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 RESUMEN 

 

Mycosphaerella fijiensis es el hongo fitopatógeno causal de la enfermedad Sigatoka negra presente 

en los cultivos de banano y plátano en Colombia. En la actualidad, el control químico es el 

mecanismo más usado para mitigar el avance de la enfermedad, sin embargo, su aplicación genera 

problemas económicos y ambientales haciendo necesaria la búsqueda de otras alternativas de 

control como el biológico. El objetivo de este estudio fue evaluar la producción de lipopéptidos a 

partir del consorcio de Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus subtilis para el control biológico de 

la Sigatoka negra presente en el follaje del banano en la zona del Urabá Antioqueño. El proceso 

consistió en un sistema fermentativo desarrollado en 4 medios de cultivo, 2 alternativos 

(hidrolizado de raquis de palma e hidrolizado de harina de banano), y 2 convencionales (Luria y 

Landy) bajo las temperaturas de 15, 32, 37 y 40 °C respectivamente. Luego de esta primera etapa, 

se procedió a efectuar la separación y extracción del metabolito seguido de la cuantificación de 

proteína total mediante el método Bradford. Finalmente, se evaluó la capacidad antifúngica de los 

lipopéptidos producidos sobre las ascosporas del hongo mediante una prueba de sensibilidad. La 

mayor producción de lipopéptidos fue de 19,37 µg/L en medio Landy a 37 °C, 94,04 µg/L en medio 

Luria a 32 °C, 91,37 µg/L en el HR a 37 °C y 123,31 µg/L en el HB a 40 °C. El extracto 

lipopeptídico del tratamiento T4M3 alcanzó una inhibición del 97,3 % en la germinación de 

ascosporas de M. fijiensis. Se concluye que los lipopéptidos producidos por BAS contribuyen al 

control del hongo, sin embargo, se requieren más estudios a fin de dilucidar el modo de acción 

biológica de estos compuestos para optimizar tanto el perfil de producción como el rendimiento. 

 

 

Palabras clave — Sigatoka negra, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, 

Mycosphaerella fijiensis, lipopéptidos, Sensibilidad, hidrolizado de raquis de palma, hidrolizado 

de almidón 
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     ABSTRACT 

 

Mycosphaerella fijiensis is the phytopathogenic fungus that causes the Black Sigatoka disease 

present in banana and plantain crops in Colombia. At present, chemical control is the most used 

mechanism to mitigate the advance of the disease, however, its application generates economic and 

environmental problems, making it necessary to search for other control alternatives such as 

biological control. The objective of this study was to evaluate the production of lipopeptides from 

the consortium of Bacillus amyloliquefaciens and Bacillus subtilis for the biological control of 

black Sigatoka present in banana foliage in the Urabá Antioqueño. The process consisted of a 

fermentative system developed in 4 culture media, 2 alternative (palm rachis hydrolyzate and 

banana flour hydrolyzate), and 2 conventional (Luria and Landy) under temperatures of 15, 32, 37 

and 40 °C respectively. After this first stage, it proceeded to carry out the separation and extraction 

of the metabolite followed by the quantification of total protein using the Bradford method. Finally, 

the antifungal capacity of the lipopeptides produced on the ascospores of the fungus was evaluated 

by means of a sensitivity test. The highest production of lipopeptides was 19.37 µg/L in Landy 

medium at 37 °C, 94.04 µg/L in Luria medium at 32 °C, 91.37 µg/L in HR at 37 °C and 123.31 

µg/L in the HB at 40 °C. The lipopeptide extract of the T4M3 treatment achieved a 97.3 % inhibition 

in the germination of M. fijiensis ascospores. It is concluded that the lipopeptides produced by BAS 

contribute to the control of the fungus, however, more studies are required to elucidate the mode 

of biological action of these compounds to optimize both the production profile and the yield. 

 

Keywords — Black Sigatoka, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Mycosphaerella 

fijiensis, lipopeptides, Sensitivity, palm rachis hydrolyzate, starch hydrolysate. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

El Urabá Antioqueño es una subregión de gran potencial en el desarrollo de la economía 

nacional, posee una extensión de 11.664 Km2 [1]. Se caracteriza por ser una zona agropecuaria con 

extensiones de tierra dedicadas a la ganadería, y a tecnologías agrícolas basadas en los cultivos de 

piña, cacao, banano y plátano, principalmente. El cultivo de banano representa gran importancia 

dentro de la subregión, para el año 2021 el área sembrada de banano en la región fue cerca de 

35.000 Ha, y 52.270 Ha en todo Colombia [2],  este  tipo de monocultivo  ocupa la mayor extensión 

de tierras y en conjunto con el Magdalena, lideran las exportaciones hacia el exterior [3].  

 

Los cultivos de banano presentan una problemática para la economía local debido a la presencia 

de la Sigatoka negra, la cual es una enfermedad producida por el hongo Mycosphaerella fijiensis y 

representa un riesgo económico debido a que es una de las plagas más devastadora del banano a 

nivel mundial. En el continente americano, se identificó por primera vez en Honduras en el año de 

1972 [4], de donde se diseminó a todos los países donde se encuentran esta clase de monocultivos. 

Específicamente en Colombia, se observó por primera vez en 1981 en la zona de Urabá [5]. El 

hongo se encuentra principalmente en el microbiota terrestre y es transferido al cultivo en los 

primeros días de desarrollo. La enfermedad se caracteriza por una decoloración de las hojas que 

progresivamente mata las células foliares generando necrosis hasta secar la zona atacada y finalizar 

con una coloración café  [6]. Debido a esto, la planta no puede asimilar suficiente energía solar ni 

intercambiar gases necesarios para la fotosíntesis, lo que conduce a un desarrollo incompleto del 

fruto, es decir, estos crecen con tamaños muy pequeños y con bajos valores nutricionales necesarios 

para su exportación [7]. 

 

En contraposición a la enfermedad producida por el hongo, se han desarrollado tecnologías que 

permiten mantener altas tasas productivas a partir del control de la plaga. El uso de controladores 

químicos representa la práctica de control más común. Sin embargo, aun cuando el uso de químicos 

ha favorecido al monocultivo de plátano y banano, las divergencias sobre su uso trae problemas 

colaterales como la contaminación ambiental (suelo, agua, aire) , desequilibrio ecológico y pérdida 
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de sensibilidad del hongo a muchos de los fungicidas usados; y aún más importante, sus usos como 

precursores de enfermedades humanas lo convierten en una práctica potencialmente destructiva 

dentro de las sociedades modernas incumpliendo como práctica ecosostenible. Por estas razones, 

es necesario plantear nuevas alternativas de manejo integrado de la enfermedad mediante un 

control orgánico, biológico o genético que permitan reducir la carga química por el uso de 

fungicidas [8]. 

 

El uso de controladores biológicos como los entes bacterianos y los metabolitos provenientes de 

los mismos, pueden ser una solución para contrarrestar los efectos de la enfermedad de la Sigatoka 

negra. Uno de los controladores microbiológicos más estudiado hasta el momento son las bacterias 

del género Bacillus. Diversos estudios han mostrado la actividad antagonista de esta bacteria sobre 

hongos del género Fusarium [9], Botrytis cinerea [9] y  M. fijiensis, esto se debe a que la bacteria 

produce metabolitos que presentan actividad antimicrobiana [10],[11].  

 

Los lipopéptidos son moléculas anfifílicas que consisten en cadenas lineales cortas o estructuras 

cíclicas de aminoácidos, las bacterias del género Gram-positivas Bacillus producen numerosos 

lipopéptidos cíclicos, son secretados en el medio natural donde pueden tener funciones defensivas 

contra organismos competidores, o pueden ayudar a la interacción con su entorno,  tienen 

propiedades tensioactivas, antibacterianas, antifúngicas, insecticidas con un menor riesgo de 

problemas de toxicidad [12]. 

 

A razón de lo expuesto, en este trabajo se evaluará la producción de lipopéptidos a partir del 

consorcio de Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus subtilis para el control biológico de la Sigatoka 

negra presente en el follaje del banano en la zona del Urabá Antioqueño.  
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

 

El banano es el cuarto cultivo alimentario más importante del mundo, después del arroz, el trigo 

y el maíz, se cultiva en todas las regiones tropicales y tiene una importancia fundamental para las 

economías de muchos países en desarrollo [13]. En Colombia, para el año 2021, se sembraron 

52.270 Ha de banano y  la productividad promedio en ese mismo año para la región de Urabá fue 

de 2.007 cajas por hectárea  , En ese sentido, para el año 2028 se estima que habrá una producción 

mundial de 135 millones de toneladas de banano [14] . 

 

 La Sigatoka negra, el moco, el mal de Panamá, y plagas como los nemátodos, picudos y sinfílidos, 

son enfermedades asociadas a los cultivos de banano en el mundo, la implementación del control 

químico contra estos patógenos se ha convertido en un obstáculo para la comercialización por los 

altos contenidos de agroquímicos residuales en la fruta. Además, la autora [15] reportó que las 

plantas han adquirido resistencia a los pesticidas de uso común,  de modo que se ha incrementado 

la frecuencia de aplicación y las dosis de los productos, lo anterior ha generado efectos secundarios 

que  involucran la salud humana y la del ambiente.  

 

La ciencia aplicada con ayuda de la ciencia básica trata de comprender la biología de las 

enfermedades para así implementar nuevas metodologías que permitan un manejo integrado de 

plagas y enfermedades, promoviendo el uso de metabolitos obtenidos a partir de organismos vivos 

con capacidad antagónica como hongos, bacterias y extractos de plantas reduciendo la dependencia 

de los pesticidas químicos [16], [17] . El presente trabajo investigativo permitió evaluar la 

producción de metabolitos secundarios (Lipopéptidos) a partir del consorcio de Bacillus 

amyloliquefaciens y Bacillus subtilis para el control biológico del hongo M. fijiensis. 
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     A. Pregunta de investigación  

 

¿Se podrá evaluar la producción de lipopéptidos a partir del consorcio de Bacillus 

amyloliquefaciens y Bacillus subtilis para el control biológico de la Sigatoka negra presente en el 

follaje del banano en la zona del Urabá Antioqueño? 

 

 

1) Hipótesis nula: la cantidad de lipopéptidos que se obtienen se ve afectada por el tipo de medio 

utilizado para la producción y la temperatura de trabajo de fermentación. 

 

 

a) Hipótesis alterna: los cambios en los medios y la temperatura de fermentación no afectan la 

producción de lipopéptidos. 
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III. OBJETIVOS 

 

3.1.  Objetivo general 

 

Evaluar la producción de lipopéptidos a partir del consorcio de Bacillus amyloliquefaciens 

y Bacillus subtilis para el control biológico de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) presente 

en el follaje del banano en la zona del Urabá Antioqueño. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

• Evaluar dos fuentes de carbono alternativa para el medio de crecimiento y producción de 

Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus subtilis en la inducción de los lipopéptidos. 

 

• Determinar la producción de los lipopéptidos a partir del consorcio de Bacillus 

amyloliquefaciens y Bacillus subtilis.  

 

•  Evaluar la capacidad antifúngica de los lipopéptidos producidos por el consorcio de Bacillus 

en el hongo Mycosphaerella fijiensis. 
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IV. MARCO TEÓRICO 

 

4.1. Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) 

 

M. fijiensis  un hongo sexual heterotálico (requiere dos parejas compatibles para realizar la 

reproducción sexual), es un ascomicete haploide perteneciente a la clase Dothidemycetes, familia 

Mycosphaerellaceae, orden Capnodiales (ver TABLA I) [18]. La enfermedad de mancha foliar 

también conocida como raya negra, es causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis; La sigatoka 

negra fue reportada por primera vez en Fiji en 1964 [6]. Esta enfermedad foliar afecta a plantas del 

género Musa (banano y plátano) y se encuentra ampliamente distribuida en el mundo; en estos 

cultivos es uno de los principales problemas fitopatológicos [19]. 

