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PROCESO DE PRODUCCION DE BIOMASA Y METABOLITOS DE 

MICROORGANISMOS DE LA ESPECIE Bacillus sp. Y SUS COMPOSICIONES 

PARA EL CONTROL BIOLOGICO DE PLAGAS 

 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

 

La presente invención se refiere a un proceso para de producción de biomasa y   metabolitos 

de microorganismos de la especie Bacillus sp, entre ellos Bacillus subtilis y Bacillus 

amyloliquefaciens.  El proceso incluye un medio de cultivo adecuado y unas condiciones 

ambientales específicas que permiten obtener una gran cantidad de biomasa y metabolitos de 

la familia de fengicinas, surfactinas e iturinas, los cuales exhiben     actividad antifúngica y 

antibacteriana contra diversos agentes fitopatógenos. 

 

ESTADO DE LA TÉCNICA 

 

Entre los microorganismos para control biológico, las bacterias del género Bacillus sp.    han 

recibido mucha atención por la gran variedad de compuestos antibióticos que  producen, su 

larga vida en anaquel, su rápido crecimiento en cultivos y su capacidad para colonizar 

superficies foliares  [1, 2, 3, 4].  Particularmente, ciertas especies de Bacillus  tales como 

Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus 

anthracis y Bacillus thurigiensis presentan actividad antimicrobiana [4]. 

 

La actividad antimicrobiana de estas bacterias se debe a su capacidad de producir 

lipopéptidos de la familia de las surfactinas, iturinas y fengicinas [5, 6, 7] las cuales  difieren 

en la secuencia de aminoácidos y la ramificación de la cadena del ácido graso.   Las 

surfactinas exhiben una alto poder antibacteriano, en tanto que las iturinas y   fengicinas han 

sido reconocidas por su actividad antifúngica [4].   
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En el estado de la técnica se describe el uso de B. subtilis y B. amiloquefacences para 

controlar diversos microorganismos causantes de enfermedades en una amplia variedad de 

cultivos, entre los que se encuentran cultivos de frutas y hortalizas tales como mora, uva, 

frambuesa, fresa, tomates, pepino, pimienta, naranja, melón, manzana, durazno, chirimoya, 

banano, papaya, mango y kiwi. 

 

El documento EP2311936 divulga una cepa de B. subtilis KS1 (NITE BP-569) como  agente 

de control biológico para contrarrestar varios microorganismos fitopatógenos en cultivos de 

uva.  El documento WO 98/21968 describe un antibiótico producido por B. subtilis AQ153 

(ATCC 55614) efectivo contra infecciones bacterianas y fúngicas así   como un método para 

la protección de plantas que comprende la aplicación de dichos compuestos antibióticos. 

 

Los documentos WO9850422 y WO0029426 divulgan otros compuestos antibióticos 

producidos por la cepa de B. subtilis AQ713 (NRRL B21661) y sus mutantes, los cuales 

exhiben actividad insecticida, antifúngica y antibacterial.  El documento WO9909819 

divulga antibióticos de una cepa de B. subtilis AQ 713 (NRRL N° 21665) que produce 

metabolitos con actividad pesticida y un metabolito de alto peso molecular, soluble en agua, 

que exhibe actividad insecticida y nematicida contra el gusano de la raíz del maíz y otros 

nematodos. 

 

El documento US2011/0318386 describe métodos para inducir resistencia sistémica   contra 

diversos patógenos mediante el uso de controladores biológicos del género   Bacillus, 

específicamente de la especie B. mojavensis aislado 203-7 y B. mycoides    aislado.  Por su 

parte, el documento ES 2345969 describe un preparado fitofortificante   para aplicación en 

pseudotallos de plataneras y bananos que incluye B. subtilis, Trichoderma viride y B. 

megaterium var phosphaticum. 

 

 

El documento US2012/00031999 divulga una estrategia de control para diferentes 

enfermedades de origen fúngico, entre ellas la Sigatoka negra en banano, basada en la 
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aplicación de fungicidas sintéticos con algunos microorganismos de control biológico y   sus 

metabolitos (específicamente la cepa B. subtilis QST 713 correspondiente a la cepa    del 

producto comercial Serenade®).  

 

En los procesos de producción de microorganismos de la especie Bacillus sp divulgados   en 

el estado del arte, la cantidad de biomasa obtenida es muy escasa, ya que por lo    general la 

densidad celular obtenida no supera los 5,0 g/L [8, 9], por lo que se hace necesario desarrollar 

nuevos procesos para incrementar la producción de biomasa y la de sus metabolitos activos.   

 

De igual forma, es necesario desarrollar composiciones biocidas a partir de dichos 

microorganismos y/o sus metabolitos con actividad biológica que tengan una mayor eficacia 

y selectividad para el control de diversos agentes fitopatógenos en una gran variedad de 

cultivos. 
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION 

 

La presente invención permite solucionar éstos y otros inconvenientes ya que      comprende 

un proceso para incrementar la producción de biomasa de microorganismos   del género 

Bacillus, entre ellos Bacillus subtilis EA-CB0015 y Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959, 

así como la de sus metabolitos biológicamente activos, tales como lipopéptidos de la familia 

de las surfactinas, iturinas y fengicinas.  

 

Adicionalmente, la presente invención comprende composiciones agroquímicas que 

comprenden microorganismos de la especie Bacillus, entre ellos, Bacillus subtilis EA-

CB0015,  Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959 y/o sus metabolitos activos, bien sea solos 

o en combinación con agentes biocidas, para el control de agentes fitopatógenos   tales como 

Mycospharella fijiensis, Fusarium oxysporum, Ralstonia solanacearum, Botrytis cinerea, 

Colletotrichum sp., Monilia sp. Rhizoctonia solani y Fusarium solani. 

 

La presente invención también está dirigida al uso de microorganismos de la especie Bacillus, 

entre ellos B. subtilis EA-CB0015, B. amyloliquefaciens EA-CB0959 y/o de      sus 

metabolitos activos y de las composiciones agroquímicas que los contienen, para  inhibir el 

crecimiento de microorganismos fitopatógenos, tales como Mycosphaerella fijiensis en 

cultivos agrícolas. 
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS  

 

FIG 1. Estructura de las fengicinas C producidas por Bacillus subtilis EA-CB0015. 

 

FIG 2. Densidad celular de B. subtilis EA-CB0015 en diferentes medios de cultivo. 

 

FIG 3. Cromatograma HPLC de los compuestos de Bacillus subtilis EA-CB0015. 

 

FIG. 4. Espectro MS/MS del lipopéptido purificado P5 (m/z 1429.9) de B. subtilis           EA-

CB0015. 

 

FIG. 5. Espectro MS/MS del lipopéptido purificado P5 después (m/z 1447.8) de la  hidrólisis 

alcalina del anillo lactona de B. subtilis EA-CB0015. 

 

FIG. 6. Área bajo la curva de los lipopéptidos producidos por B. subtilis EA-CB0015 en 

diferentes medios de cultivo. 

 

FIG. 7.  Porcentajes de inhibición generados por B. subtilis EA-CB0015 sobre       diferentes 

microorganismos fitopatógenos. 

 

FIG. 8.  Porcentajes de inhibición generados por el SLC de B. subtilis EA-CB0015 obtenidos 

en diferentes medios de cultivo sobre M. fijiensis.  

 

FIG. 9.  Viabilidad de Bacillius subtilis EA-CB0015 contenido en diferentes  composiciones 

de la invención 

 

FIG. 10.  Grado de severidad de la Sigatoka negra en plantas de banano tratadas con 

diferentes composiciones de la invención a nivel de invernadero.  
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FIG. 11.  Porcentaje de área necrosada causada por la Sigatoka negra en hojas de         banano 

tratadas con diferentes composiciones de la invención. 

 

FIG. 12.  Efecto de diferentes adyuvantes protectores UV sobre la viabilidad de  B. subtilis 

EA-CB0015. 

 

FIG. 13.  Efecto de diferentes adyuvantes sobre la adherencia de las composiciones     (MH2O 

y P2) con base en B. subtilis EA-CB0015. 

 

FIG. 14.  Efecto de la composición mezcla base agua con base en B. subtilis EA-CB0015 

sobre el porcentaje de área necrosada de las hojas de banano a nivel de invernadero. 

 

FIG. 15.  Fotografías de las hojas de banano afectadas por la enfermedad de la Sigatoka 

negra después de tratadas con diferentes productos.  

 

FIG. 16.  Efecto de la composición base agua de B. subtilis EA-CB0015 sobre la    severidad 

de la Sigatoka negra en banano en campo. 

 

FIG. 17.  Efecto de B. subtilis EA-CB0015 sobre la severidad de la enfermedad causada  por 

Botritys cinerea EAHP-009 en pompones. 

 

FIG. 18. Efecto de B. subtilis EA-CB0015 sobre Colletotrichum sp. en Tomate  de Árbol 

(Cyphomandra betacea). 
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

 

Para incrementar la producción de biomasa de microorganismos de la especie Bacillus sp   y 

de sus metabolitos (lipopéptidos), se debe cultivar el microorganismo en un medio de cultivo 

adecuado y bajo condiciones ambientales necesarias para incrementar la  producción de 

biomasa y de sus metabolitos.  Para ello, se prepara un medio de cultivo    (en adelante medio 

D) que comprende uno o más componentes seleccionados del grupo   que consiste de 

carbohidratos, extracto de levadura, sulfato de amonio, peptona, sales que contengan 

magnesio, azufre, manganeso, cloro, potasio, fósforo, calcio, y sodio bien sea en una matriz 

sólida, semisólida o líquida. 

 

Las condiciones ambientales necesarias para llevar a cabo el proceso de la invención incluyen 

temperatura, pH, velocidad de agitación, tiempo de fermentación y aireación.  El proceso de 

la presente invención se puede llevar a cabo a pequeña escala en el     laboratorio o a gran 

escala en un biorreactor. 

 

En una modalidad preferida, el medio D comprende, en porcentajes p/v, entre 3,2% y   3,4% 

de glucosa, entre 3,1% y 3,3% de extracto de levadura, entre 2,5x10-3% y 4,5x10-3% de 

sulfato de manganeso, entre 2x10-3% y 4x10-3% de cloruro de calcio, entre 0,08% y 0,12% 

de sulfato de amonio, entre 0,35% y 0,45% de sulfato de magnesio, entre 0,04% y 0,12% de 

fosfato disódico de potasio y entre 0,04% y 0,12% de fosfato monosódico de potasio. 

 

En otra modalidad aún más preferida de la invención, el medio de cultivo D comprende,    en 

porcentajes p/v, 3,34% de glucosa, 3,25% de extracto de levadura, 4,2x10-3% de    sulfato de 

manganeso, 3,1x10-3 % de cloruro de calcio, 0,1% de sulfato de amonio, 0,4%  de sulfato de 

magnesio, 0,05% de fosfato disódico de potasio, 0,05% de fosfato monosódico de potasio. 

 

En una modalidad preferida del proceso de la invención, el microorganismo se incuba durante 

un tiempo entre 24 y 96 horas con una velocidad de agitación entre 400 y 600   rpm, aireación 

entre 1 y 5 vvm, a una temperatura entre 20°C y 40°C y pH entre 5,5 y     7,5.  Para controlar 
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y/o ajustar el pH se pueden emplear ácidos fuertes como ácido  sulfúrico y/o bases fuertes 

como hidróxido de sodio.  Se pueden adicionar también tensioactivos y antiespumantes para 

controlar la formación de espuma.   

 

El proceso llevado a cabo bajo las condiciones anteriormente indicadas, permite incrementar 

la obtención de biomasa y metabolitos activos del microorganismo de la  especie Bacillus sp.  

La biomasa obtenida mediante el proceso de la presente invención se puede separar del medio 

de cultivo utilizando métodos convencionales de centrifugación     o microfiltración, en tanto 

que los metabolitos activos se pueden extraer mediante procedimientos de extracción con 

solventes, precipitación, adsorción o cromatografía. 

 

En una modalidad preferida de la invención, la cantidad de biomasa de microorganismos  de 

la especie Bacillus sp. obtenida puede ser de 3,0 hasta 20,0 g/L, preferiblemente entre 7,0 y 

18,0 g/L en tanto que la concentración de metabolitos está entre 300 y 1500 mg/L, 

preferiblemente entre 500 y 1000 mg/L. 

 

En una modalidad preferida, el proceso de la invención permite incrementar la    producción 

de biomasa y metabolitos activos de B. subtilis EA-CB0015 y B. amyloliquefaciens EA-

CB0959.  La identificación por medio del análisis 16S rDNA permitió establecer que el B. 

subtilis EA-CB0015 corresponde con la secuencia SEQ ID NO:1, la cual está depositada en 

el GenBank con número de accesión KC006063. 

 

Entre los metabolitos de B. subtilis EA-CB0015 y B. amyloliquefaciens EA-CB0959 

obtenidos mediante el proceso de la invención se encuentran lipopéptidos tipo      surfactinas, 

iturinas y fengicinas.  El análisis mediante técnicas cromatográficas y espectrometría de 

masas identificó una nueva isoforma de fengicinas producida por B. subtilis EA-CB0015, 

denominada fengicinas C, cuya secuencia de aminoácidos es      (Glu1-Orn2-Tyr3-Thr4-

Glu5-Val6-Pro7-Gln8-Thr9-Ile10), la cual difiere de la secuencia de las fengicinas B en la 

posición 9 y de la secuencia de las fengicinas A en las     posiciones 6 y 9. 
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Adicionalmente, siguiendo el procedimiento de la invención para B. subtilis EA-CB0015, se 

pueden obtener 14 diferentes homólogos de fengicina C con fórmula general R-Glu1-Orn2-

Tyr3-Thr4-Glu5-Val6-Pro7-Gln8-Thr9-Ile10, los cuales varían según el tamaño de   su 

cadena hidrocarbonada (R) que puede ser saturada o insaturada de 14 a 18 carbonos.    La 

estructura de las diferentes fengicinas producidas por B. subtilis EA-CB0015      mediante el 

proceso de la invención se ilustran en la FIG 1.   

