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1. RESUMEN 
  

 El uso inadecuado y desmedido de antibióticos, aunado al lento descubrimiento de 

antibióticos efectivos, ha provocado la propagación de microorganismos multidrogo-

resistentes (MDR) detonando un problema importante de salud pública a nivel mundial. Se 

estima que para el 2050 las infecciones por microorganismos MDR serán las causantes de 10 

millones de muertes por año por lo que se requiere con urgencia alternativas efectivas contra 

estos agentes infecciosos.  

 

Pseudomonas protegens EMM-1 es una bacteria Gramnegativa aislada de la rizosfera del 

maíz “rojo criollo” capaz de inhibir el crecimiento de bacterias de importancia clínica 

como Streptococcus, Klebsiella, Burkholderia y la cepa tipo Staphylococcus aureus ATCC 

25923. En este trabajo se evaluó, mediante un diseño factorial 32, el efecto de la temperatura, 

fuente de carbono y aireación sobre la producción de sustancias antimicrobianas producidas 

por Pseudomonas protegens EMM-1 contra el aislado clínico Streptoccocus sp. SP6 en 

medio líquido SYP y SYP modificado sustituyendo la sacarosa por manitol y glicerol. En los 

experimentos realizados en medio con sacarosa no se observó actividad inhibitoria en 

ninguno de los experimentos; con ninguna de las variables en ningún nivel, solamente en los 

medios con glicerol y manitol hubo actividad antimicrobiana. Las condiciones de cultivo en 

matraz que maximizaron la producción de compuestos antimicrobianos sintetizados 

por Pseudomonas protegens EMM-1 se implementaron en biorreactor.  

Del extracto crudo obtenido del biorreactor se realizaron extracciones con acetonitrilo y 

cloroformo obteniendo una fase acuosa de color amarillento que producía halos difusos y una 

fase orgánica incolora que producía halos de inhibición claros, estas fases se analizaron 

mediante LC-MS y, en la fase acuosa, se identificaron cuatro compuestos que, trabajos 

anteriores, reportaron su relación con la actividad antimicrobiana en Pseudomonas, sin 

embargo, en la fase orgánica estos compuestos no fueron identificados, lo que sugiere 

que Pseudomonas protegens EMM-1 posee otros compuestos aún desconocidos que podrían 

tener una mayor actividad antimicrobiana. 

 



2. INTRODUCCIÓN 

 

El uso desmedido e inadecuado de antibióticos en el área médica, veterinaria y 

agrícola ha provocado la propagación de microorganismos resistentes a múltiples fármacos 

(MDR), lo cual, aunado al lento descubrimiento de antibióticos efectivos, ha detonado un 

problema importante de salud pública a nivel mundial (Van Boeckel et al., 2015; Rodriguez-

Mozaz et al., 2015). Magiorakos et al., en 2012 definieron tres tipos de microorganismos 

resistentes; los resistentes a múltiples fármacos (MDR) que son microorganismos que 

resisten a al menos un agente en tres o más categorías de antimicrobianos, extremadamente 

resistentes a fármacos (XDR) que son los microorganismos que resisten a al menos un agente 

en todas las categorías de antimicrobianos y panresistentes a los fármacos (PDR) los cuales 

resisen a todos los agentes en todas las categorías de antimicrobianos. 

O'Neill (2016) estima que para el 2050 habrá 10 millones de muertes al año a causa 

de las infecciones por microorganismo MDR. Según la Global Antibiotic Research & 

Development Partnership (GARDP) cada año mueren 700 mil personas por infecciones 

causadas por microorganismos resistentes a los medicamentos, por lo tanto, se requieren con 

urgencia alternativas contra los agentes MDR que, además de ser eficaces, no dañen la 

microbiota intestinal como lo hacen los antibióticos de amplio espectro (Cotter et al., 2012). 

Los microorganismos cuentan con un amplio arsenal de compuestos metabólicos que 

los ayudan a sobrevivir en ambientes de competencia, entre los que se encuentran los péptidos 

ribosómicos y no ribosómicos, policétidos, lipopéptidos y compuestos volátiles (Lazzaro et 

al., 2020; Simons, Alhanout y Duval, 2020; Caulier et al., 2019; Lei et al., 2019). 

Pseudomonas protegens es una bacteria Gramnegativa que vive en el suelo o en el 

sistema radicular de algunas plantas y produce metabolitos secundarios y enzimas 

extracelulares que son tóxicos para bacterias y hongos patógenos (Yan et al., 2017; Wang et 

al., 2020; Takeuchi et al., 2023). Entre los metabolitos reportados con actividad 

antimicrobiana producidos por P. protegens destacan el policétido aromático 2-4-

diacetilfloroglucinol (DAPG), la pioluteorina (PLT), pirrolnitrina (PRN) y el cianuro de 

hidrógeno (HCN) (Gross y Loper, 2009). Estos metabolitos convierten a Pseudomonas 

protegens en un efectivo agente de biocontrol contra el desarrollo de enfermedades en los 



cultivos agrícolas. En nuestro laboratorio se reportó que una cepa de P. protegens inhibió el 

crecimiento de bacterias de importancia clínica como Streptococcus, Klebsiella, 

Burkholderia y la cepa tipo Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Cesa-Luna, 2020). 

 En el presente proyecto se propone un diseño experimental para evaluar el efecto de 

la temperatura, fuente de carbono y aireación sobre la producción de sustancias 

antimicrobianas producidas por Pseudomonas protegens EMM-1, con la finalidad de, en un 

futuro, purificar e identificar los compuestos que presenten mayor potencial biotecnológico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. ANTECEDENTES 
 

Pseudomonas protegens EMM-1 (antes erróneamente identificada en nuestro grupo 

como Sphingomonas sp. DS-204), es una cepa bacteriana perteneciente al grupo de las 

bacterias Gramnegativas que fue aislada de la rizosfera de maíz “rojo criollo”, tiene un 

amplio espectro de inhibición, por lo que es capaz de antagonizar hongos fitopatógenos de 

los géneros Aspergillus, Rhizopus y Fusarium; así como bacterias pertenecientes al género 

Acinetobacter, Azospirillum, Paraburkholderia, Pseudomonas, Rhizobium y Sphingomonas 

(Molina-Romero et al., 2017; De La Cruz-Enríquez, 2019; Cesa-Luna et al., 2020). P. 

protegens EMM-1 fue también capaz de antagonizar algunas especies de importancia clínica, 

por su resistencia a antibióticos, de los géneros Klebsiella, Burkholderia y Streptococcus 

(Aguayo-Acosta, 2015; Cesa-Luna et al., 2020). En los trabajos mencionados, la actividad 

antagónica de P. protegens EMM-1, se demostró creciendo la bacteria en medios sólidos en 

ensayos de inhibición simultanea y agar de doble capa. Aguayo-Acosta, 2015 concluyó que 

P. protegens EMM-1 crecida en medio LB líquido en matraces no era capaz de producir 

adecuadamente sustancias antagónicas, sólo en medio LB-agar semisólido (8 g/L de agar). 

Además, encontró que en el medio mineral MM9-agar con glucosa, manitol o fructosa como 

fuente de carbono, P. protegens EMM-1 producía cantidades similares de compuestos 

antagónicos (1706 unidades arbitrarias/ml) que en los medios sólidos LB o Mac Conkey.  

En un experimento en matraces se observó que P. protegens EMM-1 tiene capacidad 

de producir sustancias inhibitorias en medio líquido incubando a baja agitación (50 rpm), 

pero en alta agitación (180 rpm) esta capacidad no es observada (Cesa-Luna, 2020). En otro 

estudio, Jablońska et al., 2022 demostraron que P. aeruginosa producía mayores cantidades 

del pigmento pioverdina cuando la aireación (el área de interfase entre el medio de cultivo y 

el aire) era mayor, por lo que se sugiere que la oxigenación podría tener un papel importante 

en la producción de estos metabolitos.  

Cesa-Luna et al., 2020 lograron amplificar a partir del DNA genómico de P. 

protegens EMM-1 genes involucrados en la producción de compuestos antimicrobianos 

como el 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG) y pioluteorina, sin embargo, no se identificó los 

compuestos en los extractos de cultivo, por lo que se requieren más estudios para determinar 



si estas sustancias podrían ser las causantes de la actividad antimicrobiana observada en la 

cepa EMM-1 como sucede en las cepas Pf-5, SN15-2, H78 y MP12 de P. protegens (Yan et 

al., 2018; Shi et al., 2019; Andreolli et al., 2019; Cesa-Luna et al., 2020; Wang et al., 2020). 