 

TABLA I.  

TAXONOMÍA DEL HONGO 

 

Taxonomía 

Reino Fungi 

Phyllum Ascomycota 

Clase Dothideomycetes 

Orden Capnoidiales 

Suborden Seudophaerineae 

Familia Mycosphaerellaceae 

Género Mycosphaerella 

Especie fijiensis 

 

Fuente: [18],[20]. 

La enfermedad Sigatoka negra requiere la presencia de su estado anamorfo y telemorfo para 

completar su ciclo de vida en las plantaciones de banano [21][22]. Tiene células sexuales 

“ascosporas” producidas en los pseudotecios (peritecios) cuando ocurre la fertilización de las ascas 

por las espermatias. Las ascosporas son el principal agente de diseminación de la enfermedad a 

largas distancias entre plantaciones  [23], [24].  

Las células asexuales “conidios” se forman sobre los conidióforos [22], la diseminación en las 

plantaciones se da de forma local o de corta distancia, mediante la lluvia y el viento. El proceso 

infeccioso del hongo puede iniciarse a partir de conidios o ascosporas (Fig. 1)  
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Fig. 1 Ciclo de la enfermedad y epidemiología 

Nota: fuente [25]. 

4.2. Etapas de la enfermedad 

 

En 1969, Meredith y Lawrence realizaron la descripción de las etapas de la enfermedad (TABLA 

II) [6]. 

TABLA II.  

DESCRIPCIÓN DE LAS ETAPAS DE DESARROLLO DE LA SIGATOKA NEGRA EN EL BANANO 

Etapa Descripción 

1 

 Las manchas son levemente visibles en la superficie de la hoja (etapa inicial de 

pequeñas manchas 0,25 mm de diámetro), de color marrón rojizo en la superficie 

inferior de la hoja. 

2 

En esta etapa, las rayas color marrón rojizo son más visibles en la superficie inferior 

de la hoja que en la superior. Las manchas iniciales se alargan hasta 3 - 4 mm; (Es 

la etapa óptima para el tratamiento). 

3 
Las rayas se alargan un poco, el color marrón rojizo pasa a marrón oscuro o casi 

negro, en esta etapa la raya es visible en la superficie superior de la hoja. 

4  La raya se ensancha y se vuelve más o menos fusiforme o de contorno elíptico. 

5 
Las manchas se vuelven negras y es posible que estén rodeadas por un halo 

amarillo.  

6 
Al secarse el centro de la mancha, se torna gris o beige, la mancha está rodeada 

por un borde de color marrón oscuro o negro. 

Fuente: Autora. 
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Fig. 2 Estados de la enfermedad Sigatoka negra según escala de Fouré, fotografías realizadas en la estación 

experimental de Fitoplant S.A.S en Chigorodó. 

Nota: fuente [26]. 

 

4.3. Métodos convencionales para el control de la sigatoka negra 

 

Entre los métodos convencionales que se emplean actualmente para el control de la sigatoka negra, 

está el uso continuo de fungicidas (control químico) y las buenas prácticas de cultivo (métodos 

culturales), esta última consiste en reducir las condiciones favorables para el desarrollo y 

establecimiento del patógeno [27]. 

 

4.3.1 Control químico  

 

En la agricultura, el control químico consiste en el uso de pesticidas como fungicidas, bactericidas, 

desinfectantes o nematocidas, pero para que este sea efectivo se debe usar un sistema integrado con 

controles culturales y biológicos. Existen fungicidas de contacto  (protectores) que se aplican para 

proteger las partes aéreas de la planta [27]. Los fungicidas erradicantes (sistémicos) se usan para 

el tratamiento de los cultivos cuando ya están enfermos, este tipo de productos se absorbe por 

medio de las raíces o el follaje y se desplaza por toda la planta [28]. Se ha reportado que existe una 

tendencia a desarrollar resistencia o tolerancia en M. fijiensis hacia fungicidas sistémicos, es por 

ello que se aplica en combinaciones o alterando con fungicidas protectores [29].  
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4.3.2 Control biológico  

 

Este tipo de control consiste en el uso de microorganismos o los metabolitos producidos por ellos, 

para destruir poblaciones de agentes patógenos de forma parcial o total, también se usa para 

proteger la planta de los patógenos en el sitio de infección; Se ha reportado que los géneros Bacillus 

spp. y Serratia spp brindan un nivel de control similar al control químico debido a la secreción de 

enzimas líticas (quitinolíticas y glucanolíticas) y su capacidad para sobrevivir en el filoplano [8]. 

 

Los hongos del género Trichoderma también han sido usados como agentes de control biológico 

de muchos patógenos de plantas [30]. Por otra parte, la especie Bacillus subtilis es una de la más 

reportada en la literatura por el control biológico efectivo, se ha evidenciado que la biomasa y los 

metabolitos de B. subtilis EA-CB0015 controlan la enfermedad de la Sigatoka negra en invernadero 

y en campo [31]. 

 

4.4 Generalidades de las especies Bacillus (subtilis y amyloliquefaciens)  

 

Las especies de Bacillus son bacterias gram positivas que poseen forma de bastón, pueden habitar 

en suelos, incluyendo la rizosfera de algunas plantas, alimentos y medios acuáticos como el mar 

[32].  Generalmente los Bacillus se caracterizan por su actividad antimicrobiana a través de la 

generación de compuestos que son utilizados en aplicación de control biológico [33]. 

 

4.4.1 Bacillus amyloliquefaciens  

 

Bacillus amyloliquefaciens es una rizobacteria perteneciente al género Bacillus, esta tiene la 

habilidad de mantenerse en medios con altas temperaturas, altas presiones y acidez, comúnmente 

coloniza con facilidad las raíces de las plantas, lo cual le permite atacar los patógenos presentes en 

las mismas [34]. B. amyloliquefaciens destaca por ser productora de sustancias antimicrobianas de 

síntesis no ribosomal, como lo son los lipopéptidos cíclicos [35]. En la TABLA III, se muestra la 

taxonomía de este microorganismo. 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bacillus-subtilis
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bacillus-subtilis
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TABLA III.  

TAXONOMÍA Bacillus amyloliquefaciens 

Taxonomía 

Reino Bacteria 

Phyllum Firmicutes 

Clase Bacilli 

Orden Bacillales 

Familia Bacillaceae 

Género Bacillus 

Especie B. amyloliquefaciens 

 

Fuente: [36]. 

 

4.4.2. Bacillus subtilis 

 

Bacillus subtilis es una bacteria aerobia gram positiva, tiene alta capacidad para producir 

endosporas que le posibilitan crecer en condiciones difíciles. En la TABLA IV, se muestra la 

taxonomía de este microorganismo. Esta rizobacteria ha sido altamente reconocida por los 

lipopéptidos que produce, ya que funcionan como una alternativa de los pesticidas en la lucha 

contra las afecciones en plantaciones [37]. 

 

TABLA IV.  

TAXONOMÍA Bacillus subtilis 

Taxonomía 

Reino Bacteria 

Phyllum Firmicutes 

Clase Bacilli 

Orden Bacillales 

Familia Bacillaceae 

Género Bacillus 

Especie Bacillus subtilis 

 

Fuente: [38]. 
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4.5 Biosurfactantes  

 

Los biosurfactantes son biomoléculas tensoactivas que se excretan o producen en la superficie de 

las células microbianas y reducen la tensión superficial e interfacial. Dentro de sus características 

destaca su baja toxicidad, su capacidad emulsionante y des emulsionante, la permanencia de 

su actividad en ambientes con pH y salinidad alta, su biodegradabilidad y su actividad 

antimicrobiana. Son producidos por bacterias, hongos filamentosos y levaduras [39][40]. Estos 

compuestos tienen grupos hidrofílicos e hidrofóbicos claramente definidos, los principales tipos de 

biosurfactantes son las lipoproteínas o lipopéptidos, los glicolípidos, los  poliméricos y los 

fosfolípidos [41]. 

 

4.6 Lipopéptidos 

 

Los lipopéptidos (LP) son metabolitos secundarios microbianos que presentan funciones 

biológicas, estos actúan como agente tensoactivo (surfactante) con actividades citotóxicas o 

antimicrobianas [42]. La surfactina tiene actividad antibacteriana y las iturinas y las fengicinas son 

los lipopéptidos que presentan actividades antifúngicas, estas últimas han mostrado tener  actividad 

de control biológico contra cepas de M. fijiensis [43]. 

 

4.6.1 Surfactina 

 

La surfactina es un lipopéptido cíclico bacteriano producido por Bacillus subtilis mediante 

fermentación, sus propiedades anfifílicas ayudan a que esta sustancia sobreviva en 

ambientes hidrofílicos e hidrofóbicos, no se sintetizan ribosomalmente, sino por sistemas 

especializados, llamados péptido sintetasas no ribosomal (NRPS) [44]. Este antibiótico 

lipopeptídico cíclico presenta actividad antifúngica, antiviral, antimicoplasma, hemolítica y 

antibacteriana [45]. 

 

 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Amphiphilic
https://en.wikipedia.org/wiki/Hydrophilic
https://en.wikipedia.org/wiki/Hydrophobic
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4.6.2 Fengicina 

 

La fengicina es un lipopéptido con actividad antifúngica que inhibe hongos filamentosos pero no 

es efectivo contra bacterias y levaduras, contiene cinco subunidades no ribosomales de péptidos 

sintetasas (NRPS): FenA (406 kDa), FenB (146 kDa) , FenC (287 kDa), FenD (290 kDa) y FenE 

(286 kDa) [46]. 

 

4.6.3 Iturina 

La familia Iturina comprende la bacilomicina, micosubtilina e iturina, estos son lipopéptidos 

cíclicos están unidos por un residuo ß-aminoácido. Los miembros de esta familia tienen moderada 

actividad surfactante y fuertes propiedades antibióticas [47], [48]. 

 

Se han expuesto diferentes formulaciones para el control biológico con Bacillus. Las 

bioformulaciones generalmente están compuestas por el microorganismo (suspensión bacteriana), 

sus metabolitos, agua o aceite.  Una mezcla a base agua de B. subtilis EA-CB0015 ha mostrado 

inhibición del tubo germinativo de M. fijiensis con un porcentaje inhibición de 66,1 % sin 

diferencias significativas con el control químico (Dithane) y biológico (Rhapsody) [49]. 

 

4.7 Aprovechamiento de residuos agroindustriales 

 

4.7.1 Raquis de palma  

El raquis de palma es un subproducto lignocelulósico de la extracción primaria de aceite de 

palma. Colombia es el primer país productor de palma de aceite en América latina, para el año 

2022 su producción fue de 7.882.225 toneladas de racimo de fruto seco; durante el proceso de 

extracción de aceite se estima que se producen entre 120 y 260 kg de frutos vacíos de palma (raquis) 

por cada tonelada de fruto fresco [50]. El raquis como residuo agroindustrial presenta una fracción 

hemicelulósica rica en carbohidratos fermentables, que está constituida por celulosa la cual a su 

vez está compuesta de glucosa que puede ser utilizada como sustrato en innumerables procesos 

biotecnológicos [51]. Estos residuos son una biomasa lignocelulósica abundante en diferentes 

regiones del país como Urabá y es un material prometedor para elaborar productos de alto valor 

industrial [52]. 
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V. METODOLOGÍA 

 

Las actividades desarrolladas en esta tesis se llevaron a cabo en los laboratorios de la sede Tulenapa 

en Carepa. Este trabajo fue un estudio cuantitativo de tipo experimental en el que inicialmente se 

realizó una búsqueda bibliográfica donde se plantearon los métodos convencionales utilizados a lo 

largo del tiempo para el control de la enfermedad  Sigatoka negra, los microorganismos usados 

para el control biológico, los tipos de metabolitos que producen las bacterias de la especie Bacillus, 

las características de los lipopéptidos, el aislamiento de M. fijiensis, los medios de cultivo para la 

inducción de la producción del metabolito de interés ( alternativo y convencional), la separación y 

extracción, el método idóneo para la cuantificación y finalmente la evaluación del control 

biológico. 