 

Los diferentes homólogos de fengicinas C, así como las surfactinas e iturinas se pueden 

separar por técnicas convencionales como cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC).  

Las surfactinas producidas corresponden a diferentes homólogos de longitud  de cadena 

hidrocarbonada entre 13 y 16 carbonos y las iturinas corresponden a las  iturinas A de 14 y 

15 carbonos. 

 

Para el caso de B. amyloliquefaciens EA-CB0959, los metabolitos producidos mediante     el 

proceso de la invención corresponden a diferentes homólogos de surfactina (C12 a C15), dos 

homólogos de iturina A (C14 y C15) y dos isoformas de fengicinas (A y B) con 4 homólogos 

para la fengicina A (C14, C15, C16 y C17) y 2 homólogos de fengicina B   (C16 y C17). 

 

En un aspecto adicional de la invención, la biomasa de B. subtilis EA-CB0015 o la biomasa 

de B. amyloliquefaciens EA-CB0959 obtenida mediante el proceso de la presente invención, 

inhibe el crecimiento de diversos fitopatógenos tales como Mycosphaerella fijensis, Botrytis 

cinerea, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, y Colletotrichum sp.  La 

inhibición se puede determinar mediante técnicas como la de     platos duales, la cual consiste 

en comparar el crecimiento de los fitopatógenos al  cultivarlos en un medio con y sin la 

presencia de las sustancias activas a evaluar.  Los porcentajes de inhibición in vitro 

determinados siempre son superiores al 50%. 

 

Una vez realizado el procedimiento de la presente invención, se pueden preparar   diferentes 

composiciones o formulaciones a partir de la biomasa y/o metabolitos    obtenidos para 

obtener composiciones biocidas fisicoquímicamente estables que   garanticen la viabilidad 
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del microorganismo y la actividad de los metabolitos en la composición durante largos 

periodos de tiempo.   

 

Las composiciones se pueden preparar en un recipiente adecuado hermético para evitar 

contaminación.  Allí se dispone de la biomasa y/o sus metabolitos, se agregan los adyuvantes 

y demás ingredientes hasta obtener una mezcla homogénea.  El producto final así obtenido 

se puede disponer en envases adecuados y almacenarlo a temperatura ambiente. 

 

En un aspecto adicional, la presente invención se refiere a composiciones biocidas que 

comprenden B. subtilis EA-CB0015, B. amyloliquefaciens EA-CB0959 y/o sus    metabolitos 

activos bien sea de manera individual, combinados o en asociación con otros agentes activos 

para potenciar la actividad  biológica.  Las composiciones biocidas de la presente invención 

pueden contener uno o más coadyuvantes y un vehículo agroquímicamente aceptable. 

 

En una modalidad preferida, las composiciones biocidas de la presente invención 

comprenden entre el 80,0 y el 99,9% p/p de una suspensión acuosa de B. subtilis EA-CB0015 

a una concentración de 1x107 a 1x1011 UFC/mL junto con una mezcla    compuesta de 2,0% 

a 4,0% p/v de carboximetil celulosa sódica (CMC), 1,0% a 5,0% v/v   de buffer de fosfatos 

3M (pH 5,0), 1,0% a 4,0% v/v de glicerol, 0,25% a 0,75% v/v de     tween 20®, 0,25% a 

0,75% v/v de Triton X-100®, 0,01% a 1,0% v/v de sorbato de    potasio, 0,05% a 0,15% p/v 

de goma xanthan, 0,2% a 1,5 % p/v  de leche descremada y 0,028% a 1,0% p/v de TiO2.  Esta 

composición es de coloración blanca, tiene un pH de    4,0 a 6,5 y una viscosidad de 20 a 80 

cp. 

 

En una modalidad preferida adicional, las composiciones biocidas de la invención 

comprenden adicionalmente plaguicidas químicos, entre ellos, anilinopirimidinas, 

bitartenoles, esteroles, difeconazol, tebuconazol, epoxiconazole, mancozeb, cloratolonil y 

otros agentes para el control biológico de plagas, junto con uno o más coadyuvantes en un 

vehículo agroquímicamente aceptable. 
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En un aspecto adicional, la presente invención está dirigida al uso de microorganismos      de 

la especie Bacillus sp., particularmente de B. subtilis EA-CB0015, B. amyloliquefaciens EA-

CB0959 y/o sus metabolitos así como de sus composiciones  biocidas para inhibir el 

crecimiento de microorganismos fitopatógenos tales como Mycospharella fijiensis, 

Fusarium oxysporum, Ralstonia solanacearum, Botrytis cinérea, Colletotrichum sp., Monilia 

sp. Rhizoctonia solani y Fusarium solani en cultivos agrícolas.   

 

En un aspecto adicional, la presente invención está dirigida a un método para el  tratamiento 

de plantas contra infecciones causadas por diferentes fitopatógenos, el cual comprende la 

aplicación a la planta de una cantidad efectiva de un microorganismo de la especie Bacillus 

sp, particularmente B. subtilis EA-CB0015 y B. amyloliquefaciens EA-CB0959 y/o sus 

metabolitos, o la aplicación de composiciones biocidas que los     contienen bien sea cada 

uno de manera individual o en combinación con otros agentes biocidas.   

 

La aplicación se puede hacer por aspersión en dosis que van desde 0,1 hasta 10 litros por 

hectárea (L/ha) en mezcla con un vehículo apropiado o mezclado con otras    composiciones 

que contengan uno o más plaguicidas. 

 

Los siguientes Ejemplos ilustran con mayor detalle la invención, sin estar el concepto 

inventivo restringido a los mismos. 

EJEMPLOS 

 

EJEMPLO 1.  Obtención de Bacillus sp. 

 

Se obtuvieron cepas de Bacillus sp. a partir de los cultivares cv. Gran enano y cv. Valery, 

ambos de banano, y cv. Hartón de plátano.  Para cada cultivar se seleccionó una   plantación 

en la que se establecieron cinco puntos para recolectar muestras compuestas de tres plantas 

antes de floración, utilizando un muestreo probabilístico aleatorio sin reposición.  El 

muestreo se realizó en las hojas número 2, 5 y 10 de cada una de las   plantas y cada hoja fue 

cuarteada para seleccionar una zona del ápice y otra de la base. 
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El aislamiento de bacterias se realizó lavando con un buffer de fosfato de sodio más   Tween 

80® y sonicación de las muestras.  Se efectuaron diluciones seriadas y se    sembraron por 

superficie en TSA (Agar Tripticasa de Soya, Merck al 10%).  Las     bacterias Gram positivas 

fueron purificadas, cultivadas en el medio Finley y Field´s       (150 rpm, 4 días, 30 °C) y 

sometidas a choque térmico (80 °C, 20 min).  Todas las BAFEs (Bacterias Aeróbicas 

Formadoras de Endosporas) fueron conservadas en TSB (Caldo Tripticasa de Soya, Merck) 

y glicerol (20% v/v) a -80°C y activadas en TSA al 50%    previo a cualquier uso 

experimental. 

 

EJEMPLO 2.  Obtención de biomasa de Bacillus subtilis EA-CB0015 y de Bacillus 

amyloliquefaciens EA-CB0959, 

 

La cepa de B. subtilis EA-CB0015 se replicó en TSA al 50% y se incubó durante 48 horas a 

30°C.  Una colonia de la cepa se inoculó en el medio de cultivo D y se incubó por 12 horas 

a 30°C y 200 rpm.  Este cultivo se empleó como preinóculo.  La fermentación se realizó   en 

matraces de 50 mL con 10 mL de medio de cultivo D a una temperatura de 30ºC y 200 rpm 

en un agitador orbital.  Cada Erlenmeyer se inoculó con 1 mL de una suspensión bacteriana 

ajustada a una DO600 de 1 y obtenida al cabo de 12 horas de crecimiento.  Se obtuvieron 

densidades celulares de hasta 13,2 ± 1,7 g/L de B. subtilis EA-CB0015. 

Para determinar el rendimiento del proceso en la obtención de biomasa de B. subtilis EA-

CB0015, se comparó la cantidad de biomasa obtenida al emplear el medio de cultivo de la 

invención (medio D) con la cantidad de biomasa obtenida al emplear los medios de    cultivo 

CIB, MOLP, Finley and Field´s y TSB.   

 

La densidad celular obtenida con el medio de cultivo de la invención fue 29,3 veces superior 

a la obtenida con el medio Finley and Field´s (0,6 ± 0,1 g/L), 4,5 veces superior a la obtenida 

con el medio TSB (2,95 ± 0,4 g/L), 3,6 veces superior a la obtenida con el medio CIB (3,65 

± 0,8 g/L) y 3,2 veces superior a la obtenida con el medio MOLP (4,1 ± 0,6 g/L), como se 

ilustra en la FIG  2. 
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Siguiendo el mismo procedimiento, se obtuvo biomasa de B. amyloliquefaciens EA-CB0959.  

Al igual que para B. subtilis EA-CB0015, la cantidad de biomasa obtenida al emplear el 

medio de cultivo de la invención (medio D) fue superior a la obtenida con los medios de 

cultivo MOLP y TSB.  Se obtuvieron densidades celulares entre 8,0 y 10,0  g/L con el medio 

de la invención. 

 

EJEMPLO 3.  Extracción y determinación de los metabolitos activos de Bacillus subtilis 

EA-CB0015 y B. amyloliquefaciens EA-CB0959 

 

A partir del cultivo de B. subtilis EA-CB0015 obtenido de acuerdo al Ejemplo 2, se    realizó 

un proceso de extracción con solventes de sus metabolitos activos con metanol.  

Posteriormente se realizó una extracción en fase sólida (SPE) con metanol como solvente 

orgánico y las fracciones activas fueron purificadas por HPLC en fase reversa con detector 

UV a una longitud de onda de 214 nm.  En la FIG. 2 se ilustra los respectivos Cromatogramas.  

Los picos eluidos entre el minuto 16 y 19 corresponden a las Iturinas A (FIG. 3A) y los picos 

P1 a P14 (FIG 3B) corresponden a las fengicinas C, en tanto que     los picos P15 a P19 (FIG 

2B) corresponden a las surfactinas. 

 

Algunos de los metabolitos activos también se identificaron por ESI-MS/MS (espectrometría 

de masas por electrospray), tal como se ilustra en las FIGS 4 y 5: 

 

Para determinar el rendimiento del proceso en la obtención de los dos grupos de metabolitos 

activos de B. subtilis EA-CB0015, se comparó la cantidad de metabolitos obtenida al emplear 

el medio de cultivo de la invención (medio D) con la cantidad de metabolitos obtenida al 

emplear los medios de cultivo CIB, MOLP, Finley and Field´s y TSB.  Las áreas de los picos 

y por ende la cantidad de metabolitos obtenidos, fueron superiores al emplear en el proceso 

el medio de cultivo D de la  invención como se ilustra en la FIG. 6. 
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Siguiendo con el mismo procedimiento de extracción y purificación por HPLC indicado 

anteriormente, se identificaron los metabolitos producidos por la cepa B. amyloliquefaciens 

EA-CB0959 los cuales corresponden a diferentes homólogos de surfactina (C12 a C15), dos 

homólogos de iturina A (C14 y C15) y dos isoformas de fengicinas (A y B) con 4 homólogos 

para la fengicina A (C14, C15, C16 y C17) y 2 homólogos de fengicina B   (C16 y C17). 

 

 

EJEMPLO 4. Evaluación de la actividad de Bacillus subtilis EA-CB0015 y Bacillus 

amyloliquefaciens EA-CB0959 contra microorganismos fitopatógenos 

 

La evaluación  de la actividad antifúngica se realizó mediante el método del anillo.  Para ello 

se realizó una impresión circular (6 cm de diámetro) del B. subtilis EA-CB0015 en una caja 

petri (9 cm de diámetro) con PDA y posteriormente se colocó un disco de 5 mm  de diámetro 

del hongo (crecido durante 10 días) en el centro de la misma.  Se utilizaron como control 

absoluto cajas de petri inoculadas únicamente con discos del hongo y en el momento que 

alcanzó un crecimiento igual al diámetro del círculo formado por la   bacteria, se midió el 

crecimiento radial del micelio. 

 

El diseño de experimentos fue un diseño unifactorial completamente aleatorio con tres 

réplicas por tratamiento. La variable de respuesta determinada fue el porcentaje de inhibición 

de crecimiento del micelio el cual se calculó considerando el crecimiento del control absoluto 

como 100%.  

 

Como se puede observar en la FIG. 7, los porcentaje de inhibición generados por B. ssubtilis 

EA-CB0015 estuvieron entre un 20% para Pestalotia sp y un 80% para Moniliophthora 

roreri. 

 

Adicionalmente B. subtilis EA-CB0015 exhibe actividad antibacteriana contra varios 

microorganismos, entre ellos, Ralstonia solanacearum, generando halos de inhibición  hasta 

de 6 milimetros en medio de cultivo BGTA.  Las pruebas de antagonismo cuantitativas contra 
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R. solanacearum se realizaron sembrando por superficie 100 µL de  una suspensión de R. 

solanacearum ajustada a 106 UFC/mL en agar BGTA.  Luego, se colocaron discos de TSA 

(5 mm) de B. subtilis EA-CB0015 de 48 horas de incubación a 30°C.  Finalmente, 

transcurridas 72 horas se determinó el halo de inhibición generado. 

 

Con la misma metodología descrita anteriormente, se evaluó la actividad de B. 

amyloliquefaciens EA-CB0959 contra F. oxysporum, M. fijiensis y R. solanacearum,      con 

porcentajes de inhibición de 58,5%, 76,0% y un radio de inhibición de 10,9 mm 

respectivamente.  

