Asn Gln Pro D-Asn Ser 

Ituina C Asp D-Tyr D-Asn Gln Pro D-Asn     Ser 

Iturina AL Asn D-Tyr D-Asn Gln Pro D-Asn Ser 

Micosubtilina Asn D-Tyr D-Asn Gln Pro D-Ser Asn 

Bacilomicina F Asn D-Tyr D-Asn Gln Pro D-Asn Thr 

Bacilomicina L Asn D-Tyr D-Asn Ser Gln D-Ser Thr 

Bacilomicina D Asn D-Tyr D-Asn Pro Glu D-Ser Thr 

Bacilomicina LC  Asn Leu D-Asn Ser Glu D-Ser Thr 

Surfactina Glu Leu D-Leu Val Asp D-Leu Leu 

Orn2 Surfactina Glu Leu D-Leu Val Asp D-Leu Ile 

Ala4 Surfactina Glu Leu D-Leu Ala Asp D-Leu Leu 

Leu4 Surfactina Glu Leu D-Leu Leu Asp D-Leu Leu 

Ile5 Surfactina Glu Leu D-Leu Ile Asp D-Leu Leu 

Val7 Surfactina Glu Leu D-Leu Val Asp D-Leu Val 

Ile7 Surfactina Glu Leu D-Leu Val Asp D-Leu Ile 

Cys7 Surfactina Glu Leu D-Leu Val Asp D-Leu Cys 

Orn7 Surfactina Glu Leu D-Leu Val Asp D-Leu Orn 

Phe7 Surfactina Glu Leu D-Leu Val Asp D-Leu Phe 

Ile2,4Surfactina Glu Ile D-Leu Ile Asp D-Leu Leu 

Val2,7 Surfactina Glu Val D-Leu Val Asp D-Leu Val 

Val2, Ile7 Surfactina Glu Val D-Leu Val Asp D-Leu Ile 

Ile2, Val7 Surfactina Glu Ile D-Leu Val Asp D-Leu Val 

Ile2,4,7 Surfactina Glu Ile D-Leu Ile Asp D-Leu Ile 

Liquenisina Gln Leu D-Leu Val Asp D-Leu Ile 

Ile4liquenisina Gln Leu D-Leu Ile Asp D-Leu Ile 

Val7liquenisina Gln Leu D-Leu Val Asp D-Leu Val 

Ile2,4liquenisina Gln Ile D-Leu val Asp D-Leu Ile 

                                                                         Adaptado de Bonmantin et al., (2003). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Materiales 

La presente investigación se llevó a cabo en los Laboratorios de Microbiología y 

Biotecnología del Instituto de Ciencia y Tecnología de los Alimentos, ICYTAL, de la 

Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Austral de Chile, en el Campus Isla 

Teja en la ciudad de Valdivia, Xª Región. 

3.1.1 Material biológico 

En este estudio se utilizaron dos cepas bacterianas relacionadas, el fitopatógeno 

(Erwinia carotovora LC10) y su antagonista (BC10).   

3.1.1.1 Cepa bacteriana  

La cepa BC10, es productora de sustancias inhibitorias al desarrollo de Erwinia 

carotovora, microorganismo fitopatógeno de Cala. 

La cepa BC10, fue aislada en el Laboratorio de Fitopatología del Instituto de 

Producción y Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad 

Austral de Chile, desde una muestra extraída del ambiente natural de los alrededores 

de Valdivia. 
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3.1.1.2 Organismo Patógeno 

La cepa LC10 de Erwinia carotovora, había sido previamente aislada desde túberos 

de cala en descomposición, y fue proporcionada por el Laboratorio de Fitopatología 

para realizar el presente estudio. 

3.1.2 Reactivos 

• NaOH y HCl (Merck) 

• Agar Papa Dextrosa (Merck) 

• Caldo cerebro corazón (Merck) 

• Extracto de levaduras, Gibco 

• Sulfato de amonio, Merck 

• CaCl2 , Merck 

• Solución de sales para cultivos bacterianos 

• Suero de queso 

• K2HPO4 , KH2PO4, Merck 

• Azúcar Iansa como fuente de sacarosa 

• Glucosa, Merck 

• Manitol, Merck 

• Melaza Iansa proporcionada por la empresa Levaduras Collico 

• Peptona de caseína, Gibco 

• Agua desionizada 

• Filtros y ultrafiltros Millipore : 
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o Centriplus® YM-3, YM-10 

o Filtros de 0,22 Millex-GP 

o Filtros de 0,45 Millex- HV 

• Tabletas de Paladio BBL gas Pak Plus (Becton Dickinson Microbiology Systemis 

• API® 20 E y 50 CHB/E (Biomérieux, Hazalwood, MI, USA) 

3.1.3. Equipos 

• Shaker, agitador orbital termorregulado, marca Trilab 

• Fermentador modular Gallenakamp, England, 1 L 

• Fermentador Microferm, New Brunswick Sci, USA, 14 L 

• Sonicador Ultrasonik, USA, modelo 20T/H. 

• Centrifuga refrigerada Beckman, USA  modelo J2-HS con rotor JA-20 (ángulo 

fijo). 

• SpintrexTM de New Brunswick, NJ, USA 

• Sistema de filtración estacionaria con vibrador Millipore USA, con membrana de 

150 mm y 30 kD, Amicon 

• Campana de flujo laminar   

• Espectrofotómetro Genesys 5 

• pHmetro, Hanna 

• Bomba de vacío 

• Balanza analítica 

• Baño de agua 

• Agujas y jeringas 
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• Material de uso común de laboratorio: baguetas, matraces, micropipetas, 

espátulas, etc. 

3.2 Métodos 

3.2.1 Caracterización de la cepa BC10 

Para caracterizar la cepa se procedió a describir su morfología, tinción de Gram, 

pruebas bioquímicas y requerimientos de oxígeno. 

La caracterización de la cepa se realizó a partir de colonias aisladas, obtenidas de 

siembras en estrías en placas de agar papa dextrosa, APD. 

• La descripción y caracterización morfológica, se llevó a cabo mediante tinción de 

Gram, utilizando microscopía de campo claro y microscopía electrónica. 

• Se realizaron algunas pruebas bioquímicas tales como: indol, citrato, hidrólisis de 

almidón, crecimiento a 32ºC, crecimiento a 65ºC, utilización de glucosa, Voges 

Proskauer, oxidasa, catalasa, crecimiento en cloruro de sodio al 7%, utilización de 

urea, hidrólisis de la yema de huevo y anaerobiosis. 

• Para la anaerobiosis se utilizó un sistema anaeróbico con catálisis de Paladio BBL 

gas Pak Plus. 

• Además la cepa BC10 se identificó con el API® 50 CHB/E combinado con el 

sistema API® 20 E. 
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3.2.2 Afinamiento de las pruebas de antagonismo in vitro. 

Con la finalidad de afinar y obtener una mejor respuesta de la prueba de antagonismo 

(actividad antagonista), se procedió a realizarla sobre nueve medios diferentes, de 

manera tal de seleccionar aquel que revelara de mejor forma el efecto antagónico 

(nitidez del halo de inhibición). Los medios en agar probados fueron: tripticasa, 

Saboroud, peptona, nutritivo, papa dextrosa, plate count, MBCa+2, MBMa, MBG (ver 

Anexo 5). 

Para la prueba de antagonismo de los extractos crudos, concentrados y 

superconcentrados celulares, se utilizó la técnica de la “gota sobre césped”, descrita por 

Barefood y Klaenhammer (1983). Los ensayos se realizaron por triplicado, 

primeramente se procedió a marcar tres puntos guías en cada placa para ubicar la gota, 

luego dependiendo el caso, se colocaron 10 µL del concentrado celular (caldo con 

células) ó 15 µL de extracto crudo (caldo sin células) en forma de gota, sobre placas de 

Petri que contenían agar papa dextrosa y un césped de E. carotovora fresco (cultivo de 

12 h), seguidamente las placas fueron secadas por aprox. 30 min en la cámara de flujo 

laminar, y posteriormente incubadas en una estufa a 25±2ºC por 72 horas, finalmente 

para los concentrados celulares se midió el radio externo, como lo muestra la 

representación esquemática en la Figura 4 A, y para el extracto crudo se midió el 

diámetro como se muestra en la Figura 4 B. En cada caso  se obtuvo un promedio de 

estos. 

Por último, con la finalidad de estudiar el efecto bacteriostático y /o bactericida de la 

sustancia antagonista sobre Erwinia  en las dos áreas visualizadas en agar papa 
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dextrosa y agar manitol (efecto de doble halo), se tomaron asadas de estas dos zonas 

y se sembraron mediante estrías e incubaron durante 72 h. 

3.2.3 Estudios preliminares para el crecimiento de la cepa BC10 

La cepa antagonista deberá actuar en los suelos donde se cultiva la cala en forma 

intensiva, es por ello que como primera actividad se procedió a determinar el pH del 

suelo, para así dejar el pH como una variable fija (Anexo 2). 

Con la finalidad de diseñar un medio de cultivo adecuado para el crecimiento y futura 

producción, se probaron distintos componentes de bajo costo, conforme a lo descrito en 

la Tabla 2. El estudio se llevó a cabo a nivel de matraces Erlenmeyer de 500 mL con 

100 mL de medio de cultivo, con agitación (220 rpm) y a 32ºC. 

 
Tabla 2 Diseño preliminar de medios de cultivo1) 

Componentes M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 

(NH4)2SO4, g/L 2  2  5 5 2  

Melaza, g/L 10 10 20 20 10 10   

Suero de queso, g/L       50 50 

Extracto de levadura, g/L     1 1   

Sacarosa, g/L     2 2   

Solución de sales, mL/L     10 10   

CaCl2 , g/L      5   

1) Se usó como diluyente tampón fosfato, ajustado a pH 5,5 (Anexo 3) 
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Figura 4. Diagramas del ensayo de antagonismo in vitro a Erwinia 

carotovora. A) con el concentrado celular y B) con el extracto crudo de la cepa 

BC10. 
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En los medios sólo se varió las concentraciones de las fuentes de carbono (y energía) y 

nitrógeno, en este caso: azúcares, sulfato de amonio y extracto de levaduras. Se 

adicionaron 5g/L de CaCl2, a algunos medios.  

Los medios fueron inoculados con una asada extraída de un tubo de agar inclinado  

fresco (cultivo de 24 h) e incubados en agitador orbital durante 24 h. Se tomaron tres 

muestras de cada medio, al inicio, a las 12 h y al finalizar, determinando su absorbancia 

a 600 nm. Se guardaron alícuotas de estas muestras para realizar las pruebas de 

antagonismo in Vitro. 

 

3.2.4 Determinación de la cinética bacteriana 

Conforme a la etapa anterior, en aquellos medios de cultivos que se obtuvo mejor 

respuesta en el estudio preliminar, se confeccionaron los medios de cultivo descritos en 

la Tabla 3, con los que se realizaron los estudios de cinética de crecimiento y pruebas 

de antagonismo in vitro que aportarán información para el futuro escalamiento industrial 

y comercial. Con este fin, la cepa BC10 fue cultivada en matraces Erlenmeyer de litro, 

incubados a 220 rpm y a 32ºC en los medios de cultivos (Tabla 3). 

Para obtener la cinética de los diferentes medios de cultivo, se tomaron muestras cada 

1h midiendo Abs600, controlando al microscopio la pureza y realizando simultáneamente 

las pruebas de antagonismo in vitro.  

Se obtuvo una curva de crecimiento de cada medio, graficando el logaritmo natural de 

Absorbancia a 600 nm vs tiempo (h). Se identificó la fase exponencial y a partir de ésta 

se calculó el tiempo de duplicación td y la velocidad específica de crecimiento µ. 
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Tabla 3 Composición de los medios de cultivos líquidos usados para la cepa  

 BC10 1) 

Componentes↓      Medio→ MBA 

 

MBM MCP 

 

MCP-Ca+2 MBS 

 

Sacarosa, g 10,00 2,00 5,00   

Melaza, g   20,00    

Manitol, g   5,00 5,00  

Glucosa, g   5,00   

Peptona, g   0,50 0,50  

Peptona de caseína, g   1,00 1,00  

Suero de queso en polvo, g 2)     50,00 

(NH4)2SO4, g/L 3,54 5,00   2,00 

Extracto de levadura, g 0,50 1,00 0,20 0,20  

Solución de sales, mL 10,00  10,00 10,00  

CaCl2 , g   3)  5,00  5,00  

1) Se usó como diluyente tampón fosfato, ajustado a pH 5,5  

2) El suero fue esterilizado y luego filtrado. 