 

5.1. Conservación y activación del consorcio de Bacillus amyloliquefaciens y subtilis  

 

La cepa de BAS se obtuvo de una formulación bacteriana con una concentración de 1 x 10 9 

UFC/mL, inicialmente se tomó una muestra de 5 mL y se almacenó en un tubo falcón de 15 mL, 

se llevó al laboratorio de la UdeA en la sede Tulenapa. La conservación se realizó usando el método 

de congelación, para el cual se usó glicerol como agente crioprotector. Se tenían tubos de ensayos 

con 5 mL de caldo nutritivo, se tomó un tubo de ensayo estéril y se adicionó 1 mL de suspensión 

bacteriana, 5 mL de caldo nutritivo y 20 % de glicerol estéril (1,2 mL). Después se repartió de a 1 

mL en tubos Eppendorf y se conservó a -20 °C. 

 

5.2. Medición de la actividad enzimática 

 

Se hizo la medición de la actividad enzimática de la enzima Termamyl ® 120L y la enzima G -

zyme® 480. Las enzimas se obtuvieron del grupo de Biotransformación de la Universidad de 

Antioquia. Inicialmente se preparó una solución de almidón de banano 25 % m/v  (62,5 mg), se 

vertieron 2,5 mL de solución en tubos de ensayo por triplicado y se llevaron al baño maría a una 

temperatura de 90 °C durante 3 minutos, después se agregaron 0,5 mL de enzima en cada tubo (se 
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evaluaron diferentes concentraciones de la enzima 1:10 – 1:50 – 1:100) por cada dilución se 

realizaron triplicados, se agito y se dejó reaccionar durante 30 minutos en el baño maría a 90 °C, 

luego se adicionaron 0,5 mL de NaOH 3 M para detener la reacción. Finalmente se realizó la 

medición de los azúcares reductores en el espectrofotómetro a 540 nm usando la metodología 

propuesta por [53], el blanco que se usó fue la solución de almidón preparada inicialmente. 

 

5.3. Aislamiento de M. Fijiensis  

 

El aislamiento de cepas de M. Fijiensis se realizó en las plantaciones de banano Cavendish 

de la estación experimental Fitoplant departamento técnico S.A.S en Julio de 2022. Con una tijera 

se cortaron 4 hojas infectadas que se encontraban en estadio entre 5 y 6, luego se recolectó la parte 

infectada en bolsas Ziploc (14 x 20) cm. En el laboratorio de la UdeA en la sede Tulenapa, se 

cortaron las hojas en un tamaño 2 x 2 cm (ver ANEXO 1), luego se desinfectaron usando 

hipoclorito 5 % durante 5 minutos, etanol 95 % 2 minutos y agua destilada durante 2 minutos, al 

finalizar la inmersión se sacaron cada uno de los recortes y de pusieron sobre una servilleta estéril, 

después se usó una pinza para poner los recortes por el envés de la hoja sobre un círculo de papel 

kraft del tamaño de la tapa de la caja Petri y se graparon (ver ANEXO 2), posteriormente, en  agua 

destilada se sumergieron los discos que contenían los recortes durante 15 minutos, luego se sacaron 

y se pusieron sobre toallas de papel estériles para retirar la humedad, finalmente se dispusieron en 

bolsas ziploc (17 x 25) cm durante 96 horas.  

Luego, se pasaron los discos a cajas Petri que contenían agar - agar y se realizó la descarga 

de ascosporas, dando pequeños golpes a la caja. Se incubó durante 72 horas y posteriormente se 

verifico en el microscopio la presencia de ascosporas, se tomaron y se pasaron a cajas Petri con 

PDA que contenía 200 mg/L de amoxicilina y se incubó durante 15 días a 32 °C. 

5.4. Cuantificación de la biomasa bacteriana 

 

5.4.1 Cinética de crecimiento bacteriano 

Se tomo una muestra de la cepa del consorcio de Bacillus amyloliquefaciens y subtilis, 

previamente crecida en agar nutritivo durante 24 horas a 32 °C, y se inoculo en un Erlenmeyer de 

100 mL con 75 mL de caldo Luria Bertani con la finalidad de preparar el preinóculo. 24 horas 
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después, se midió la absorbancia a 600 nm del cultivo y se inoculo el 10 % en un Erlenmeyer de 

1000 mL con 180 mL de medio LB, se tomó 1 mL del caldo de fermentación y se midió absorbancia 

en el espectro a 600 nm, se realizaron muestreos desde 0 h hasta 72 h. Se tomó como blanco el 

medio de cultivo estéril. 

5.4.2 Peso seco 

El peso seco es una medida directa de crecimiento microbiano, en un Erlenmeyer de 500 mL 

con 200 mL de caldo Luria se inoculó con el 10 % de un preinóculo del consorcio de Bacillus 

amyloliquefaciens y subtilis, se agito levemente y se tomó una muestra de 5 mL y se puso en un 

tubo falcón de 15 mL, se centrifugo durante 10 minutos a 6000 rpm, se retiró el sobrenadante y se 

llevó el falcón al horno durante 3 horas a 105 °C, luego se pesó hasta obtener un peso constante. 

El procedimiento anterior se hizo cada 1 hora desde 0, hasta 10 h, y cada 2 horas, desde 16, hasta 

72 h. Se realizó la marcación y el pesado de cada tubo falcón previo a iniciar el ensayo. 

5.5 Hidrólisis de la harina de banano (almidón) 

 

Se realizaron diferentes combinaciones entre la hidrólisis ácida y enzimática (ver TABLA V). El 

almidón, al ser tratado con un ácido permite el rompimiento de las cadenas cortas de dextrina, 

cuando se hace el tratamiento enzimático la enzima alfa amilasa (α - amilasa) se encarga de 

desdoblar o romper el almidón. 

TABLA V.  

HIDRÓLISIS DE LA HB 

  

N° Tipo de hidrólisis Descripción 

1 Ácida H2SO4 [2 %] 

2 

Enzimática 

Termamyl ® 

3 G – Zyme ® 

4 Termamyl ® + G – zyme ® 

5 
Ácida - Enzimática 

H2SO4 [2 %] + Termamyl ® 

6 H2SO4 [2 %] + Termamyl ® + G - zyme ® 

 

Fuente: Autora. 

Hidrólisis 1: Aprox. 10 g de hb se pusieron en contacto con 80 mL de H2SO4 al 2 %, se transfirieron 

a un Erlenmeyer de 100 mL, se le puso un tapón y se llevó a la autoclave a 120 °C durante 1 h, se 
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dejó enfriar, se filtró y se realizó la medición de los azúcares reductores en el espectrofotómetro a 

540 nm. 

Hidrólisis 2: Aprox. 1 g de hb se disolvieron en 60 mL de buffer fosfato pH 5.4, se llevó a baño 

maría a 80 °C durante 15 minutos, luego se agregaron 100 µL de enzima Termamyl ® y se llevó a 

baño maría con agitación a 90 °C durante 40 min, se dejó enfriar y se midió AR a 540 nm 

Hidrólisis 3: Aprox. 1 g de hb se disolvieron en 60 mL de buffer acetato de sodio pH 4.3, se 

agregaron 1,5 µL de enzima G – zyme ® se llevó a baño maría con agitación a 60 °C durante 1 h, 

se dejó enfriar y se midió AR a 540 nm. 

Hidrólisis 4: Se realizó el procedimiento descrito en la hidrólisis 2, se ajustó el pH a 7 con NaOH 

y luego se procedió con el método detallado en la hidrólisis 3. 

Hidrólisis 5: Se realizó el procedimiento descrito en la hidrólisis 1, se ajustó el pH a 7 con NaOH 

y luego se procedió con el método detallado en la hidrólisis 2. 

Hidrólisis 6: Se realizó el procedimiento descrito en la hidrólisis 1, se ajustó el pH a 7 con NaOH. 

Se prepararon  0,1 mL de enzima Termamyl ® en 0,9 mL de buffer fosfato y luego a la solución 

resultante en la hidrólisis 1 se añadieron 8 µL de enzima Termamyl/ g de hb , se llevó a baño maría 

a 80 °C durante 1 h, se dejó reposar y se ajustó el pH a 7 con NaOH; Se diluyeron 150 µL de 

enzima G- zyme ® en 1,35 mL de buffer acetato de sodio pH 4,3 y se añadieron 1,5 µL de enzima 

/ g de hb a la solución obtenida en el paso anterior, se llevó a baño maría a 60 °C durante 1 h, 

finalmente de midió AR a 540 nm. 

5.6 Hidrólisis del raquis de palma 

Se realizaron 2 hidrólisis ácidas y 1 hidrólisis alcalina del material lignocelulósico: 

5.6.1 Ácida 

En un Erlenmeyer de 500 mL, con una relación 1:8 sólido / líquido, tomando 20 g del raquis y 160 

mL de H2SO4 al 2 % m/m. La solución de llevó a la autoclave durante 30 min, a 121 °C y, 

posteriormente, se sumergieron en un baño de hielo, para detener la hidrólisis. Finalmente, se filtró 

todo el contenido del hidrolizado y se ajustó el pH a 7 con NaOH y se midió AR a 540 nm. El 

hidrolizado obtenido no se purificó. 
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En un Erlenmeyer de 100 mL, se agregaron 300 mg de raquis de palma seco, 84 mL de agua 

destilada y  3 mL  de H2SO4 al  72 %, se autoclavó a 121 °C durante 1 h, se dejó enfriar, se filtró y 

se ajustó el pH a 7 con NaOH, y se midió la concentración (g/L) de azúcares reductores totales 

según  [53]. 

 

5.6.2 Alcalina 

La muestra de raquis seca se molió hasta obtener un tamaño de 10 mm Aprox., se usó una relación 

100 g por 3 L de solución, se agregó NaOH al 2 % (m/m), se autoclavó a 121 °C durante 30 min, 

se dejó enfriar, se filtró y se ajustó el pH a 7 con HCl, y se AR a 540 nm. 

 

5.7 Fermentación 

El experimento se llevó a cabo en 4 medios de cultivo (ver TABLA VI), cada uno de ellos fue 

evaluado a 4 temperaturas (15 / 32 / 37 y 40) °C. 

 

TABLA VI.  

MEDIOS DE CULTIVO 

Medio Descripción 

M1 Luria – Bertani 

M2 Landy 

M3 Hidrolizado de harina de banano 

M4 Hidrolizado de raquis de palma 
 

Fuente: Autora. 

 

La composición de los medios fue la siguiente:  

Luria – Bertani (Triptona 10 g; extracto de levadura 5 g; NaCl 10 g; el pH se ajustó a 7.0) [54]. 

Landy (Glucosa 10,0 g; MgSO4  0,5 g; KCl 0,78 g; KH2PO4  1,0 g; FeSO4  0,05 mg; MnSO4  5,0 

mg; CuSO4  0,16 mg; el pH se ajustó a 7,2) [55]. 