 

EJEMPLO 5. Evaluación de Bacillus subtilis EA-CB0015 y Bacillus   amyloliquefaciens 

EA-CB0959 contra Mycosphaerella fijiensis 

 

Para la selección de antagonistas se realizó un tamizaje inicial utilizando la técnica de 

microplatos, empleando la metodología modificada de Peláez 2006 [10]. Se determinó de 

una forma rápida cuales de los sobrenadantes libres de células (SLC) de las BAFEs   aisladas 

generaron inhibición en el crecimiento del micelio de Mycosphaerella fijiensis al incubarse 

en medio líquido. 

Para la evaluación se emplearon las cepas del hongo M. fijiensis EASGK09, M. fijiensis 

EASGK10, M. fijiensis EASGK11 y M. fijiensis EASGK14 aisladas de las hojas de   banano 

cv. Gran Enano y se siguió la metodología de Dupont, 1982 [11].  Como control positivo se 

utilizaron los SLC de B. subtilis UA321 y como control absoluto se empleó caldo fresco 

estéril. 

 

La prueba de platos duales se realizó con la metodología modificada de Riveros [12].  Se 

evaluó el porcentaje de inhibición de crecimiento de las colonias del hongo sobre PDA 

(Merck, suplementado con cloranfenicol: 200 ppm y ampicilina: 250 ppm).  Las pruebas  de 

inhibición del tubo germinativo se realizaron con la técnica modificada del esmalte  descrita 

por Talavera [13].  
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Se evaluó la inhibición en el crecimiento del tubo germinativo de las ascosporas del    hongo 

descargadas sobre discos de hoja de Banano cv. Gran Enano sumergida   previamente en los 

SLC.  El porcentaje de inhibición del tubo germinativo se determinó considerando la 

germinación de las esporas del control absoluto como 100%. 

 

Las bacterias seleccionadas como antagonistas fueron aquellas cuyos SLC presentaron 

porcentajes de inhibición en el crecimiento de M. fijiensis mayores que el control positivo B. 

subtilis UA321.  Este proceso inicial de selección se llevó a cabo con 648 BAFEs.  A las 

BAFEs seleccionadas como antagonistas de M. fijiensis se les repitió la prueba de 

microplatos y se les realizaron las pruebas de platos duales e inhibición de ascosporas, 

empleando los SLC obtenidos de una fermentación en medio de cultivo MOLP [14].  Para 

estos ensayos, se utilizó la cepa M. fijiensis EASGK14 y los mismos controles del tamizaje 

inicial. 

 

Finalmente, a las BAFEs antagonistas de M. fijiensis se les realizaron tres pruebas adicionales 

contra el hongo: microplatos con el medio MOLP, platos duales e inhibición de ascosporas 

y se realizó un promedio ponderado de las tres pruebas, dándole un peso de 60%, 20% y 20% 

a las pruebas de ascosporas, platos duales y microplatos respectivamente. 

El mayor peso adjudicado a la prueba de ascosporas se relaciona con la importancia de atacar 

el hongo antes de penetrar los estomas de la hoja.  Los porcentajes de inhibición      en el 

crecimiento del micelio y en la germinación de las ascosporas de M. fijiensis     generados 

por B. subtilis EA-CB0015 y B. amyloliquefaciens EA-CB0959 in vitro se muestran en la 

Tabla 1. 

 

Tabla 1.  Porcentajes de inhibición generados por Bacillus sp. contra M. fijiensis 

Microorganismo 

Inhibición del crecimiento 
del micelio /Técnica: Inhibición en 

la 
germinación 

de ascosporasc 

Promedio 
ponderado 
de las tres 
pruebasd 

Microplatos en 

MOLP (%)a 

Platos duales 

(%)b 



17/56 
 

B. subtilis 

EA-CB0015 
89 ± 1 78 ± 1 98 ± 1 92 

B. amyloliquefaciens 

EA-CB0959 
89±0 62±2 77±0 76 

a Inhibición de crecimiento del micelio de M. fijiensis por la técnica de microplatos con caldo MOLP con 2 réplicas 

y 4 repeticiones por tratamiento del experimento realizado 2 veces en el tiempo. 

b Inhibición de crecimiento del micelio de M. fijiensis por la técnica de platos duales en PDA con 2 réplicas y 30 

repeticiones por tratamiento del experimento realizado 2 veces en el tiempo. 

c Inhibición de la germinación de las ascosporas de M. fijiensis con dos réplicas por tratamiento. 

d Promedio de las tres pruebas de antagonismo: ascosporas (60%), microplatos (20%) y platos duales (20%). 

 

El porcentaje de inhibición en el crecimiento de M. fijiensis obtenidos con los SLC de B. 

subtilis EA-CB0015 del medio D fue 1,5 veces superior a la obtenida con el medio CIB (53,0 

± 4,0 %), 80,9 veces superior a la obtenida con el medio Finley and Field´s (1,0 ± 1,6 %) 

(FIG. 8).  Los porcentajes de inhibición en el crecimiento de M. fijiensis obtenidos con los 

SLC de los medios Molp y TSB fueron estadísticamente similares al obtenido con el medio 

D. 

 

La inhibición in vitro del crecimiento de M. fijiensis por los SLC de las BAFEs aisladas 

sugieren una afectación a las estructuras celulares del hongo.  Por esta razón se evaluó la 

presencia de cambios morfológicos en el micelio y las ascosporas de M. fijiensis por 

microscopía óptica. 

Se observó que los SLC de todas las bacterias antagonistas produjeron cambios morfológicos 

evidenciados por abultamientos en las hifas del micelio e inhibiciones en la germinación del 

tubo de las ascosporas en comparación con el control absoluto.  

 

EJEMPLO 6. Composiciones biocidas que comprenden Bacillus subtilis EA-CB0015  

 

Para el desarrollo de las composiciones biocidas de la invención se realizó una selección 

previa de los adyuvantes y se determinaron las combinaciones que generaran las mezclas más 

estables y las proporciones de cada uno de los componentes en la mezcla, evaluando aspectos 

como la aparición de fases y presencia de precipitados. Los ayudantes seleccionados y sus 

funciones se ilustran en la Tabla 2. 
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Tabla 2.  Adyuvantes de las diferentes composiciones. 

 
a Grupo de ayudantes necesarios para la mezcla. 
b Ayudantes seleccionados para la evaluación. 
c Composición de la cual hacen parte. EM: Emulsión, BA: Composición en base aceite, MH2O: Mezcla base agua. 

d Función que tiene cada ayudante dentro de la mezcla. 

 

 

Para la composición en forma de emulsión, se determinó la mejor combinación de aceite y 

surfactante, para lo que se empleó un diseño factorial 3 x 2 (factores: tipo de aceite y tipo de 

emulsión, con tres niveles cada uno), la proporción en la que se evaluaron los   componentes 

fue constante: 20 mL aceite, 1 µmol surfactante y 80 mL de agua.   

 

Una vez seleccionado el surfactante y tipo de aceite se realizó un diseño de mezclas ternario 

con punto al centro con el fin de determinar en qué proporción debía agregarse el aceite de 

girasol, el surfactante y un dispersante (goma xhantan) para obtener una emulsión altamente 

estable. 

 

Los rangos evaluados fueron 0,3 a 1,0%, 0,0 a 5,0%, y 14,0 a 19,6% para la goma   xhantan, 

el surfactante y el aceite respectivamente.  Las proporciones fueron   seleccionadas según lo 
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reportado por Burges (1998) y Brar y colaboradores (2006) [15, 16].  A las mezclas adicional 

a los componente evaluados, se les adicionó un buffer de fosfatos 3M de pH 5,0 (3%) para 

contrarrestar los cambios drásticos del pH al adicionar los    ayudantes, ácido propiónico 

(0,5%) como agente antimicrobiano y agua c.s.p 100%. 

 

Para la mezcla con base agua se determinó cuál de las combinaciones de dispersante, 

surfactante y adherente era las más estables empleando un diseño factorial fraccionado   con 

el que se obtenían ocho mezclas, las mezclas evaluadas en el diseño fraccionado para  la 

selección de ayudantes de la mezcla base agua se presentan en la Tabla 3.  El porcentaje 

restante fue completado con agua.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Mezclas evaluadas en el diseño fraccionado para la selección de adyuvantes de la 

composición mezcla base agua (MH2O) 

 
a Nivel mínimo en la que se evalúa cada factor. 
b Nivel máximo en el que se evalúa cada factor 
* Los signos + y – denotan el nivel en el que cada factor se evalúa en la mezcla. 
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La mezcla 3 fue seleccionada como la más estable y fue sometida a un diseño de mezclas 

ternario con punto al centro con el fin de determinar las proporciones del CMC, el      Tween 

20® y el Triton X-100®.  Los rangos evaluados fueron 0,5% al 3,5% para los tres  

componentes evaluados, los rangos fueron determinados según reportes de Burges (1998)   y 

de Brar y colaboradores (2006) [16, 15]. 

 

La concentración de la goma xhantan se dejó constante en el nivel más bajo (0,1%) evaluado 

en el diseño factorial fraccionado ya que todas las mezclas que se presentaron estables 

contenían este aditivo en dicha concentración. A las mezclas del diseño de mezclas, adicional 

a los componente evaluados, se les agrego buffer fosfato 3M pH 5,0 (3%) para contrarrestar 

los cambios drásticos del pH al adicionar los ayudantes, ácido propiónico (0,5%) como 

agente antimicrobiano [15] y agua c.s.p 100%. 

 

Las mezclas con mayor estabilidad en el tiempo para la emulsión y la mezcla base agua 

fueron seleccionadas.  La proporción de agua fue remplazada por cultivo bacteriano de      B. 

subtilis EA-CB0015, cuya concentración bacteriana final se ajustó a 2 ± x 108 UFC/mL.  

 

Adicional a las dos composiciones mencionadas anteriormente, se evaluaron suspensiones 

bacterianas (SB) que consistían únicamente del cultivo bacteriano obtenido después de las 

72 horas de fermentación acondicionados con buffer fosfato 3M pH5 (3M K2HPO4, 3M 

KH2PO4) (3%) y ácido propiónico (0,5%).  Las composiciones de las diferentes 

formulaciones evaluadas con B. subtilis EA-CB0015 se ilustran en la Tabla 4. 

 

Tabla 4.  Composiciones de diferentes formulaciones con base en Bacillus subtilis           

EA-CB0015. 

FORMULACIÓN SIGLA COMPOSICIÓN 

Suspensión 
bacteriana 

SB 
Cultivo bacteriano (94,25% v/v-98,75% v/v), buffer 
fosfato 3 M pH 5 (1% v/v-5% v/v), y ácido propiónico 
(0,25% v/v-0,75% v/v  v/v) 
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Composición     
base agua 

MH2O 

Cultivo bacteriano (86,6% v/v-93,2% v/v),  
carboximetil celulosa de sodio CMC (2% w/v-4% 
w/v), buffer fosfato 3 M pH 5 (1% v/v-5% v/v)), 
glicerol  (1% v/v-4% v/v), Tween 20® (0,25% v/v-
0,75% v/v), triton X-100 (0,25% v/v-0,75% v/v), ácido 
propiónico (0,25% v/v-0,75% v/v) y goma xanthan 
(0,05% w/v-0,15% w/v). 

Composición     
base emulsión 

EM 

Cultivo bacteriano (71,4% w/v-83,6% v/v)), aceite de 
girasol (14% v/v-18% v/v), buffer fosfato 3 M pH 5 
(1% v/v-5% v/v), Tween 80® (1% v/v-4% v/v),     
goma xanthan (0,2% w/v-0,9% w/v) y ácido propiónico 
(0,25% v/v-0,75% v/v) 

 

EJEMPLO 7.  Evaluación de las composiciones biocidas de la invención 

 

Las composiciones obtenidas en el Ejemplo 6 fueron empleadas para evaluar la     capacidad 

antagónica contra las ascosporas de M. fijiensis y la viabilidad de B. subtilis   EA-CB0015 

en la formulación durante un tiempo de almacenamiento determinado (180 días). 

 

Con respecto a la evaluación de la viabilidad de la bacteria en el tiempo, en la FIG. 9 se 

muestra una disminución paulatina de las UFC con el tiempo para todos los tratamientos, con 

una disminución más marcada para la emulsión a partir del tercer mes.  La mezcla   base agua 

y la suspensión bacteriana presentaron reducciones muy similares siendo    menor la de la 

mezcla base agua.  De acuerdo a lo anterior, las mejores composiciones en relación a la 

viabilidad de B. subtilis EA-CB0015 en la formulación durante el periodo de tiempo 

evaluado, son   aquellas con base agua o las que tienen una suspensión bacteriana. 

 

Para la evaluación del efecto de los formulados sobre el desarrollo de la Sigatoka negra en 

plantas de banano se realizó un experimento en el que se evaluaron la emulsión, la     mezcla 

base agua y la suspensión de la bacteriana de B. subtilis EA-CB0015.  Las composiciones 

fueron diluidas hasta una concentración de 1,0 x 108 UFC/mL y se  aplicaron por aspersión 

30 gotas/cm2 sobre la primera hoja completamente desdoblada después de la hoja bandera 

(hoja número uno), sobre la cual se realizó la evaluación.  
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La inoculación del patógeno se realizó mediante inoculación artificial adicionando 20 

mililitros de una suspensión micelial de M. fijiensis de 10 días de edad a la hoja número uno.  

La inoculación del patógeno se hizo 24 horas antes de la aplicación de las composiciones de 

las BAFEs.  El grado de severidad de la enfermedad fue determinado     al cabo de 30 días 

de la aplicación de los formulados con la escala de Fouré (1982) [17] y se determinó el 

porcentaje de área de hoja necrosada empleando fotos de las hojas y el software Assess 1.0 

para análisis de imágenes.   