 

3.1 Producción de compuestos antimicrobianos en condiciones de baja 

agitación 

 

López et al. (2012) realizaron un estudio en matraces de 250 ml con 50 ml de medio 

de cultivo donde se observó que la velocidad de agitación no presentaba un efecto importante 

en la producción de biomasa de un cultivo de Pseudoalteromonas sp., ya que, de las 0, 150, 

250 y 450 rpm utilizadas, la producción de biomasa fue similar en la fase estacionaria (6-5.5 

mg/mL). Sin embargo, en la actividad antimicrobiana sí tuvo un efecto significativo. En 

cultivos estáticos (0 rpm) o bajas revoluciones (150 rpm), los sobrenadantes de los cultivos 

sí presentaron actividad antimicrobiana contra aislados clínicos, pero a velocidades de 

agitación mayores a 150 rpm, esta fue suprimida, lo que sugiere que la transferencia de 

oxígeno “afecta directamente la regulación de la actividad antimicrobiana” (López et al., 

2012). Un estudio similar en matraces fue llevado a cabo por Yang et al. (2007), reportaron 

mayor producción de violaceína por Pseudoalteromonas luteoviolacea a bajas velocidades 

de agitación, mientras que con el aumento de la agitación la producción de este 

antimicrobiano disminuyó y, como en el estudio anterior, la producción de biomasa no fue 

afectada por la velocidad de agitación. 

 

3.2  Efecto de la fuente de carbono y temperatura en la producción de 

pioluteorina y 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG) 
 

Aguayo-Acosta (2015) utilizó el medio mineral MM9-agar con diferentes fuentes de 

carbono como xilosa, manitol, glucosa, fructosa y mio inositol para la producción de 

sustancias inhibitorias por la cepa EMM-1. Sólo los medios con manitol, glucosa o fructosa 

produjeron cantidades notorias de sustancias inhibitorias a diferencia de las otras fuentes de 

carbono utilizadas. Sin embargo, no se logró identificar estas sustancias inhibitorias 

producidas. 



En otro estudio, se cultivaron cepas de P. fluorescens Pf-5 en medio Difco Nutrient 

Broth (DNB), se observó que al suplementar este medio con 1% (v/v) de glicerol se promovía 

la producción de pioluteorina y, al ser suplementado con 2% (p/v) de glucosa, se promovía 

la producción de 2,4-diacetilfloroglucinol (Kidarsa et al., 2011). 

Shanahan et al. (1992) describieron el efecto de la temperatura en la producción de 

2,4-diacetilfloroglucinol por la cepa de Pseudomonas sp. F113, se probaron temperaturas 

entre 4 y 37°C y la mayor cantidad de DAPG se produjo a los 8 días incubando a 12°C, 

además, observaron que la fuente de carbono jugaba un papel importante en la producción 

de dicha sustancia, obteniendo mayores rendimientos cuando se utilizó fructosa, sacarosa o 

manitol como fuente de carbono. Se menciona también que cuando la cepa se cultivó en 

volúmenes pequeños (profundidad de líquido de 1 cm en matraz Erlenmeyer de 1L) aumentó 

considerablemente la producción de DAPG, en contraste con volúmenes de cultivo mayor 

donde se produjeron cantidades insignificantes. Otra observación fue que al cultivar la cepa 

en agar semisólido también produjo cantidades similares de DAPG a las producidas en 

volúmenes pequeños, lo que motiva a “investigar sobre el papel de la disponibilidad de 

oxígeno en la producción de DAPG” (Shanahan et al., 1992). 

 

3.3  Extracción de sustancias inhibitorias a partir de cultivos en placa de 

Petri de P. protegens EMM-1 

 

En nuestro grupo de trabajo se desarrolló un método de extracción de las sustancias 

inhibitorias por lixiviación en frío, el cual resultaba efectivo para extraer del agar los 

metabolitos. El método consistía en colocar 100 µL de cultivo en fase estacionaria de P. 

protegens en membranas de nitrocelulosa estériles de tamaño de poro de 0.22 µm, estas se 

colocaban sobre cajas de Petri con 10 mL de medio LB sólido, pasadas 48 horas de 

incubación se retiraban las membranas dejando únicamente el sitio donde se presentaba la 

sustancia inhibitoria, posteriormente, se cortaba el pedazo de agar y se colocaba en tubos 

Falcon de 50 ml con etanol absoluto frío y cloroformo como disolventes, y se incubaba por 

24 h a 4 °C (Aguayo-Acosta, 2015; Cesa-Luna, 2016).  



Aunque esta metodología ha sido útil a nivel de laboratorio, no sería práctica para el 

escalamiento de la producción y purificación de los compuestos producidos por P. protegens 

EMM-1. Por esta razón se ha decidido estudiar condiciones de cultivo en medio líquido que 

nos permitan desarrollar tecnologías de purificación escalables. 

 

3.4 Pseudomonas como bacterias de biocontrol 

 

 Pseudomonas pueden producir una amplia gama de metabolitos secundarios, muchos 

de ellos con capacidad de biocontrol, como las fenazinas, que son pigmentos tricíclicos que 

muestran actividad de amplio espectro contra hongos y bacterias patógenas, los genes 

responsables de la producción de fenazinas son phzABCDEFG y está regulada por quorum 

sensing y por la vía de transducción de señales Gac-Rsm (Biessy y Fillion, 2018). Otro 

antimicrobiano producido por Pseudomonas, utilizado en raíces y plántulas como biocontrol 

de enfermedades, es el 2,4-diacetilfloroglucinol, un policétido cuyos genes involucrados en 

su producción son phlACB, phlD, phlEI, phlG, phlH y phlF (Almario et al., 2017). 

Pioluteorina es un antibiótico usado contra enfermedades causadas por Pythium ultimum en 

plantas de algodón, los genes biosintéticos son pltABCDEFGLM, pltIJKNOP, pltZ y pltR. 

Pirrolnitrina es un antifúngico de amplio espectro producido por Pseudomonas, sus genes 

biosintéticos son prnABCD (Ligon et al., 2000). Otros metabolitos de importancia para el 

biocontrol producidos por Pseudomonas son el cianuro de hidrógeno (HCN), los 

biosurfactantes y sideróforos (Höfte, 2021). El sistema de doble componente GacS/GacA 

tiene un rol importante en la regulación de los metabolitos secundarios producidos por 

Pseudomonas ya que, la mayoría de éstos, son sintetizados solamente cuando GacS/GacA se 

encuentra activo. GacS es una cinasa sensora que se encuentra en la membrana de las células 

y se activa fosforilándose mediante una señal específica ambiental que desencadena la 

cascada (Dolores-Ferreiro y Trinidad-Gallegos, 2021; Monteagudo-Cascales et al., 2022). 

 

 

 



4. JUSTIFICACIÓN 
 

 

Pseudomonas protegens EMM-1 produce sustancias que son capaces de inhibir el 

crecimiento de hongos fitopatógenos y bacterias multidrogo-resistentes, algunas de ellas 

pertenecientes a los géneros Burkholderia, Klebsiella y Streptococcus, estas dos últimas de 

importancia clínica (Cesa-Luna, 2016; De la Cruz-Enríquez, 2019), por lo que el tener 

tecnología de producción escalable podría ayudar en el desarrollo de nuevos antibióticos 

efectivos. 

 

En trabajos anteriores a éste, las sustancias producidas por Pseudomonas protegens 

EMM-1 en medio líquido no tuvieron los efectos inhibitorios como las producidas en medio 

sólido (Aguayo-Acosta, 2015), el poderlas producir en medio líquido facilitaría la 

producción, purificación y escalamiento. 

 

5. HIPÓTESIS 
 

  

 La temperatura, la fuente de carbono y la aireación afectarán la producción de 

metabolitos inhibitorios sintetizados por P. protegens EMM-1 contra Streptococcus sp. SP6. 

 

6. OBJETIVOS 
 

OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar el efecto de la temperatura, fuente de carbono y condiciones de 

oxigenación en la producción de compuestos antimicrobianos sintetizados por Pseudomonas 

protegens EMM-1 en medio líquido. 

 



OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Determinar el efecto de la temperatura, y condiciones de oxigenación en distintos 

medios de cultivo sobre la producción de compuestos antimicrobianos sintetizados 

por Pseudomonas protegens EMM-1 en matraces mediante un diseño de 

experimentos. Oxigenación (matraz de 250 ml, con 15, 50 y 85 mL de volumen de 

llenado); Temperatura (15, 23 y 28°C); medio SYP y medio SYP modificado 

sustituyendo la sacarosa por manitol y glicerol. 

 

• Analizar los resultados del diseño de experimentos y seleccionar las condiciones de 

cultivo en matraz que maximicen la producción de compuestos antimicrobianos por 

Pseudomonas protegens EMM-1. 