3) Medio probado con y sin calcio  

 

3.2.5 Producción de la cepa BC10 

Con la finalidad de realizar pruebas de campo y purificar la sustancia inhibitoria, es 

necesario acopiar cantidades del antagonista.  
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Para lo anterior, se realizaron 3 cultivos en diferentes modalidades, a saber: cultivos en 

batch de 1 y 14L y cultivo continuo de 1 L. 

Las experiencias en fermentador requirieron de una etapa previa de propagación de la 

cepa a nivel de matraces. 

3.2.5.1 Condiciones de cultivo en matraz agitado 

La cepa BC10 se cultivó en el medio MBM (descrito anteriormente en la Tabla 3), en un 

agitador orbital termorregulado, a 220 rpm y 32ºC. La cepa se obtuvo a partir de una 

colonia aislada proveniente de un agar inclinado inoculado 12 horas antes. Se tomó 

una asada y se inoculó un matraz de 100 mL, se dejó durante 12 horas en un agitador 

orbital a 32ºC y 220 rpm y se inoculó al 10% al matraz de litro que contenía 250 mL de 

medio MBM. Se mantuvo durante 24 horas en agitador orbital a 32ºC y 220 rpm.  

La estimación de crecimiento bacteriano se obtuvo midiendo densidad óptica a 600 nm 

en un espectrofotómetro. 

Para efectuar las pruebas de actividad es necesario que la cepa patógena esté 

recientemente activada; es por ello que en cada oportunidad, la cepa de E. carotovora 

se obtuvo a partir de una colonia aislada de un tubo de agar inclinado, tomándose una 

asada de ésta e inoculándola al 10 %, bajo medidas de esterilidad, en un matraz de 

100 mL con caldo cerebro corazón e incubándola durante 12 horas a 28ºC en un 

agitador orbital a 250 rpm. 
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3.2.5.2 Condiciones de cultivo en batch 

Con la finalidad de obtener cantidades mayores de cultivo y lograr altas 

concentraciones de biomasa, para poder efectuar experiencias en campo y continuar 

con las etapas de purificación de la sustancia antagonista, se llevó a cabo la producción 

de la cepa de Bacillus, en un sistema de cultivo por cargas o lotes (batch) en 

fermentador. 

Estos cultivos se realizaron, como se señala en al Tabla 4, sin intercambio de materia 

con los alrededores, salvo lo referente a gases, utilizando dos fermentadores de distinta 

capacidad, agitados y aireados; los equipos contaban con controles automáticos de 

temperatura y pH. Por esta última razón el medio no se constituyó sobre la base de 

tampón fosfato sino agua destilada y/o agua de la llave, agregándosele KH2PO4 a razón 

de 1 g/L como fuentes de K y P. 

 3.2.5.3 Condiciones de cultivo continuo  

Para obtener y acopiar cantidades de biomasa de distinta condición fisiológica, se 

diseñó una experiencia en cultivo continuo, con dos velocidades de dilución diferentes; 

una a 0,4 Dc y otra a 0,8 Dc, en el fermentador de 1 L, por tiempos de residencia de 3 τ 

para lograr estados estacionarios en cada situación, lo que se comprobó midiendo DO 

600nm. 
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Tabla 4 Condiciones del cultivo en batch 

Tipo de fermentador Gallenkamp Microferm, NBSc. 

Medio de cultivo MBM MBM1) 

Temperatura, ºC 32 30 

Volumen de inóculo 60 mL 1,1 L 

Volumen del medio 600 mL 10 L 

Flujo de aire 600 mL/min 11 L/min 

vvm 0,91 0,99 

Agitación 250 rpm 250 rpm 

pH 5,5 regulado con NaOH 1N, HCl 1 N NaOH 5 N, HCl 5 N 

Antiespumante, mL 5 10 

Tiempo de cultivo, h 12 48 

1) Preparado con agua de la llave 

 
 

3.2.6 Obtención de un superconcentrado celular de la cepa BC10. 

Una vez que se alcanzó el crecimiento máximo de los cultivos en batch y cultivo 

continuo, se obtuvo el superconcentrado celular de la cepa BC10 mediante SpintrexTM, 

tecnología de filtración tangencial, que contiene una membrana dispuesta en un 

dispositivo cilíndrico que rota. Este permite configurar el sistema en cuatro tipos de 

filtración; recirculación, diafiltración y batch, en este caso se utilizó en modalidad de 

recirculación (ver Figura 5, en página 65).  
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Para cada caso se filtró bajo las siguientes condiciones: 

- Tamaño de poro de la membrana polisulfona : 0,45 µm  

- Presión     : 10 psi  

- Agitación     : 1500 rpm 

3.2.7 Estabilidad del concentrado celular 

A fin de determinar la estabilidad del concentrado celular, muestras de éste se 

almacenaron durante 8 meses a -20ºC, 4ºC, 25ºC y temperatura ambiente; a los 45, 

60,120 y 240 días se les realizaron pruebas de antagonismo in vitro. 

Las muestras que fueron guardadas a -20ºC, se les agregó en diferentes proporciones 

dos tipos  de crioprotectores: glicerol al 10% y 20% y leche en polvo al 20%; otra parte 

de las alícuotas, se almacenaron sin crioprotector a -20ºC, 4ºC, temperatura ambiente 

y 25ºC. 

3.2.8 Recuento celular  

Con el propósito de conocer la relación entre la Abs.600nm y los recuentos celulares, se 

realizaron diluciones seriadas de las suspensiones bacterianas, sin embargo, no fue 

posible establecer tal relación debido a los sucesivos aumentos y disminución en el 

número de células viables. Por consiguiente, los recuentos celulares se realizaron 

mediante la utilización de la cámara de conteo (Neubauer).La primera parte de este 

ensayo consistió en diluir la suspensión bacteriana en una proporción conocida (1:10), 

a continuación, las células bacterianas fueron teñidas utilizando el colorante azul de 
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metileno, transcurridos aprox. 5 min. se tomaron 100 µL de esta preparación y se 

agregaron en la cámara, donde se procedió a contar las cuatro áreas sombreadas (L) 

(ver Figura 6) para finalmente, estimar la concentración celular aplicando la siguiente 

formula: Concentración (células / mL) = 10000 (x / 4) 

3.2.9 Aislamiento y caracterización parcial de la sustancia antagonista. 

Dada la evidencia del efecto antagónico de BC10 sobre E. carotovora, se procedió a 

desarrollar distintos protocolos con el fin de aislar y caracterizar parcialmente la 

sustancia antagonista. 

3.2.9.1 Protocolos de aislamiento de la sustancia antagonista 

Con el fin de determinar si la sustancia antagonista era un producto extra o intra celular, 

para luego purificarla y/o caracterizarla parcialmente, en primera instancia se probó 

obtener actividad a partir de los extractos crudos (E.C.), que fueron obtenidos de la 

filtración de los cultivos, mediante la utilización de los  filtros de 0,45 µ y 0,22 µ, 

posteriormente, con el propósito de facilitar la excreción al medio de los metabolitos y 

determinar la posible localización intracelular de la sustancia inhibitoria, se realizaron 

pruebas complementarias, como la extracción con solventes orgánicos, sonicación y 

otras descritas en el Anexo 6, obteniéndose una diversidad de extractos crudos y Pellet, 

a cada uno de los cuales les fueron realizadas las pruebas de antagonismo in vitro, sin 

embargo, ninguno de ellos mostró actividad inhibitoria sobre E. carotovora.  
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3.2.9.2 Inducción de la producción de sustancia antagonista por BC10 en 

presencia de Erwinia carotovora 

Por las razones señaladas, los experimentos posteriores fueron destinados a probar la 

hipótesis de inducción, diseñándose experimentos con la finalidad de estudiar y 

comprobar que la regulación de la biosíntesis de la sustancia antagonista por la cepa 

BC10, correspondería a algún tipo de inducción por la presencia de E. carotovora en el 

medio de cultivo, ya sea ésta en forma vegetativa o muerta. 

Una etapa previa en que ambas cepas involucradas fueron cultivadas en matraces 

agitados en forma paralela, la cepa BC10 en medio MBM (32ºC, 12 h) y Erwinia por su 

parte, en caldo cerebro corazón, (28ºC, 12 h).  

Para la preparación del cultivo de BC10 inducido por Erwinia (C.B.I.E.) se probaron 

distintas formas y proporciones de adicionar Erwinia al medio de cultivo, descritas en la 

Tabla 5.  

Luego de adicionar Erwinia se agregó la cepa BC10 y se dejó en un matraz agitado (a 

30ºC y 220 rpm) durante 24h. Para estudiar el comportamiento de la cepa BC10 en 

éstas nuevas condiciones, se determinó la cinética microbiana y se realizaron ensayos 

de antagonismo cada dos horas con los extractos crudos inducidos (E.C.I), obtenidos a 

partir de las muestras filtradas mediante filtros Millex Gp de 0,22 µ, siguiendo el 

procedimiento descrito en el punto 3.2.2. 
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3.2.9.3 Purificación parcial de la sustancia antagonista por medio de Centriplus® 

Con la finalidad de purificar, y estimar el rango de peso molecular de la sustancia 

antagonista, se procedió a determinar la actividad in vitro de los permeados y retenidos 

obtenidos de la ultrafiltración de C.B.I.E (con Erwinia sonicada), utilizando el sistema 

de filtración estacionaria con vibrador Millipore, con membrana 30 kD y los sistemas de 

membranas de Centriplus YM-10 e YM-3, de 10 kD y 3 kD respectivamente, lo que 

será indicativo del rango de PM de las sustancias antagonistas. Esto se realizó de 

acuerdo al siguiente procedimiento: 

1. El concentrado celular obtenido a partir del C.B.I.E (con Erwinia sonicada) fue 

centrifugado (8.000 xg, 10 min, 4ºC), en tubos de PPCO estériles; siendo 

descartado el sedimento. 

2. El sobrenadante fue extraído cuidadosamente con pipetas Pasteur y luego fue 

filtrado mediante un filtro de 0,22 µm (Millex G-P). A esta alícuota filtrada se le 

denominó extracto crudo inducido (E.C.I). Una fracción de este fue congelada -

20 ºC para estudiar su estabilidad y con la otra se procedió como se indica en el 

siguiente punto (4).  

3. Para utilizar por primera vez los sistemas de centriplus YM-10 e YM-3 es 

necesario lavarlos durante 5 minutos con agua desionizada estéril, para eliminar 

el glicerol protector contenido en la membrana. 

4. La alícuota de E.C.I fue ultrafiltrada con centriplus YM-10 e YM-3, el volumen 

inicial fue de 10 - 15 mL, los cuales fueron centrifugados a 3000xg a 25ºC por 90 

minutos.  
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    Figura 5. Equipo SpintrexTM y esquema de operación en recirculación 

 

 

 
 

Figura 6. Detalle de la cámara de contaje (Neubauer), con cuatro áreas de 1 

mm2 (L)         Fuente: http://www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/contajecelular.ht 
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Tabla 5 Diseño experimental de las pruebas de inducción  

Pre-tratamiento de 

Erwinia carotovora 
E. carotovora 

adicionada (mL) 
Cepa BC10 

adicionada 

(mL) 

C.B.I.E.(mL) 

Sonicada 1 h con calor 30 50 300  

Erwinia viva activada  200 201) 2002)  

Erwinia viva activada 30 50 300  

Erwinia viva activada 10 20 200  

Erwinia muerta incluida 

en agar 

20 30 300 

Erwinia viva incluida 

en agar 

20 30 300  

1) en bolsa de diálisis  
2) en caldo cerebro corazón 

 

5. El permeado obtenido de la primera centrifugación aprox. 4 mL, fueron 

colocados en la membrana YM-3, los cuales se centrifugaron a 3000xg a 25ºC 

por 250 min.  