 

Para ambas mediciones se tomaron como control negativo los resultados obtenidos de la 

aplicación de agua estéril y como control positivo los datos reportados para el fungicida 

químico Dithane® y el fungicida biológico Rhapsody® empleados según las 

recomendaciones del comerciante.  Los resultados obtenidos se ilustran en las FIG 10 y 11, 

donde se encontraron diferencias en el grado de severidad y en los porcentajes de área 

necrosada para los diferentes tratamientos evaluados según el análisis de varianza (valor p < 

0,05). 

Es notorio que la composición mezcla base agua fue el único tratamiento biológico que 

presentó un control de la enfermedad significativamente igual al control químico,   Dithane®, 

para las dos variables de respuesta evaluadas.  Este bioformulado redujo el  grado de 

severidad hasta 2,9% y reportó un área de necrosis de un 2,3%, porcentaje de necrosis similar 

al obtenido por el control químico (1,0%).   

 

El grado de severidad y porcentaje de área necrosada del control negativo fue de 4,2% y 

16,3%, respectivamente.  Los demás tratamientos evaluados no mostraron ningún control de 

la enfermedad, es decir, no presentaron diferencias significativas con el control   negativo 

para ninguna de las dos variables analizadas.  

 

EJEMPLO 8. Evaluación de propiedades fisicoquímicas, adherencia, resistencia a   

radiación UV y características de las composiciones de la invención.  
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La adherencia y la resistencia a la radiación UV de las composiciones del Ejemplo 6  fueron 

bajas comparadas con otros productos químicos del mercado.  Para mejorar dichas 

propiedades, se llevó a cabo una selección inicial de adyuvantes.  En la Tabla 5 se  muestran 

los adyuvantes utilizados para el mejoramiento de las propiedades de adherencia y protección 

UV y el rango en el cuál fueron evaluados.  

 

Tabla 5.  Adyuvantes evaluados para el mejoramiento de la adherencia y protección UV de 

las composiciones de la presente invención.  

Función Tipo de Adyuvante Concentración (% p/v) 

Protector U.V. TiO2 (Técnico) 0,5 - 1,5 

Protector U.V. ZnO2  (Técnico) 0,5 - 1,5 

Protector U.V. Alcohol polivinílico (PVA) 0,1 – 1,0 

Adherente Leche descremada (Skimmed) 0,1 - 1,5 

Adherente Pegal® 0,01 - 0,1 

Adherente Caseinato de sodio (CaNa) 0,1 - 1,0 

 

Se tamizaron los adyuvantes empleando criterios de costo, disponibilidad en el mercado y 

compatibilidad con el bioformulado de la invención.  Luego se realizó una evaluación de los 

adyuvantes previamente seleccionados a partir de un diseño de experimentos multifactorial, 

en el cual se identificaron los de mejor desempeño para cada criterio de evaluación en un 

determinado rango de concentraciones (FIG 12 y 13).  

 

De acuerdo a la FIG. 12., la composición bacteriana base agua (MH2O) de la invención 

suplementada con el adyuvante TiO2 al 0.5% p/v mejoró la resistencia a la radiación UV 

logrando reducir la muerte celular de B. subtilis EA-CB0015 de un 55% a un 21.5% a los 

120 min de exposición a la radiación UV. Con este hallazgo se desarrolló una nueva 

composición base agua en la cual se incorporó TiO2 al 0.5% y se reemplazó el ácido 

propiónico por sorbato de potasio, composición denominada P2.  
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De la FIG. 13., se observa que la adición de caseinato de sodio y de leche descremada 

mejoraron significativamente la adherencia del producto a superficies hidrofóbicas.  Por    lo 

anterior se incorporó leche descremada a la composición base agua P2, nueva composición 

denominada P3.  

 

Para determinar si la composición de B. subtilis EA-CB0015 puede actuar en     combinación 

con las mezclas de fungicidas químicos se determinó la viabilidad de B. subtilis EA-CB0015 

antes y después de someter la composición a las mezclas de tanque empleadas para el control 

de la Sigatoka negra en plantaciones comerciales. Con esta finalidad se tomó una muestra de 

10 mL de la composición y se sometió a las diferentes mezclas de tanque descritas en la Tabla 

6.  

 

 

 

 

 

Tabla 6.  Mezclas de la composición base agua con base en Bacillus subtilis EA-CB005  

con diferentes fungicidas químicos. 
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Para esta evaluación se empleó un diseño multifactorial 8 x 8, en donde el primer factor 

evaluado fue tipo de mezclas de tanque con 8 niveles, y el segundo fue el tiempo de 

exposición a las mezclas o tiempo de evaluación de la viabilidad con ocho niveles          (0,0; 

0,5; 1,5; 3,0; 6,0; 12,0 y 25,0 horas). Los resultados se compararon con el control biológico 

Rhapsody® y se utilizaron dos réplicas por tratamiento.  

 

La variable de respuesta evaluada fue el número de UFC/mL en cada uno de los tiempos  de 

evaluación.  Adicionalmente, se determinó el td50, que corresponde al tiempo en que el   50% 

de la biomasa de B. subtilis EA-CB0015 pierde su viabilidad a causa de la    exposición a 

cada una de las mezclas, utilizando para el análisis de los datos un diseño unifactorial, en 

donde el factor sería el porcentaje (%) de muerte celular. 

 

También se determinó el porcentaje de muerte celular luego de 3 y 25 horas (3 horas 

corresponde al tiempo promedio que se demora una composición en ser aplicada luego de su 

preparación y 25 horas es el tiempo máximo que una composición permanece en los tanques 

de mezcla antes de ser aplicada).  

 

En la Tabla 7 se muestra el td50 (tiempo en que el 50% de las esporas de B. subtilis EA-

CB0015 pierden su viabilidad) y el porcentaje de muerte celular a las 3 y 25 horas para el 

formulado de B. subtilis EA-CB0015 en cada mezcla de fungicida.  Para su producción,     el 

cultivo es llevado junto con los respectivos ayudantes de la composición a un tanque agitado 

para ser mezclados.  M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7 y M8 denotan las diferentes mezclas 

fungicidas a las cuáles fueron sometidos los formulados.  

 

Tabla 7.  Porcentaje de muerte celular y td50 de B. subtilis EA-CB0015 después de  

mezclado con diferentes mezclas de fungicidas químicos.  

 

Mezcla 
td50 MH2O 

(horas) 
% de muerte celular   

a las 3 horas 
% de muerte celular  

a las 25 horas 

M1 >25 3,7 24,6 
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M2 >25 18,6 10,6 

M3 >25 32,1 25,4 

M4 >25 25,9 22,0 

M5 >25 16,3 36,4 

M6 >25 7,2 28,1 

M7 >25 17,0 17,4 

M8 >25 6,0 6,5 

 

 
En la tabla anterior se observa que para todas las mezclas fungicidas la composición de      B. 

subtilis EA-CB0015 presentó un td50 mayor a 25 horas, alcanzando reducciones promedio de 

solo el 20,1 % en la viabilidad.  Además, dado que en la composición las reducciones de la 

viabilidad fueron inferiores al 50%, muy probablemente la composición de la presente 

invención le brinda protección extra al B. subtilis EA-CB0015, lo que le permite conservar 

la viabilidad durante largos periodos de exposición a mezclas   fungicidas. 

En relación a los porcentaje de pérdida de la viabilidad, se observó que en condiciones 

ordinarias (3 horas) las mezclas M2 (SICO®), M3 (Siganex®) y M4 (Baycor®), presentaron 

los mayores índices de reducción de la viabilidad bacteriana en la  composición, en tanto que 

en condiciones extraordinarias (25 horas) los mayores índices   de reducción se registraron 

en las mezclas M1 (Bravonil®), M3 (Siganex®), M5 (Bumper®) y M6 (Opus®). 

 

EJEMPLO 9. Evaluación del efecto sobre la severidad de la Sigatoka negra de las 

composiciones de la invención.  Pruebas en invernadero y en campo. 

 

Se realizó una evaluación del efecto de la composición bacteriana base agua de B. subtilis 

EA-CB0015 sobre la Sigatoka negra en condiciones de invernadero.  Para ello se emplearon 

plantas de banano c.v. Williams de 4 meses de edad y la inoculación del patógeno se hizo de 

manera artificial aplicando una suspensión micelial del hongo M. fijiensis a la hoja número 

uno de la planta.  La obtención de micelio de M. fijiensis para la inoculación de las plantas 

se hizo siguiendo la metodología de descarga de ascosporas utilizada por Cenibanano  [11].  
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La aplicación de las composiciones se realizó un día después de la inoculación de las plantas 

con el patógeno.  Las composiciones fueron diluidas hasta una concentración de      1,0 x108 

± 0,1 UFC/mL y se aplicaron utilizando un aerógrafo de la referencia Mini Spray gun with 

cup K-3® con aspersor en abanico conectado a un compresor de 30 psi y  calibrado para 

asperjar 50 gotas/cm2  a  una altura de 30 cm.  Para la fumigación se hizo un solo paso por el 

haz y el envés de las hojas infectadas a una altura de 30 cm,     garantizando una concentración 

mínima de 50 gotas/cm2. 

 

Para este experimento se empleó un diseño unifactorial en el cuál se evaluó la   composición 

base agua (MH2O y P3), un control químico Bravonil® en agua, un        control biológico, 

Serenade® (1x108 ± 0,1 UFC/ml) y agua estéril como control      absoluto. 

El desarrollo de la enfermedad se midió al mes de haber infectado las plantas.  Se determinó 

el grado de infección utilizando la escala de Fouré (1982) [17] y el área necrosada con la 

ayuda de una cámara Samsung de 8 Mega-pixels y el software de procesamiento de imágenes 

Axio Visio® 4.2 de Zeiss®. 

 

A partir del análisis de varianza ANOVA se encontró que había diferencias estadísticamente 

significativas entre los tratamientos evaluados. Para determinar la diferencia entre éstos se 

utilizó la prueba de rangos múltiples por el método de Tukey.     Los porcentajes de área 

necrosada para los diferentes tratamientos se ilustran en la         FIG. 14. 

 

Como se observa en la FIG 14, la composición mezcla base agua (MH2O y P3) de B. subtilis 

EA-CB0015 de acuerdo a la presente invención y el control positivo Bravonil 720® 

redujeron significativamente el porcentaje de área necrosada de las hojas de banano  con 

porcentajes de área necrosada de 1,67% y con un 1,26 % respectivamente.  En la FIG. 15 se 

muestran fotografías de hojas tratadas con cada uno de los tratamientos, donde  se puede 

apreciar visualmente la diferencia en la apariencia de las hojas post-tratamiento. Las 

fotografías fueron seleccionadas de porciones de hoja promedio. 
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Con el fin de evaluar la eficacia de la composición mezcla base agua de B. subtilis EA-

CB0015 se evaluó el producto a nivel de campo en un lote de 1,5 ha, tres parcelas por 

tratamiento.  Cada parcela de 220 m2 contenía 42 plantas, de las cuales se tomaron seis plantas 

centrales por parcela para la evaluación de la enfermedad.  Los tratamientos    fueron 

aplicados cada 11 días con una fumigadora de motor (Stihl® SR-420) de 15 L de capacidad 

y lanzas a 60 gotas/cm2 de hoja.   

 

La evaluación de la enfermedad de la Sigatoka negra se realizó mediante dos   metodologías 

de preaviso biológico y severidad por Stover.  En la FIG. 16 se observa el  área bajo la curva 

(ABC) de la severidad de la Sigatoka negra obtenida durante 14 semanas de evaluación.  En 

dicha figura se observa que las dos composición base agua de B. subtilis EA-CB0015 (MH2O 

y P3) redujeron la severidad la enfermedad sin diferencias significativas con los controles 

químicos (Bravonil®, Dithane®) y biológico (Serenade®).   

 

EJEMPLO 10.  Efecto de B. subtilis EA-CB0015 sobre Botritys cinérea en pompón 

 

Se realizó una evaluación del efecto de B. subtillis EA-CB0015 sobre Botritys Cinerea en 

pompones.  Los pompones se desinfectaron por 1 minuto en hipoclorito de sodio al 1%, se 

lavaron con agua destilada estéril y finalmente se dejaron secar.  Posteriormente cada flor se 

colocó en un vaso desechable y se asperjó cada tratamiento con un aerógrafo. Transcurridas 

24 h de la aplicación de los tratamientos se realizó la aplicación del  patógeno (B. cinerea) a 

una concentración de 5000 esporas/mL con un atomizador (2 mL) y se incubaron a una 

temperatura promedio de 20°C y una humedad relativa superior al 90%.  

 

La medición de la enfermedad se realizó al cabo de 7 días de acuerdo a porcentaje de petalos 

afectados y a la severidad.  En la FIG. 17, se puede apreciar que la suspensión de esporas de 

B. subtilis EA-CB0015 (T1) disminuyó la severidad de la enfermedad en un 84% con relación 

al control no tratado (C).  

  



29/56 
 

EJEMPLO 11.  Efecto de B. subtilis EA-CB0015 sobre Colletotrichum sp. en Tomate  de 

Árbol (Cyphomandra betacea). 

 

Se realizó una evaluación del efecto de B. subtillis EA-CB0015 sobre Colletotrichum sp.  en  

tomate de árbol.  Para ello los tomates se desinfectaron por 2 minutos en etanol al 70% y se 

lavaron con agua destilada estéril dejándolos secar.   

 

Luego se realizó una herida con  un punzón en la región del ecuador del fruto no superior a 

2 mm de profundidad y se  aplicó 25 µL de agua (C) o de esporas de B. subtilis EA-CB0015 

(T1, concentración 1*107 UFC/mL).  Transcurridas 24 horas se hizo inoculación artificial de 

15 µL Colletotrichum sp. EAHP-007 en la herida a una concentración de 400.000 

esporas/mL.  