 

• Evaluar en biorreactor las condiciones de cultivo seleccionadas en el objetivo 

anterior. 

 

• Identificar mediante cromatografía de líquidos-masa los compuestos presentes en los 

extractos obtenidos en biorreactor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7. METODOLOGÍA 
 

 

7.1 Esquema de trabajo 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SYP: Sacarosa, extracto de levadura, fosfatos 

GYP: Glicerol, extracto de levadura, fosfatos 

MYP: Manitol, extracto de levadura, fosfatos 

Pseudomonas protegens 

EMM-1 

Efecto de la 

temperatura 

Efecto de la 

oxigenación 

Evaluación en medio 

GYP, MYP y SYP 

Determinar las mejores 

condiciones de cultivo 

Evaluar en biorreactor condiciones 

que maximicen la producción de 

compuestos antimicrobianos   

 Identificar posibles 

compuestos 

antimicrobianos 

Resultados 



7.2  Ensayos de agar en doble capa 

 

Con la finalidad de corroborar la capacidad antagónica reportada en estudios 

anteriores de la cepa EMM-1 de P. protegens, se realizaron ensayos de agar en doble capa 

como los descritos por Muñoz-Rojas et al., 2005 y Cesa-Luna et al., 2019. El ensayo se 

realizó con 4 cepas que se habían reportado anteriormente como cepas sensibles a los 

metabolitos de P. protegens EMM-1; Streptococcus sp. SP10, Streptococcus sp. SP6, 

4MePi8 (batería con actividad metilotrófica) y K. pneumoniae (ATCC 13883) (Aguayo-

Acosta, 2015; Cesa-Luna, 2016). Se sembró en el centro de placas de LB agar, a partir de un 

cultivo “overnight” (16-18 horas), 20 µL de la cepa productora y se incubó durante 72 h, 

posteriormente, la colonia se removió con un portaobjetos estéril y los residuos con un isopo, 

las placas se sometieron a vapores de cloroformo durante 60 min con la finalidad de eliminar 

las células que pudieron haber quedado. Después, se dejaron reposar las placas 10 min en 

una campana de flujo laminar para evaporar por completo los residuos de cloroformo. 

Posterior a esto, se vertió sobre las placas una capa de 10 mL de LB-agar suave (8 g/L agar) 

previamente inoculado con alguna de las cuatro cepas sensibles mencionadas anteriormente 

y se incubó durante 24 h. La aparición de halos de inhibición fue un indicativo de la actividad 

antagónica positiva de P. protegens EMM-1. 

 

7.3  Monitoreo del crecimiento  

 

La bacteria productora Pseudomonas protegens EMM-1 se cultivó en medio líquido 

SYP suplementado con molibdeno y zinc el cual tiene la siguiente composición por litro de 

agua destilada: Extracto de levadura 3 g, sacarosa 10 g, K2HPO4 1 g, KH2PO4 3 g, 

ZnSO4*7H2O 100 mg, Na2MoO4*2H2O 120 mg. Cuando se utilizó manitol o glicerol como 

sustituyente de la sacarosa fue a una concentración de 10 g/L. El crecimiento se siguió 

mediante el conteo de unidades formadoras de colonia en placas de LB agar.  

Para los ensayos se utilizó un preinóculo de la cepa EMM-1 inoculando 10 mL de 

medio con una colonia de P. protegens EMM-1 en un tubo Falcon de 50 mL y se incubó 



durante 16-18 h a 30°C en condiciones estáticas alcanzando una densidad celular de entre 1 

y 5 x 108 UFC/mL. 

7.4  Diseño factorial 32 
 

Se realizó un diseño factorial de dos factores con tres niveles para determinar el efecto 

de la temperatura y oxigenación en la producción de compuestos inhibitorios sintetizados por 

P. protegens EMM-1 en matraces cónicos agitados, además se utilizaron dos variaciones del 

medio SYP. La variable oxigenación se manipuló utilizando 15, 50 y 85 mL de volumen de 

llenado en matraces cónicos de 250 mL. También se evaluó el efecto de tres diferentes 

temperaturas, 28, 23 y 18°C. Todos los experimentos se realizaron en medio SYP y medio 

SYP modificado con dos sustituyentes de la sacarosa; manitol (MYP) y glicerol (GYP), los 

datos se muestran en la Tabla 1. Cada matraz se inoculó con el 1% (v/v) del preinóculo. 

Las variables y sus magnitudes fueron establecidas a partir de la revisión de la 

literatura para la producción de DAPG y pioluteorina, así como las referencias de nuestro 

grupo (Shanahan et al., 1992; Duffy y Défago, 1999; Humair et al., 2009; Takeuchi et al., 

2009; Kidarsa et al., 2011; Aguayo-Acosta, 2015).  

Para el análisis estadístico se utilizó el programa Minitab Statistical Software versión 

20. Se empleó análisis de varianza ANOVA. Los valores de p < 0.05 se consideraron 

significativos. 

Tabla 1. Datos del diseño factorial 32 para los tres medios utilizados. 

Temperatura 

 (°C) 

Vol. de llenado 

 (mL) 

18 15 

23 15 

28 15 

18 50 

23 50 

28 50 

18 85 

23 85 

28 85 



7.5  Monitoreo de la actividad inhibitoria mediante el método de difusión 

en pozo 
 

24 horas antes de la prueba de antagonismo se creció la cepa multidrogo-resistente 

Streptococcus sp. SP10 y SP6 incubando a 30 °C y hasta la fase estacionaria en medio líquido 

LB. El medio LB está constituido por los siguientes componentes por litro de agua destilada: 

Peptona de caseína 10 g, extracto de levadura 5 g, cloruro de sodio 10 g. Streptococcus sp. 

SP10 y SP6 se usaron como cepa “sensible” en el ensayo de antagonismo de difusión en 

pozo. 

La actividad antagónica de los metabolitos producidos por P. protegens EMM-1 se 

evaluaron a partir del sobrenadante filtrado de los cultivos mediante la metodología de 

difusión en pozos. Para ello se tomaron muestras de los cultivos líquidos, se centrifugaron a 

12225 x g durante 15 min y se filtraron con membranas de nitrocelulosa de 0.22 μm. Después, 

se vertieron 20 mL de LB agar suave (8g/L) previamente inoculado con 100 µL del cultivo 

de las cepas MDR SP10 o SP6 (Cesa-Luna, 2020) en placas de Petri, cuando gelificó el agar, 

se realizaron pozos con ayuda de la base de una punta estéril para micropipeta de 1 mL y se 

colocaron volúmenes de 150 L del extracto crudo filtrado y un extracto sin previo 

crecimiento de células como control negativo en ellos. Las placas se dejaron en campana de 

flujo laminar durante 20 min hasta la absorción del extracto y se incubaron a 30°C durante 

24 h. La presencia de un halo alrededor del pozo indicó actividad inhibitoria del extracto 

crudo de la cepa EMM-1. Los resultados de inhibición se expresaron en unidades arbitrarias 

(UA·mm/mL) calculadas con la siguiente ecuación: 

 

𝑈𝐴 · 𝑚𝑚

𝑚𝐿
=

𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑚𝐿)
∗ 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒𝑙 ℎ𝑎𝑙𝑜 (𝑚𝑚) 

  

También se ensayaron diluciones seriadas de estos sobrenadantes filtrados para 

determinar cuál condición de cultivo produce los sobrenadantes con mayor concentración de 

metabolitos inhibitorios.  



7.6  Cultivos de Pseudomonas protegens EMM-1 en biorreactor 

 

Una vez determinadas las condiciones en matraz que maximizaron la producción de 

compuestos antimicrobianos sintetizados por Pseudomonas protegens EMM-1 se procedió a 

implementarlas en un biorreactor Applikon ezControl de 1L. Se controló la temperatura, 

velocidad de agitación y flujo de aire de entrada al reactor para emular las condiciones 

obtenidas del objetivo 2. Sin embargo, para poder emular la oxigenación de los experimentos 

en matraces (objetivo 2), fue necesario primero determinar la velocidad de transferencia de 

oxígeno (OTR por sus siglas en inglés) en los matraces con distintos volúmenes de llenado 

(15, 50 y 85 ml de medio). Para ello se utilizó un equipo llamado sistema de monitoreo de 

actividad respiratoria (RAMOS, por sus siglas en inglés) que mide la OTR, la tasa de 

transferencias de dióxido de carbono (CTR) y el cociente respiratorio (RQ) en matraces 

agitados en condiciones estériles mediante un sensor de oxígeno, CO2 y un sensor de presión 

diferencial (Anderlei et al., 2004). 