Hidrolizado de almidón de banano 1 L, MgSO4 0,37 g/L, KH2PO4 0,75 g/L, extracto de levadura 

y NH4Cl (5:3 p/p) 10 g/L, KCl 0,16 g/L, FeSO4·6H2O 0,24 mg/L, MnSO4 0,76 mg/L  pH 7,0) [56]. 
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Hidrolizado de raquis de palma 1 L, MgSO4 0,37 g/L, KH2PO4 0,75 g/L, extracto de levadura y 

NH4Cl (5:3 p/p) 10 g/L, KCl 0,16 g/L, FeSO4·6H2O 0,24 mg/L, MnSO4 0,76 mg/L  pH 7,0) [56]. 

Se debe tener en cuenta que para preparar los hidrolizados, se seleccionó el método que permitió 

obtener una mayor concentración de azúcares reductores. 

 

Fig. 3 Muestra de medio de cultivo 1, 2, 3 y 4. 

Nota: fuente autora. 

A partir de un cultivo de BAS crecido en caja Petri en agar nutritivo a 28 °C durante 16 h, se 

inoculó un Erlenmeyer de 100 mL con 50 mL de agua peptonada al 1 % y se incubó a 28 °C durante 

12 h. Luego, se tomó 1 mL del cultivo anterior y se inoculó en un Erlenmeyer de 100 mL con 50 

mL de medio de cultivo y se incubó a 28 °C durante 16 h (preinóculo) ver Fig. 3. 
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Fig. 4 Preinóculo de BAS en 4 medios de cultivo. 

Nota: fuente autora. 

Luego, en Erlenmeyer de 250 mL, con 70 mL de medio de cultivo, se inoculó el 10 % respecto al 

volumen total del medio, se ajustó el pH a 7 y se mantuvo a 37 °C durante 24 h (Cultivo 1).  

 

Fig. 5  Cultivo 1 – Postinóculo 

Nota: fuente autora. 
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Finalmente, a partir del cultivo anterior de inoculó 5 % v/v un Erlenmeyer de 500 mL que 

contenía 100 mL de medio de cultivo con pH ajustado a 7 durante 36 h (Cultivo 2). Este 

procedimiento se realizó con cada uno de los medios propuestos. El último montaje de la 

fermentación (Cultivo 2) se hizo por duplicado para cada una de las temperaturas evaluadas.  

 

 

Fig. 6 Cultivo 2 – Sistema de fermentación final 15, 32 – 37 y 40 °C.  

Nota: fuente autora. 

 



Evaluación de la producción de lipopéptidos a partir del consorcio de Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus 

subtilis para el control biológico de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) presente en el follaje del 

banano en la zona del Urabá antioqueño   35 

 
 

5.8. Extracción de lipopéptidos 

 

Para la extracción de los metabolitos de interés, se siguió la metodología propuesta por [57], [58] 

modificada. Luego de la fermentación, el medio que contenía las células bacterianas se centrifugo 

a 6000 rpm durante 15 min, después los LPS se precipitaron usando HCl 6 M (pH 2,0). La 

precipitación que se obtuvo, se le ajustó al pH a 7 usando NaOH 4 M. Para la extracción final de 

los metabolitos se usó etanol al 100 %. De este modo se separó la capa de solvente de la fase acuosa 

y se dejó en reposo hasta evaporar el etanol durante 12 h , Posteriormente los lipopéptidos se 

disolvieron en agua destilada pH 7 y se secaron en el horno a 60 °C durante 4 h [57], [58] [59]. 

 

5.9. Cuantificación de lipopéptidos 

 

El método Bradford permite determinar la concentración de proteínas en los biosurfactantes de alto 

peso molecular. Este método consta de la unión de proteínas con el azul brillante de Coomassie, la 

cual genera un cambio de color que puede ser cuantificado usando un espectrofotómetro [60]. 

 

Para conocer la cantidad de lipopéptidos obtenidos en los diferentes sistemas de fermentación, se 

agregó 1 mL de reactivo de Bradford y 20 µL de la muestra a examinar en tubos de vidrio, se 

mezcló bien y se midió la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm (cubetas de plásticas), 

usando agua destilada como el blanco cero [61]. 

 

5.10. Curva de calibración albúmina de suero bovino 

 

Inicialmente se preparó una solución patrón de Albúmina de suero Bovino, en la que se disolvieron 

30 mg de BSA en 20 mL de agua destilada a temperatura ambiente, obteniendo así una solución a 

una concentración de 1,5 mg/L. La solución madre de BSA se diluyó para obtener el rango de 0,1 

– 1,5 mg/mL, como se muestra en la TABLA VII. 

 

 



Evaluación de la producción de lipopéptidos a partir del consorcio de Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus 

subtilis para el control biológico de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) presente en el follaje del 

banano en la zona del Urabá antioqueño   36 

 
TABLA VII.  

PREPARACIÓN DE SOLUCIÓN ESTANDAR DE BSA 

[BSA] 

mg/mL 

Volumen (µL) de 

BSA Stock 

Volumen (µL) agua 

destilada pura 

0,1 33 467 

0,24 80 420 

0,38 125 375 

0,52 175 325 

0,66 220 280 

0,8 267 233 

0,94 313 187 

1,08 360 140 

1,22 407 93 

1,36 453 47 

1,5 500 0 
Fuente: Autora. 

Se mezclaron 60 µL de cada estándar con 940 µL de reactivo de Bradford. Esto se repitió tres veces 

para cada concentración, lo que permitió realizar tres mediciones para cada concentración de 

estándar. Cada muestra se dejó incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos y no más de 30 

min antes de medirla. 

La absorbancia de cada estándar se midió a 595 nm contra un blanco que estuvo compuesto por 60 

µL de agua y 940 µL de reactivo de Bradford. Se graficó la absorbancia contra [BSA] y se generó 

una ecuación. 

 

 Evaluación de sensibilidad in vitro 

 

5.11.1 Preparación del medio 

Inicialmente se preparó el agar - agar , se pasó a un Erlenmeyer de 1000 mL y se tapó con papel 

aluminio y papel Kraft y se fijó con cinta de papel, luego se llevó al autoclave a 121 °C durante 15 

minutos, se dejó reposar hasta que alcanzó la temperatura ambiente y en un área previamente 

esterilizada, se sirvieron entre 25 – 30 mL de agar en cada caja, se tapó la caja Petri y se esperó 

hasta que el agar se solidificara, después,  con una micropipeta se agregaron 80 µL de solución 

antifúngica correspondiente a cada caja, y se distribuyó muy bien usando un asa de Digraslsky. 



Evaluación de la producción de lipopéptidos a partir del consorcio de Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus 

subtilis para el control biológico de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) presente en el follaje del 

banano en la zona del Urabá antioqueño   37 

 
5.11.2 Descarga de ascosporas 

 

A partir de la hoja infectada de Sigatoka negra en estadio 6, se recortaron fragmentos de 2 x 2 

cm y con una pinza de disección metálica se pusieron los recortes por el envés de la hoja (superficie 

expuesta) sobre un círculo de papel Kraft del tamaño de la tapa de la caja Petri (Se montaron 9 

recortes/disco), se fijaron los recortes al papel Kraft usando una grapadora, después, se sumergieron 

los discos en agua destilada durante 20 minutos, esto se hizo con el objetivo de  hidratar  los 

pseudotecios. 

Transcurridos los 20 minutos, usando la pinza, se sacaron los discos y se pusieron sobre una 

servilleta estéril para retirar el exceso de humedad. Se guardaron en otra servilleta estéril en una 

bolsa Ziploc y se dejaron en un lugar oscuro durante 48 h. 

Posteriormente, se tomó el disco y se puso en la tapa de la caja Petri que contenía agar - agar, 

se procedió a realizar la descarga, dando golpes sobre la tapa de la caja Petri, se miró en el 

microscopio y se le agregó a cada tratamiento la solución correspondiente. 

Terminadas las descargas, las cajas de Petri fueron selladas con papel chicle y se colocaron 

dentro de la incubadora a una temperatura de 28 °C, por un periodo de 48 horas tiempo en el cual 

el tubo germinativo de las ascosporas se comienza a desarrollar. 

 

5.11.3 Inhibición del tubo germinativo 

Se evaluaron las cajas Petri en el microscopio, observando 20 ascosporas por cada caja, se midió 

la longitud del tubo germinativo de las ascosporas usando la aplicación “Image J”. El resultado de 

la actividad antifúngica se determinó mediante el cálculo del porcentaje de inhibición en relación 

con los tratamientos control (Sin solución antifúngica) usando la ecuación 1.  

% 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 =
𝐶 − 𝐼

𝐶
∗ 100              𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 1 

Dónde: 

C: Longitud del tubo germinativo del control (mm) 

I: Longitud del tubo germinativo de la muestra tratada con la solución antifúngica (mm). 
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Testigo: Agar – agar con la descarga de ascosporas. 

Control 1: Agar – agar + 80 µL de SICO + descarga de ascosporas. 

Control 2: Agar – agar con 80 µL de Serenade + descarga de ascosporas. 

Agente antifúngico: A partir de los resultados obtenidos sobre la producción de lipopéptidos, se 

seleccionó para cada temperatura el sistema de cultivo que presentó mejor producción, según el 

análisis estadístico (Diagrama de caja y bigote). 

Se seleccionó el fungicida SICO, que tiene como principio activo el difenoconazol 250 g/L, por su 

acción como fungicida Sistémico/translaminar/ protectante y curativa para el control de la Sigatoka 

negra [62].  

El Serenade, es un fungicida que tiene como ingrediente activo Bacillus subtilis QST713 SC, su 

modo de acción es protectante, los lipopéptidos se encargan de perforar la membrana celular 

de los hongos destruyendo el tubo germinativo y el micelio [63]. Este control se seleccionó 

basándose en que las soluciones producidas en este trabajo contienen lipopéptidos. 

 

5.12. Diseño experimental – Lipopéptidos 

El estudio consistió en el análisis de varianza sobre un diseño factorial 4k en el cual se tenían dos 

factores, cada uno desplegado en 4 niveles. Dado que se cuenta con 2 factores, k = 2, el diseño 

factorial específico correspondiente fue un diseño factorial 42. Los factores involucrados en este 

diseño eran la temperatura y el medio de cultivo (fuente de carbono) y la variable respuesta fue la 

absorbancia muestral como medida indirecta de la concentración de lipopéptidos. 

 

5.13. Diseño experimental - Sensibilidad 

El estudio consistió en un análisis de varianza de un modelo de regresión lineal sobre un diseño 

unifactorial. La variable regresora o explicativa del modelo fue el tipo de fungicida y la variable 

respuesta fue la longitud media del tubo germinativo del hongo. 

 

5.14. Análisis estadístico 

 El análisis de varianza y las comparaciones múltiples se desarrollaron usando el software 

estadístico R - Studio versión 4.1.2. 
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5.15. Diseño mecánico del reactor 

 

Se realizó el diseño mecánico de un fermentador agitado con un sistema de calentamiento para la 

etapa de reacción del proceso, con una chaqueta. Se efectuó el dimensionamiento del reactor acorde 

a los requerimientos para su funcionalidad usando la norma técnica de ingeniería ASME, se 

seleccionó el material que presentó compatibilidad con las sustancias involucradas en el proceso 

de producción del metabolito, se tuvo en cuenta las condiciones de operación y diseño como 

presión, temperatura, características estructurales y la vida útil del equipo. Los detalles de la 

ejecución del diseño se pueden ver en el ANEXO 9. 
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VI. RESULTADOS 

6.1. Estudio microscópico  

6.1.1. Bacterias del género Bacillus 

 

Fig. 7 Tinción gram de Bacillus amyloliquefaciens en consorcio con Bacillus subtilis, fotografías realizadas en un 

Microscopio compuesto binocular digital AmScope en objetivo A:10 X, B: 40 X, C: 100 X 

Nota: fuente autora. 