En la FIG. 18 se observan los resultados de la suspensión de esporas de B. subtilis EA-

CB0015 sobre el diámetro de la lesión generado por Colletotrichum sp EAHP-007 en el fruto, 

logrando un control efectivo de la enfermedad. 
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Se debe entender que la presente invención no se halla limitada a las modalidades    descritas 

e ilustradas, pues como será evidente para una persona versada en el arte,     existen 

variaciones y modificaciones posibles que no se apartan del espíritu de la   invención, el cual 

solo se encuentra definido por las siguientes reivindicaciones: 
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REIVINDICACIONES 

 

1) Un procedimiento para incrementar la producción de biomasa y metabolitos de 

microorganismos  de la especie Bacillus sp, que comprende cultivar el microorganismo 

en un medio de cultivo adecuado bajo condiciones ambientales específicas. 

 

2) Un procedimiento según la Reivindicación 1, donde el microorganismo se   selecciona 

del grupo que consiste de Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens. 

 

3) Un procedimiento según la Reivindicación 1, donde el microorganismo es Bacillus 

subtilis EA-CB0015 o Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959. 

 

4) Un procedimiento según la Reivindicación 1, donde el medio de cultivo adecuado 

comprende uno o más componentes seleccionados del grupo que consiste de   

carbohidratos, extracto de levadura, sulfato de amonio, peptona, sales que contengan 

magnesio, azufre, manganeso, cloro, potasio, fósforo, calcio y sodio, bien sea en una  

matriz sólida, semisólida o líquida. 

 

5) Un procedimiento según la Reivindicación 4, donde el medio de cultivo adecuado tiene 

la siguiente composición: 

 

COMPONENTE Concentración (g/L) 

Glucosa 30,0 - 35,0 

Extracto de levadura 30,0 - 35,0 

MnSO4 0,025 - 0,05 

Cloruro de calcio 0,02 - 0,04 

Sulfato de amonio 0,80 - 1,20 

MgSO4 3,50 - 5,00 

HPO4 0,40 - 0,60 
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KH2PO4 0,40 - 0,60 

 

6) Un procedimiento según la Reivindicación 1, donde las condiciones ambientales 

específicas incluyen, pH, temperatura, velocidad de agitación, tiempo de fermentación 

y aireación. 

 

7) Un procedimiento según la Reivindicación 6, donde las condiciones ambientales 

específicas del cultivo son: 

 

Velocidad de agitación 400 - 600 rpm 

Aireación 1 - 5 vvm 

pH 5,5 - 7,5 

Temperatura 20 - 40 °C 

Tiempo de fermentación 10 – 100 horas 

 

8) Un procedimiento según la Reivindicación 1, donde adicionalmente se separa la 

biomasa obtenida mediante centrifugación y/o microfiltración. 

 

9) Un procedimiento según la Reivindicación 1, donde adicionalmente se extraen los 

metabolitos mediante extracción con solventes, precipitación, adsorción o 

cromatografía. 

 

10) Biomasa de Bacillus subtilis o de Bacillus amyloliquefaciens obtenida mediante un 

procedimiento según las Reivindicaciones 1 a 8. 

 

11) Biomasa de Bacillus subtilis EA-CB0015 obtenida mediante un procedimiento    según 

las Reivindicaciones 1 a 8. 
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12) Biomasa de Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959 obtenida mediante un 

procedimiento según las Reivindicaciones 1 a 8. 

 

13) Metabolitos de Bacillus subtilis y/o metabolitos de Bacillus amyloliquefaciens, 

obtenidos mediante un procedimiento según las Reivindicaciones 1 a 9. 

 

14) Metabolitos de Bacillus subtilis EA-CB0015 y/o metabolitos de Bacillus 

amyloliquefaciens EA-CB0959, obtenidos mediante un procedimiento según las 

Reivindicaciones 1 a 9. 

 

15) Metabolitos de Bacillus subtilis EA-CB0015 y/o Bacillus amyloquefaicens EA-

CB0959 según la Reivindicación 14, caracterizados por ser lipopéptidos de la    familia 

de las surfactinas, iturinas y fengicinas. 

 

16) Metabolitos de Bacillus subtilis EA-CB0015 según la Reivindicación 15, donde  los 

lipopéptidos de la familia de las fengicinas corresponden a fengicinas C de fórmula  

general: 

 

R- Glu1-Orn2-Tyr3-Thr4-Glu5-Val6-Pro7-Gln8-Thr9-Ile10 

 

en donde R corresponde a una cadena hidrocarbonada de 14 a 18 carbonos saturada 

o insaturada. 

 

17) Metabolitos de Bacillus subtilis EA-CB0015 y/o metabolitos de Bacillus 

amyloliquefaciens EA-CB0959 según la Reivindicaciones 13 a 16, con actividad 

antimicrobiana. 

 

18) Una composición que comprende biomasa de Bacillus subtilis EA-CB0015 según la 

Reivindicación 11 y/o sus metabolitos, junto con un vehículo agroquímicamente 

aceptable. 
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19) Una composición que comprende biomasa de Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959 

según la Reivindicación 12 y/o sus metabolitos, junto con un vehículo 

agroquímicamente aceptable. 

 

20) Una composición que comprende metabolitos de Bacillus subtilis EA-CB0015 y/o 

metabolitos de Bacillus amyloliquefaicens EA-CB0959 según la Reivindicación 14, 

junto con un vehículo agroquímicamente aceptable. 

 

21) Una composición según cualquiera de las Reivindicaciones 18 a 20, que 

adicionalmente comprende  uno o más agentes biocidas seleccionados del grupo    que 

consiste de anilinopirimidinas, bitartenoles, esteroles, difeconazol, tebuconazole, 

epoxiconazole, mancozeb y cloratolonil. 

 

22) Una composición según cualquiera de las Reivindicaciones 18 a 21, que    comprende: 

 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN 

Cultivo de Bacillus sp.con una 

concentración de 7,0 a 18,0 g/L 
86,6% - 93,2% v/v 

Carboximetilcelulosa sódica 2,0 - 4,0 p/v 

Buffer fosfato 3M pH 5 1,0 - 5,0 v/v 

Glicerol 1,0 - 4,0 v/v 

Tween 20 0,25 - 0,75 v/v 

Triton X100 0,25 - 0,75 v/v 

Sorbato de Potasio 0,01 - 0,1 v/v 

Goma Xanthan 0,05 - 0,15 p/v 

Leche descremada 0,20 - 1,50 p/v 

Dióxido de Titanio 0,03 - 1,00 p/v 

 

23) Uso de biomasa de Bacillus subtilis EA-CB0015 y/o de biomasa de Bacillus 

amyloliquefaciens EA-CB0959 según las Reivindicaciones 11 y 12, para el control  de 
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fitopatógenos tales como Mycospharella  fijiensis, Fusarium oxysporum,  Ralstonia 

solanacearum, Botrytis cinerea, Colletotrichum sp., Monilia sp. Rhizoctonia solani y 

Fusarium solani. 

 

24) Uso de metabolitos de Bacillus subtilis EA-CB0015 y/o Bacillus amyloliquefaciens 

EA-CB0959 según la Reivindicación 14, para el control de fitopatógenos tales    como 

Mycospharella  fijiensis, Fusarium oxysporum, Ralstonia solanacearum, Botrytis 

cinerea, Colletotrichum sp., Monilia sp. Rhizoctonia solani y Fusarium solani. 

 

25) Uso de una composición según las Reivindicaciones 18 a 22, para el control de 

fitopatógenos tales como Mycospharella fijiensis, Fusarium oxysporum, Ralstonia 

solanacearum, Botrytis cinerea, Colletotrichum sp., Monilia sp. Rhizoctonia solani   y 

Fusarium solani. 

 

26) Un método para el tratamiento de cultivos contra agentes fitopatógenos que  comprende 

la aplicación de una cantidad efectiva de biomasa de Bacillus subtilis   EA-CB0015 y/o 

biomasa Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959 según las Reivindicaciones 11 y 12. 

 

27) Un método para el tratamiento de cultivos contra agentes fitopatógenos que  comprende 

la aplicación de una cantidad efectiva de metabolitos de Bacillus     subtilis EA-CB0015 

y/o Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959 según la Reivindicación 14. 

 

 

 

28) Un método para el tratamiento de cultivos contra agentes fitopatógenos tales como 

Mycospharella  fijiensis, Fusarium oxysporum, Ralstonia solanacearum, Botrytis 

cinerea, Colletotrichum sp., Monilia sp. Rhizoctonia solani y Fusarium solani, que 

comprende la aplicación de una cantidad efectiva de una composición según las 

Reivindicaciones 18 a 22. 
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PROCESO DE PRODUCCION DE BIOMASA Y METABOLITOS DE 

MICROORGANISMOS DE LA ESPECIE Bacillus sp. Y SUS COMPOSICIONES 

PARA EL CONTROL BIOLOGICO DE PLAGAS 

 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

 

La presente invención se refiere a un proceso para de producción de biomasa y   metabolitos 

de microorganismos de la especie Bacillus sp, entre ellos Bacillus subtilis y Bacillus 

amyloliquefaciens.  El proceso incluye un medio de cultivo adecuado y unas condiciones 

ambientales específicas que permiten obtener una gran cantidad de biomasa y metabolitos de 

la familia de fengicinas, surfactinas e iturinas, los cuales exhiben     actividad antifúngica y 

antibacteriana contra diversos agentes fitopatógenos. 

 

ESTADO DE LA TÉCNICA 

 

Entre los microorganismos para control biológico, las bacterias del género Bacillus sp.    han 

recibido mucha atención por la gran variedad de compuestos antibióticos que  producen, su 

larga vida en anaquel, su rápido crecimiento en cultivos y su capacidad para colonizar 

superficies foliares  [1, 2, 3, 4].  Particularmente, ciertas especies de Bacillus  tales como 

Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus 

anthracis y Bacillus thurigiensis presentan actividad antimicrobiana [4]. 

 

La actividad antimicrobiana de estas bacterias se debe a su capacidad de producir 

lipopéptidos de la familia de las surfactinas, iturinas y fengicinas [5, 6, 7] las cuales  difieren 

en la secuencia de aminoácidos y la ramificación de la cadena del ácido graso.   Las 

surfactinas exhiben una alto poder antibacteriano, en tanto que las iturinas y   fengicinas han 

sido reconocidas por su actividad antifúngica [4].   
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En el estado de la técnica se describe el uso de B. subtilis y B. amiloquefacences para 

controlar diversos microorganismos causantes de enfermedades en una amplia variedad de 

cultivos, entre los que se encuentran cultivos de frutas y hortalizas tales como mora, uva, 

frambuesa, fresa, tomates, pepino, pimienta, naranja, melón, manzana, durazno, chirimoya, 

banano, papaya, mango y kiwi. 

 

El documento EP2311936 divulga una cepa de B. subtilis KS1 (NITE BP-569) como  agente 

de control biológico para contrarrestar varios microorganismos fitopatógenos en cultivos de 

uva.  El documento WO 98/21968 describe un antibiótico producido por B. subtilis AQ153 

(ATCC 55614) efectivo contra infecciones bacterianas y fúngicas así   como un método para 

la protección de plantas que comprende la aplicación de dichos compuestos antibióticos. 

 

Los documentos WO9850422 y WO0029426 divulgan otros compuestos antibióticos 

producidos por la cepa de B. subtilis AQ713 (NRRL B21661) y sus mutantes, los cuales 

exhiben actividad insecticida, antifúngica y antibacterial.  El documento WO9909819 

divulga antibióticos de una cepa de B. subtilis AQ 713 (NRRL N° 21665) que produce 

metabolitos con actividad pesticida y un metabolito de alto peso molecular, soluble en agua, 

que exhibe actividad insecticida y nematicida contra el gusano de la raíz del maíz y otros 

nematodos. 

 

El documento US2011/0318386 describe métodos para inducir resistencia sistémica   contra 

diversos patógenos mediante el uso de controladores biológicos del género   Bacillus, 

específicamente de la especie B. mojavensis aislado 203-7 y B. mycoides    aislado.  Por su 

parte, el documento ES 2345969 describe un preparado fitofortificante   para aplicación en 

pseudotallos de plataneras y bananos que incluye B. subtilis, Trichoderma viride y B. 

megaterium var phosphaticum. 

 

 

El documento US2012/00031999 divulga una estrategia de control para diferentes 

enfermedades de origen fúngico, entre ellas la Sigatoka negra en banano, basada en la 
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aplicación de fungicidas sintéticos con algunos microorganismos de control biológico y   sus 

metabolitos (específicamente la cepa B. subtilis QST 713 correspondiente a la cepa    del 

producto comercial Serenade®).  

 

En los procesos de producción de microorganismos de la especie Bacillus sp divulgados   en 

el estado del arte, la cantidad de biomasa obtenida es muy escasa, ya que por lo    general la 

densidad celular obtenida no supera los 5,0 g/L [8, 9], por lo que se hace necesario desarrollar 

nuevos procesos para incrementar la producción de biomasa y la de sus metabolitos activos.   

 

De igual forma, es necesario desarrollar composiciones biocidas a partir de dichos 

microorganismos y/o sus metabolitos con actividad biológica que tengan una mayor eficacia 

y selectividad para el control de diversos agentes fitopatógenos en una gran variedad de 

cultivos. 
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION 

 

La presente invención permite solucionar éstos y otros inconvenientes ya que      comprende 

un proceso para incrementar la producción de biomasa de microorganismos   del género 

Bacillus, entre ellos Bacillus subtilis EA-CB0015 y Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959, 

así como la de sus metabolitos biológicamente activos, tales como lipopéptidos de la familia 

de las surfactinas, iturinas y fengicinas.  