 Para determinar la máxima OTR alcanzada en el biorreactor a 300, 400 y 600 rpm 

primero se estimó el ecoeficiente volumétrico de transferencia de masa (kLa) operando el 

biorreactor con un volumen de trabajo de 0.5 L, a 23°C y un flujo de aire de 0.5 L/min. Se 

utilizó un tanque de fondo cóncavo de 1 L, con la siguiente geometría; 95 mm de diámetro 

interno, altura interna máxima de 200 mm, relación total altura-diámetro (H/D) de 2.0, dos 

deflectores y dos turbinas tipo Rushton de 6 palas de 45 mm. 

Uno de los criterios de escalamiento más utilizado es el coeficiente volumétrico de 

transferencia de masa (kLa) ya que permite caracterizar la capacidad de transferencia de 

oxígeno de los biorreactores. Para poder usar las condiciones de aireación prevalentes en los 

matraces como criterio de escalamiento, fue necesario determinar el kLa del biorreactor 

empleando el método dinámico simple descrito por Doran, 2013. En un biorreactor, en cuanto 

el cultivo se encuentra oxigenado, en un determinado t0 el suministro de oxígeno se detiene, 

en ese momento la concentración de oxígeno disuelto CAL disminuirá, posteriormente el 

suministro de aire se reanuda y CAL aumentará en función del tiempo. El nivel de oxígeno 

disuelto alcanzará pronto un valor en estado estacionario 𝐶̅AL. CAL1 y CAL2 corresponden a dos 

concentraciones de oxígeno medidas durante tiempos t1 y t2 de reoxigenación, 

respectivamente (Figura 1).  



Haciendo una serie de cálculos obtenemos una ecuación para calcular kLa utilizando 

dos puntos como se muestra en la Figura 1. 

 

𝑘𝐿𝑎 =

ln (
𝐶𝐴̅𝐿 − 𝐶𝐴𝐿1

𝐶𝐴̅𝐿 − 𝐶𝐴𝐿2
)

𝑡2 − 𝑡1
 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Esquema del método dinámico simple para determinar kLa. (Doran, 2013) 



7.7  Identificación de los compuestos presentes en los extractos obtenidos 

en biorreactor mediante cromatografía de líquidos-masa 
 

7.7.1 Extracción con solventes de las sustancias inhibitorias 

 

Se centrifugaron a 11061 x g durante 15 min 25 mL de medio de cultivo, se retiró el 

sobrenadante y filtró a través de un filtro de 0.22 µm. Al extracto crudo filtrado se le agregó 

un volumen igual de acetonitrilo, se mezcló con vórtex durante 5 min y se centrifugó a 4800 

x g durante 15 min. El sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo cuidadosamente para evitar 

transferir el precipitado. Posteriormente, al sobrenadante se agregó cloroformo en una 

relación 1:1 volumen: volumen, se mezcló con vórtex durante 5 min, destapando cada minuto 

el tubo, y se centrifugó durante 15 min a 4800 x g. Se recuperó la fase acuosa (fase superior) 

para el análisis de cromatografía de líquidos-masa. La fase orgánica se evaporó en horno a 

50°C por 3 días. Los sólidos remanentes en el tubo, se resuspendieron en etanol al 96% para 

su análisis cromatográfico. 

Tanto la muestra de la fase acuosa como la de la fase orgánica se pasaron a través de 

filtros para jeringa de PTFE de 0.2 µm, se disolvieron en 250 µL de una solución compuesta 

de acetonitrilo con 0.2% de ácido acético. Se inyectaron 50 µL de muestra en una columna 

Synergi Fusion-RP 80 A, 4μm, 150 x 4.6 mm, phenomenex a una temperatura de 35°C con 

una fase móvil A: H2O con 0.2% ácido acético; B: acetonitrilo con 0.2% ácido acético a un 

flujo de 1 mL/min. El gradiente de elución fue de 0-5 min 10% B, 5-25 min 10-90% B, 25-

30 min 90% B, 30-35 min 10% B. Se utilizó un equipo HPLC Agilent con detector de arreglo 

de diodos DAD y detector de masas Agilent, mediante la técnica cromatografía de líquidos 

HPLC QToF-MS. 

  

 

 

 

 



8. RESULTADOS 
 

8.1  Ensayos de agar en doble capa usando P. protegen EMM-1 como cepa 

productora 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Para estar seguros de que la cepa P. protegens EMM-1 que recibimos era la correcta, 

se decidió corroborar su capacidad antagónica (Figura 2). Las cuatro cepas evaluadas fueron 

sensibles ante los metabolitos producidos por P. protegens EMM-1, siendo el aislado clínico 

Streptococcus sp. SP10 (Figura 2A) la que mayor sensibilidad mostró, con un halo inhibición 

de 54 mm, sin embargo, la cepa SP6 mostró mayor densidad celular a las 24 h en comparación 

con SP10 haciendo más perceptible el halo de inhibición (Figura 2B), por lo que se decidió 

realizar los ensayos posteriores con la cepa SP6. K. pneumoniae ATCC 13883 tuvo la menor 

sensibilidad con un halo de 26 mm (Figura 2D), lo que concuerda con los resultados 

reportados por (Cesa-Luna, 2016). Los resultados de nuestros ensayos fueron obtenidos a las 

72 horas de incubación de la cepa productora. Una vez confirmada la capacidad antagónica 

de P. protegens EMM-1, se evaluó si la aireación (manipulando el volumen de llenado), 

temperatura o la fuente de carbono afectaban la densidad celular. 

D 

54 mm 28 mm 

26 mm 

43 mm 

A B C

E

Fig. 2 Antagonismo por método de agar en doble capa. Usando como cepa sensible: A. Streptococcus sp. 

SP10. B. Streptococcus sp. SP6. C. Cepa metilotrófica 4mePi8. D. K. pneumoniae ATCC13883. E. Control 

negativo. 



8.2  Monitoreo del crecimiento 

 

 

En la Figura 3 se muestran las curvas de crecimiento de la cepa EMM-1 expresado 

en logaritmos de las UFC/mL de un experimento único con tres replicas técnicas para cada 

tiempo en cada medio de cultivo (GYP, MYP y SYP) durante 96 horas. El máximo punto del 

crecimiento exponencial se observó a las 12 horas en todos los medios de cultivo a 18°C 

alcanzando un promedio de 6.2 x108 UFC/mL para todos los casos. Ni el crecimiento 

exponencial, ni la densidad celular final se vio afectada por el medio de cultivo o el volumen 

de llenado (aireación). En el caso de las bacterias crecidas a 28°C, su crecimiento exponencial 

comienza a cesár entre las 6 y 8 horas de incubación con una densidad celular promedio de 

3.8 x 108 UFC/mL (Figura 4). Ni el crecimiento exponencial, ni la densidad celular final se 

vio afectada por el medio de cultivo o el volumen de llenado (aireación). 
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Fig. 3 Curvas de crecimiento de P. protegens EMM-1 a 18°C. Crecimiento de la cepa EMM-1 en medio con A. 

glicerol, B. manitol y C. sacarosa. 



  El crecimiento de la cepa EMM-1 en los tres medios de cultivo utilizados, a 23°C y 

con 50 mL de volumen de llenado no mostró diferencia significativa, a excepción del cultivo 

en medio con sacarosa, el cual, a las 72 y 96 horas presentó una disminución en la 

concentración celular en comparación con el cultivo realizado con glicerol. Las velocidades 

específicas de crecimiento fueron de 0.590 ± 0.013 h-1, 0.635 ± 0.053 h-1 y 0.585 ± 0.042 h-1 

para glicerol, manitol y sacarosa, respectivamente. Los datos se obtuvieron con tres réplicas 

experimentales y tres replicas técnicas cada una (Figura 5).  
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Fig. 4 Curvas de crecimiento de P. protegens EMM-1 a 28°C. Crecimiento de la cepa EMM-1 en medio con A. 

glicerol, B. manitol y C. sacarosa. 

 



 

8.3  Monitoreo de la actividad inhibitoria por el método de difusión en 

pozo  

 

Durante los ensayos de difusión en pozo se obtuvieron dos tipos de halos de 

inhibición, unos difusos donde aún se podía observar crecimiento de la cepa sensible en la 

zona del halo (Figura 6B) y otros fueron halos claros, totalmente transparentes (Figura 7), 

sólo estos últimos se consideraron como resultados positivos y fueron los que se utilizaron 

para el cálculo de unidades de actividad inhibitoria. 