6. El retenido de la membrana YM-10 fue diafiltrado 3 veces, utilizando agua 

desionizada y luego el centriplus fue colocado en posición invertida, realizado un 

“spin down”, a 2000xg por 2 min, esto se realiza para recuperar lo que queda 

retenido en la membrana.  
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7. Los diafiltrados de la membrana YM-10 se colocaron en la membrana YM-3, los 

permeados fueron recolectados 

8. Se procedió a diafiltrar la membrana YM-3, tres veces realizando “spin down”, 

obteniéndose el extracto crudo ultrafiltrado inducido (E.C.U.I). 

9. Alícuotas de cada proceso fueron guardadas para posteriormente determinar 

actividad antagonista y concentración de proteínas, para lo cual se utilizó el 

método de Sedmak. 

Por otra parte, como alternativa al paso 1 y 2, el CBIE se pasó por el SpintrexTM y se 

recolectó el permeado, luego este fue filtrado mediante el Sistema de filtración 

estacionaria con vibrador Millipore, con membrana 30 kD, Amicon (Anexo 10), 

obteniéndose una mayor cantidad de ECI para utilizarlo en las siguientes etapas de 

purificación con las membranas de centriplus YM-10 e YM-3. 

3.2.9.4 Determinación de la concentración de proteínas mediante Sedmak 

Dado que en general las sustancias con actividad biológica tienen algún componente 

proteico, es que se decidió tomar como parámetros de la purificación de la sustancia 

antagonista, la actividad in vitro y la determinación de la concentración de proteínas 

presentes, es decir, en el permeado y retenido de las membranas centriplus y así 

obtener una relación entre ambas. Para lo anterior, se utilizó el método Sedmak 

(Sedmak y Grossberg, 1977), que se basa en la capacidad del colorante Azul de 

Coomassie Brillante G250 de pasar desde una coloración café-naranja (forma leuko) a 

un intenso color azul una vez que se encuentra unido a proteínas; con esta 
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metodología fue posible calcular la concentración de proteínas presentes en el extracto 

crudo ultrafiltrado inducido (E.C.U.I). 

El método consiste en mezclar 0,5 mL de la solución ácida del colorante con 0,5 mL de 

la muestra a analizar y medir la absorbancia a 595 nm y 465 nm, utilizando como blanco 

reactivo una solución de suero fisiológico y colorante en proporción 1:1, ajustando el 

espectrofotómetro a cero con suero fisiológico. Con las absorbancias  medidas se 

calcula la relación anteriormente señalada y a la relación obtenida se le resta la obtenida 

por el blanco reactivo. La curva de calibración se construyó del mismo modo (ver anexo 

7, en página 162). 

3.2.9.5 Espectro de absorción de la sustancia antagonista 

Por largo tiempo se ha reconocido el potencial de B. subtilis para producir antibióticos, 

siendo predominantes los antibióticos de naturaleza peptídica (Stein, 2005). Respecto 

al espectro de emisión de estas sustancias, Bernal et al., (2002), informaron de un 

lipopéptido provenientes de Bacillus que absorbe luz a 212 nm, es así que con el 

propósito de estudiar el espectro del permeado de la membrana YM-3 (último rango 

probado que presentó actividad antagonista) se realizó un barrido UV-visible.  

3.2.9.6 Hemólisis de eritrocitos humanos 

Según lo señalado en la literatura, un tipo de lipopéptidos cíclicos específicamente 

iturina A, es capaz de de inducir modificaciones morfológicas severas en eritrocitos 

humanos, provocando su hemólisis; con el fin de estudiar este efecto se colocaron 15 

µL del extracto crudo inducido, extracto crudo concentrado inducido y 10 µL de 
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concentrado celular en una placa de agar sangre y se la dejo incubando en una estufa 

a 25 ± 2ºC durante 72 h. 

3.3 Estabilidad de los extractos crudos 

A fin de determinar la estabilidad de las alícuotas obtenidas en las distintas etapas de 

purificación, se realizaron las pruebas de antagonismo in vitro descrito en el punto 

3.2.2 para las muestras que fueron guardadas a -20ºC, 4ºC, 25ºC y temperatura 

ambiente a tiempo 0, 7 y 14 d. 

Asimismo a las fracciones obtenidas a partir de la filtración con filtros Millex GP-

0,22µm, que fueron previamente centrifugadas a 8.000xg por 10 min a 4ºC, fueron 

guardadas a -20ºC y su estabilidad fue medida durante dos semanas. 
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C.B.I.E (con Erwinia sonicada) 

Centrifugar, 8.000xg, 10 min, 4ºC 

Pellet Sobrenadante 

Filtrar Millex G-P, 0,22 µm  

ECI*

Ultrafiltrar YM-10; 15 mL, 
3000xg, 25ºC, 90 min

Permeado 1 Retenido  

Se juntan los permeados (1+2) Diafiltrar 3 veces 

Permeado 2Retenido 

Permeado 3 

Diafiltrar 3 veces

Retenido Perneado 4

Se juntan los perneados 
(3+4) * 

Se realiza el espectro, hemólisis y estabilidad 

Ultrafiltrar YM-3; 
3000xg,  25ºC, 250 min.

       Retenido 

Figura 7. Diagrama de flujo del proceso de purificación parcial de la 

sustancia antagonista. * Fracciones de éstas fueron guardadas a -20ºC. 
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4. Resultados 

 

4.1 Caracterización de la cepa BC10 

Las colonias de la cepa, en agar papa dextrosa se observan opacas, de bordes 

redondeados e irregulares, centro transparente y de aspecto “seco” (ver Figura 8). 

Al microscopio se observó la presencia de bacilos de 2µm de largo, agrupados de forma 

irregular, positivos a la tinción de Gram (ver Figura 9 y 10). 

Algunas pruebas bioquímicas relevantes y disponibles en el laboratorio, permitieron 

identificar la cepa como correspondiente a la familia Bacillaceae, género Bacillus 

especie subtilis; los resultados de estas pruebas se muestran en la Tabla 6. 

4.2 Afinamiento de las pruebas de  antagonismo in vitro. 

Se determinó que 10 µL de concentrado celular y 15 µL del extracto crudo, resultaron 

ser volúmenes de trabajo apropiados para la realización de las pruebas de 

antagonismo. 

Asimismo, se estableció que 24ºC era una temperatura adecuada para realizar las 

pruebas de antagonismo in vitro, ya que a esta temperatura se prioriza la producción 

de la sustancia antagonista por sobre el crecimiento, situación que resulta inversa a 

32ºC.  
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Tabla 6 Resultados de las Pruebas bioquímicas realizadas a la 

cepa BC10 

Prueba Lectura a 24 h Lectura a 72h 

Producción de Indol - - 

Crecimiento en Citrato - + 

Hidrólisis almidón +++ +++ 

Crecimiento a 32ºC + + 

Crecimiento a 65ºC - - 

Utilización de Glucosa + + 

Voges Proskauer     - + 

Oxidasa + + 

Catalasa +++ +++ 

Tolerancia NaCl 7% + + 

Utilización de urea - - 

Hidroliza yema de huevo + + 

Anaerobiosis - - 
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 Figura 8. Crecimiento de la cepa BC10 en medio de agar papa dextrosa (APD),   

incubada a 24ºC durante 24h. 
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Figura 9. Fotografía al microscopio óptico de la cepa BC10. Una 

muestra líquida del cultivo MBM fue fijada y sometida a la tinción de 

Gram. Se puede observar el carácter  positivo de los bacilos. 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 2 µ 
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   Figura 10. Micrografía electrónica de barrido de la cepa BC10. Una 

muestra líquida del cultivo MBM fue fijada y recubierta parcialmente con 

partículas de oro. Se puede observar la presencia de bacilos distribuidos en 

forma irregular. 
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El sistema de identificación API ® 50 CHB/E combinado con el sistema API® 20 E, arrojó 

4 taxones significativos, como se muestra en la Tabla 7 

Tabla 7 Porcentajes de identificación de los taxones 

significativos para la cepa BC10 

Taxones 

significativos 

Porcentajes de Identificación 

B. subtilis 59.8% 

B. megaterium 20.6% 

B. licheniniformis       11.1% 

B. amyloliquefaciens 6.0% 

 

 

La base de datos de Bio Merieux determinó que existe buena identificación con el 

género Bacillus (Anexo 1). 

En la Figura 11 y Tabla 8 se muestran los resultados de las pruebas de antagonismo 

realizadas en los nueve diferentes de medios sólidos donde es posible apreciar que la 

mejor nitidez la revela la prueba en agar APD, no obstante, los medio MBMa y MBCa+2, 

presentan un radio mayor. 

Además es posible apreciar las diferencias de gran significancia en el tamaño del halo, 

entre los distintos medios sólidos evaluados. 
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Figura 11. Pruebas de antagonismo in vitro en A). Agar soja tripticasa; B). Agar 

Saboroud; C) Agar MBCa+2; D) Agar MBG; E) Agar peptona; F) Agar común; G) 

Agar MBMa; H) Agar papa dextrosa; I) Agar nutritivo.  
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Tabla 8 Medidas de los halos externos de inhibición visualizados en las 

pruebas de antagonismo in vitro en los distintos medios sólidos probados  

Agar Promedios de radios 

externo de inhibición 

(mm) 

De Figura XX foto  

Tripticasa 3 A 

Saboroud 7 B 

MBCa+2 12 C 

MBG 10 D 

Peptona 1 E 

Plate Count 2,5 F 

MBMa 12 G 

Papa dextrosa 9 H 

Nutritivo 2 I 

Las fotos A y B de la Figura 12 corresponden a la placa G de la Figura 11 tomadas 

desde otro ángulo, efecto que permitió visualizar la presencia de un doble halo. Por 

otra parte, resulta interesante destacar, que en repetidas ocasiones también en agar 

papa dextrosa (APD) fue posible observar la presencia de un doble halo; las 

dimensiones de los halos fueron de 1,6± 0,33 cm radio mayor y el menor 0,46± 0,1 cm, 

siendo el radio menor aquel más cercano a la gota. El efecto de ambas áreas sobre 

Erwinia mostró que el halo más pequeño presentó efecto bactericida y el más grande 

un efecto bacteriostático. 
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Figura 12. Visualización del doble halo de inhibición en. A) y B) agar 

manitol y C) agar papa dextrosa 

 
 
 

 

Halo mayor 

Halo menor 
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Respecto a la actividad inhibitoria del extracto crudo y los concentrados y 

superconcentrados celulares: 

• Los ensayos in vitro no revelaron actividad inhibitoria en el extracto crudo, ni en el 

extracto crudo ultrafiltrado, a pesar de haber probado distintos protocolos tendientes 

a demostrar el antagonismo. 

• Se logró obtener una buena actividad inhibitoria sobre Erwinia a partir  de los 

concentrados y superconcentrados celulares. El radio de inhibición observado fue 

en promedio 1,6 cm ±0,33. 

4.3 Estudios preliminares para el crecimiento óptimo de la cepa BC10  

 Conforme lo señalada en 3.2.3, los resultados obtenidos se resumen en: 

• De los ocho medios de cultivos diseñados sólo M5 y M6, a base de melaza como 

fuente de carbono, permitieron obtener una fase de latencia muy corta 

observándose un rápido crecimiento.  

• Es importante señalar que estos medios resultaron ser de muy bajo costo. 

• En las distintas fermentaciones se observó la producción de gran cantidad de 

espuma, principalmente al alcanzar la fase estacionaria. 

• La adición de calcio, no modificó el crecimiento ni la actividad antagonista de la 

cepa, sin embargo, se observó floculación y cambios morfológicos al frotis. 

• Respecto al pH 5,5 que corresponde al pH del sustrato donde crecen las calas, 

resultó ser adecuado para el crecimiento de la cepa. 
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• La temperatura de trabajo fue 32ºC, menores a ésta retardaron el crecimiento y  

cercanas a los 4 ºC, promovieron la esporulación de la cepa. 

• Las pruebas de antagonismo realizadas a las alícuotas de los concentrados 

celulares obtenidas de los diferentes medios, no mostraron diferencias apreciables; 

no obstante los extractos crudos no dieron antagonismo. 