 

Tras realizar un estudio microscópico en fresco, en la Fig. 7 se observó una estructura en forma de 

bastón y morfología planoconvexa, tras la tinción se reveló que las células tienen una tendencia a 

agruparse. Las observaciones  concuerdan con los resultados obtenidos por otros autores [64] 

[65],[66]. 

 

6.1.2 Hongo  

 

Fig. 8 Tinción con azul de metileno de Mycosphaerella fijiensis, fotografías realizadas en un Microscopio binocular, 

Conidios M. fijiensis A: 10 X y B: 100 X, C: conidióforos y conidios M. fijiensis. 

Nota: fuente autora. 

 

A B C 
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Después de realizar el aislamiento y dejar crecer el hongo en agar PDA durante 14 días (Fig 5), fue 

posible tomar una muestra en fresco, se le hizo tinción con azul de metileno durante 1 min y se 

observó al microscopio, las morfologías observadas concuerdan con lo reportado por [67], [68]. 

 

6.2. Estudio macroscópico 

 

6.1.1. Descripción macroscópica de BAS 

 

La Fig. 9 muestra el cultivo BAS obtenido en agar nutritivo, las colonias tenían una consistencia 

pegajosa cuando se manipulaban con un asa, eran planas con apariencia color crema y bordes 

irregulares.  

 

Fig. 9 Cultivo de BAS en caja Petri - Agar nutritivo. 

Nota: fuente autora. 

 

6.2.2 Descripción macroscópica de M. fijiensis 

 

El hongo mostro un crecimiento lento en la primera etapa (14 días) en PDA, el color iniciaba gris 

oscuro a pardo y en sus estados avanzados tomó una coloración con tonos entre blanco y rosa, la 

forma del crecimiento tendía a ser redonda con bordes irregulares tal como se muestra en la Fig. 

10. 
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Fig. 10. Cultivo de Mycosphaerella fijiensis a 32 °C en agar PDA A: Cultivo luego de 8 días de incubación; B: 

Cultivo luego de 15 días de incubación; C: Cultivo luego de 20 días de incubación. 

Nota: fuente autora. 

 

*Cabe aclarar que tanto el hongo como la bacteria, son considerados aproximado de género y 

especie, dado que no se les realizaron pruebas moleculares.  

 

6.3.  Cinética de crecimiento de B. amyloliquefaciens y B. subtilis  
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(b)

Fig. 11. Cinética de crecimiento de BAS - Medio Luria Bertani (a) absorbancia 600 nm (b) peso seco. 

Nota: fuente autora. 

 

La concentración inicial de BAS para este ensayo fue de 0,0401 g/L, el crecimiento tuvo un buen 

desarrollo a pH 7,0, en la Fig. 11 es posible identificar las fases características del crecimiento de 

esta bacteria (Latencia, exponencial y estacionaria), alcanzando concentraciones de 3,521 g/L 

transcurridas 72 h. 

 

6.4. Hidrólisis 

6.4.1. Harina de banano 

 

TABLA VIII.  

RESULTADOS DE LA HIDRÓLISIS DE LA HB. 

 

Fuente: Autora. 
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N° Tipo de hidrólisis Descripción 
Concentración 

AR (g/L) 

1 Ácida  H2SO4 [2 %] 27,122 

2 

Enzimática 

Termamyl  4,720 

3 G - Zyme 4,308 

4 Termamyl + G - Zyme 4,803 

5 
Ácida - Enzimática 

H2SO4 [2 %] + Termamyl 52,853 

6  H2SO4 [2 %] + Termamyl + G - Zyme 54,017 
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La concentración de azucares reductores a partir de harina de banano a escala de matraz a diferentes 

condiciones experimentales, se muestran en la TABLA VIII. La máxima concentración de 

azucares liberados 54,017 gL-1 se obtuvo a pH 7 y 100 mL de volumen de trabajo. 

 

6.4.2. Raquis de palma  

La TABLA IX, muestra que la hidrolisis ácida utilizando H2SO4 al 2 % (m/m) presenta mejores 

resultados que la hidrólisis ácida con H2SO4 al 72 % (m/m) y la básica con NaOH 2 % (m/m).  

 

TABLA IX.   

RESULTADOS HIDRÓLISIS RAQUIS DE PALMA 

 

Fuente: Autora. 

 

6.5. Curva de calibración albúmina de suero bovino 

 

Fig. 12. Curva estándar de Albúmina de Suero Bovino. 

Nota: fuente autora. 
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N° Tipo de hidrólisis Descripción 
Concentración AR 

(g/L) 

1 Ácida  H2SO4 [2 %]; Relación 1:8 11,015 

2 Ácida 3 mL H2SO4 [72 %] Relación 1:290 0,941 

3 Básica NaOH [2 %] Relación 1:30 3,451 
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Se midió la absorbancia de las muestras a 595 nm frente a un blanco que contenía 60 µL de agua 

mezclada con 940 µl del reactivo de Bradford. La Fig. 12, muestra un ajuste lineal por mínimos 

cuadrados de la línea, se produjo la siguiente ecuación: 

 

𝑦 = 0,1599 [𝐵𝑆𝐴] + 0,0037       𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 (𝟐) 

 

6.6. Fermentación 

 

Finalizado el proceso de reacción donde se dio la producción de los lipopéptidos Fig. 13, se hizo 

un análisis estadístico para determinar cuál tratamiento proporcionó una mayor concentración de 

los metabolitos de interés.  

Fig. 13 Fermentación de los 4 medios de cultivo a las temperaturas 15 - 32 - 37 y 40 °C 36 horas de reacción. 

Nota: fuente autora. 

El resumen del ANOVA permite reconocer si los tratamientos desarrollados para la producción de 

lipopéptidos influyen sobre el valor medio de la absorbancia (como medida indirecta de su 

concentración) o bien si los tratamientos poseen efectos distintos (o no) sobre la variable respuesta. 

De acuerdo con la figura siguiente, puede observarse que el valor Pr(>F) es menor que 0.05 en los 

3 casos (medio, temperatura, interacción) y se puede concluir que los tratamientos si influyen sobre 

la respuesta media de la absorbancia. Es decir, la temperatura influye, el medio influye, así como 

la interacción entre dichos factores en los niveles de absorbancia encontrados. 
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Si el valor p es mayor que 0,05 se acepta la hipótesis nula; esta sería que el factor en análisis no 

tiene efectos sobre la variable respuesta. En contraposición, la alternativa sería que los factores 

tienen efectos sobre la variable respuesta distintos de 0.  

 

Ahora bien, se podrá identificar qué tratamientos producen mayores efectos en la producción de 

lipopéptidos Fig. 14. 

 

 

 

Fig. 14 Resumen de la ANOVA: Perspectiva bifactorial (medio y temperatura). 

 

 

El diagrama de caja y bigote permitió evaluar previamente los efectos de los tratamientos sobre la 

producción de lipopéptidos. En la Fig. 15 Se puede apreciar que los mayores efectos dentro de cada 

subgrupo los generan los tratamientos T3M1, T2M2, T4M3 y T3M4. Es decir, los tratamientos que 

presentan mayores efectos positivos sobre la producción de lipopéptidos fueron Landy a 37 °C, 

Luria a 32 °C, Hidrolizado de harina de banano a 40 °C e Hidrolizado de raquis a 37 °C. 
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Fig. 15 Diagrama de caja y bigotes.  

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 

 

La Fig. 16 muestra, desde un punto de vista global, ya no por subgrupos, que los tratamientos con 

mayores efectos positivos sobre la variable respuesta “mayor absorbancia” son T4M2, T2M2, T3M4 

y T4M3. Es decir, Luria a 40 °C, Luria a 32 °C, Hidrolizado de raquis a 37 °C e Hidrolizado de 

harina de banano a 40 °C; siendo este último, aquel con mayor concentración final del metabolito 

de interés. 
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Fig. 16 Efectos de los tratamientos. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 

  

Los resultados expuestos anteriormente se tomarán como válidos siempre que se puedan comprobar 

ciertos supuestos; estos son la normalidad, independencia y homocedasticidad de los residuales del 

modelo lineal sometido al análisis de varianza. 

 

La Fig. 17 permitió reconocer cuáles son los efectos de los factores de manera independiente. 

Siguiendo esto, se observa que el medio M1 es aquel que produce los menores niveles de 

absorbancia, mientras que los medios M2, M3 y M4 sugieren que producen un efecto similar sobre 

los niveles de absorbancia, todos ellos altos en relación con M1, siendo M2 (Luria), aquel que 

produce los mayores niveles de absorbancia. Por otra parte, las temperaturas T1 y T2 producen el 

menor efecto sobre los niveles de absorbancia teniendo entre ambos un efecto casi igualitario. Por 

otra parte, la temperatura T4 (40 °C), la mayor de las temperaturas trabajadas produce los mayores 

efectos sobre los niveles de absorbancia junto con una marcada diferencia respecto a los efectos 

producidos por las restantes. Sin embargo, aun cuando el medio M2 y la temperatura T4 parecen 

producir los mayores efectos positivos sobre el nivel de absorbancia muestral, asumir que es el 
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tratamiento adecuado y óptimo sería apresurado. Para concluir al respecto, es necesario revisar la 

Fig. 18 de efectos de interacción. 

 

Fig. 17 Efectos principales. 
Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 

 

A partir de la Fig. 18, es posible reconocer como los cambios de los niveles de un factor 

manteniendo el otro fijo, afecta los niveles de absorbancia esperados. Se observa que la línea de 

color azul, asociada a la temperatura de 40 °C posee niveles de absorbancia mucho mayores que 

las líneas asociadas a las temperaturas restantes al avanzar en los niveles del factor medio. Aquí, 

es evidente, que el medio M3 bajo la temperatura T4, corresponde al tratamiento óptimo dentro de 

este estudio, pues, este maximiza la producción de lipopéptidos. 
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Fig. 18 Efectos de interacción entre los factores. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 

 

Una forma de analizar los efectos principales de los factores sobre los niveles de absorbancia es a 

través de la matriz gráfica 2x2 presentada en la Fig. 19. En las posiciones 1,1 y 2,2 de la matriz se 

puede observar la tendencia de los efectos de un factor sobre la variable absorbancia a medida que 

se recorren sus niveles, revisados de izquierda a derecha. De igual manera, en las posiciones 1,2 y 

2,1 de la matriz gráfica se evidencia cuál es el comportamiento de los niveles de absorbancia al 

mantener la variable medio fija (una de las secciones de línea de alguno de los 4 colores) mientras 
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se avanza en los niveles del factor temperatura de izquierda a derecha así como al mantener la 

variable temperatura fija mientras se avanza en los niveles del factor medio de izquierda a derecha 

respectivamente en las posiciones matriciales indicadas anteriormente. 

 

 

Fig. 19 Matriz gráfica medio – temperatura. Media ajustada. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 
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VERIFICACIÓN DE SUPUESTOS Y ANÁLISIS RESIDUAL 

NORMALIDAD DE LOS RESIDUALES 

PRUEBAS NUMÉRICAS 

 

Siempre que el valor p (p-value) sea mayor que 0,05 se puede afirmar con un 95 % de confianza 

que los residuales presentan distribución normal. Las pruebas mostradas las Fig. A, B y C en el 

ANEXO 3 permitieron concluir que los residuales se distribuyen de manera normal y se cumple el 

supuesto. 