 

Adicionalmente, la presente invención comprende composiciones agroquímicas que 

comprenden microorganismos de la especie Bacillus, entre ellos, Bacillus subtilis EA-

CB0015,  Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959 y/o sus metabolitos activos, bien sea solos 

o en combinación con agentes biocidas, para el control de agentes fitopatógenos   tales como 

Mycospharella fijiensis, Fusarium oxysporum, Ralstonia solanacearum, Botrytis cinerea, 

Colletotrichum sp., Monilia sp. Rhizoctonia solani y Fusarium solani. 

 

La presente invención también está dirigida al uso de microorganismos de la especie Bacillus, 

entre ellos B. subtilis EA-CB0015, B. amyloliquefaciens EA-CB0959 y/o de      sus 

metabolitos activos y de las composiciones agroquímicas que los contienen, para  inhibir el 

crecimiento de microorganismos fitopatógenos, tales como Mycosphaerella fijiensis en 

cultivos agrícolas. 
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS  

 

FIG 1. Estructura de las fengicinas C producidas por Bacillus subtilis EA-CB0015. 

 

FIG 2. Densidad celular de B. subtilis EA-CB0015 en diferentes medios de cultivo. 

 

FIG 3. Cromatograma HPLC de los compuestos de Bacillus subtilis EA-CB0015. 

 

FIG. 4. Espectro MS/MS del lipopéptido purificado P5 (m/z 1429.9) de B. subtilis           EA-

CB0015. 

 

FIG. 5. Espectro MS/MS del lipopéptido purificado P5 después (m/z 1447.8) de la  hidrólisis 

alcalina del anillo lactona de B. subtilis EA-CB0015. 

 

FIG. 6. Área bajo la curva de los lipopéptidos producidos por B. subtilis EA-CB0015 en 

diferentes medios de cultivo. 

 

FIG. 7.  Porcentajes de inhibición generados por B. subtilis EA-CB0015 sobre       diferentes 

microorganismos fitopatógenos. 

 

FIG. 8.  Porcentajes de inhibición generados por el SLC de B. subtilis EA-CB0015 obtenidos 

en diferentes medios de cultivo sobre M. fijiensis.  

 

FIG. 9.  Viabilidad de Bacillius subtilis EA-CB0015 contenido en diferentes  composiciones 

de la invención 

 

FIG. 10.  Grado de severidad de la Sigatoka negra en plantas de banano tratadas con 

diferentes composiciones de la invención a nivel de invernadero.  
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FIG. 11.  Porcentaje de área necrosada causada por la Sigatoka negra en hojas de         banano 

tratadas con diferentes composiciones de la invención. 

 

FIG. 12.  Efecto de diferentes adyuvantes protectores UV sobre la viabilidad de  B. subtilis 

EA-CB0015. 

 

FIG. 13.  Efecto de diferentes adyuvantes sobre la adherencia de las composiciones     (MH2O 

y P2) con base en B. subtilis EA-CB0015. 

 

FIG. 14.  Efecto de la composición mezcla base agua con base en B. subtilis EA-CB0015 

sobre el porcentaje de área necrosada de las hojas de banano a nivel de invernadero. 

 

FIG. 15.  Fotografías de las hojas de banano afectadas por la enfermedad de la Sigatoka 

negra después de tratadas con diferentes productos.  

 

FIG. 16.  Efecto de la composición base agua de B. subtilis EA-CB0015 sobre la    severidad 

de la Sigatoka negra en banano en campo. 

 

FIG. 17.  Efecto de B. subtilis EA-CB0015 sobre la severidad de la enfermedad causada  por 

Botritys cinerea EAHP-009 en pompones. 

 

FIG. 18. Efecto de B. subtilis EA-CB0015 sobre Colletotrichum sp. en Tomate  de Árbol 

(Cyphomandra betacea). 
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

 

Para incrementar la producción de biomasa de microorganismos de la especie Bacillus sp   y 

de sus metabolitos (lipopéptidos), se debe cultivar el microorganismo en un medio de cultivo 

adecuado y bajo condiciones ambientales necesarias para incrementar la  producción de 

biomasa y de sus metabolitos.  Para ello, se prepara un medio de cultivo    (en adelante medio 

D) que comprende uno o más componentes seleccionados del grupo   que consiste de 

carbohidratos, extracto de levadura, sulfato de amonio, peptona, sales que contengan 

magnesio, azufre, manganeso, cloro, potasio, fósforo, calcio, y sodio bien sea en una matriz 

sólida, semisólida o líquida. 

 

Las condiciones ambientales necesarias para llevar a cabo el proceso de la invención incluyen 

temperatura, pH, velocidad de agitación, tiempo de fermentación y aireación.  El proceso de 

la presente invención se puede llevar a cabo a pequeña escala en el     laboratorio o a gran 

escala en un biorreactor. 

 

En una modalidad preferida, el medio D comprende, en porcentajes p/v, entre 3,2% y   3,4% 

de glucosa, entre 3,1% y 3,3% de extracto de levadura, entre 2,5x10-3% y 4,5x10-3% de 

sulfato de manganeso, entre 2x10-3% y 4x10-3% de cloruro de calcio, entre 0,08% y 0,12% 

de sulfato de amonio, entre 0,35% y 0,45% de sulfato de magnesio, entre 0,04% y 0,12% de 

fosfato disódico de potasio y entre 0,04% y 0,12% de fosfato monosódico de potasio. 

 

En otra modalidad aún más preferida de la invención, el medio de cultivo D comprende,    en 

porcentajes p/v, 3,34% de glucosa, 3,25% de extracto de levadura, 4,2x10-3% de    sulfato de 

manganeso, 3,1x10-3 % de cloruro de calcio, 0,1% de sulfato de amonio, 0,4%  de sulfato de 

magnesio, 0,05% de fosfato disódico de potasio, 0,05% de fosfato monosódico de potasio. 

 

En una modalidad preferida del proceso de la invención, el microorganismo se incuba durante 

un tiempo entre 24 y 96 horas con una velocidad de agitación entre 400 y 600   rpm, aireación 

entre 1 y 5 vvm, a una temperatura entre 20°C y 40°C y pH entre 5,5 y     7,5.  Para controlar 
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y/o ajustar el pH se pueden emplear ácidos fuertes como ácido  sulfúrico y/o bases fuertes 

como hidróxido de sodio.  Se pueden adicionar también tensioactivos y antiespumantes para 

controlar la formación de espuma.   

 

El proceso llevado a cabo bajo las condiciones anteriormente indicadas, permite incrementar 

la obtención de biomasa y metabolitos activos del microorganismo de la  especie Bacillus sp.  

La biomasa obtenida mediante el proceso de la presente invención se puede separar del medio 

de cultivo utilizando métodos convencionales de centrifugación     o microfiltración, en tanto 

que los metabolitos activos se pueden extraer mediante procedimientos de extracción con 

solventes, precipitación, adsorción o cromatografía. 

 

En una modalidad preferida de la invención, la cantidad de biomasa de microorganismos  de 

la especie Bacillus sp. obtenida puede ser de 3,0 hasta 20,0 g/L, preferiblemente entre 7,0 y 

18,0 g/L en tanto que la concentración de metabolitos está entre 300 y 1500 mg/L, 

preferiblemente entre 500 y 1000 mg/L. 

 

En una modalidad preferida, el proceso de la invención permite incrementar la    producción 

de biomasa y metabolitos activos de B. subtilis EA-CB0015 y B. amyloliquefaciens EA-

CB0959.  La identificación por medio del análisis 16S rDNA permitió establecer que el B. 

subtilis EA-CB0015 corresponde con la secuencia SEQ ID NO:1, la cual está depositada en 

el GenBank con número de accesión KC006063. 

 

Entre los metabolitos de B. subtilis EA-CB0015 y B. amyloliquefaciens EA-CB0959 

obtenidos mediante el proceso de la invención se encuentran lipopéptidos tipo      surfactinas, 

iturinas y fengicinas.  El análisis mediante técnicas cromatográficas y espectrometría de 

masas identificó una nueva isoforma de fengicinas producida por B. subtilis EA-CB0015, 

denominada fengicinas C, cuya secuencia de aminoácidos es      (Glu1-Orn2-Tyr3-Thr4-

Glu5-Val6-Pro7-Gln8-Thr9-Ile10), la cual difiere de la secuencia de las fengicinas B en la 

posición 9 y de la secuencia de las fengicinas A en las     posiciones 6 y 9. 
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Adicionalmente, siguiendo el procedimiento de la invención para B. subtilis EA-CB0015, se 

pueden obtener 14 diferentes homólogos de fengicina C con fórmula general R-Glu1-Orn2-

Tyr3-Thr4-Glu5-Val6-Pro7-Gln8-Thr9-Ile10, los cuales varían según el tamaño de   su 

cadena hidrocarbonada (R) que puede ser saturada o insaturada de 14 a 18 carbonos.    La 

estructura de las diferentes fengicinas producidas por B. subtilis EA-CB0015      mediante el 

proceso de la invención se ilustran en la FIG 1.   

 

Los diferentes homólogos de fengicinas C, así como las surfactinas e iturinas se pueden 

separar por técnicas convencionales como cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC).  

Las surfactinas producidas corresponden a diferentes homólogos de longitud  de cadena 

hidrocarbonada entre 13 y 16 carbonos y las iturinas corresponden a las  iturinas A de 14 y 

15 carbonos. 

 

Para el caso de B. amyloliquefaciens EA-CB0959, los metabolitos producidos mediante     el 

proceso de la invención corresponden a diferentes homólogos de surfactina (C12 a C15), dos 

homólogos de iturina A (C14 y C15) y dos isoformas de fengicinas (A y B) con 4 homólogos 

para la fengicina A (C14, C15, C16 y C17) y 2 homólogos de fengicina B   (C16 y C17). 

 

En un aspecto adicional de la invención, la biomasa de B. subtilis EA-CB0015 o la biomasa 

de B. amyloliquefaciens EA-CB0959 obtenida mediante el proceso de la presente invención, 

inhibe el crecimiento de diversos fitopatógenos tales como Mycosphaerella fijensis, Botrytis 

cinerea, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, y Colletotrichum sp.  La 

inhibición se puede determinar mediante técnicas como la de     platos duales, la cual consiste 

en comparar el crecimiento de los fitopatógenos al  cultivarlos en un medio con y sin la 

presencia de las sustancias activas a evaluar.  Los porcentajes de inhibición in vitro 

determinados siempre son superiores al 50%. 

 

Una vez realizado el procedimiento de la presente invención, se pueden preparar   diferentes 

composiciones o formulaciones a partir de la biomasa y/o metabolitos    obtenidos para 

obtener composiciones biocidas fisicoquímicamente estables que   garanticen la viabilidad 
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del microorganismo y la actividad de los metabolitos en la composición durante largos 

periodos de tiempo.   

 

Las composiciones se pueden preparar en un recipiente adecuado hermético para evitar 

contaminación.  Allí se dispone de la biomasa y/o sus metabolitos, se agregan los adyuvantes 

y demás ingredientes hasta obtener una mezcla homogénea.  El producto final así obtenido 

se puede disponer en envases adecuados y almacenarlo a temperatura ambiente. 

 

En un aspecto adicional, la presente invención se refiere a composiciones biocidas que 

comprenden B. subtilis EA-CB0015, B. amyloliquefaciens EA-CB0959 y/o sus    metabolitos 

activos bien sea de manera individual, combinados o en asociación con otros agentes activos 

para potenciar la actividad  biológica.  Las composiciones biocidas de la presente invención 

pueden contener uno o más coadyuvantes y un vehículo agroquímicamente aceptable. 

 

En una modalidad preferida, las composiciones biocidas de la presente invención 

comprenden entre el 80,0 y el 99,9% p/p de una suspensión acuosa de B. subtilis EA-CB0015 

a una concentración de 1x107 a 1x1011 UFC/mL junto con una mezcla    compuesta de 2,0% 

a 4,0% p/v de carboximetil celulosa sódica (CMC), 1,0% a 5,0% v/v   de buffer de fosfatos 

3M (pH 5,0), 1,0% a 4,0% v/v de glicerol, 0,25% a 0,75% v/v de     tween 20®, 0,25% a 

0,75% v/v de Triton X-100®, 0,01% a 1,0% v/v de sorbato de    potasio, 0,05% a 0,15% p/v 

de goma xanthan, 0,2% a 1,5 % p/v  de leche descremada y 0,028% a 1,0% p/v de TiO2.  Esta 

composición es de coloración blanca, tiene un pH de    4,0 a 6,5 y una viscosidad de 20 a 80 

cp. 

 

En una modalidad preferida adicional, las composiciones biocidas de la invención 

comprenden adicionalmente plaguicidas químicos, entre ellos, anilinopirimidinas, 

bitartenoles, esteroles, difeconazol, tebuconazol, epoxiconazole, mancozeb, cloratolonil y 

otros agentes para el control biológico de plagas, junto con uno o más coadyuvantes en un 

vehículo agroquímicamente aceptable. 

 



11/56 
 

En un aspecto adicional, la presente invención está dirigida al uso de microorganismos      de 

la especie Bacillus sp., particularmente de B. subtilis EA-CB0015, B. amyloliquefaciens EA-

CB0959 y/o sus metabolitos así como de sus composiciones  biocidas para inhibir el 

crecimiento de microorganismos fitopatógenos tales como Mycospharella fijiensis, 

Fusarium oxysporum, Ralstonia solanacearum, Botrytis cinérea, Colletotrichum sp., Monilia 

sp. Rhizoctonia solani y Fusarium solani en cultivos agrícolas.   