• Se observaron diferencias en la morfología al frotis de la cepa BC10 en los distintos 

medios de cultivos probados. 

• Se observó la presencia de una “nata o velo” sobre la superficie de los cultivos 

líquidos después de unas horas de que éstos quedaran en reposo, análisis al frotis 

de esta nata revelaron la presencia de bacilos en estado vegetativo, Gram 

positivos. Posteriormente, mediante microscopia electrónica se pudo visualizar los 

bacilos envueltos en una matriz, como se muestra en las Figura 13 A) y B). 

4.4  Determinación de la cinética bacteriana 

Debido a que al inicio de la presente investigación fue posible observar tiempos de 

latencia de hasta 12 h, se decidió trabajar con inóculos nuevos y recién activados, cada 

vez. Las cinéticas de crecimiento obtenidas en cada medio de cultivo se muestran en 

las Figuras 15 y 16 y los parámetros cinéticos, tiempo de duplicación td y la velocidad 

específica de crecimiento µ, se resumen en la Tabla 9. 

Las pruebas de antagonismo in vitro, llevadas a cabo a partir de las alícuotas 

guardadas (siempre a temperatura ambiente) de cada medio se pueden observar en la 

Figura 14. 
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Figura 13. A y B son micrografías electrónicas de barrido de la “nata o 

velo” formado sobre la superficie del medio de cultivo liquido. En estas se 

puede observar los bacilos inmersos en esta matriz. 

A 

B
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El radio externo de los halos  fueron: 1,6± 0,33. Las mismas alícuotas fueron filtradas, 

sin embargo, no presentaron antagonismo. 

Tabla 9 Parámetros cinéticos obtenidos con la cepa BC10 en los distintos 

medios de cultivos líquidos 

Medios de cultivo Tiempo de duplicación 

 td (h) 

Velocidad específica de 

crecimiento µ (h-1) 

Medio MBA 1,90 0,3711 

Medio MBM:   c/Ca+2   

s/Ca+2    

0,75 

0,70 

0,9247 

1,0037 

Medio  MCP 2,07 0,3356 

Medio  MCP-Ca+2  

Medio MBS 

No se cuantifica ABS600  por exceso de turbidez 

 

4.5  Producción de la cepa BC10 

De acuerdo a lo señalado en el punto 3.2.5, se llevó a cabo la producción de grandes 

cantidades de la cepa antagonista en las modalidades descritas anteriormente: cultivo 

en matraz agitado, batch de litro, batch de 14 L y  cultivo continuo de 1 L. 

• Mediante el cultivo en matraz agitado se obtuvo un concentrado celular, con un valor 

de ABS 600  de  5,8 al cabo de 11 h. 
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Figura 14. Cinética de crecimiento de la cepa BC10 en el medio A) 

MBA y B) MCP. La cepa BC10  se cultivo en matraces de litro a 32ºC y 

220 rpm. 
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       Figura 15. Cinética de crecimiento de la cepa BC10 en el medio A) 

MBM C/Ca+2  y B) MBM S/Ca+2. La cepa BC10  se cultivo en matraces de 

litro a 32ºC y 220 rpm. 
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Figura 16. Muestra representativa de los antagonismo in vitro en agar papa 

dextrosa realizadas a los concentrados celulares obtenidos de los distintos 

medios: A.) MBA; B.) MBM s/Ca; C) MCP-Ca.; D) MBS c/Ca.; E) MBM c/Ca; F.) 

MBS s/Ca. 
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• La modalidad en Batch de litro, permitió obtener una mayor cantidad de concentrado 

celular con valor de ABS 600  de 7,00 al cabo de 7 horas, acortando los tiempos de 

producción. 

• El sistema Batch de 14L, (como muestra la Figura 17), permitió obtener una gran 

cantidad de concentrado celular con alto rendimiento de biomasa, alcanzando un 

valor de ABS 600   de 23,20 al  cabo de 48 h. 

• Los valores ABS 600  de los concentrados celulares para las distintas etapas del 

  cultivo continuo se muestran en la Tabla 10 (ver Figura 18). 

Para la producción mediante cultivo continuo se puso en marcha el cultivo batch  de 1 

L, el que luego de transcurridas 10 h se comenzó a alimentar con medio fresco a un 

caudal de 0,3498 L/h por un período de 12 h y luego un F de 0,0996 L/h por 24 h, para 

lograr estados estacionarios en cada situación Tabla 10 (los cálculos de presentan en el 

Anexo 4). Por último, la tabla 11 muestra la Abs. 600nm al finalizar cada etapa y la 

duración de éstas. 

 

 

 

Tabla 10 Operación en cultivo continuo 

 D1 D2 

Flujo de alimentación, L/h 0,3498 0,0996 

Tiempo de operación, h 12 24 

Tiempo total de operación, h 22 46 
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Tabla 11 Duración y densidad óptica de cada etapa del cultivo continuo 

Etapa de cultivo Densidad óptica  

(600nm) 

Duración  etapa  

(h) 

Batch 1L 6,9 14 

C.C 1)    1,10 12 

C.C 2) 11,94 24 

1)Cultivo continuo con flujo 0,3498 L/h y Dilución 0,53 h-1 

2)Cultivo continuo con flujo 0,0996 L/h y Dilución 0,15 h-1 

 

4.6 Obtención de un superconcentrado celular de la cepa BC10. 

Con el sistema SpintrexTM, (como lo muestra la Figura 19) se logró un factor de 

concentración de 5, ello midiendo los volúmenes de permeado y retenido; éste último 

presentó un aspecto de suspensión, densa y espesa, denominándosele supercon-

centrado celular.  

Recuentos celulares efectuados a este superconcentrado resultaron 1015-1016 UFC/mL, 

no fue posible mayor exactitud debido al particular comportamiento de la cepa. 

4.7 Estabilidad del concentrado celular 

Los concentrados celulares que fueron dejados a -20ºC utilizando dos tipos de 

crioprotector, glicerol al 10% y 20% y leche en polvo al 20% esporulación a pocas 

horas de ser almacenados y su reactivación en caldo cerebro corazón llevó 48 h. 
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Figura 17. Fotografía de la producción de la cepa BC10 en el microfermentador 

de 14L A) y de los equipos adicionales del sistema B)

1. Rotámetro (flujo de aire)                          

2. Presión de aire de entrada 

3. Ajuste agitación rotor (rpm) 

4. Ajuste de temperatura 

 

 5. Registro de temperatura 

6. Bombas peristálticas 

7. pHmetro  

8. Medidor y registrador de oxígeno 

disuelto 
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Figura 18.  Producción de la cepa BC10 mediante cultivo continuo

                   1. Acopio de cultivo viejo  

                   2. Medio de cultivo fresco 

                   3. Rotámetro (flujo de aire) 

                   4. pHmetro 

5. Control de temperatura 

6. Bomba perístáltica de doble  

cabezal para  alimentación 

 y descarga del medio.
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Figura 19. Obtención del superconcentrado celular a 

través del sistema SpintrexTM  

                                1. Colector de concentrado celular 

                             2. Bomba peristaltica 

                             3. Spintrex 

                             4. Colector del permeado 

2 
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4 
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Lo mismo ocurrió con los concentrados celulares que se dejaron sin crioprotector a 
20ºC, 4ºC. 

Los concentrados que fueron almacenados a temperatura ambiente y 25ºC fueron los 

que mostraron mayor estabilidad siendo estos últimos los que no necesitaron ser 

reactivados antes de realizar los ensayos in vitro. 

El concentrado celular  guardado a 25ºC durante 240 días mostró gran estabilidad en 

los primeros 45 días, luego desciende manteniéndose constante durante el tiempo 

restante (ver Figura 20). 

4.8 Recuento celular  

No fue posible efectuar recuentos celulares con resultados coherentes, por tal razón, se 

usó de manera alternativa el recuento en cámara, el cual arrojo una cifra de 4x107 

células/mL para una muestra tomada a las 12 horas de cultivo y 3x106 células/mL para 

otra que estuvo guarda durante dos semanas a temperatura ambiente.  

4.9 Aislamiento y caracterización parcial de la sustancia antagonista. 

Dado que se insistió en lograr producción de la sustancia antagonista antes de la 

esporulación tardía y en lo posible antes de la fase estacionaria, se planteó como 

estrategia inducir la liberación de la sustancia en la fase exponencial, teniendo siempre 

como objetivo de largo plazo la producción industrial, sin tiempos muertos que 

encarezcan el proceso. 
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Figura 20. Estabilidad del concentrado celular. Alícuotas fueron almacenadas a 

20ºC  durante 240 días, realizando las pruebas de antagonismo in vitro  y midiendo el 

radio externo de inhibición. 

 

 

 

 

 

 



 95

4.9.1 Inducción de la producción de sustancia antagonista por BC10 en presencia 

de Erwinia carotovora. 

La adición de Erwinia carotovora al medio de cultivo, induce la producción de la 

sustancia antagonista independiente de la cantidad de Erwinia adicionada, siempre 

que esta no interfiera con el desarrollo  de la cepa BC10 (ver Figura 21). 

Los mejores resultados en las pruebas de antagonismo se obtuvieron con Erwinia 

sonicada durante 1h y aplicando calor, adicionada en una proporción de 10% al medio 

de cultivo.  

La velocidad de crecimiento y el tiempo de duplicación de la cepa BC10  no se ve 

afectada por la adición de Erwinia Carotovora (ver Figura 22). 

La actividad antagonista se comenzó a observar en el extracto crudo inducido (E.C.I), 

obtenido de la muestra filtrada a las 4 h de cultivo. Auque el halo que se observa  no es 

definido si no hasta las 6 h de cultivo y la mejor actividad antagonista se alcanzó a las 8. 

Ver Tabla 12 y  Figura 23. 

4.9.2 Purificación parcial de la sustancia antagonista por medio de Centriplus® 

• El sistema de membranas Centriplus permitió purificar la sustancia antagonista a 

partir del C.B.I.E. Las pruebas de antagonismo in vitro mostraron actividad en el 

filtrado de la membrana YM-10 y filtrado de la membrana YM-3. 

• Se observó además que realizando las diafiltraciones pertinentes, el tamaño del halo 

del perrneado de la membana YM-3 se apreció más grande y nítido. 
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Figura 21. Ensayos de inducción. Cultivo a nivel de matraces de la cepa 

BC10 a los cuales se les agregó Erwinia en distintas concentraciones y 

modalidades. Como se observa en la imagen amplificada, en algunas 

oportunidades se utilizaron bolsas de diálisis que contenían Erwinia. 
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Figura 22. Gráficas comparativa de la cinéticas de crecimiento, entre un medio de 

BC10 sin Erwinia     , y otro con Erwinia     , relacionando a ésta última con el diámetro 

de los halos de inhibición   de los extractos crudos inducidos (E.C.I) obtenidos 

mediante la filtración del medio     en los distintos tiempos de la fermentación. 
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Tabla 12 Diámetro de los halos de inhibición de los E.C.I obtenidos 

mediante la filtración del medio con Erwinia en los distintos tiempos de la 

fermentación.    

Tiempo (h) Promedios diámetro  

promedio halo (mm) 

Observaciones 

0 .......    Halo definido 

2 .......              Halo definido 

4 11,25              Halo difuso 

6 12,56              Halo definido 

8 14,13              Halo definido 

10 16,00              Halo definido 

24 13,00              Halo difuso 

 
 

• Fue necesario realizar diafiltraciones a los retenidos de YM-30, YM-10 e YM-3, por 

cuanto mostraban algún nivel de antagonismo residual 

4.9.3 Determinación de la concentración de proteínas a través del método de 

sedmak 

El método de Sedmak permitió calcular mediante una curva de calibración, la 

concentración de proteínas presentes en los extractos crudos obtenidos en las distintas 

etapas de la purificación parcial. La relación entre la actividad antagonista (realizadas en 

triplicado) y la concentración de proteínas se muestra en la siguiente Figura 24. 
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Figura 23. Antagonismo in vitro de los extractos crudos inducidos (E.C.I); 

Visualización de los halos de inhibición a los distintos tiempos (medido en  

horas, T2:2 horas de cultivo, T4:4 horas de cultivo....) de la fermentación del 

medio con Erwinia. Estas muestras fueron filtradas obteniéndose el extracto 

crudo inducido. 
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4.9.4 Estimación del peso molecular 

Los experimentos de utrafiltración para estimar el Peso molecular de la fracción activa 

del E.C.U.I mostraron que ésta, fue filtrada en la membrana de 30, 10 y 3 KDa. 