 

Por otra parte, es posible reconocer la distribución de probabilidad de los residuales a través del 

histograma de frecuencias Fig. 20 y la revisión de la curva de probabilidad Fig. 21: 

 

Fig. 20 Histograma de frecuencia. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 
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Fig. 21 Distribución de probabilidad normal de los residuales. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 

 

Se confirma que la distribución es de campana con media 0 y varianza casi constante. Podría existir 

un problema de varianza dado que las colas de la distribución presentan variabilidad sin percibir la 

campana homogénea. Sin embargo, mediante la prueba de homogeneidad de varianza y la prueba 

de independencia de los residuales se podrán confirmar cualquier duda al respecto. 

 

La Fig 22 se usa como una prueba gráfica adicional. Tan solo dos datos parecen no estar incluidos 

en las bandas que garantizan la normalidad residual. Sin embargo, el supuesto de normalidad se 

cumple y los residuales del modelo presentan distribución de probabilidad normal. 
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Fig. 22 Normalidad QQ-PLOT. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 

 

 

HOMOGENEIDAD DE VARIANZA 

 

Siguiendo el test de homogeneidad de varianza, se concluye que los residuales presentan 

homocedasticidad, pues el valor p es mayor que 0,05. Ver ANEXO 4. 

 

La Fig. 23 permite confirmar lo anterior, pues, no se observan patrones, picos, valles, o alguna 

figura con cierta tendencia si no que se aprecia una nube de puntos. 
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Fig. 23 Homocedasticidad residual. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 

  

INDEPENDENCIA DE LOS RESIDUALES 

 

A través del test de Durbin - Watson también es posible confirmar el cumplimiento del supuesto 

de independencia dado que el valor p es mayor que 0,05. Ver ANEXO 5. 

 

 

6.7. Contenido proteico  

 

Los extractos obtenidos después de la separación de cada uno de los tratamientos se pueden ver en 

la Fig. 24. La concentración proteica en los fermentados producidos por Bacillus amyloliquefaciens 

y Bacillus Subtilis en los distintos medios de cultivo a temperaturas diferentes se determinó 

mediante la prueba de Bradford. 
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Fig. 24 Extractos lipopeptídicos. 

Nota: fuente autora. 

 

Usando la ecuación 2 fue posible calcular el contenido proteico de los diferentes tratamientos, la 

Fig. 25 muestra la cantidad de proteína cuantificada en cada medio de cultivo a las diferentes 

temperaturas expresado en µg/L. 

 

   

    

Fig. 25 Proteína total. 

Nota: fuente autora. 
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6.8. Sensibilidad  

 

6.8.1 Inhibición del tubo germinativo de Mycosphaerella fijiensis 

 

Con el fin de determinar la capacidad antifúngica de las soluciones, se realizó la descarga de las 

ascosporas sobre las diferentes cajas con el tratamiento en específico, se tenían dos repeticiones 

por cada tratamiento, la TABLA X, se muestra el porcentaje de inhibición, el cual se calculó usando 

la ecuación 1, en cada tratamiento de evaluaron 20 ascosporas. 

 

TABLA X.  

PORCENTAJE DE INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO DE M. fijiensis 

 

Fuente: Autora. 

 

La Fig. 26, corresponde al testigo absoluto, se pueden observar las ascosporas globosas, con 

germinación tipo bipolar, su tamaño fue ≥ 1µm, mientras que el tamaño del tubo germinativo 

alcanzó a medir más de 100 µm. 

 

 

 

 

 

 

Réplica 1 Réplica 2

Testigo 90,15 90,1 0,00 100

Control 1: Sico 5,25 4,00 94,87 5,13

Control 2: Serenade 8,75 6,55 91,51 8,49

T1M3 20,50 21,95 76,44 23,56

T2M2 7,40 6,45 92,31 7,69

T3M4 5,30 5,55 93,98 6,02

T4M3 2,80 2,00 97,34 2,66

% CrecimientoTratamiento
X  Promedio datos

% Inhibición 
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Fig. 26 Testigo: Ascosporas de M. fijiensis. (a): sin germinar; (b) Ascosporas germinada a las 48 h. 

Nota: fuente autora. 

 

 

   

Fig. 27 Ascosporas de M. fijiensis 10 X - Control 1: SICO. (c): sin germinar; (d) Cultivo a las 48 h. 

Nota: fuente autora. 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

(c) (d) 
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Fig. 28  Ascosporas de M. fijiensis 10 X - Control 2: Serenade. (e): sin germinar; (f) Cultivo a las 48 h. 

Nota: fuente autora. 

 

 

    

Fig. 29 T1M3: (g) Ascosporas sin germinar de M. fijiensis 10 X ; (h) Cultivo a las 48 h, presunto cúmulo de BAS. 

Nota: fuente autora. 

 

 

 

 

 

 

(e) (f) 

(g) (h) 
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Fig. 30 T2M2: (i) Ascosporas sin germinar de M. fijiensis 10 X ; (j) Cultivo a las 48 h, presunto cúmulo de BAS 

Nota: fuente autora. 

 

 

   

Fig. 31 T3M4: (k) Ascosporas sin germinar de M. fijiensis 10 X ; (l) Cultivo a las 48 h, presunto cúmulo de BAS. 

Nota: fuente autora. 

(i) (j) 

(k) (l) 
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Fig. 32 T4M3: (m) Ascosporas sin germinar de M. fijiensis 10 X ; (n) Cultivo a las 48 h, presunto cúmulo de BAS. 

Nota: fuente autora. 

 

La Fig 33. Muestra un resumen del desarrollo del tubo germinativo en los diferentes tratamientos 

evaluados. 

 

Fig. 33 Resumen comportamiento del tubo germinativo. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 

(m) (n) 
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Fig. 34 Resumen ANOVA sensibilidad. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 

 

En la Fig. 34 es posible evidenciar que el valor P en el resumen ANOVA es menor que 0,05 así 

que existe por lo menos un par de tratamientos con efectos diferentes sobre la variable respuesta. 

Esto es, existe por lo menos un par de tratamientos (fungicidas) que conducen al crecimiento en 

distintas longitudes del tubo germinativo del hongo. Ahora bien, esto podrá ser tomado en 

consideración siempre que se cumplan los supuestos del modelo respecto a los residuales, a saber, 

el supuesto de normalidad, homocedasticidad e independencia. 

 

Fig. 35 Efectos de los tratamientos en el desarrollo del tubo germinativo. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 
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El tratamiento “TESTIGO” no corresponde a alguna sustancia con actividad antifúngica. Este sirve 

como muestra para contrastar los efectos de los demás tratamientos; en este, el crecimiento del 

hongo se dio de manera natural sin algún tipo de inhibidor. 

 

En la Fig. 35, Se busca reconocer cuál de los tratamientos reduce en mayor medida la longitud del 

tubo germinativo. Entre estos están Serenade, T2M2, T3M4, SICO y T4M3 en orden de menor a 

mayor inhibición del crecimiento del tubo, siendo T4M3 aquel con mejores efectos en la limitación 

del crecimiento del tubo germinativo del hongo. Esto, será un poco más evidente en la Fig 36. 

 

Fig. 36 Gráfico de caja y bigote – Sensibilidad. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 

 

En la Fig. 36 es mucho más evidente lo que se quería expresar en la Fig. 35 presentada 

anteriormente. Los tratamientos T2M2, T3M4 y T4M3 resultan alentadores respecto a los 
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comercialmente desarrollados como Serenade y SICO, siendo T4M3 el mejor de todos los evaluados 

en este estudio. 

 

ANÁLISIS RESIDUAL 

NORMALIDAD RESIDUAL 

 

 

Fig. 37 Distribución de los residuales del modelo. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 

 

En la Fig. 37, se evidencia que la distribución de probabilidad de los residuales del modelo es 

semejante a la distribución de probabilidad normal con media 0. Por otra parte, la Fig. 38 presenta 

una tendencia altamente lineal donde se corrobora el hecho anterior. Finalmente, se espera que las 

pruebas numéricas confirmen este hecho y se afirme que el supuesto de normalidad residual se 

cumple. 
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Fig. 38 QQ-PLOT. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 

 

El valor p en las pruebas de normalidad que es mayor que 0,05 por lo que se confirma gráfica y 

numéricamente que se cumple el supuesto de normalidad, ver ANEXO 6.  

 

HOMOCEDASTICIDAD RESIDUAL 

 

Dado que el valor p en el test de Breusch mostrado en el ANEXO 7 es mayor que 0,05 se confirma 

numéricamente la homocedasticidad de los residuales. Este hecho se confirma gráficamente a partir 

de la Fig 39; en él no se identifica ningún tipo de diagrama de puntos que viole el supuesto de 

homocedasticidad y se concluye que los residuales presentan homocedasticidad. 
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Fig. 39 Homocedasticidad residual - Prueba de sensibilidad. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 

 

 

 

INDEPENDENCIA RESIDUAL 

 

En el ANEXO 8, se evidencia que el valor p es mayor que 0,05 lo cual confirma que los residuales 

cumplen con el supuesto de independencia. Finalmente, los supuestos de los residuales del modelo 

se cumplen y se podrán extraer como verdaderas las conclusiones desarrolladas a lo largo del 

estudio del efecto de los tratamientos sobre la longitud del tubo germinativo. 
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COMPARACIONES MÚLTIPLES 

TABLA XI.  

PRUEBA DE TUKEY 

 

Siempre que el valor p-adj de un par de tratamientos sea mayor que 0,05 podemos afirmar que sus 

efectos sobre la variable respuesta son iguales. Si usamos como ejemplo el primer par a comparar 

SICO-Serenade presentado en la TABLA XI, podemos observar que su valor p-adj es mayor que 

0,05 y se puede afirmar que producen el mismo efecto inhibitorio en el crecimiento del tubo 

germinativo.  

 

Otra forma de apreciar este hecho es a partir de la Fig. 40 la cuál es una representación alternativa 

de la TABLA XI. En esta, se considera que un par de tratamientos producen efectos similares sobre 

el crecimiento del tubo siempre que las líneas horizontales (con 2 tramos) sean atravesadas por la 

línea vertical que pasa a través del 0. Por otra parte, cada una de las líneas presentadas corresponde 

a la concerniente en tabla, desde arriba hacia abajo y se presentan los nombres de las comparaciones 

entre solo 4 tratamientos. 
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Fig. 40 Resumen gráfico de la prueba Tukey. 

Nota: fuente autora, usando el software R - Studio. 

 

De aquí podemos concluir que el tratamiento T4M3 es más efectivo que Serenade, pero conduce a 

una respuesta media igual a la de SICO. Por otra parte, los tratamientos T2M2, T3M4 y T4M3 resultan 

en una mejor opción frente al tratamiento T1M3, y un igual efecto comparados con SICO; los 

tratamientos T2M2 y T3M4 conducen a iguales resultados respecto a Serenade. Además, los 

tratamientos T3M4 y T4M3 resultan ser igual de efectivos.  
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6.9. Plano del reactor diseñado  

la Fig. 41 muestra cómo queda el diseño del reactor según el desarrollo propuesto en el ANEXO 

9. 

 

Fig. 41 Plano fermentador. 