 

En un aspecto adicional, la presente invención está dirigida a un método para el  tratamiento 

de plantas contra infecciones causadas por diferentes fitopatógenos, el cual comprende la 

aplicación a la planta de una cantidad efectiva de un microorganismo de la especie Bacillus 

sp, particularmente B. subtilis EA-CB0015 y B. amyloliquefaciens EA-CB0959 y/o sus 

metabolitos, o la aplicación de composiciones biocidas que los     contienen bien sea cada 

uno de manera individual o en combinación con otros agentes biocidas.   

 

La aplicación se puede hacer por aspersión en dosis que van desde 0,1 hasta 10 litros por 

hectárea (L/ha) en mezcla con un vehículo apropiado o mezclado con otras    composiciones 

que contengan uno o más plaguicidas. 

 

Los siguientes Ejemplos ilustran con mayor detalle la invención, sin estar el concepto 

inventivo restringido a los mismos. 

EJEMPLOS 

 

EJEMPLO 1.  Obtención de Bacillus sp. 

 

Se obtuvieron cepas de Bacillus sp. a partir de los cultivares cv. Gran enano y cv. Valery, 

ambos de banano, y cv. Hartón de plátano.  Para cada cultivar se seleccionó una   plantación 

en la que se establecieron cinco puntos para recolectar muestras compuestas de tres plantas 

antes de floración, utilizando un muestreo probabilístico aleatorio sin reposición.  El 

muestreo se realizó en las hojas número 2, 5 y 10 de cada una de las   plantas y cada hoja fue 

cuarteada para seleccionar una zona del ápice y otra de la base. 
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El aislamiento de bacterias se realizó lavando con un buffer de fosfato de sodio más   Tween 

80® y sonicación de las muestras.  Se efectuaron diluciones seriadas y se    sembraron por 

superficie en TSA (Agar Tripticasa de Soya, Merck al 10%).  Las     bacterias Gram positivas 

fueron purificadas, cultivadas en el medio Finley y Field´s       (150 rpm, 4 días, 30 °C) y 

sometidas a choque térmico (80 °C, 20 min).  Todas las BAFEs (Bacterias Aeróbicas 

Formadoras de Endosporas) fueron conservadas en TSB (Caldo Tripticasa de Soya, Merck) 

y glicerol (20% v/v) a -80°C y activadas en TSA al 50%    previo a cualquier uso 

experimental. 

 

EJEMPLO 2.  Obtención de biomasa de Bacillus subtilis EA-CB0015 y de Bacillus 

amyloliquefaciens EA-CB0959, 

 

La cepa de B. subtilis EA-CB0015 se replicó en TSA al 50% y se incubó durante 48 horas a 

30°C.  Una colonia de la cepa se inoculó en el medio de cultivo D y se incubó por 12 horas 

a 30°C y 200 rpm.  Este cultivo se empleó como preinóculo.  La fermentación se realizó   en 

matraces de 50 mL con 10 mL de medio de cultivo D a una temperatura de 30ºC y 200 rpm 

en un agitador orbital.  Cada Erlenmeyer se inoculó con 1 mL de una suspensión bacteriana 

ajustada a una DO600 de 1 y obtenida al cabo de 12 horas de crecimiento.  Se obtuvieron 

densidades celulares de hasta 13,2 ± 1,7 g/L de B. subtilis EA-CB0015. 

Para determinar el rendimiento del proceso en la obtención de biomasa de B. subtilis EA-

CB0015, se comparó la cantidad de biomasa obtenida al emplear el medio de cultivo de la 

invención (medio D) con la cantidad de biomasa obtenida al emplear los medios de    cultivo 

CIB, MOLP, Finley and Field´s y TSB.   

 

La densidad celular obtenida con el medio de cultivo de la invención fue 29,3 veces superior 

a la obtenida con el medio Finley and Field´s (0,6 ± 0,1 g/L), 4,5 veces superior a la obtenida 

con el medio TSB (2,95 ± 0,4 g/L), 3,6 veces superior a la obtenida con el medio CIB (3,65 

± 0,8 g/L) y 3,2 veces superior a la obtenida con el medio MOLP (4,1 ± 0,6 g/L), como se 

ilustra en la FIG  2. 
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Siguiendo el mismo procedimiento, se obtuvo biomasa de B. amyloliquefaciens EA-CB0959.  

Al igual que para B. subtilis EA-CB0015, la cantidad de biomasa obtenida al emplear el 

medio de cultivo de la invención (medio D) fue superior a la obtenida con los medios de 

cultivo MOLP y TSB.  Se obtuvieron densidades celulares entre 8,0 y 10,0  g/L con el medio 

de la invención. 

 

EJEMPLO 3.  Extracción y determinación de los metabolitos activos de Bacillus subtilis 

EA-CB0015 y B. amyloliquefaciens EA-CB0959 

 

A partir del cultivo de B. subtilis EA-CB0015 obtenido de acuerdo al Ejemplo 2, se    realizó 

un proceso de extracción con solventes de sus metabolitos activos con metanol.  

Posteriormente se realizó una extracción en fase sólida (SPE) con metanol como solvente 

orgánico y las fracciones activas fueron purificadas por HPLC en fase reversa con detector 

UV a una longitud de onda de 214 nm.  En la FIG. 2 se ilustra los respectivos Cromatogramas.  

Los picos eluidos entre el minuto 16 y 19 corresponden a las Iturinas A (FIG. 3A) y los picos 

P1 a P14 (FIG 3B) corresponden a las fengicinas C, en tanto que     los picos P15 a P19 (FIG 

2B) corresponden a las surfactinas. 

 

Algunos de los metabolitos activos también se identificaron por ESI-MS/MS (espectrometría 

de masas por electrospray), tal como se ilustra en las FIGS 4 y 5: 

 

Para determinar el rendimiento del proceso en la obtención de los dos grupos de metabolitos 

activos de B. subtilis EA-CB0015, se comparó la cantidad de metabolitos obtenida al emplear 

el medio de cultivo de la invención (medio D) con la cantidad de metabolitos obtenida al 

emplear los medios de cultivo CIB, MOLP, Finley and Field´s y TSB.  Las áreas de los picos 

y por ende la cantidad de metabolitos obtenidos, fueron superiores al emplear en el proceso 

el medio de cultivo D de la  invención como se ilustra en la FIG. 6. 
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Siguiendo con el mismo procedimiento de extracción y purificación por HPLC indicado 

anteriormente, se identificaron los metabolitos producidos por la cepa B. amyloliquefaciens 

EA-CB0959 los cuales corresponden a diferentes homólogos de surfactina (C12 a C15), dos 

homólogos de iturina A (C14 y C15) y dos isoformas de fengicinas (A y B) con 4 homólogos 

para la fengicina A (C14, C15, C16 y C17) y 2 homólogos de fengicina B   (C16 y C17). 

 

 

EJEMPLO 4. Evaluación de la actividad de Bacillus subtilis EA-CB0015 y Bacillus 

amyloliquefaciens EA-CB0959 contra microorganismos fitopatógenos 

 

La evaluación  de la actividad antifúngica se realizó mediante el método del anillo.  Para ello 

se realizó una impresión circular (6 cm de diámetro) del B. subtilis EA-CB0015 en una caja 

petri (9 cm de diámetro) con PDA y posteriormente se colocó un disco de 5 mm  de diámetro 

del hongo (crecido durante 10 días) en el centro de la misma.  Se utilizaron como control 

absoluto cajas de petri inoculadas únicamente con discos del hongo y en el momento que 

alcanzó un crecimiento igual al diámetro del círculo formado por la   bacteria, se midió el 

crecimiento radial del micelio. 

 

El diseño de experimentos fue un diseño unifactorial completamente aleatorio con tres 

réplicas por tratamiento. La variable de respuesta determinada fue el porcentaje de inhibición 

de crecimiento del micelio el cual se calculó considerando el crecimiento del control absoluto 

como 100%.  

 

Como se puede observar en la FIG. 7, los porcentaje de inhibición generados por B. ssubtilis 

EA-CB0015 estuvieron entre un 20% para Pestalotia sp y un 80% para Moniliophthora 

roreri. 

 

Adicionalmente B. subtilis EA-CB0015 exhibe actividad antibacteriana contra varios 

microorganismos, entre ellos, Ralstonia solanacearum, generando halos de inhibición  hasta 

de 6 milimetros en medio de cultivo BGTA.  Las pruebas de antagonismo cuantitativas contra 
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R. solanacearum se realizaron sembrando por superficie 100 µL de  una suspensión de R. 

solanacearum ajustada a 106 UFC/mL en agar BGTA.  Luego, se colocaron discos de TSA 

(5 mm) de B. subtilis EA-CB0015 de 48 horas de incubación a 30°C.  Finalmente, 

transcurridas 72 horas se determinó el halo de inhibición generado. 

 

Con la misma metodología descrita anteriormente, se evaluó la actividad de B. 

amyloliquefaciens EA-CB0959 contra F. oxysporum, M. fijiensis y R. solanacearum,      con 

porcentajes de inhibición de 58,5%, 76,0% y un radio de inhibición de 10,9 mm 

respectivamente.  

 

EJEMPLO 5. Evaluación de Bacillus subtilis EA-CB0015 y Bacillus   amyloliquefaciens 

EA-CB0959 contra Mycosphaerella fijiensis 

 

Para la selección de antagonistas se realizó un tamizaje inicial utilizando la técnica de 

microplatos, empleando la metodología modificada de Peláez 2006 [10]. Se determinó de 

una forma rápida cuales de los sobrenadantes libres de células (SLC) de las BAFEs   aisladas 

generaron inhibición en el crecimiento del micelio de Mycosphaerella fijiensis al incubarse 

en medio líquido. 

Para la evaluación se emplearon las cepas del hongo M. fijiensis EASGK09, M. fijiensis 

EASGK10, M. fijiensis EASGK11 y M. fijiensis EASGK14 aisladas de las hojas de   banano 

cv. Gran Enano y se siguió la metodología de Dupont, 1982 [11].  Como control positivo se 

utilizaron los SLC de B. subtilis UA321 y como control absoluto se empleó caldo fresco 

estéril. 

 

La prueba de platos duales se realizó con la metodología modificada de Riveros [12].  Se 

evaluó el porcentaje de inhibición de crecimiento de las colonias del hongo sobre PDA 

(Merck, suplementado con cloranfenicol: 200 ppm y ampicilina: 250 ppm).  Las pruebas  de 

inhibición del tubo germinativo se realizaron con la técnica modificada del esmalte  descrita 

por Talavera [13].  
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Se evaluó la inhibición en el crecimiento del tubo germinativo de las ascosporas del    hongo 

descargadas sobre discos de hoja de Banano cv. Gran Enano sumergida   previamente en los 

SLC.  El porcentaje de inhibición del tubo germinativo se determinó considerando la 

germinación de las esporas del control absoluto como 100%. 

 

Las bacterias seleccionadas como antagonistas fueron aquellas cuyos SLC presentaron 

porcentajes de inhibición en el crecimiento de M. fijiensis mayores que el control positivo B. 

subtilis UA321.  Este proceso inicial de selección se llevó a cabo con 648 BAFEs.  A las 

BAFEs seleccionadas como antagonistas de M. fijiensis se les repitió la prueba de 

microplatos y se les realizaron las pruebas de platos duales e inhibición de ascosporas, 

empleando los SLC obtenidos de una fermentación en medio de cultivo MOLP [14].  Para 

estos ensayos, se utilizó la cepa M. fijiensis EASGK14 y los mismos controles del tamizaje 

inicial. 

 

Finalmente, a las BAFEs antagonistas de M. fijiensis se les realizaron tres pruebas adicionales 

contra el hongo: microplatos con el medio MOLP, platos duales e inhibición de ascosporas 

y se realizó un promedio ponderado de las tres pruebas, dándole un peso de 60%, 20% y 20% 

a las pruebas de ascosporas, platos duales y microplatos respectivamente. 

El mayor peso adjudicado a la prueba de ascosporas se relaciona con la importancia de atacar 

el hongo antes de penetrar los estomas de la hoja.  Los porcentajes de inhibición      en el 

crecimiento del micelio y en la germinación de las ascosporas de M. fijiensis     generados 

por B. subtilis EA-CB0015 y B. amyloliquefaciens EA-CB0959 in vitro se muestran en la 

Tabla 1. 

 

Tabla 1.  Porcentajes de inhibición generados por Bacillus sp. contra M. fijiensis 

Microorganismo 

Inhibición del crecimiento 
del micelio /Técnica: Inhibición en 

la 
germinación 

de ascosporasc 

Promedio 
ponderado 
de las tres 
pruebasd 

Microplatos en 

MOLP (%)a 

Platos duales 

(%)b 
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B. subtilis 

EA-CB0015 
89 ± 1 78 ± 1 98 ± 1 92 

B. amyloliquefaciens 

EA-CB0959 
89±0 62±2 77±0 76 

a Inhibición de crecimiento del micelio de M. fijiensis por la técnica de microplatos con caldo MOLP con 2 réplicas 

y 4 repeticiones por tratamiento del experimento realizado 2 veces en el tiempo. 

b Inhibición de crecimiento del micelio de M. fijiensis por la técnica de platos duales en PDA con 2 réplicas y 30 

repeticiones por tratamiento del experimento realizado 2 veces en el tiempo. 

c Inhibición de la germinación de las ascosporas de M. fijiensis con dos réplicas por tratamiento. 

d Promedio de las tres pruebas de antagonismo: ascosporas (60%), microplatos (20%) y platos duales (20%). 

 

El porcentaje de inhibición en el crecimiento de M. fijiensis obtenidos con los SLC de B. 

subtilis EA-CB0015 del medio D fue 1,5 veces superior a la obtenida con el medio CIB (53,0 

± 4,0 %), 80,9 veces superior a la obtenida con el medio Finley and Field´s (1,0 ± 1,6 %) 

(FIG. 8).  Los porcentajes de inhibición en el crecimiento de M. fijiensis obtenidos con los 

SLC de los medios Molp y TSB fueron estadísticamente similares al obtenido con el medio 

D. 