Indicando que la masa molecular aparentemente esta bajo los 3000 Da  (Ver Figura 25). 

4.9.5 Espectro de absorción de la sustancia antagonista 

El espectro del E.C.U. I, mostró un pick de absorbancia en la región UV, manteniendo 

ciertos niveles de absorbancia en el visible, como se muestra en la Figura 26. 

4.9.6 Hemólisis de eritrocitos humanos. 

No se observaron cambios morfológicos de los eritrocitos humanos cuando se 

realizaron ensayos in vitro con las fracciones de extracto crudo inducido, extracto crudo 

concentrado inducido y concentrado celular. 

4.9.7 Estabilidad del extracto crudo inducido  

Las alícuotas obtenidas de las distintas fracciones de la etapa de purificación por 

ultrafiltración las cuales fueron almacenadas a -20ºC, temperatura ambiente y a 4ºC, 

pierden la actividad inhibitoria al cabo de 24 h. 

Otras fracciones obtenidas a partir de la filtración con filtros Millex GP-0,22µm 

previamente centrifugadas a 8.000xg por 10 min a 4ºC, que fueron dejadas a -20ºC no 

perdieron su actividad inhibitoria durante el tiempo que se analizó estabilidad. 
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Figura 24. Purificación parcial de metabolito(s) antagonista(s). Relación entre 

el diámetro del halo y la concentración de proteínas de las fracciones purificadas 

parcialmente mediante ultrafiltración. 
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Figura 25. Prueba de antagonismo in vitro de la fracción del permeado 

de la membrana de 3 KDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 104

Espectrograma

0,000

0,200

0,400

0,600

0,800

1,000

1,200

1,400

200 300 400 500 600 700 800

Longuitud de onda 

A
bs

or
ba

nc
ia

 (n
m

)

  

Figura 26. Espectro UV-visible de E.C.U.I. Última fracción obtenida 

mediante ultrafiltración en la membrana YM-3 
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5. Discusión  
 

La cala (Zantedeschia spp.) flor ornamental cuyo cultivo intensivo resulta de gran 

interés comercial en países como Nueva Zelanda, Holanda, y Estados Unidos, 

(Seemann y Andrade, 1999), ha adquirido gran importancia en los últimos dos 

años en Chile, (ODEPA, 2005). 

El cultivo de cala se ve afectado por E. carotovora, patógeno que causa pudrición 

húmeda (Wright, 1998; Snijder y Tuyl, 2002), generado pérdidas hasta del 100% 

de los cultivos, lo que afecta considerablemente al sector productivo del país 

(Etcheverría, 2002). 

Las presiones económicas y ecológicas, han llevado a las instituciones ejecutoras 

y financieras a generar alternativas al control químico exclusivo, en la protección 

de plantas. Dentro de estas alternativas el control biológico es un método 

relativamente moderno cuyo objetivo principal es el mantener, a través de ciertas 

prácticas y de la introducción de una biomasa de antagonista, todos los 

componentes del agrosistema en perfecto equilibrio (Bettiol, 1991) 

En la búsqueda y selección de microorganismos como agente de biocontrol, el 

género Bacillus spp. ha resultado de gran eficacia en el control de fitopatógenos 

(Katz y Demain,1977). Las bacterias pertenecientes a este género tienen formas 

de bastón, son Gram positivos, (Sneath, 1989), capaces de producir endosporas 

que resultan altamente resistentes a condiciones medio ambientales 

desfavorables (USA, 1997), sintetizan una variedad de metabolitos que ejercen 
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antagonismo contra hongos y bacterias fitopatógenas (Mc keen et al., 1986; Silo-

such et al., 1994; Leifert et al., 1995). En la mayoría de los casos estudiados el 

mecanismo de acción, mediante el cual  se genera el control de estos patógenos, 

es la producción de antibióticos y otras sustancias de efecto similar.  

Bacillus subtilis, es la especie tipo del género Bacillus que con mayor frecuencia 

ha sido informada por su capacidad de producir sustancias antibióticas contra 

patógenos vegetales. (USA, 1997).  

5.1 Características fenotípicas de la cepa BC10 

La cepa BC10, utilizada en el presente trabajo fue identificada mediante pruebas 

bioquímicas convencionales como perteneciente al género Bacillus, relacionada 

taxonómicamente al grupo subtilis, no obstante, los resultados obtenidos mediante 

las pruebas API 20 E y API CH 50 de Bio Merieux determinó que sólo un 59,8% 

corresponde a subtilis. Dentro de las características de la cepa BC10, cabe 

mencionar, la producción de lecitinasa, enzima capaz de hidrolizar la lecitina de la 

membrana celular, causando la lisis de estas (Wilson, 2000).  

5.2 Afinamiento de las pruebas de antagonismo in vitro 

Para determinar la capacidad antagonista de él o los metabolitos producidos por la 

cepa BC10, se utilizó la técnica de la gota sobre césped descrita por Barefood y 

Klaenhammer (1983), visualizando el efecto inhibitorio a través de “halos de 

inhibición”. En este tipo de ensayos se deben considerar variables como, la 

facilidad del metabolito de difundir a través del agar, estabilidad del compuesto, 
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velocidad de crecimiento y la cantidad del microorganismo que se quiere controlar, 

dado que la interpretación de estos puede conducir a conclusiones erróneas, si no 

se consideran. 

Respecto a la temperatura de incubación para realizar las pruebas de 

antagonismo in vitro, se estableció que 24ºC era una temperatura adecuada, ya 

que a ésta temperatura se prioriza la producción de la sustancia antagonista por 

sobre el crecimiento, situación que resulta inversa a 32ºC, donde el crecimiento 

del Bacillus tiende a invadir la superficie de los medios sólidos (Wilson, 2000; 

Sneath, 1989) 

Al momento de visualizar y verificar el antagonismo in vitro, es importante la 

selección del medio sólido, esto debido a que se pudieron observar claras 

diferencias de gran significancia en el tamaño del radio externo de inhibición, el 

cual vario desde 1 mm en agar peptona a ~10 mm en agar con melaza y papa 

dextrosa, por esta razón los medios sólidos se agruparon en tres categorías según 

el tamaño y revelado de los halos (nitidez del halo); la primera categoría está 

constituida por el agar peptona, nutritivo, “plate count” y tripticasa, la segunda, por 

el agar saboraud y la tercera, agrupa al agar papa dextrosa y otros medios a base 

de melaza como, MBMa, MBM-Ca+2, MBG. Las diferencias observadas en el 

tamaño del halo, se deberían a que los primeros (agar peptona, nutritivo, “plate 

count” y tripticasa) son ricos en fuentes de nitrógeno orgánico, aportado en gran 

parte por las peptonas, extractos de carne y levadura. Sin embargo, presentan 

muy poca o ninguna fuente de carbono, lo que podría explicar las pequeñas 
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diferencias observadas entre el agar plate count y tripticasa que poseen una pobre 

fuente de carbono y un halo levemente mayor en comparación al agar peptona y 

nutritivo que no tienen fuentes de carbono y presentan halos más pequeños. 

Respecto al agar Saboroud, éste presenta buenas fuente de nitrógeno y carbono 

pero ésta última no se encuentra tan disponible como en el agar papa dextrosa y 

el resto de su grupo. 

Los medios MBMa, MBM-Ca+2, MBG y APD fueron los que permitieron visualizar 

de mejor forma los halos de inhibición, los tres primeros fueron preparados en los 

laboratorios de microbiología del ICYTAL, en cambio el APD es un medio 

comercial, certificado por Merk. Por lo mencionado anteriormente, se eligió este 

último para realizar las pruebas de antagonismo in vitro, ya que al realizar 

innumerables pruebas, la formulación del medio sólido puede variar y agregar un 

% de error, el cual disminuye al utilizar un agar comercial. 

Las claras diferencias observadas en la medición del radio externo de inhibición, 

puede deberse a las distintas facilidades de los sustratos para ser utilizados por el 

microorganismo y a la disponibilidad de fuentes de carbono en estos medios 

sólidos.  

Por último, la confrontación de Bacillus con Erwinia sobre agar manitol y agar papa 

dextrosa revela la presencia de un doble halo de inhibición, una zona pequeña en 

donde el daño provocado a Erwinia es bactericida y una zona mayor donde el 

efecto es bacteriostático. Esto podría deberse a que la concentración de la 
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sustancia antagonista es mayor alrededor de las colonias de BC10 y que al 

difundir la concentración de esta va disminuyendo en forma proporcional a la 

capacidad antagonista.  

5.3 Estudios preliminares para el crecimiento de la cepa BC10 

Los componentes empleados en la industria de la fermentación industrial son 

generalmente complejos, siendo importante considerar diferentes aspectos como 

el costo de los mismos, la disponibilidad y la estabilidad en su composición 

química. Respecto al costo de los nutrientes, estos pueden llegar a representar 

entre el 10 y el 60 % del total de muchos productos obtenidos mediante procesos 

de fermentación, por lo que se hace prioritaria la incorporación de constituyentes 

baratos. (Dale y Linden, 1984 citado por Rehm et al., 1993). 

Las materias primas que se utilizan con mayor frecuencia en la formulación de 

medios a nivel industria son, los granos, melaza, celulosa y suero de queso, entre 

otras (Ortega, 1998; Shuler,.y Kargi, 2002). 

De acuerdo a estos antecedentes y a trabajos previos realizados con cepas de 

Bacilus spp, el presente estudio se oriento a la construcción y formulación de 

medios de cultivos líquidos, que permitieran obtener un alto rendimiento en 

biomasa empleando materias primas que se utilizan en el sector industrial. 

Efectivamente, los resultados de los estudios preliminares para el crecimiento de 

la cepa BC10, mostraron que los medios M5 y M6, a base de melaza y los medios 

M7 y M8 a base de suero de queso, permitieron obtener fases de latencia muy 
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cortas, observándose un rápido crecimiento y una alta cantidad de células. Sin 

embargo, estos últimos para efecto de los estudios a nivel de laboratorio resultan 

engorrosos. Por el contrario, los medios M1, M2, M3 y M4 presentaron algunos 

problemas al exhibir tiempos de latencia prolongados, no alcanzando una alta 

concentración de células, debido a que no poseen todos los macronutrientes y 

micronutrientes necesarios para el crecimiento de la cepa BC10.  

Cabe destacar, que la utilización de estos medios resulta conveniente al 

proyectarse en un futuro escalamiento industrial, no solo por las características 

cinéticas si no también por ser de bajo costo.  

Respecto a la adición de calcio a los medio de cultivo para modificar la 

permeabilidad de la membrana (Bernal, 1999) se determinó que su uso es 

prescindible porque no facilitó la liberación del metabolito o sustancia antagonista. 

Es más, la adición de calcio a los medios de cultivos líquidos hace difícil la 

manipulación de las muestras al medir densidad óptica debido a la floculación 

generada. 

Respecto a las condiciones favorables de crecimiento de la cepa BC10, el pH 5,5 

no tuvo consecuencias sobre el crecimiento y la producción de la sustancia 

antagonista. La temperatura tuvo gran relevancia sobre la estrategia de 

producción debido a la tendencia a esporular de la cepa a temperaturas cercanas 

a los 4ºC.  
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• Diferencias morfológicas 

Al observar la morfología al frotis de la cepa BC10 en los distintos medios de 

cultivo se pudo constatar diferencias significativas en cuanto al tamaño de estas. 

Según los antecedentes proporcionados por Shuler y  Kargi (2002), sería usual 

comprobar, en los cultivos bacterianos, que cuanto más rico es un medio, y por lo 

tanto menor es el tiempo de duplicación (td), mayor es el tamaño medio de las 

células. 