Fig. 5 Curva de crecimiento a 23°C y 50 mL de volumen de llenado. Los ensayos se realizaron por 

triplicado. (*, P < 0.05 Para medio con glicerol y sacarosa en 72 y 96 h). 
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Los radios de los halos de inhibición se midieron a partir de la pared del pozo hasta 

la última zona trasparente del halo claro para obtener las UA·mm/mL siguiendo la formula: 

 

 

𝑈𝐴 · 𝑚𝑚

𝑚𝐿
=

𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑚𝐿)
∗ 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒𝑙 ℎ𝑎𝑙𝑜 (𝑚𝑚) 

 

A 

SYP 85 mL 23°C SYP 50 mL 23°C SYP 15 mL 23°C 

GYP 85 mL 23°C GYP 50 mL 23°C GYP 15 mL 23°C 

B 

Fig. 6 Resultados negativos en ensayo de difusión en pozo. A) Ensayos realizados en medio SYP 

a 23°C con distintos volúmenes de llenado, no se observa halo de inhibición. B) Ensayos realizados 

en medio GYP a 23°C con distintos volúmenes de llenado, se observan halos difusos que se reportan 

como actividad inhibitoria negativa. 



 

Los resultados de los ensayos de difusión en pozo se expresaron en unidades 

arbitrarias (UA·mm/mL). En los ensayos realizados en medio SYP no hubo presencia de 

halos observables, ni difusos, por lo que se decidió no hacer figuras de estos resultados. 

 

GYP 15 mL 23°C GYP 50 mL 23°C GYP 85 mL 23°C 

MYP 15 mL 23°C MYP 50 mL 23°C MYP 85 mL 23°C 

A 

B 

Fig. 7 Resultados positivos en ensayo de difusión en pozo. A) Ensayos realizados en medio 

GYP a 23°C en distintos volúmenes de llenado, se observan halos claros que se reportan como 

actividad inhibitoria positiva. B) Ensayos realizados en medio MYP a 23°C en distintos 

volúmenes de llenado, se observan halos claros que se reportan como actividad inhibitoria 

positiva. 



 

 

Los mismos ensayos de actividad antimicrobiana fueron realizados en medio MYP 

(Figura 9), se observó que el volumen de llenado 15 mL, en temperaturas de 18 y 23°C 

presentaba mayores halos de inhibición en comparación con sus respectivos volúmenes de 

llenado en medio GYP, sin embargo, a 28°C los valores fueron similares en todos los 

volúmenes de llenado. 

 

A 

Fig. 8 Unidades arbitrarias de los ensayos en medio GYP a distintas temperaturas y volúmenes de llenado. A) Ensayos en medio GYP 

a 18 °C, B) 23°C y C) 28°C. Los ensayos se realizaron por triplicado, las barras de error muestran el error estándar de la media. 
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8.4  Diseño factorial 32 

 

En los resultados del diseño de experimentos para MYP (Anexo Figuras A1, A2, A3 

Y A4), se observó que solo fue significativo el factor volumen de llenado en la producción 

de metabolitos inhibitorios expresados en UA·mm/mL (𝑃 ≤ 0.05) a las 48 y 96 horas de 

cultivo. 

El diseño factorial 32 tiene 2 factores (temperatura y volumen de llenado), cada factor 

con tres niveles (alto, medio y bajo), obteniendo un total de 9 experimentos diferentes.  Al 

utilizar el medio de cultivo con glicerol, a las 24 horas de cultivo, ninguno de los factores en 

ningún nivel fue significativo (P<0.05) (Figura 10A), aunque la gráfica de interacción mostró 
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Fig. 9 Unidades arbitrarias de los ensayos en medio MYP a distintas temperaturas y volúmenes de llenado. A) Ensayos en medio MYP 

a 18 °C, B) 23°C y C) 28°C. Los ensayos se realizaron por triplicado, las barras de error indican el error estándar de la muestra. 
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que los volúmenes de llenado de 15 y 50 mL a 23°C presentaban los valores más altos de la 

actividad inhibitoria contra la cepa SP6 expresada en UA·mm/mL (Figura 10B).  

 

El resultado de los ensayos a las 48 horas de cultivo fue similar al de las 24 h. Aunque 

el factor temperatura tuvo el menor valor de P, no fue estadísticamente significativo. La 

gráfica de interacción mostró que el volumen de 15 mL y a una temperatura de 23°C se 

alcanzaba una actividad inhibitoria de 92.89 UA·mm/mL (Figura 11B). 

 

 

Fig. 10 Estadística para los ensayos en medio con glicerol a las 24 h de cultivo. A) Análisis de varianza de los factores temperatura y volumen de llenado. 

El valor de P<0.05 es significativo. B) Grafica de interacción entre la temperatura y el volumen de llenado, el resultado se muestra en UA·mm/mL. 
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Fig. 11 Estadística para los ensayos en medio con glicerol a las 48 h de cultivo. A) Análisis de varianza de los factores temperatura y volumen de llenado. 

El valor de P<0.05 es significativo. B) Grafica de interacción entre la temperatura y el volumen de llenado, el resultado se muestra en UA·mm/mL. 
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A las 72 horas de cultivo con glicerol, el análisis de varianza mostró que el factor 

temperatura es significativo para la producción de sustancias inhibitorias (Figura 12A) y la 

gráfica de interacción (Figura 12B) indicó que a 23°C y 15 mL son las condiciones en las 

que más UA·mm/mL se producen. 

 

En la hora 96 de tiempo de cultivo se observó que la temperatura también fue un 

factor significativo en la producción de sustancias inhibitorias y con la gráfica de interacción 

la temperatura de 18°C y 15 mL de volumen de llenado fueron las mejores condiciones de 

cultivo obteniendo 93.33 UA·mm/mL (Figura 13). 

 

Fig. 12 Estadística para los ensayos en medio con glicerol a las 72 h de cultivo. A) Análisis de varianza de los factores temperatura y volumen de llenado. 

El valor de P<0.05 es significativo. B) Grafica de interacción entre la temperatura y el volumen de llenado, el resultado se muestra en UA·mm/mL. 
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Fig. 13 Estadística para los ensayos en medio con glicerol a las 96 h de cultivo. A) Análisis de varianza de los factores temperatura y volumen de llenado. 

El valor de P<0.05 es significativo. B) Grafica de interacción entre la temperatura y el volumen de llenado, el resultado se muestra en UA·mm/mL. 
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En las primeras 48 horas de cultivo en medio GYP estadísticamente ningún factor fue 

determinante para la producción de sustancias inhibitorias. A las 72 y 96 horas de cultivo la 

temperatura sí tuvo un efecto significativo en la producción de las sustancias inhibitorias, 

siendo la temperatura de 23°C la que más actividad presentó en la mayoría de los volúmenes 

de llenado. 

 

8.5 Cultivos de Pseudomonas protegens EMM-1 en biorreactor 

 

8.5.1 OTR de los cultivos  

 

Con el objetivo de escalar la producción de los compuestos inhibitorios para su futura 

identificación y purificación se procedió al cultivo en biorreactor, para esto fue necesario 

conocer distintos parámetros requeridos como la temperatura óptima de crecimiento y 

producción de metabolitos inhibitorios, así como la oxigenación que requiere el cultivo. Para 

el caso del medio de cultivo con glicerol (GYP), la temperatura óptima fue 23°C. Y aunque 

la oxigenación (volumen de llenado) no tuvo efecto significativo en la actividad 

antimicrobiana en las condiciones evaluadas, se decidió escalar la producción de matraz a 

biorreactor considerando la oxigenación prevalente en los volúmenes de llenado de 15 y 50 

mL. Para lograr esto último la velocidad de transferencia de oxígeno (OTR) en matraces fue 

indispensable conocerla. 



 

 

 

Los resultados de experimentos realizados en el equipo RAMOS (Figura 14) llevados 

a cabo a 100 rpm y 23°C en medio GYP y MYP indicaron que con volúmenes de llenado 

pequeños se alcanza una mayor OTR, en los matraces llenados con 15 mL de medio de 

cultivo se obtuvo una OTR máxima de 7.6 mmol/L/h en GYP (Figura 15A) y 8.25 mmol/L/h 

en MYP (Figura 16A), mientras que en los matraces llenados con 85 mL solamente se obtuvo 

una OTR máxima de 2.06 mmol/L/h en GYP (Figura 15C) y 3.04 mmol/L/h en MYP (Figura 

16C), lo que tiene sentido ya que, por la naturaleza cónica de los matraces, la distancia entre 

la fase gaseosa y el seno del líquido es menor y el área de contacto entre la superficie del 

líquido y el aire es mayor con volúmenes de llenado pequeños propiciando una mayor 

oxigenación al medio. Considerando los resultados de la Figura 12B y 15A-B, se decidió 

operar el reactor con una velocidad de transferencia de oxígeno (OTR) cerca a los 8 

mmol/L/h. 