Nota: fuente autora, usando el software Autocad. 
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VII. ANÁLISIS 

 

Estudios han demostrado que las condiciones de fermentación son fundamentales para la 

producción de lipopéptidos [69], [70], tras desarrollar este trabajo, es claro que los medios son uno 

de los factores más importantes que puede afectar o favorecer la producción de este metabolito. En 

esta tesis fueron evaluados 4 medios de cultivo numerados del 1 al 4 respectivamente sobre la 

variable i-ésima: Landy, Luria, Hidrolizado de harina de banano e Hidrolizado de raquis; y 4 

temperaturas numeradas del 1 al 4 respectivamente sobre la variable j-ésima: 15 °C, 32 °C, 37 °C 

y 40 °C, los tratamientos que presentan mayores efectos positivos sobre la producción de 

lipopéptidos fueron Landy a 37 °C (19,37 µg/L) , Luria a 32 °C (94,04 µg/L), Hidrolizado de harina 

de banano a 40 °C (123,31 µg/L)  e Hidrolizado de raquis a 37 °C (91,37 µg/L). El medio Landy 

ha sido utilizado por otros autores y generalmente se considera un buen medio para el desarrollo 

de lipopéptidos [70],[71], sin embargo, en este estudio fue evidente que los tratamientos 

desarrollados en este medio, presentaron una baja productividad, esto puede estar asociado a la 

carencia de fuente de nitrógeno la cual favorece la actividad metabólica y síntesis de productos en 

la bacteria. 

 

Luria Bertani, es un medio que contiene extracto de levadura y peptona, los cuales 

proporcionan al medio los nutrientes necesarios para el óptimo desarrollo de los microorganismos 

de la especie Bacillus [72], [54]. En este estudio, los tratamientos desarrollados con este medio 

favorecieron el crecimiento de BAS y la producción de LPS. De modo que está directamente 

influenciado por los diferentes factores nutricionales y ambientales. Los medios obtenidos a partir 

de la hidrólisis de la harina de banano y la hidrólisis del raquis de palma estuvieron sometidos a 

hidrólisis ácida, estos además de contener azúcares como pentosas y hexosas, también presentan 

compuestos fenólicos, ácidos alifáticos y aldehídos furánicos que pueden afectar la fermentación 

si no son previamente purificados [73], En este trabajo  no se realizó la purificación total del medio 

obtenido, aun así se obtuvieron resultados favorables. En otros estudios, la mayor producción de 

lipopéptidos a partir de Bacillus subtilis fue 9,74 g/L en cultivo líquido de Luria Bertani [74] 0,77 

g/L usando B. atrophaeus en medio basal [75] 50,01 g de lipopéptidos/ kg seco sólido en medio de 
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harina de soja y paja de arroz utilizando B. amyloliquefaciens [76]. Al comparar los resultados 

obtenidos en este estudio con los mencionados anteriormente, se evidencia que, si se pretende 

darles aplicaciones industriales a los extractos, la acumulación de los lipopéptidos requiere mejorar 

su eficiencia de biosíntesis.  

La producción máxima también depende del control de la temperatura, la velocidad de 

agitación y el pH [55]. La temperatura es uno de los factores más importantes, puesto que puede 

afectar la cinética del proceso, lo cual afecta la velocidad de fermentación y la producción del 

metabolito de interés [77]. En otras investigaciones, se ha encontrado que a una temperatura de 37 

°C durante la etapa de producción se ha alcanzado producir 55,68  mg/gds [78]. La fengicina, 

iturina y surfactina, son metabolitos secundarios que se obtienen tras la fermentación de Bacillus, 

aunque en este estudio no se realizó la separación y cuantificación detallada de estas moléculas, se 

ha encontrado que la temperatura para favorecer la producción de iturina es a 25 °C y de 37 °C 

para la surfactina [79],  así como 15 °C, 25 °C y 30 °C son temperaturas ideales para la producción 

de fengicina [80],[81]. Es claro que, si se pretende obtener estos metabolitos para aplicaciones 

donde sea necesario garantizar la pureza del extracto, es necesario estipular el tipo de lipopéptido 

que se desea producir para seleccionar la temperatura adecuada y garantizar la producción máxima 

del mismo. Así mismo realizar los procesos downstream necesarios, como lo son la separación y 

purificación. 

La capacidad de infección de M. fijiensis está relacionada con la longitud del tubo 

germinativo de las ascosporas [82], por tanto, la presencia de tubos cortos es un indicativo de la 

sensibilidad del hongo al ingrediente activo. Los resultados obtenidos, muestran que todos los 

extractos presentaron actividad antifúngica significativa sobre la elongación del tubo germinativo 

de conidios de M. fijiensis, se encontró malformaciones en el tubo germinal y degradación celular. 

Todos los tratamientos exceptuando el testigo, presentaron tubos germinativos cortos, entre 1 – 56 

µm, y un porcentaje de inhibición de 76,44 % para T13, 92,31 T22, 93,98 T34 y 97,34 paraT43. Acorde 

a esto, la afectividad para el control del patógeno por los tratamientos biológicos propuestos es 

prometedora, debido a que expone analogías con las respuestas presentadas en la utilización de 

compuestos químicos como SICO (94,8 % inhibición), y biológicos como Serenade (91,5 % 

inhibición), productos ampliamente utilizados para el control de M. fijiensis.    
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VIII. CONCLUSIONES 

 

La producción de lipopéptidos a partir del consorcio Bacillus es afectada por diversos 

factores como el medio de cultivo y la temperatura de fermentación. En este estudio, fue muy 

evidente la mayor influencia del medio de cultivo en la producción del metabolito en relación con 

la temperatura de fermentación sin restarle importancia a esta última.  No obstante, la relación 

medio - temperatura es relevante y pudo conducir a distintas concentraciones finales de 

lipopéptidos. 

 

Los fermentados desarrollados produjeron diversos niveles de lipopéptidos. El tratamiento 

que condujo a la mayor producción de lipopéptidos fue T4M3 correspondiente al medio 

“Hidrolizado de almidón” a una temperatura de fermentación de 40 °C.  

 

Se seleccionaron los tratamientos T1M3, T2M2, T3M4 y T4M3 como los mejores de cada 

grupo, se compararon entre ellos y frente a 2 fungicidas comerciales. A partir de ello se concluyó 

que el tratamiento T4M3 fue más efectivo que Serenade, pero con una respuesta media igual a la de 

SICO. Por otra parte, los tratamientos T2M2, T3M4 y T4M3 resultaron ser una mejor opción frente 

al tratamiento T1M3 con igual efecto comparados con SICO y los tratamientos T2M2 y T3M4 

conducen a iguales resultados respecto a Serenade. Además, los tratamientos T3M4 y T4M3 

mostraron ser igual de efectivos. 

 

Se obtuvieron extractos lipopeptídicos de alto nivel, pues, uno de los tratamientos (T3M4) 

condujo a los mismos efectos producidos por el fungicida comercial SICO y con mayores efectos 

sobre el otro fungicida comercial Serenade. 

 

Finalmente, es posible afirmar que los resultados pueden ser tomadas en consideración dado 

que se cumplen los supuestos sobre los residuales del modelo y se concluye que el mejor 

tratamiento a llevar a cabo, de acuerdo con este estudio, sobre la producción de lipopéptidos a partir 
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del consorcio Bacillus es aquel desarrollado usando como medio hidrolizado de harina de banano 

a 40 °C. 

 

El aprovechamiento de la biomasa lignocelulósica (Raquis de palma) para generar sustratos 

que se pueden usar en procesos de fermentación es una buena opción a escala de laboratorio, a 

escala industrial aún se hayan desafíos debido a los costos de pretratamiento requeridos para 

poderse usar en las fermentaciones y a la recalcitrancia de esta materia prima. Por otra parte, dado 

que en la zona de Urabá hay mucha materia prima que no pasa los requerimientos básicos para ser 

exportada, quedando así el conocido “Banano de rechazo”, se hace factible obtener la harina da 

banano para su posterior conversión en una fuente de carbono para la formulación de medios de 

cultivo prometedores. 
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IX. RECOMENDACIONES  

 

 

Si se pretende desarrollar cultivos usando el género Bacillus para producir lipopéptidos, se 

recomienda hacer control de las variables que pueden favorecer la productividad del metabolito, 

como lo son la temperatura, la concentración inicial de inóculo, el pH, el medio de cultivo, el tipo 

de fermentación (sólida o líquida), la velocidad de agitación, el tiempo de crecimiento del 

microorganismo y el tiempo de la etapa productiva de lipopéptidos. 

 

Para la cuantificación exacta de los lipopéptidos, se sugiere usar cromatografía, puede ser 

HPLC o de afinidad, ya que da como resultado la separación de cada estructura (surfactina, iturina, 

fengicina) en función de la polaridad. Los productos separados se detectan mediante la detección 

de absorbancia UV y cada pico individual se puede recolectar utilizando un colector de fracciones 

para un análisis más detallado de su estructura. Así, conocer la fracción de cada tipo de lipopéptido 

presente en la muestra que este evaluando posibilitará el estudio de la sensibilidad in vitro de M. 

fijiensis a la sustancia pura.  
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     ANEXOS 

 

Anexo 1. Recortes de hoja de banano enferma con Sigatoka negra. 

 

Anexo 2. Discos con recortes se Sigatoka negra. 
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Anexo 3. Pruebas numéricas – Producción de lipopéptidos 

 

 

Fig. A Prueba de normalidad Shapiro - Wilk 

 

Fig. B Prueba de normalidad Anderson - Darling 

 

Fig. C Prueba de normalidad Cramer – von Mises 

 

Anexo 4. Test 1 

 

 

Fig. D Test ncv. 

 

Anexo 5. Test 2 

 

 

Fig. E Test de Durbin – Watson. 
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Anexo 6. Pruebas numéricas - Sensibilidad 

 

Fig. F Prueba de normalidad Shapiro – Wilk (prueba de sensibilidad). 

 

Fig. G Prueba de normalidad Anderson – Darling (prueba de sensibilidad). 

 

Fig. H Prueba de normalidad Cramer – von Mises (prueba de sensibilidad). 

 

Anexo 7. Test 3 

 

 

Fig. I Breusch pagan test. 

 

Anexo 8. Test 4 

 

 

Fig. J Test de Durbin – Watson (prueba de sensibilidad). 
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Anexo 9. Diseño mecánico de un reactor para la producción de lipopéptidos a partir de Bacillus 

amyloliquefaciens y Bacillus subtilis 

 

 

DISEÑO MECÁNICO DEL RECIPIENTE   

 

1. Material 

El material empleado para el diseño será acero inoxidable 304, debido a la resistencia a la corrosión 

(< 2 mpy) que presentó para todas las sustancias involucradas en el fermentador donde se llevará 

a cabo la producción de los lipopéptidos. 

 

2. Condiciones de operación y diseño 

 

a. Volumen (sin tapas) 

 

Se recomienda permitir que exista un espacio en la parte superior del reactor agitado por si hay 

formación de espumas o se debe retirar las gotas que arrastra el gas de salida. Esto se logra 

llenando el 70 – 80 % del tanque con líquido [83]. Para este diseño, el volumen del líquido 

corresponderá al 80 % del volumen total del reactor, por tanto:  

 

𝑉𝑡𝑟𝑎𝑏𝑎𝑗𝑜 = 20 𝐿 

 

𝑉𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 =
𝑉𝑡𝑟𝑎𝑏𝑎𝑗𝑜

0,80
 =

20 𝐿

0,80
= 25 𝐿 → 0,0250 𝑚3      𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 (𝟑) 

 

b. Temperatura  

 

La temperatura máxima de diseño no debe ser menor que la temperatura media del metal a través 

del grosor de la placa en las condiciones de operación [84], así que se establece una temperatura 

de diseño de 160 °C. 
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c. Presión 

 

La presión de diseño deberá ser la presión en las condiciones más severas del sistema [84]. El 

equipo debe ser esterilizado, por ende, se tomará la presión del vapor de agua saturada a 125 °C la 

cual el recipiente debe soportar cuando es esterilizado (115 kpa ; 16,679 Psi). 

 

d. Factor de seguridad 

 

Este factor estará definido por la relación del esfuerzo último y el esfuerzo permisible para el acero 

inoxidable 304 [85]. 