• Formación de la “nata o velo” 

Otro aspecto observado desde el principio de esta investigación, fue la formación 

de una “nata” o “velo” sobre la superficie líquida de los medios de cultivo en 

reposo luego de transcurridas doce horas sin agitar. Posteriores análisis llevados a 

cabo mediante microscopia electrónica, permitieron visualizar a los bacilos unidos 

dentro de un estructurado ecosistema denominado biofilm. 

Según lo señalado por Ophir et al., (1994) y O’Toole et al., (1998), los biofilms son 

comunidades bacterianas incluidas en una matriz de exopolisacáridos producida 

por las bacterias y adheridas a una superficie viva o inerte. Este modo de 

estructuración constituyen un modo de crecimiento protegido que permite la 

supervivencia de las bacterias en un medio hostil como disminución o aumento de 

la disponibilidad de nutrientes,  pH, tensión de oxígeno y temperatura.  
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El componente del biofilm mejor estudiado corresponde a exopolisacáridos, los 

cuales jugarían un rol importante en la estructura y función de este (Sutherland, 

1985). 

Otro aspecto a considerar son los mecanismos a través de los cuales las bacterias 

son transportadas hacia una superficie. Estos incluyen, contacto al azar con el 

sustrato y entre ellas debido al movimientos de tipo Browniano, sedimentación por 

diferencias en gravedad específica entre las bacterias y el medio en el que se 

encuentran, transporte hacia la superficie por el movimiento del medio y transporte 

activo mediado por actividad flagelar que puede incluir o no quimiotaxis (Van 

Loosdrecht et al., 1990). 

De acuerdo a estos antecedentes, la formación de esta “nata” por la cepa BC10, 

se explicaría por los movimientos Brownianos que junto a las diferencias 

específicas de gravedad de las partículas permitirían que algunas de estas 

flocularan y sedimentaran, a la vez que debido a los movimiento producidos en el 

medio otras comenzarían a ascender hasta la superficie. Esto ocurriría con la 

ayuda de aire remanente, de gases y otros volátiles liberados durante la 

fermentación, los cuales tienden a ascender arrastrando a todos aquellos 

componentes adheridos a la superficie de sus burbujas. Una vez en la superficie 

del medio de cultivo, estas células se unirían quedando inmersas en una matriz de 

exopolisacáridos formando la “nata”, que le permitiría satisfacer las necesidades 

de oxígeno. Esto sería un modo de crecimiento protegido que permitiría que estas 

bacterias se mantuviesen en forma activa de crecimiento. 
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5.4 Cinética de crecimiento 

La excesiva latencia, que no volvió a ser observada, puede deberse a que su uso 

frecuente le permitió mantenerse activa; además de haber tenido siempre la 

precaución de trabajar con un inóculo fresco. 

Los estudios de cinética de crecimiento de la cepa BC10 en medio MBM 

mostraron una corta fase exponencial con un rápido crecimiento de cuatro a seis 

horas, alcanzando la fase estacionaria al cabo de las seis a siete horas 

aproximadamente. 

El medio MBM fue elegido para la producción de grandes cantidades de la cepa 

BC10 al presentar mejores parámetros cinéticos (velocidad específica de 

crecimiento y tiempo de duplicación), esto se debería a que este medio formulado 

a base de melaza tiene un alto valor nutritivo, aportando un 50,46% de azúcares 

fermentables y un 53,83% de azúcares reductores, dentro de los cuales 

encontramos la glucosa, rafinosa y sacarosa, siendo esta última la que se 

encuentra en mayor concentración (~45%). La melaza, además de ser una buena 

fuente de carbono de fácil asimilación para el microorganismo, es un alimento rico 

en vitaminas del grupo B, contiene aminoácidos esenciales y minerales como 

calcio, sodio, cloro, magnesio, potasio, hierro y cobre. (Bronn, 1985 citado por 

Rehm et al., 1993).  

Otro punto a analizar, es que al medio MBM resulta conveniente agregar una 

pequeña cantidad de sacarosa en forma de cristales puros, a pesar de que la 
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melaza se compone en un 45% de sacarosa. Esto se debería a que el 

microorganismo necesitaría un impulso inicial utilizando un azúcar puro y no con 

impurezas como los de melaza. Si bien, los objetivos de esta tesis no fue 

determinar los rendimientos de los sustratos, sería interesante realizar estos 

estudios en etapas futuras.  

Por otro lado al analizar y comparar los resultados obtenidos en los distintos 

medios de cultivos seleccionados, se observó que la cantidad de biomasa 

obtenida en el medio MBM era mayor. Esto se debería a que el medio cumple 

cabalmente las exigencias nutricionales, lo cual se pone de manifiesto con la 

cantidad de biomasa microbiana obtenida en este medio.  

• Formación de espuma 

La formación de espuma fue un fenómeno claramente observado durante los 

cultivos de la cepa BC10 en la modalidad Batch de 1L y de 14L, no así en los 

cultivos en matraces. Si bien este efecto, no se presenta desde el comienzo del 

cultivo implicó tomar la precaución de proveer suficiente antiespumante al medio 

de cultivo al inicio de la fermentación.  

Por otra parte, las diferencias observadas en la formación de la espuma en las 

distintas modalidades de cultivo, se debería a que en las fermentaciones llevadas 

a cabo en los microfermentadores, se introduce aire comprimido por la parte 

inferior del(los) agitador(es) obligando a los gases a ascender y espumar con las 

proteínas, enzimas, células y restos celulares adheridos a las burbujas.  
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5.5 Recuentos celulares 

Según los antecedentes obtenidos anteriormente por Ortega (1998) y en la 

Universidad Católica de Valparaíso, los recuentos celulares de cepas de Bacillus, 

no se pudieron llevar a cabo debido a sucesivos incrementos y reducciones, 

dando resultados poco lógicos y no repetitivos. Del mismo modo, en este estudio 

se intentó obtener una relación de UFC/mL en cada etapa de producción de la 

cepa BC10, sin embargo, fue siempre observable la activación y desarrollo 

diferencial de las colonias, es decir, bajo las mismas condiciones medio 

ambientales algunas bacterias pueden reactivarse rápidamente, formando grandes 

colonias mientras que otras retardan su activación  observándose colonias muy 

pequeñas. Esto estaría relacionado con la capacidad que presenta la cepa 

antagonista BC10 (Bacillus spp.) de formar esporas, característico de la familia 

Bacillaceae a la cual pertenece la cepa referida.  

Esta inconveniencia llevó a optar por la realización de los recuentos celulares 

aproximados utilizando una cámara de conteo (Neubauer), sin embargo, ésta 

técnica presenta varias limitaciones, entre ellas el hecho que no es método 

práctico para un gran número de muestras, no es sensible y no distinguen entre 

las células viables de las  no viables. 

5.6 Producción de cantidades de antagonista 

La densidad óptica obtenida del cultivo en batch de 14 L fue tres veces mayor a la 

del cultivo batch de litro y 4 veces mayor a la obtenida en matraces agitados, esto 
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estaría relacionado al hecho de que en los fermentadores de laboratorio se está 

regulando el pH, la temperatura, el flujo de oxígeno y la agitación en forma 

automática, en cambio el cultivo en matraces carece de tal control. Por otro lado, 

el equipo en que se realizaron los cultivos en batch de 14 L permite una mejor 

aireación y agitación que un sistema batch de L. 

5.7 Pruebas de inducción 

Mediante las pruebas de antagonismo in vitro en las que se enfrentaron  alícuotas 

de los concentrados celulares de la cepa BC10 sobre un césped de Erwinia, se 

evidenció la formación de los  “halos de inhibición”, la difusión de uno o más 

compuestos con actividad biológica contra este fitopatógeno, no obstante los 

filtrados de los concentrados celulares obtenidos de la fermentación de la cepa 

BC10 en los distintos medios de cultivo líquidos no mostraron actividad 

antagonista. Estos resultados coinciden con los de Sadfi et al., 2002, que 

sugieren, que la producción de la sustancias antagonista es inducida  por la 

presencia del fitopatógeno, dependiendo de las características y condiciones del 

medio. Más específicamente, un cultivo individual de la cepa antagonista, podría 

estar produciendo ciertas sustancias que estarían siendo inactivadas o adsorbidas 

por las células de B. subtilis, perdiendo su actividad inhibitoria. De la misma 

manera, otros autores agregan que la producción de una gran cantidad de 

lipopéptidos, es dependiente de la composición de los medios de cultivos, donde 

la regulación catabólica e inducción aparecen generalmente como los mecanismos 
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que controlan la biosíntesis de lipopéptidos (Yakimov et al., 1995 ; Kluger et al., 

1989; Besson y Michel, 1992; Ullrich et al., 1991) . 

Por otro parte, según lo señalado por Katz y Demain (1977), la biosíntesis de 

antibióticos son procesos regulados por mecanismos de exacerbación inducida, 

como la esporulación. A su vez, Stein (2005), aclara que si bien la esporulación de 

las bacterias no es un fenómeno obligado para la biosíntesis de antibióticos, se 

han reportado algunos casos en que la síntesis de éstos está regulada por 

factores compartidos con los procesos de esporulación. En este aspecto otros 

autores (Katz y Demain, 1977; Errington, 2003), agregan que tanto la síntesis de 

antibióticos como la esporulación de las células son procesos controlados por 

represión catabólica. 

Ciertamente, muchos de los autores estudiados concuerdan en que para la 

biosíntesis de estos lipopéptidos, juega un rol crucial la esporulación, de hecho el 

rango de tiempo que toman los investigadores para los cultivos de las cepas de B. 

subtilis varían entre  las 12 horas a los 6 días. Sin embargo, esto traería ciertas 

complicaciones al pensar en un futuro escalamiento a nivel industrial, debido a que 

procesos productivos tan largos encarecerían los productos finales.  

Si bien, el objetivo de esta investigación no fue comprobar la biosíntesis y 

liberación de la sustancia antagonista en una fase tardía de crecimiento, por las 

razones mencionadas en el párrafo anterior, resultaría igualmente en una 

posibilidad de producción de estos. En tanto que la estrategia propuesta en esta 

investigación, después de haber comprobado que él o los metabolitos con 
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actividad antagonista no se producía(n) hasta las 52 horas de cultivo, fue la de 

insistir en la posibilidad de inducir la producción de estos, dejando completamente 

de lado la producción en la fase estacionaria tardía. 

Es así como, los ensayos de inducción realizados en medio líquido, enfrentando la 

cepa productora de antagonista con el patógeno E. carotovora sonicada mostraron 

gran efectividad antagónica. Es por ello que junto a los antecedentes bibliográficos 

obtenidos, se podría sugerir que la producción de este metabolito con actividad 

biológica está inducida por la presencia de Erwinia. 

Otro aspecto a determinar, fue la cinética de producción de este metabolito, el cual 

comienza a ser producido extracelularmente a partir de las cuatro horas de cultivo, 

es decir, en la segunda mitad de la fase exponencial de crecimiento, obteniéndose 

una máxima actividad a las ocho horas y comenzando a decaer a las doce horas. 

Resulta pertinente citar a Gaden (2000), quién hace la diferencia entre tres tipos 

de metabolitos, los de tipo I, que corresponde a productos asociados al 

crecimiento y que aumenta en forma proporcional al metabolismo de energía de 

los hidratos de carbono, los metabolitos tipo II, que son los productos indirectos 

del metabolismo de hidratos de carbono y los de tipo III que corresponden a los 

productos que no están relacionados a la oxidación de los hidratos de carbono. 

Entonces, conforme a Gaden (2000), los resultados obtenidos estarían indicando 

que la sustancia antagonista producida por la cepa BC10 sería un metabolito tipo 

II de Gaden, no obstante, los antecedentes que señalan que estas sustancias son 

metabolitos secundarios que normalmente se producen en una fase tardía de su 
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ciclo de crecimiento. (Menkhaus et al., 1993; Stein et al., 1996; Duitman et al., 

1999). 

Por otro lado, en la estrategia de inducción se prefirió utilizar Erwinia sonicada y 

no Erwinia viva, debido a que la producción del metabolito por la cepa BC10 se 

apreció disminuída, lo se debería a que Erwinia, al estar activa, competiría con 

Bacillus por los sustratos, retardando el crecimiento y producción de metabolitos. 