Fig. 14 Equipo RAMOS. Ensayos realizados con P. protegens EMM-1 a 23°C y 100 rpm. 



 

   

Teniendo los datos de la OTR y temperatura donde se obtuvo mayor UA·mm/mL en 

matraces, se procedió a determinar las condiciones de agitación en el biorreactor que provean 

OTR similares a las obtenidas en los matraces con volúmenes de llenado de 15 mL. Se 

decidió evaluar los valores de kLa obtenidos con 300, 400 y 600 rpm, como un primer 

acercamiento, con un flujo constante de 0.5 L/min de aire suministrado al biorreactor para 

posteriormente con el kLa calcular la OTR esperada en el biorreactor. Todos los ensayos en 

biorreactor se evaluaron en medio GYP a 23°C. 
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Fig. 15 OTR en medio GYP a 23°C y 100 rpm. Los ensayos indicaron una mayor OTR en matraces con menor volumen de llenado. Los 

ensayos se realizaron por duplicado. Las barras de error indican la desviación estándar de las muestras. 



 

8.5.2 Determinación de kLa en biorreactor 

 

Fig. 17 Gráfico tomado del biorreactor obtenido al detener el 

suministro de aire y reconectándolo posteriormente. 

Fig. 16 OTR en medio MYP a 23°C y 100 rpm. Los ensayos indicaron una mayor OTR en matraces con menor volumen de llenado. Los 

ensayos se realizaron por duplicado. Las barras de error indican la desviación estándar de las muestras. 
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 Con los datos obtenidos del biorreactor al detener el suministro de aire y 

posteriormente reconectarlo (Figura 17) se realizaron unos gráficos para determinar kLa 

(Figura 18) utilizando la siguiente fórmula: 

𝑘𝐿𝑎 =

ln (
𝐶𝐴̅𝐿 − 𝐶𝐴𝐿1

𝐶𝐴̅𝐿 − 𝐶𝐴𝐿2
)

𝑡2 − 𝑡1
 

 

 

 

 

 

 

 

 

𝑘𝐿𝑎 =

ln (
𝐶𝐴̅𝐿 − 𝐶𝐴𝐿1

𝐶𝐴̅𝐿 − 𝐶𝐴𝐿2
)

𝑡2 − 𝑡1
 

 

 

 

 

  

Los valores de kLa para el cultivo en medio GYP obtenidos fueron los siguientes: 

32.11 h-1 para agitación de 300 rpm, 46.12 h-1 para agitación de 400 rpm y 56.20 h-1 para 

agitación de 600 rpm. Con estos valores de kLa se procedió a calcular las OTR máximas que 

se podrían obtener en el biorreactor a dichas velocidades de agitación.  
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Fig. 18 Gráficos obtenidos a partir de los datos del biorreactor con agitaciones de: A) 300 rpm, B) 400 rpm y C) 600 rpm. 
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8.5.3 OTR máximas a distintas velocidades de agitación en biorreactor 

 

Para poder conocer la velocidad de transferencia de oxígeno en un biorreactor se 

utiliza la siguiente ecuación: 

𝑂𝑇𝑅 = 𝑘𝐿𝑎 (𝐶𝐴𝐿
∗ − 𝐶𝐴𝐿) 

 

Donde (𝐶𝐴𝐿
∗ − 𝐶𝐴𝐿) es la fuerza impulsora de la transferencia de oxígeno. 𝐶𝐴𝐿

∗  es la 

solubilidad del oxígeno en el medio de cultivo, 𝐶𝐴𝐿 es la concentración de oxígeno disuelto 

en el medio y kLa es el coeficiente volumétrico de transferencia de masa. La OTR máxima 

en un biorreactor se alcanza cuando 𝐶𝐴𝐿 es igual a 0, por lo que la ecuación de OTR máxima 

seria la siguiente: 

𝑂𝑇𝑅𝑚𝑎𝑥 = 𝑘𝐿𝑎 ∗ 𝐶𝐴𝐿
∗  

 

 Para conocer OTRmax es necesario determinar el valor de 𝐶𝐴𝐿
∗ .  En este estudio se 

utilizó la solubilidad del oxígeno en agua a una temperatura de 23°C que fue la temperatura 

de trabajo de los experimentos en biorreactor. 

 Mediante la Ley de Henry se puede calcular la solubilidad del oxígeno en un líquido 

a través de la siguiente fórmula: 

𝑝𝐴𝐺 = 𝑝𝑇𝑦𝐴𝐺 = 𝐻𝐶𝐴𝐿
∗  

 

Donde 𝑝𝐴𝐺 es la presión parcial del oxígeno en el aire, 𝑝𝑇 es la presión total del aire; 

en la ciudad de Puebla la presión del aire es de 0.79 atm, 𝑦𝐴𝐺  es la fracción molar del oxígeno 

en el aire; según las “International Critical Tables” es de 0.2099, H es la constante de Henry; 

teniendo un valor de 0.746 m3·atm·gmol-1 a 23°C y 𝐶𝐴𝐿
∗  es la solubilidad del oxígeno en el 

medio.  

Despejando 𝐶𝐴𝐿
∗  obtenemos: 



𝐶𝐴𝐿
∗ =

𝑝𝑇𝑦𝐴𝐺

𝐻
 

Sustituyendo los valores tenemos: 

 

𝐶𝐴𝐿
∗ =

(0.79 𝑎𝑡𝑚)(0.2099)

0.746
𝑚3𝑎𝑡𝑚
𝑔𝑚𝑜𝑙

= 0.2222
𝑔𝑚𝑜𝑙

𝑚3
= 0.2222

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝐿
 

 

Ahora ya podemos utilizar la fórmula de OTRmax planteada anteriormente con los 

valores de kLa obtenidos a diferentes velocidades de agitación y el valor de 𝐶𝐴𝐿
∗ . 

Para 300 rpm: 

𝑂𝑇𝑅𝑚𝑎𝑥 =
32.1117

ℎ
(0.2222

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝐿
) = 7.1

 𝑚𝑚𝑜𝑙

𝐿 ∗ ℎ
 

Para 400 rpm: 

𝑂𝑇𝑅𝑚𝑎𝑥 =
46.1294

ℎ
(0.2222

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝐿
) = 10.2

 𝑚𝑚𝑜𝑙

𝐿 ∗ ℎ
 

Para 600 rpm: 

𝑂𝑇𝑅𝑚𝑎𝑥 =
56.2091

ℎ
(0.2222

𝑚𝑚𝑜𝑙

𝐿
) = 12.5

 𝑚𝑚𝑜𝑙

𝐿 ∗ ℎ
 

 

 

8.5.4 Ensayos en biorreactor 

 

Con la velocidad de agitación de 300 rpm en el biorreactor se obtuvo una OTR 

máxima de 7.1 mmol/L/h, lo cual es muy cercano a la OTR máxima de los matraces llenados 

con 15 mL de medio (7.6 mmol/L/h). A las 48 y 72 horas de cultivo en biorreactor operado 

con 300 rpm, se obtuvieron 54 y 67 UA·mm/mL (Figura 19). Dichos valores de actividad 



fueron similares a los obtenidos en matraz a las 48 y 72 horas, los cuales fueron 55 y 75 

UA·mm/mL para el volumen de 15 mL. 

En la Figura 19 se observan los valores de actividad inhibitoria obtenidos por 

triplicado probando las tres velocidades de agitación propuestas, a las 24 y 48 horas de cultivo 

los valores de actividad fueron más grandes a 400 rpm, es decir, con una OTRmax de 10.2 

mmol/L·h se obtiene mayor actividad antimicrobiana en el biorreactor que cuando se opera 

a una OTR máxima de 7.1 mmol/L/h. Lo que indica que, posiblemente, una mejor 

oxigenación promueve la producción de mayor actividad antimicrobiana, sin embargo, 

observamos que también un exceso en la oxigenación es perjudicial para esta producción ya 

que a 600 rpm (OTRmax de 12.5 mmol/L·h) se produjeron valores de actividad más pequeños 

durante los 3 días ensayados en biorreactor. 
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Fig. 19 Actividad inhibitoria reportada en biorreactor a 23°C en medio GYP a 300, 400 y 600 

rpm. Los ensayos se realizaron por triplicado. Las barras de error indican el error estándar de la 

muestra. 



8.6  Identificación de los compuestos presentes en los extractos obtenidos 

en biorreactor mediante cromatografía de líquidos-masa 
 

8.6.1 Extracción con solventes de las sustancias inhibitorias 

 

La extracción se realizó a partir del cultivo en biorreactor en medio GYP a 23°C, 400 

rpm y con 72 horas de cultivo, el caldo obtenido poseía un color amarillento que bajo luz 

ultravioleta se observaba fluorescente, característico en varias especies de Pseudomonas 

(Figura 20).  