𝐹. 𝑆 =
𝐸𝑠𝑓𝑢𝑒𝑟𝑧𝑜 ú𝑙𝑡𝑖𝑚𝑜

𝐸𝑠𝑓𝑢𝑒𝑟𝑧𝑜 𝑝𝑒𝑟𝑚𝑖𝑠𝑖𝑏𝑙𝑒
=

𝜎𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑜

𝜎𝑝𝑒𝑟𝑚𝑖𝑠𝑖𝑏𝑙𝑒

     𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 (𝟒) 

 

Considerando cualquier variación que pueda ocurrir en las propiedades del material, cargas, fallas 

o deterioro que acontezca [86], se establece que el factor de seguridad para llevar a cabo el diseño 

del equipo será: 2 

 

3. Dimensionamiento básico 

 

a. Tipo de recipiente 

 

Se proporcionan reglas para el diseño de recipientes que son esféricos y cilíndricos [84], por ende, 

el reactor es un fermentador agitado para el medio de cultivo y el microorganismo (parte del 

proceso donde se producen los lipopéptidos) y tendrá forma cilíndrica, con base redondeada para 

eliminar las cavidades y esquinas en las que las corrientes de fluido no pueden penetrar.  

 

b. Diámetro del recipiente 

La relación típica entre la longitud diámetro en recipientes con agitación se encuentra entre 1,2 y 

3,0, los reactores con una relación L/D > 1,5, suelen requerir múltiples impulsores para obtener 

una mezcla adecuada [87],[88]. En este caso se usará la correlación   
𝐿

𝐷𝑇
= 2  
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Se obtiene: 

𝐿 = 2 ∗ 𝐷𝑇    𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 (𝟓)    

 

𝑉𝑇 =
𝜋

2
𝐷𝑇

3 𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 (𝟔) 

 

A partir de la ecuación 6 despejamos el 𝐷𝑇 

 

𝐷𝑇 = √
2 ∗ 𝑉𝑇

𝜋

3

  𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 (𝟕) 

𝐷𝑇 = √
2 ∗ 0,025𝑚3

𝜋

3

= 0,2515 𝑚 

 

c. Longitud del recipiente (sin tapas) 

 

Teniendo en cuenta la correlación empleada en el apartado 3.2 obtenemos que la longitud del 

reactor sin incluir las tapas será:   

 

𝐿𝑇 = 2 ∗ 𝐷𝑇  = 2 ∗ 0,2515 𝑚 = 0,5030 𝑚 → 19,8031 𝑖𝑛 

 

d. Posición   

 

El reactor se dispondrá en posición vertical, esto permite tener una unidad más compacta. Por otra 

parte, favorece en la agitación y privilegia la difusión de oxígeno [89]. 

 

 

e. Tipo de tapas 

 

Debido a la presión que el equipo deberá soportar en la peor de las condiciones (115 kPa). Las 

tapas se diseñarán teniendo en cuenta las especificaciones de “ Torispherical head DIN 28011” 

propuestas por [84], Para la cabeza y para el fondo del recipiente. 
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Fig. K Relaciones para el tipo de tapa Cabeza torisférica DIN 2801. 
 

 

3.5.1. Dimensiones 

 

El diámetro de la tapa corresponderá con el diámetro del tanque que se calculó con la ecuación 7, 

entonces: 𝐷𝑎 = 𝐷𝑡 = 0,251 𝑚. Luego, teniendo en cuenta las relaciones que se presentan en la Fig 

34, se obtiene que: 

 

𝒓𝟏 = 𝐷𝑎 = 0,2515 𝑚 

𝒓𝟐 = 0,1 ∗ 0,2515 𝑚 = 0,0251𝑚 

 

 

Ver información técnica en el ANEXO 11. 

 

𝒉𝟏 = 3,5 ∗ 𝑠  ;     𝑠 =  𝑡𝑡𝑎𝑝𝑎 = 0,0046 in 

𝒉𝟏 = 3,5 ∗ 0,0046 in = 0,0161 𝑖𝑛 

𝒉𝟐 = 0,1935 ∗ 𝐷𝑎 − 0,455 ∗ 𝑠 = 0,0466 𝑖𝑛 

𝒉𝟑 = ℎ1 + ℎ2 = 0,0627 𝑖𝑛 

𝒉𝒕𝒂𝒑𝒂 = ℎ3 + 𝑠 = 0,0673 𝑖𝑛 

 

 

 

 

3.5.2. Volumen de las tapas 

 

El volumen de la tapa puede ser calculado de acuerdo con la ecuación 8 que plantea el proveedor  

[90].  

𝑽𝑻𝒂𝒑𝒂𝒔 = 0,1 ∗ (𝐷𝑡)3       𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 (𝟖) 
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𝑽𝑻𝒂𝒑𝒂𝒔 = 0,1 ∗ (0,2515 𝑚)3 =  0,0251 𝑚3 

 

3.5.2. Longitud del recipiente (con tapas) 

 

La longitud total del reactor corresponderá con la longitud que aportan las tapas y la que 

proporciona el recipiente: 

𝑳𝑻 = 𝐿 + 2ℎ𝑡𝑎𝑝𝑎    𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 (𝟗) 

 

𝑳𝑻 = 19,8031 𝑖𝑛 + 2(0,0673 𝑖𝑛) = 19,9377 𝑖𝑛 

 

f.  Tolerancias por corrosión y abrasión 

 

Los recipientes principales de un proceso deben diseñarse para alcanzar producciones durante  un 

tiempo estimado de 15 a 20 años [87], por lo  anterior y por aspectos económicos donde se requiere 

garantizar el alcance máximo de las utilidades del proceso, se considera que el tiempo de operación 

del equipo apropiado debe ser de 20 años, esta apreciación se hace teniendo en cuenta que el 

fermentador se figura como uno de los equipos principales en la producción de lipopéptidos y que 

opera las 24 horas del día, dentro de las cuales está incluido el mantenimiento y la limpieza del 

equipo.  

2𝑚𝑝𝑦 =
0,002 𝑖𝑛

𝑎ñ𝑜
 

 

𝑡𝑐 = 20 𝑎ñ𝑜𝑠 ∗
0,002 𝑖𝑛

𝑎ñ𝑜
= 0,04 𝑖𝑛 

 

 

 

g. Costuras 

 

El código ASME 2013, sección VIII, división 1, (UW-3), especifica las categorías de juntas 

necesarias para llevar a cabo soldaduras en recipientes. Las categorías requeridas para formar la 
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coraza cilíndrica del equipo de fermentación se presentan como A y B, descritas como 

longitudinales y circunferenciales respectivamente.  

 

En UW-11 se detallan las consideraciones necesarias para seleccionar el tipo de examen 

radiográfico en las soldaduras. Conforme a sus numerales, se puede afirmar que para el diseño del 

fermentador no es necesario realizar examen radiográfico, declarando que el recipiente no estará 

funcionando para sustancias peligrosas, la presión de operación es menor a 50 psi y el espesor del 

tanque es de 1,0922 mm. Además, en busca de una disminución de costos en fabricación, 

considerando que el equipo no tiene grandes requerimientos de seguridad es posible evitar el 

radiografiado. Declaradas las categorías de juntas soldadas y el grado de inspección como nulo, la 

tabla (UW-12) ofrece las eficiencias para las juntas [84]. El tipo de juntas para el diseño del equipo 

es a tope hechas por doble cordón de soldadura, indicaciones especificas en TABLA XI. 

 

TABLA XII.  

INDICACIONES PARA EFICIENCIA DE JUNTAS 

 

 

Fuente: [84].  

 

4. Espesores de diseño y nominal de la camisa y de las tapas que soportan la presión 

interna. 

 

4.1 Espesor de diseño de la camisa 

 

El espesor de la camisa requerido para soportar la presión de diseño se calculará empleando la 

ecuación 11 obtenida de la norma ASME. A partir de la norma ASME se obtiene que S: 39,3 ksi→

39.300 psi para el acero inoxidable 304. 

Característica Descripción

Tipo 1

Limitaciones Ninguna

Categorías A, B, C y D

Eficiencia (E) 0,7
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𝒕𝒄𝒂𝒎𝒊𝒔𝒂 =
𝑃𝑅

𝑆𝐸 − 0,6𝑃
     𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 (𝟏𝟎) 

 

𝒕𝒄𝒂𝒎𝒊𝒔𝒂 =
(16,679 𝑝𝑠𝑖) (

9,9016𝑖𝑛
2 )

(39.300𝑝𝑠𝑖)(0,7) − 0,6(16,679 𝑝𝑠𝑖)
 

 

𝒕𝒄𝒂𝒎𝒊𝒔𝒂 = 0,0030 𝑖𝑛 

 

El espesor total de diseño 𝑡𝑇 es la suma del espesor requerido para soportar la presión y el de la 

tolerancia por corrosión: 

𝒕𝑻 = 𝑡𝑡𝑎𝑝𝑎 + 𝑡𝑐 

𝒕𝑻 = 0,0030  𝑖𝑛 + 0,04 𝑖𝑛 = 0,0430 𝑖𝑛 

 

4.2 Espesor nominal de la camisa 

 

El espesor nominal corresponde con el grosor de una lámina comercial que se aproxime al grosor 

de diseño calculado en el apartado 3.8.1, el proveedor [91] ofrece láminas con espesor de 0,0478 

in , entonces: 

𝑡𝑁 =
1

18
𝑖𝑛 = 0,0478 𝑖𝑛  

 

4.3 Espesor de diseño de las tapas 

 

El espesor de las tapas que se requiere para soportar la presión de diseño que se estipuló, será 

calculado con la ecuación 11 obtenida de [84]. 

 

𝒕𝒕𝒂𝒑𝒂 =
𝑃𝐿𝑀

2𝑆𝐸𝑗 − 0.2𝑃
    𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 (𝟏𝟏) 
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A partir de la norma ASME se obtiene que S: 39,3 ksi→ 39.300 𝑝𝑠𝑖 para el acero inoxidable 304, 

por lo tanto, 
𝐿

𝑟
=

33,858 𝑖𝑛

3,3858 𝑖𝑛
= 10, entonces en la (ver ANEXO 10) el valor de 𝑀 = 1,54  y E = 0,7. 

 

𝒕𝒕𝒂𝒑𝒂 =
(16,679 𝑝𝑠𝑖)(9,882 𝑖𝑛)(1,54)

2(39.300 𝑝𝑠𝑖)(0,7) − 0.2(16,679 𝑝𝑠𝑖)
= 0,0046 𝑖𝑛 

El espesor total de diseño 𝑡𝑇 es la suma del espesor requerido para soportar la presión y el de la 

tolerancia por corrosión, esto se debe a que ese espesor compensa la corrosión que el equipo sufre 

con las sustancias a medida que pasa el tiempo [92]. 

 

𝑡𝑇 = 𝑡𝑡𝑎𝑝𝑎 + 𝑡𝑐  

𝑡𝑇 = 0,0046 𝑖𝑛 + 0,04 𝑖𝑛 = 0,0446 𝑖𝑛 

4.4 Espesor nominal de las tapas 

 

El espesor nominal corresponde con el grosor de una lámina comercial que se aproxime al grosor 

de diseño, calculado en el apartado 3.8.3, el proveedor [91] ofrece láminas con espesor de 0,0478 

in, entonces: 

𝑡𝑁 =
1

14
 𝑖𝑛 = 0,0747 𝑖𝑛  

 

Nota: El espesor calculado en el apartado 2.5.3 también corresponderá al espesor de diseño del 

recipiente cilíndrico de longitud L = 19,8031 𝑖𝑛. 
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Anexo 10. Valores del factor M. 

 

 

Anexo 11. Información técnica tapas toriesféricas. 

 

 

 

 