5.8 Purificación y caracterización parcial del metabolito antagonista 

5.8.1 Estrategia de purificación parcial 

La recuperación y purificación parcial de los lipopéptidos del caldo de cultivo, es el 

mayor problema al que se enfrenta la comercialización de estos. Los métodos 

comúnmente utilizados, involucran la precipitación a pH extremos y extracción con 

solventes orgánicos (Arima et al., 1968), lo que normalmente conlleva  la 

liberación de otros subcomponentes considerados impurezas o a la formación de 

intermediarios inactivos (Peypoux et al., 1978 citado por Bonmatin, 2003). 

En la búsqueda por desarrollar un método más económico y menos dañino, se 

encontró que los  lipopéptidos pueden ser purificados parcialmente mediante el 

sistema de ultrafiltración y diafiltración escalonada. Estos sistemas tienen un 

rendimiento aceptable y, comparados con otros procesos de purificación 

convencionales, presentan la ventaja de poder separar eficazmente los 

lipopéptidos de otras macromoléculas, a la vez que minimizan la pérdida de éstos 

por adherencia a las membranas (Lin Sung-Chyr y JIang Horng-Jyh,  1997). 
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Además, el efecto de denaturación es menor comparado con los métodos de 

precipitación (Deutscher, 1990). Es así como, considerando las razones 

mencionadas anteriormente, en el presente estudio la estrategia utilizada para la 

purificación parcial de él o las sustancias antagonistas producidas por la cepa 

BC10, fueron la ultrafiltración y diafiltración escalonada.   

Respecto a la concentración inhibitoria, es posible apreciar que mientras la 

concentración de proteínas disminuyen drásticamente en cada etapa de la 

ultrafiltración, los diámetros de los halos se mantienen similares dentro de un 

mismo rango, lo que estaría indicando que se ha logrado purificar parcialmente 

el compuesto, ya que aún con una baja concentración de proteínas el extracto 

final (filtradoYM3) ejerce un efectivo antagonismo sobre E.  carotovora. 

5.8.2 Caracterización parcial 

Estudios anteriores señalan que los antibióticos peptídicos son pequeñas 

moléculas de peso molecular que oscilan entre los 300 a 4500 (Bodansky y 

Perlman, 1969). Además se ha demostrado que específicamente Iturina A es 

capaz de provocar daños morfológicos severos en eritrocitos humanos, 

provocando su hemólisis (Aranda et al., 2005). En esta investigación sobre la 

naturaleza del compuesto producido por la cepa BC10, después de la purificación 

parcial, se observó que la sustancia activa tenía un peso molecular estimado bajo 

los 3 kDa y absorbe luz en el espectro UV, lo cual concuerda con las 

características de los lipopéptidos. Si bien la actividad hemolítica dio negativa, 
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ésta es una característica importante para algunos tipos de lipopéptidos, como 

iturina A. 

• Espectro de Absorción 

Por largo tiempo se ha reconocido el potencial de  B. subtilis para producir 

antibióticos, siendo predominantes los antibióticos de naturaleza peptídica (Stein, 

2005). Respecto al espectro de absorción de estas sustancias, Bernal et al., 2002, 

informaron de un lipopéptido provenientes de Bacillus  que absorbe luz a 212 nm. 

Antecedentes adicionales, señalan que las proteínas en solución, presentan  

absorbancia máximas en el espectro UV a 280 y 210 nm, donde los aminoácidos 

que presentan  anillos aromáticos como, el tripófano, tirosina, fenilalanina e 

histidina son la principal razón para la absorbancia a 280 nm, mientras que la 

absorbancia a 210 nm se debería a los enlaces peptídicos. (Murray, 1990).   

Por consiguiente, con el propósito de estudiar el espectro del permeado de la 

membrana YM-3 (último rango probado que presentó actividad antagonista) se 

realizó un barrido UV-visible. El espectro obtenido, mostró un pick de absorbancia 

en la región UV, manteniendo ciertos niveles de absorbancia en el visible. Si se 

parte del supuesto, que lo más probable sea que el compuesto producido por 

Bacillus fuese de naturaleza peptídica se esperaría, que el espectro no tuviese 

absorbancia mayores a 310 nm (región donde absorbe el triptófano), por otra 

parte, analizando la composición aminoacídica de los distintos lipopéptidos 

aislados de B. subtilis, se observa un residuo de tirosina invariable en la posición 
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2 para el género de iturinas, pero ningún otro residuo aromático (Bonmatin et al., 

2003), es por eso que se podría decir que, si el compuesto aislado fuese de 

naturaleza peptídica la absorción en el espectro UV se debería al residuo de 

tirosina. Por otra parte, la débil absorción en el espectro visible, indicaría que la 

fracción obtenida no ha sido totalmente purificada, lo cual se comprueba con un 

análisis visual donde se sigue notando una leve coloración café (proveniente de la 

melaza). 

5.9 Estudios de estabilidad del formulado líquido 

El formulado líquido diseñados a partir de los concentrados celulares, fueron 

almacenados a 20ºC siendo estables al menos por 8 meses, sin embargo, a 

temperaturas bajas y de congelación con y sin crioprotector éstos esporularon, ya 

que no se observó actividad antagonista sino hasta recobrar la forma vegetativa. 

Es importante señalar que si estas muestras son incubadas en sacarosa durante 

dos horas con agitación tienen idéntica actividad antagonista a la obtenida en los 

primeros días de almacenamiento. 

Por otra parte, la estabilidad del ECI, almacenado a -20ºC, persiste durante dos 

semanas. La poca estabilidad del extracto crudo inducido se podría deber a los 

cambios bruscos en las condiciones físicas, ya que estas muestras fueron 

congeladas a -20ºC y descongeladas a 45ºC.  

La poca estabilidad del extracto crudo inducido se podría deber a diversas causas 

dentro de las se pueden mencionar una variedad de condiciones y procesos que 
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pudiesen haber conducido a cambios de actividad y de estructura de estos 

lipopéptidos, como exceso de dilución, exposición a enzimas y/o péptidos 

degenerativos, oxígeno, cambios físicos o pérdidas de componentes en las 

sucesivas etapas de purificación y otras condiciones inusualmente rigurosas. 

En futuras investigaciones sería crucial definir y estandarizar las condiciones que 

permitieran mantener la estabilidad del compuesto por más tiempo, ya que este 

aspecto es de vital importancia cuando se requieren efectuar ensayos de actividad 

posteriormente (Deutscher, 1990). 
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5.10 Conclusión 

 

En el contexto de la formulación de un biopesticida efectivo para el control de 

Erwinia carotovora, patógeno causante de la pudrición blanda en cala, es que en 

ésta investigación se trabajó con la cepa BC10, antagonista natural de Erwinia 

identificada como perteneciente al género Bacillus, relacionada taxonómicamente 

al grupo subtilis. Del trabajo con éstas se llegaron a las siguientes conclusiones: 

• Al momento de visualizar y verificar el antagonismo in vitro, es importante la 

selección del medio sólido. En ésta investigación se observaron claras 

diferencias de gran significancia, en el radio externo de inhibición, las que 

puede deberse a las distintas facilidades de los sustratos para ser degradados 

y catabolizados por el microorganismo y a la disponibilidad de fuentes de 

carbono en estos medios sólidos. Es por esto, que se hace imprescindible la 

utilización de medios como: papa dextrosa o algún otro de su categoría. 

Respecto a la temperatura de incubación para la realización de estas pruebas, 

se estableció que 24ºC, era una buena temperatura para observar los halos de 

inhibición. 

• Respecto a la cinética de crecimiento de la cepa BC10 en medio MBM, ésta 

mostró una corta fase exponencial con un rápido crecimiento de cuatro a seis 

horas, alcanzando la fase estacionaria al cabo de las seis a siete horas 

aproximadamente. Cabe destacar, que la utilización de un medio a base de 
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melaza, resulta conveniente al proyectarse en un futuro escalamiento 

industrial, no solo por las características cinéticas si no también por ser de bajo 

costo.  

• La producción de espuma es un fenómeno claramente observado durante los 

cultivos de la cepa BC10, por lo que, se debe considerar la incorporación de 

antiespumante desde el comienzo de la fermentación.  

• El cultivo en la modalidad Batch de 14 L permite la producción de mayores 

cantidades de antagonista, aspecto favorable al pensar en las aplicaciones de 

campo que se deberán llevar a cabo. 

• Los resultados obtenidos a partir de los ensayos in vitro permitieron visualizar 

halos de  inhibición, los que estarían indicando que la cepa BC10 es 

productora de uno o más metabolitos con fuerte actividad antagonista sobre 

Erwinia carotovora. En tanto que, la estrategia de producción en medio líquido 

de estos compuestos, fue la de inducir la generación y liberación extracelular 

de estos, dejando completamente de lado la estrategia de producción en la 

fase estacionaria tardía, ya que estos son procesos demasiado largo, que 

encarecería los productos finales.  

• Por otra parte, junto a los antecedentes bibliográficos y los resultados 

obtenidos a partir de los estudios de inducción de la cepa BC10 en medio 

líquido, se puede inferir, que la cepa BC10 adecuadamente inducida por la 

presencia de Erwinia (de preferencia sonicada), comienza la liberación de  él o 

los metabolitos antagonistas al medio en la fase exponencial de crecimiento y 

no en una etapa tardía. En otras palabras, se estaría induciendo a que un 
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metabolito que “naturalmente” es secundario  pasara a ser un metabolito 

extracelular tipo II según Gaden.  

• Dado los antecedentes que existen, es factible pensar que BC10 actúa a través 

de la producción de una sustancia de naturaleza peptídica o relacionada a 

ésta, sin excluir la posibilidad de la participación de otros mecanismos de 

acción como la producción de enzimas como las lecitinasas. 

• La ultrafiltración y diafiltración escalona resulta ser un método amigable y 

económico que permitió la  purificación parcial del compuesto. 

• sobre la naturaleza del compuesto producido por la cepa BC10, se observó 

que la sustancia activa tenía un peso molecular estimado bajo los 3 kD y 

absorbe luz en el espectro UV, lo cual concuerda con las características de los 

lipopéptidos. Si bien la actividad hemolítica dio negativa, ésta es una 

característica importante para algunos tipos de lipopéptidos, como iturina A. 

• Respecto a la estabilidad del concentrado y extractos crudos. los concentrados 

celulares almacenados a 20ºC fueron estables durante 8 meses, sin embargo, 

a temperaturas bajas y de congelación con y sin crioprotector estos 

esporularon. Es importante señalar que si éstas muestras son incubadas en 

sacarosa durante dos horas con agitación tienen idéntica actividad antagonista 

a la obtenida en los primeros días de almacenamiento. 

• Por otra parte, la estabilidad del ECI, almacenado a -20ºC, persiste durante dos 

semanas. La poca estabilidad del extracto crudo inducido se podría deber a los 

cambios bruscos en las condiciones físicas. 
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En resumen, el efecto antagónico observado in vitro y la estabilidad del 

concentrado celular permiten que éste formulado líquido sea efectivo contra la 

infección de Erwinia y la proyección de su uso en la agricultura.  

 Recomendaciones: 

• Si bien, en la presente tesis no se efectuaron estudios respecto a la biosíntesis 

de metabolitos con actividad antagonista en fases de crecimiento tardío, sería 

interesante considerar ésta estrategia en futuras investigaciones para el diseño 

de biopesticidas con la cepa BC10.  

• Realizar análisis de ultraestructuras de las pruebas de antagonismo in vitro 

mediante microscopia electrónica, para indagar el mecanismo mediante el cual 

la cepa BC10 actúa sobre Erwinia. 

• Para la producción industrial sería interesante determinar los rendimientos de 

sustratos, curvas de calibración volumen empacado vs. UFC/mL. 

• Obtener cantidades del metabolito aislado para concentrarlo y profundizar 

sobre su naturaleza, realizando análisis de la secuencia aminoacídica, a fin de 

determinar la estructura de este. 