 

 

Dos fases fueron obtenidas de la extracción con cloroformo y acetonitrilo, una fase 

acuosa de color amarillento (Figura 21A) y otra orgánica de color transparente (Figura 21B), 

inicialmente, por la característica de color amarillento y fluorescente de los compuestos 

fenazínicos reportados en la literatura que tienen capacidad antimicrobiana y antifúngica y 

que son producidos por el género Pseudomonas se decidió iniciar con el análisis 

cromatográfico de la fase acuosa ya que, posiblemente, estos compuestos estarían siendo 

producidos por la cepa EMM-1. 

 

 

 

 

Fig. 20  Fluorescencia de cultivos de P. protegens EMM-1 bajo luz ultravioleta. A la izquierda se observa el medio de 

cultivo sin inocular, seguido de 3 matraces inoculados con la cepa EMM-1 e incubados durante 72 horas. 



 

 

8.6.2 Cromatografía de líquidos-masa 

 

El análisis del cromatograma en polaridad negativa muestra un ion con masa de 

209.04 g/mol que, presuntivamente, corresponde al compuesto 2,4-Diacetilfloroglucinol 

(DAPG) con una respuesta de 1 x 107 (Figura 22). Cesa-Luna, 2020 reportó que la cepa 

EMM-1 posee un fragmento del grupo de genes biosintéticos que codifican para DAPG. 

 

 

 

Fig. 21 Fases obtenidas de las extracciones con solventes. A) Fase acuosa, B) fase orgánica. 

A B 

Fig. 22 Cromatograma de ion extraído en polaridad negativa. Masa correspondiente a 2,4-diacetilfloroglucinol.  



También se encontró un compuesto cuya masa corresponde a ácido 2-oxo-10H-

fenazina-1-carboxílico, se pudo observar un pico para este compuesto tanto en polaridad 

negativa como positiva (Figura 23). 

 

 

Según la masa de 325.06 g/mol, en polaridad positiva, correspondería al compuesto 

piochelina (Figura 24), el cual es un sideróforo producido por algunas especies de 

Pseudomonas como P. aeruginosa que utiliza para cubrir sus necesidades en hierro (Brendel 

et al., 2012). 

 

 

 

Fig. 23 Cromatograma de ion extraído en polaridad negativa y positiva. Masa correspondiente a ácido 2-oxo-10H-fenazina-1-

carboxílico. 



 

 

En la Figura 25 se observa un pico con una masa en polaridad negativa de 1293.83 

g/mol que correspondería al compuesto orfamida A, que es un lipopéptido producido por 

Pseudomonas y que tiene un uso potencial como insecticida y como control biológico de un 

amplio espectro de hongos fitopatógenos (Jang et al., 2013; Zongwang et al., 2016). 

 

  

 

 

Fig. 24 Cromatograma de ion extraído en polaridad positiva. Masa correspondiente a piochelina. 

Fig. 25 Cromatograma de ion extraído en polaridad negativa. Masa correspondiente a orfamida A. 



En un segundo experimento de extracción de metabolitos se determinó la actividad 

antimicrobiana de ambas fases. Se observó que la fase acuosa sin diluir, indicado con flecha 

roja en la figura 26, presentó un halo muy pequeño y difuso. El control positivo (extracto 

crudo filtrado del cual se hizo la extracción) sí presentó un halo transparente de 10 mm de 

radio lo que corresponde a 66.67 UA·mm/mL. 

 

 

 

Al evaporar y resuspender la fase orgánica en etanol y evaluarla mediante el método 

de difusión en pozo, la actividad antimicrobiana persistió y fue similar a la del extracto crudo 

fresco (centrifugado y filtrado) tomado como control positivo (Figura 27), por lo que también 

se sometió a un análisis cromatográfico para identificar los compuestos presentes que podrían 

estar ocasionando esta actividad. 

Fig. 26 Ensayo de difusión en pozo de la fase acuosa. 

Se observan pequeños halos difusos (flecha roja). 



 

 

 Se identificó un probable compuesto, el ácido 2,4-diaminobutírico (DAB), isómero 

de la neurotoxina β-N-metilamino-L-alanina (BMAA) que es producida por algunas 

cianobacterias (Downing et al., 2008) sin embargo, en la fase orgánica hay muchas sustancias 

que posiblemente están relacionadas a la mayor actividad observada en esta fase que no 

pudieron ser identificadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27 Ensayo de difusión en pozo de la fase 

orgánica y extracto crudo. 



9. DISCUSIÓN 
 

 En la naturaleza, los microorganismos se encuentran en un ambiente constante de 

lucha por recursos para su supervivencia y una de las maneras más eficaces para lograr esto 

es produciendo sustancias tóxicas contra sus competidores.  

 La bacteria rizosférica Pseudomonas protegens EMM-1, aislada del maíz rojo criollo, 

ha sido capaz de antagonizar bacterias de suelo, hongos fitopatógenos y bacterias de 

importancia clínica, en estudios previos solo en medio sólido se había logrado que la cepa 

EMM-1 produjera sustancias inhibitorias (Aguayo-Acosta, 2015; Cesa-Luna, 2015), sin 

embargo, en literatura se encontró que las condiciones de cultivo como oxigenación, 

temperatura y fuente de carbono tenía una importante repercusión en la producción de 

metabolitos inhibitorios en los géneros Pseudomonas y Pseudoalteromonas (Shanahan et al., 

1992; Yang et al., 2007; Kidarsa et al., 2011; López et al., 2012), por lo que se requirieron 

de varios experimentos para encontrar las condiciones óptimas de producción. 

 El diseño de experimentos es una herramienta estadística que permite acelerar la 

optimización de los experimentos pues da paso a la manipulación de distintas variables o 

factores simultáneamente. El diseño factorial consta de dos o más factores y cada uno de 

ellos con distintos niveles, en cada ensayo completo se estudian todas las combinaciones 

posibles de cada uno de los factores en sus distintos niveles (Montgomery, 2005). Para este 

estudio se utilizó un deseño factorial 32, es decir, dos factores (temperatura y volumen de 

llenado) con tres niveles (alto, medio y bajo) realizado en 3 medios de cultivo distintos. 

 Comparado con 18 °C y 28 °C, la producción de metabolitos inhibitorios fue mayor 

a 23°C en la mayoría de los volúmenes de llenado en medio GYP (Figuras 6, 7, 8 y 9). En la 

cepa CHA0 de P. protegens la temperatura regula la producción de cianuro de hidrógeno y 

2,4-diacetilfloroglucinol mediante la vía de transducción de señales Gac/Rsm y el sistema de 

doble componente GacS/GacA. A altas temperaturas, un cinasa de detección denominado 

RetS inhibe la actividad de la vía Gac/Rsm y, por lo tanto, la síntesis de dichos metabolitos 

se ve inhibida (Humair et al., 2009). Posiblemente esta sea una de las razones por la que la 

cepa EMM-1 produce bajas concentraciones de metabolitos inhibitorios a temperaturas de 



28°C, ya que, en la naturaleza en la que suele encontrarse esta bacteria, a altas temperaturas 

muchos microrganismos con los que compite no son capaces de sobrevivir.  

 Otra variable explorada en este trabajo fue la oxigenación. Para manipular esta 

variable en matraces, se utilizaron tres volúmenes de llenado diferentes (bajo, medio y alto). 

La oxigenación no tuvo un efecto estadístico significativo en la producción de sustancias 

inhibitorias cuando P. protegens EMM-1 creció en medio con glicerol (Figuras 6, 7, 8 y 9), 

las OTR máximas correspondientes a cada volumen de llenado fueron 7.6 mmol/L/h para 15 

mL (Figura 15A), 2.98 mmol/L/h para 50 mL (Figura 15B) y 2.06 mmol/L/h para 85 mL 

(Figura 15C), sin embargo, en los ensayos en biorreactor cuando se operó con alta 

oxigenación, a una OTR máxima de 12.5 mmol/L/h (600 rpm), la actividad inhibitoria 

disminuyó (Figura 19). Esto nos hace pensar que un exceso en la oxigenación también es 

perjudicial para la actividad inhibitoria, se requieren más estudios para determinar cómo el 

exceso de oxigenación afecta negativamente la producción de sustancias inhibitorias cuando 

se utiliza glicerol como fuente de carbono. 