• Por último, respecto al formulado líquido, éste debería ser agitado antes de ser 

aplicado y diluido convenientemente hasta obtener un concentración de 108, 

respecto a la forma de almacenamiento y trasporte, éste debería  mantenerse 

almacenado en forma séptica en envases plásticos estériles previamente 

esterilizados y a Tº ambiente. 
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Anexo 1. Identificación cepa BC10 sistema API 

 
 
 

Anexo 2. Determinación del pH de la tierra 

Con el objetivo de determinar el pH del sustrato donde se cultiva cala, se peso 1 g de 

tierra proveniente de los invernaderos de BOPAR y se mezclo con 2,5 mL de agua 

destila estéril, se homogenizó durante 1 h en el vortex y luego se dejó decantar, una vez 

que la tierra sedimento se midió el pH de la suspensión. 
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Anexo3. Preparación de Buffer Fosfato 
 

 
 
 

 
La condición es que  X ≤  8g/L en un cultivo microbiano 
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Anexo 4.Cálculos cultivo continuo 
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Para lograr el estado estacionario es recomendable asegurar que haya transcurrido 3 
tiempos de residencia τ  
 

 

 
 
Si el flujo medido fue 5,83 mL/min para F1 y 1,66 mL/min durante 60 min para F2. 

Entonces las condiciones reales de trabajo fueron:  
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Anexo 5. Preparación de medios sólidos para los ensayos de antagonismo in vitro  

Con la finalidad de seleccionar un medio sólido para la realización de las pruebas de 

antagonismo in vitro se prepararon tres medios sólidos (descritos en la Tabla) a partir 

de un medio base, cuya composición se muestra en la siguiente tabla. 

Composición de medios sólidos 

Medio sólido Composición Cantidad g ó mL 

Medio base  100  MBCa+2 

 CaCl2 x 2 H2O 0,5 

Medio base  100 MBMa 

 Manitol 1,0 

Medio base 100 MBG 

 Glucosa 1.0 

 Composición del medio base 

Componentes Cantidad en g ó mL 

melaza 5,00 

Sulfato de amonio 1,00 

Extracto de levadura 0,40 

Agar- agar 7,50 

Agua destilada 500 
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Anexo 6. Protocolos de purificación que fueron probados antes de los ensayos de 

inducción 

¾ Protocolo l  

Con la finalidad de encontrar la actividad antibiótica en el sobrenadante, se trabajó en 

la obtención de un extracto crudo, según lo descrito por Bernal (2002). 

El concentrado celular se centrifugó por 30 min a 10.000xg, para remover las células. 

El pellet fue descartado y el sobrenadante acidificado con un ácido concentrado (HCl 

6M) a un pH 2,5. Luego esta solución se autoclavó a 0,75 atm por 10 min, se 

centrifugó por 10 min a 8.000xg y se separó el sobrenadante ajustandolo a pH 7. La 

única variación efectuada al protocolo fue que se ajustó a pH 5,5 ya que ese es el pH 

del sustrato, donde se cultivan las calas. 

Se tomaron alícuotas de los distintos concentrados celulares y del permeado del 

Spintrex, realizando pruebas de antagonismo en cada etapa del estudio. 

Los resultados obtenidos mostraron que el sobrenadante y el pellet pierden actividad 

antagonista al ser ajustados a pH 5,5. Se probó entonces ajustar el sobrenadante a 

distintos pH en un rango de (1- 9), para determinar si este factor pudiera estar 

afectando la estabilidad del compuesto. Los ensayos mostraron actividad antagonista 

sólo en los sobrenadantes bajo pH 3, donde se utilizó como control, medio estéril 

acidificado con HCl 6M a pH 2,5 del cual también se observó una clara actividad 

antagonista.  
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Protocolo 2 

Basándose en McKeen (1986) se procedió a centrifugar el concentrado celular por 20 

min a 16.500xg, se descartó el pellet y el sobrenadante se acidificó a pH 2,5 con  HCl 

concentrado, luego se centrifugó por 10 min a 16.500xg, se extrajo el sobrenadante, y 

el pellet se evaporó con nitrógeno gaseoso, siendo esta última etapa una 

modificación efectuada en la presente tesis. Finalmente el  pellet se resuspende en 

buffer fosfato a pH 7. 

Efectuado el protocolo anterior, no se observó actividad antagonista ni en el pellet ni 

en el sobrenadante obtenido de las distintas etapas de este estudio. 

El pH fue ajustado inicialmente con una solución de NaOH al 20%, luego se probó 

ajustar pH con un buffer fosfato de potasio.  

¾ Protocolo 3  

Extracción de metabolitos utilizando solventes orgánicos basado en Li Jia (2004).Se 

tomaron 5mL de muestra y se agregaron 2 mL de metanol enfriado en hielo, fue 

incubado por 10 min a Tº ambiente y después colocado a –20ºC por 30 min. Luego se 

agregó 1,6 mL de cloroformo y 640 μl de agua desionizada, se mezcló vigorosamente y 

se dejó reposar por 10 min antes de ser centrifugada por 25 minutos  a 3000 rpm a 4ºC. 

Después de centrifugar se observaron 3 fases; una fase soluble en metanol que se le 

llamo fase 1, una interfase, que corresponde a los restos celulares y una fase insoluble, 

fase 3, correspondiente a los fosfolípidos removidos de la membrana.  
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Se realizaron las pruebas antagonista para todas las fases y claramente en la fase 1 se 

observó actividad antagonista, la fase 3 mostró inhibición observándose “colonias 

fantasmas”.Se utilizó como control, el metanol al 100% y el cloroformo, dando actividad 

inhibitoria.  

Se probó entonces evaporando las distintas fases con nitrógeno gaseoso 

resuspendiendo en agua desionizada estéril, pero al realizar las pruebas antagonista 

se desarrolló el Bacillus dando un halo de inhibición en las tres fases. 

¾ Protocolo 4 

Se tomaron 4 ml de muestra y se centrifugaron por 10 min a 10.000x g a 4ºC. El 

pellet se resuspendió en 2 ml de solución A y 2 ml de solución B. La muestra se 

dividió en 3, la primera se incubó por 1 hora a 37ºC  y luego 1hora en hielo, la 

segunda se incubó a 37ºC y la tercera se incubó por 1 hora a 37ºC y luego se sonicó 

durante 1 hora. Todas estas muestras se centrifugaron a 18.000x g por 30 min a 4ºC, 

se extrajo el sobrenadante y el pellet se resuspendió en agua peptonada.  

Solución A: 50mL de una solución que contiene 5 mL de Tris-HCl pH7.6 y 10 g de 

sacaros 

Solución B: 50mL de una solución que contiene 30mg de lizosima, 0.8372 g de EDTA 

y 100uL de Triton X-100 
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Diagrama de purificación del metabolito con actividad antagonista. Protocolo 1 

 

 

 

Concentrado celular 

Centrifugar a 10.000 x g por 10 min 

Sobrenadante (S1) Pellet (1) 

Acidificar con HCl 6M a pH 2,5 

Autoclavar 10 Psi por 10 min 

Centrifugar a 8.000 x g por 10 min 

Pellet (2) 

Sobrenadante (S2) 

Ajustar a pH 5,5 
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Diagraman de purificación del metabolito antagonista. Protocolo 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Concentrado celular 

Centrifugar a 16.000xg por 20 min 

Sobrenadante Pellet 

Acidificar a pH 2.5  

Centrifugar a 16.000 x g por10 min

SobrenadantePellet 

Evaporar con N 2 

Resuspender 
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Diagraman de purificación del metabolito antagonista. Protocolo 3. 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 

 

5 mL de concentrado celular 

Agregar 2 mL metanol frío 

Incubar por 10 min a T°Amb. 

Incubar a -20°C x 30 min 

Agregar 1,6 mL cloroformo y 640µL de agua desionizada 

Reposar por 10 min 

Centrifugar a 3.000 rpm 25 min a 4°C 

Separar las fases 
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4 mL de concentrado celular 

Centrifugar a 10.000g x 10 min 

Pellet Sobrenadante

Resuspender en sol. 1 y sol.2 

Incubar a 37°C x 1h 

1h en hielo   37 °C Sonicar 1h 

Centrifugar a 18.000x g x 30 min 

Pelletsobrenadante

Resuspender 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Diagraman de purificación del metabolito antagonista. Protocolo 4. 
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Anexo 7. Método de Sedmak 

7.1 Preparación Ácido clorhídrico (2,2% p/v) 

Para la preparación de esta solución se utilizaron 59,27 mL del ácido clorhídrico 

concentrado (32% p/p y densidad 1,16 kg/L) y se llevó a un volumen final de 1 L. El 

cálculo se detalla a continuación: 

mL 59,27 X

1000mL x 2,2%  X x v
p 37,12%

 VxC  v x C
v

p

Kg/L  x  v
p

2 21

=

=

=

=

=

1

1237

16132

,%

,%%

 

7.2 Azul de Coomasiee G250 diluido en HCl 

Para preparar la solución colorante (C47H48N3NaO7S2 PM 854,04 g/mol) 0,06%p/v, se 

pesaron 0,6 gramos y se disolvieron en el ácido preparado anteriormente, llevándolo a 

un volumen final de 1 L. Una vez preparada la solución, ésta fue filtrada para remover 

las partículas en suspensión utilizando el papel  filtro Watman Nº 1. Para constatar que 

el reactivo había sido correctamente preparado se midió la absorbancia máxima de la 

forma leuko del colorante, la cual debía encontrarse en el rango de absorbancia 1,3-1,5 

a 465 nm. De ser esto efectivo, el colorante sería apropiado para utilizarlo en las 

determinaciones posteriores. El valor obtenido fue de 1,521 por lo que fue posible 

emplearla. 
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7.3 Preparación Suero fisiológico 

El suero fisiológico fue preparado a partir de NaCl sólido (PM: 58,5 g/mol), disolviendo 

13,1625 gramos en 1500 mL de agua destilada. Como se detalla a continuación. 

g 13,1625 X
g/mol 58,5 x moles 0,225  X

L 1,5
x

L
g 0,15

=
=

=

 

7.4 Estándar de albúmina 

A partir de albúmina de bovino en solución al 5% (Sigma), se preparó una solución 

diluida. A continuación se determinó la concentración real del estándar preparado por 

absorciometría a 280 nm utilizando su coeficiente de extinción molar (44200 cm-1 M-1) y 

su peso molecular que corresponde a 67000 g/mol, resultando finalmente una 

concentración de 0,7638 g/L.  

L
g0,7698C

mol
g67.000 x  

L
mol x101,149 C

M10 x 1,149 C
C x cm  xM) (cm 44200 0,508

C x l x   aAbsorbanci

5-

 5-

1-

=

=

=

=

ε=

1

 

A partir del estándar de concentración 0,7698 μg/μL, para preparar el tubo de 

concentración  10 x 10-3 μg/μL, se tiene lo siguiente: 
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0,7698 μg/μL x X =10 x 10-3 μg/μL x 500 μL 

X =6,5 μL. 

La curva se construyó midiendo la razón de las absorbancias a 595 nm y 465 nm. Se 

utilizó para ello un espectrofotómetro Genesys 5 que se ajustó a cero con suero 

fisiológico. El blanco reactivo fue leído como una muestra más y su razón de 

absorbancia se restó a los valores obtenidos para las muestras. 

Anexo 8. Composición de la melaza Iansa utilizada para la producción de levadura 

Collico: 

Componentes Cantidad (%) 

Materia seca 82,67 

P2O5 0,05 (base materia seca) 

Nitrógeno 2,20 (Base materia seca) 

AAFF(Azúcares fermentables) 50,46 

AARR 53,80 

SO2 0,08 

Rafinosa 3.8 P/pt 

Sacarosa 43,2-45,4 P/p 

Glucosa 0,4 P/p 

Cenizas 7,97 (Base materia seca)  

                                               Fuente: Levaduras Collico S.A., Valdivia                                               
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Anexo 9. Hidrólisis de almidón 

 

    

  Fotografía hidrólisis de almidón. Se observa el crecimiento de la 

cepa BC10 y alrededor la hidrólisis de almidón. 
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Anexo 10. Sistema de filtración estacionaria con vibrador 

Millipore. Se utilizó una membrana 30 kD Amicon, lo cual permitió 

obtener una gran cantidad de extracto crudo. 
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