 Los ensayos realizados en medio con sacarosa no presentaron actividad inhibitoria 

observable en ninguno de los experimentos; con ninguna de las variables en ningún nivel, 

sólo en presencia de glicerol y manitol se observó actividad inhibitoria. En Pseudomonas 

putida KT2440 el consumo de glicerol puede activar rutas glucolíticas y gluconeogénicas, 

pues al ingresar a la célula se fosforila a glicerol-3-fosfato y posteriormente genera 

dihidroxiacetona fosfato el cual, se puede utilizar en cualquiera de las dos rutas. Cuando se 

utiliza glicerol también se previene la pérdida de carbono en forma de CO2 o subproductos 

mientras que se estimula la expresión de la vía glucolítica completa Entner-Doudoroff 

(Poblete-Castro et al., 2019; Dolan et al., 2020). Al tener activas glucólisis y 

gluconeogénesis, Pseudomonas protegens puede tener energía y precursores como el 

malonil-CoA para la síntesis de DAPG. En concreto, el glicerol como fuente de carbono 

puede estar regulando positivamente la expresión de genes relacionados con la actividad 

antimicrobiana de Pseudomonas propiciando así la producción de metabolitos 

antimicrobianos (Yao et al., 2018; Matuszewska et al., 2021). 

 La sacarosa en P. putida no se puede transportar eficientemente a través de la 

membrana, es necesario que se exprese una porina adecuada, además, se sabe que la sacarosa 



se hidroliza fuera de la célula por acción de la sacarasa ya que se ha observado que se acumula 

glucosa y fructosa en el sobrenadante (Löwe et al., 2017; Löwe et al., 2020), esto podría 

sugerir que cuando P. protegens EMM-1 crece en medio con sacarosa, sin presencia de 

sacarasa, no es capaz de metabolizarla adecuadamente y, por lo tanto, la bacteria se ve 

limitada a utilizarla solo para el metabolismo primario dejando de lado la producción de 

sustancias inhibitorias. 

 Otra posible explicación es que, cuando P. protegens EMM-1 se encuentra en 

ambientes donde hay sacarosa, no necesita producir surfactantes (e.g. lipopéptidos) para 

adquirir su fuente de carbono a diferencia de cuando crece en medios con glicerol y manitol 

(Mavrodi et al., 2021).  

 En general, la fuente de carbono tiene una estrecha relación con la producción de 

metabolitos inhibitorios y esto se podría atribuir al mecanismo de represión de catabolismo 

del carbono (CCR) el cual es un mecanismo bacteriano que consta de tres partes: el sistema 

de doble componente CbrA/CbrB, los ARNs CrcZ/Y y un represor traduccional Crc, este 

represor afecta la utilización de sustratos no preferidos en presencia de fuente de carbono 

preferidas, sin embargo, en presencia de fuentes no preferidas como único sustrato, como 

manitol, se activa el sistema CbrA/CbrB y mediante la CrcZ, la proteína Crc es secuestrada, 

lo que permite a la bacteria crecer en esta fuente de carbono y también, indirectamente, crear 

condiciones metabólicas que estimulen la generación de precursores de sustancias 

inhibitorias como la pioluteorina en Pseudomonas PA1201. (Sonnleitner et al., 2009; 

Valentini y Lapouge, 2012; Cui et al., 2023). Es posible que una fuente de carbono no 

preferida haga menos competitiva a Pseudomonas protegens, en términos de crecimiento, 

que sea necesario producir sustancias tóxicas contra posibles competidores.  

 En el extremo derecho de la Figura 28 se encuentran gotas de 20 µL de sobrenadante 

de un cultivo con sacarosa cuyo contenido de surfactantes es mínimo ya que su tamaño es 

similar al de las gotas de agua utilizadas como control. Cuando se utilizó glicerol o manitol 

como fuente de carbono y volúmenes de llenado de 15 y 85 mL en matraz, estas gotas de 20 

µL, mostraban una mayor expansión debido al contenido de los posibles surfactantes (Figura 

28).   



 

 

 Sabiendo que la temperatura de 23°C y que las fuentes de carbono de glicerol y 

manitol resultaron adecuadas para producir sustancias antimicrobianas en matraces, se 

decidió escalar el proceso de producción a un reactor de 1 L de volumen utilizando glicerol 

como fuente de carbono. Cuando se operó el reactor con OTR máximas de 7.1 y 10.2 

mmol/L/h se logró escalar de forma exitosa la produción de sustancias inhibitorias ya que los 

valores de actividad antagónica fueron similares a los obtenidos en los experimentos en 

matraces con volumens de llenado de 15 mL cuya OTR máxima fue de 7.6 mmol/L/h.  

 El proceso de extracción de metabolios inhibitorios a partir del sobrenadante filtrado 

de cultivo en biorreactor (400 rpm), generó dos fases, la acuosa y la orgánica. Los halos de 

inhibición observados cuando se utilizó la fase acuosa son difusos en comparación con los 

obtenidos con la fase orgánica (Figura 26 y 27), los cuales son grandes y totalmente 

transparentes. En la fase acuosa se identificaron por LC-MS metabolitos como el 2,4-

diacetilfloroglucinol, ácido 2-oxo-10H-fenazina-1-carboxílico, piochelina y orfamida A, los 

cuales podrían ser los causantes de los halos de inhibición difusos. Mientras que en la fase 

orgánica, ninguno de estos compuestos se identificaron, lo cual sugiere que ninguno de ellos 

estaría relacionado con la actividad inhibitoria de P. protegens EMM-1 observada en los 

halos transparentes (Figura 29), por lo tanto, se requieren más análisis para identificar cuáles 

otras sustancias estarían provocando la actividad inhibitoria que se observó con los 

metabolitos de la fase orgánica. 

 

 

 

Fig. 28 Prueba para biosurfactantes producidos por P. protegens EMM-1 en GYP, MYP Y SYP.   



10. CONCLUSIÓN 
 

 

 La temperatura de 23°C, fuente de carbono manitol o glicerol y OTR máximas de 3-

10 mmol/L/h favorecen que P. protegens EMM-1 pueda producir sustancias inhibitorias en 

medio líquido. 

 Una fuente de carbono glucolítica como la sacarosa no favorece que P. protegens 

EMM-1 produzca sustancias inhibitorias como lo hace una fuente gluconeogénica como el 

glicerol. 

 Los compuestos antimicrobianos producidos por P. protegens EMM-1, responsables 

de los halos de inhibición transparentes, tienen mayor afinidad a los solventes orgánicos 

como el cloroformo y acetonitrilo sugiriendo una naturaleza hidrofóbica. 

 P. protegens EMM-1 crecida en las condiciones evaluadas en este trabajo produce 

compuestos antimicrobianos ya reportados como 2,4-diacetilfloroglucinol, ácido 2-oxo-10H-

fenazina-1-carboxílico, piochelina y orfamida A, pero además otros cuya acción 

antimicrobiana es mayor, al menos contra el aislado clínico Streptococcus sp. SP6 

  

 

11. PERSPECTIVAS DE ESTE TRABAJO 

 

  

 Identificar los compuestos antimicrobianos presentes en la fase orgánica ya que, al 

parecer, son compuestos no reportados y que causan una mayor actividad antimicrobiana 

que los ya conocidos reportados en la literatura. 

 Una vez identificados los compuestos de la fase orgánica causantes de los halos 

transparentes sería importante evaluar sus características citotóxicas y hemolíticas con la 

perspectiva de desarrollar nuevos antimicrobianos comerciales. 



ANEXO 
 

  

 

 

Fig. A2 Estadística para los ensayos en medio con manitol a las 48 h de cultivo. A) Análisis de varianza de los factores temperatura y volumen de llenado. 

El valor de P<0.05 es significativo. B) Grafica de interacción entre la temperatura y el volumen de llenado, el resultado se muestra en UA·mm/mL. 
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Fig. A1 Estadística para los ensayos en medio con manitol a las 24 h de cultivo. A) Análisis de varianza de los factores temperatura y volumen de llenado. 

El valor de P<0.05 es significativo. B) Grafica de interacción entre la temperatura y el volumen de llenado, el resultado se muestra en UA·mm/mL. 



 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. A3 Estadística para los ensayos en medio con manitol a las 72 h de cultivo. A) Análisis de varianza de los factores temperatura y volumen de llenado. 

El valor de P<0.05 es significativo. B) Grafica de interacción entre la temperatura y el volumen de llenado, el resultado se muestra en UA·mm/mL. 

B A 

Fig. A429 Estadística para los ensayos en medio con manitol a las 96 h de cultivo. A) Análisis de varianza de los factores temperatura y volumen de 

llenado. El valor de P<0.05 es significativo. B) Grafica de interacción entre la temperatura y el volumen de llenado, el resultado se muestra en UA·mm/mL. 

A B 
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