 

La inhibición in vitro del crecimiento de M. fijiensis por los SLC de las BAFEs aisladas 

sugieren una afectación a las estructuras celulares del hongo.  Por esta razón se evaluó la 

presencia de cambios morfológicos en el micelio y las ascosporas de M. fijiensis por 

microscopía óptica. 

Se observó que los SLC de todas las bacterias antagonistas produjeron cambios morfológicos 

evidenciados por abultamientos en las hifas del micelio e inhibiciones en la germinación del 

tubo de las ascosporas en comparación con el control absoluto.  

 

EJEMPLO 6. Composiciones biocidas que comprenden Bacillus subtilis EA-CB0015  

 

Para el desarrollo de las composiciones biocidas de la invención se realizó una selección 

previa de los adyuvantes y se determinaron las combinaciones que generaran las mezclas más 

estables y las proporciones de cada uno de los componentes en la mezcla, evaluando aspectos 

como la aparición de fases y presencia de precipitados. Los ayudantes seleccionados y sus 

funciones se ilustran en la Tabla 2. 
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Tabla 2.  Adyuvantes de las diferentes composiciones. 

 
a Grupo de ayudantes necesarios para la mezcla. 
b Ayudantes seleccionados para la evaluación. 
c Composición de la cual hacen parte. EM: Emulsión, BA: Composición en base aceite, MH2O: Mezcla base agua. 

d Función que tiene cada ayudante dentro de la mezcla. 

 

 

Para la composición en forma de emulsión, se determinó la mejor combinación de aceite y 

surfactante, para lo que se empleó un diseño factorial 3 x 2 (factores: tipo de aceite y tipo de 

emulsión, con tres niveles cada uno), la proporción en la que se evaluaron los   componentes 

fue constante: 20 mL aceite, 1 µmol surfactante y 80 mL de agua.   

 

Una vez seleccionado el surfactante y tipo de aceite se realizó un diseño de mezclas ternario 

con punto al centro con el fin de determinar en qué proporción debía agregarse el aceite de 

girasol, el surfactante y un dispersante (goma xhantan) para obtener una emulsión altamente 

estable. 

 

Los rangos evaluados fueron 0,3 a 1,0%, 0,0 a 5,0%, y 14,0 a 19,6% para la goma   xhantan, 

el surfactante y el aceite respectivamente.  Las proporciones fueron   seleccionadas según lo 
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reportado por Burges (1998) y Brar y colaboradores (2006) [15, 16].  A las mezclas adicional 

a los componente evaluados, se les adicionó un buffer de fosfatos 3M de pH 5,0 (3%) para 

contrarrestar los cambios drásticos del pH al adicionar los    ayudantes, ácido propiónico 

(0,5%) como agente antimicrobiano y agua c.s.p 100%. 

 

Para la mezcla con base agua se determinó cuál de las combinaciones de dispersante, 

surfactante y adherente era las más estables empleando un diseño factorial fraccionado   con 

el que se obtenían ocho mezclas, las mezclas evaluadas en el diseño fraccionado para  la 

selección de ayudantes de la mezcla base agua se presentan en la Tabla 3.  El porcentaje 

restante fue completado con agua.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Mezclas evaluadas en el diseño fraccionado para la selección de adyuvantes de la 

composición mezcla base agua (MH2O) 

 
a Nivel mínimo en la que se evalúa cada factor. 
b Nivel máximo en el que se evalúa cada factor 
* Los signos + y – denotan el nivel en el que cada factor se evalúa en la mezcla. 
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La mezcla 3 fue seleccionada como la más estable y fue sometida a un diseño de mezclas 

ternario con punto al centro con el fin de determinar las proporciones del CMC, el      Tween 

20® y el Triton X-100®.  Los rangos evaluados fueron 0,5% al 3,5% para los tres  

componentes evaluados, los rangos fueron determinados según reportes de Burges (1998)   y 

de Brar y colaboradores (2006) [16, 15]. 

 

La concentración de la goma xhantan se dejó constante en el nivel más bajo (0,1%) evaluado 

en el diseño factorial fraccionado ya que todas las mezclas que se presentaron estables 

contenían este aditivo en dicha concentración. A las mezclas del diseño de mezclas, adicional 

a los componente evaluados, se les agrego buffer fosfato 3M pH 5,0 (3%) para contrarrestar 

los cambios drásticos del pH al adicionar los ayudantes, ácido propiónico (0,5%) como 

agente antimicrobiano [15] y agua c.s.p 100%. 

 

Las mezclas con mayor estabilidad en el tiempo para la emulsión y la mezcla base agua 

fueron seleccionadas.  La proporción de agua fue remplazada por cultivo bacteriano de      B. 

subtilis EA-CB0015, cuya concentración bacteriana final se ajustó a 2 ± x 108 UFC/mL.  

 

Adicional a las dos composiciones mencionadas anteriormente, se evaluaron suspensiones 

bacterianas (SB) que consistían únicamente del cultivo bacteriano obtenido después de las 

72 horas de fermentación acondicionados con buffer fosfato 3M pH5 (3M K2HPO4, 3M 

KH2PO4) (3%) y ácido propiónico (0,5%).  Las composiciones de las diferentes 

formulaciones evaluadas con B. subtilis EA-CB0015 se ilustran en la Tabla 4. 

 

Tabla 4.  Composiciones de diferentes formulaciones con base en Bacillus subtilis           

EA-CB0015. 

FORMULACIÓN SIGLA COMPOSICIÓN 

Suspensión 
bacteriana 

SB 
Cultivo bacteriano (94,25% v/v-98,75% v/v), buffer 
fosfato 3 M pH 5 (1% v/v-5% v/v), y ácido propiónico 
(0,25% v/v-0,75% v/v  v/v) 
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Composición     
base agua 

MH2O 

Cultivo bacteriano (86,6% v/v-93,2% v/v),  
carboximetil celulosa de sodio CMC (2% w/v-4% 
w/v), buffer fosfato 3 M pH 5 (1% v/v-5% v/v)), 
glicerol  (1% v/v-4% v/v), Tween 20® (0,25% v/v-
0,75% v/v), triton X-100 (0,25% v/v-0,75% v/v), ácido 
propiónico (0,25% v/v-0,75% v/v) y goma xanthan 
(0,05% w/v-0,15% w/v). 

Composición     
base emulsión 

EM 

Cultivo bacteriano (71,4% w/v-83,6% v/v)), aceite de 
girasol (14% v/v-18% v/v), buffer fosfato 3 M pH 5 
(1% v/v-5% v/v), Tween 80® (1% v/v-4% v/v),     
goma xanthan (0,2% w/v-0,9% w/v) y ácido propiónico 
(0,25% v/v-0,75% v/v) 

 

EJEMPLO 7.  Evaluación de las composiciones biocidas de la invención 

 

Las composiciones obtenidas en el Ejemplo 6 fueron empleadas para evaluar la     capacidad 

antagónica contra las ascosporas de M. fijiensis y la viabilidad de B. subtilis   EA-CB0015 

en la formulación durante un tiempo de almacenamiento determinado (180 días). 

 

Con respecto a la evaluación de la viabilidad de la bacteria en el tiempo, en la FIG. 9 se 

muestra una disminución paulatina de las UFC con el tiempo para todos los tratamientos, con 

una disminución más marcada para la emulsión a partir del tercer mes.  La mezcla   base agua 

y la suspensión bacteriana presentaron reducciones muy similares siendo    menor la de la 

mezcla base agua.  De acuerdo a lo anterior, las mejores composiciones en relación a la 

viabilidad de B. subtilis EA-CB0015 en la formulación durante el periodo de tiempo 

evaluado, son   aquellas con base agua o las que tienen una suspensión bacteriana. 

 

Para la evaluación del efecto de los formulados sobre el desarrollo de la Sigatoka negra en 

plantas de banano se realizó un experimento en el que se evaluaron la emulsión, la     mezcla 

base agua y la suspensión de la bacteriana de B. subtilis EA-CB0015.  Las composiciones 

fueron diluidas hasta una concentración de 1,0 x 108 UFC/mL y se  aplicaron por aspersión 

30 gotas/cm2 sobre la primera hoja completamente desdoblada después de la hoja bandera 

(hoja número uno), sobre la cual se realizó la evaluación.  
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La inoculación del patógeno se realizó mediante inoculación artificial adicionando 20 

mililitros de una suspensión micelial de M. fijiensis de 10 días de edad a la hoja número uno.  

La inoculación del patógeno se hizo 24 horas antes de la aplicación de las composiciones de 

las BAFEs.  El grado de severidad de la enfermedad fue determinado     al cabo de 30 días 

de la aplicación de los formulados con la escala de Fouré (1982) [17] y se determinó el 

porcentaje de área de hoja necrosada empleando fotos de las hojas y el software Assess 1.0 

para análisis de imágenes.   

 

Para ambas mediciones se tomaron como control negativo los resultados obtenidos de la 

aplicación de agua estéril y como control positivo los datos reportados para el fungicida 

químico Dithane® y el fungicida biológico Rhapsody® empleados según las 

recomendaciones del comerciante.  Los resultados obtenidos se ilustran en las FIG 10 y 11, 

donde se encontraron diferencias en el grado de severidad y en los porcentajes de área 

necrosada para los diferentes tratamientos evaluados según el análisis de varianza (valor p < 

0,05). 

Es notorio que la composición mezcla base agua fue el único tratamiento biológico que 

presentó un control de la enfermedad significativamente igual al control químico,   Dithane®, 

para las dos variables de respuesta evaluadas.  Este bioformulado redujo el  grado de 

severidad hasta 2,9% y reportó un área de necrosis de un 2,3%, porcentaje de necrosis similar 

al obtenido por el control químico (1,0%).   

 

El grado de severidad y porcentaje de área necrosada del control negativo fue de 4,2% y 

16,3%, respectivamente.  Los demás tratamientos evaluados no mostraron ningún control de 

la enfermedad, es decir, no presentaron diferencias significativas con el control   negativo 

para ninguna de las dos variables analizadas.  

 

EJEMPLO 8. Evaluación de propiedades fisicoquímicas, adherencia, resistencia a   

radiación UV y características de las composiciones de la invención.  
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La adherencia y la resistencia a la radiación UV de las composiciones del Ejemplo 6  fueron 

bajas comparadas con otros productos químicos del mercado.  Para mejorar dichas 

propiedades, se llevó a cabo una selección inicial de adyuvantes.  En la Tabla 5 se  muestran 

los adyuvantes utilizados para el mejoramiento de las propiedades de adherencia y protección 

UV y el rango en el cuál fueron evaluados.  

 

Tabla 5.  Adyuvantes evaluados para el mejoramiento de la adherencia y protección UV de 

las composiciones de la presente invención.  

Función Tipo de Adyuvante Concentración (% p/v) 

Protector U.V. TiO2 (Técnico) 0,5 - 1,5 

Protector U.V. ZnO2  (Técnico) 0,5 - 1,5 

Protector U.V. Alcohol polivinílico (PVA) 0,1 – 1,0 

Adherente Leche descremada (Skimmed) 0,1 - 1,5 

Adherente Pegal® 0,01 - 0,1 

Adherente Caseinato de sodio (CaNa) 0,1 - 1,0 

 

Se tamizaron los adyuvantes empleando criterios de costo, disponibilidad en el mercado y 

compatibilidad con el bioformulado de la invención.  Luego se realizó una evaluación de los 

adyuvantes previamente seleccionados a partir de un diseño de experimentos multifactorial, 

en el cual se identificaron los de mejor desempeño para cada criterio de evaluación en un 

determinado rango de concentraciones (FIG 12 y 13).  

 

De acuerdo a la FIG. 12., la composición bacteriana base agua (MH2O) de la invención 

suplementada con el adyuvante TiO2 al 0.5% p/v mejoró la resistencia a la radiación UV 

logrando reducir la muerte celular de B. subtilis EA-CB0015 de un 55% a un 21.5% a los 

120 min de exposición a la radiación UV. Con este hallazgo se desarrolló una nueva 

composición base agua en la cual se incorporó TiO2 al 0.5% y se reemplazó el ácido 

propiónico por sorbato de potasio, composición denominada P2.  
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De la FIG. 13., se observa que la adición de caseinato de sodio y de leche descremada 

mejoraron significativamente la adherencia del producto a superficies hidrofóbicas.  Por    lo 

anterior se incorporó leche descremada a la composición base agua P2, nueva composición 

denominada P3.  

 

Para determinar si la composición de B. subtilis EA-CB0015 puede actuar en     combinación 

con las mezclas de fungicidas químicos se determinó la viabilidad de B. subtilis EA-CB0015 

antes y después de someter la composición a las mezclas de tanque empleadas para el control 

de la Sigatoka negra en plantaciones comerciales. Con esta finalidad se tomó una muestra de 

10 mL de la composición y se sometió a las diferentes mezclas de tanque descritas en la Tabla 

6.  

 

 

 

 

 

Tabla 6.  Mezclas de la composición base agua con base en Bacillus subtilis EA-CB005  

con diferentes fungicidas químicos. 
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Para esta evaluación se empleó un diseño multifactorial 8 x 8, en donde el primer factor 

evaluado fue tipo de mezclas de tanque con 8 niveles, y el segundo fue el tiempo de 

exposición a las mezclas o tiempo de evaluación de la viabilidad con ocho niveles          (0,0; 

0,5; 1,5; 3,0; 6,0; 12,0 y 25,0 horas). Los resultados se compararon con el control biológico 

Rhapsody® y se utilizaron dos réplicas por tratamiento.  

 

La variable de respuesta evaluada fue el número de UFC/mL en cada uno de los tiempos  de 

evaluación.  Adicionalmente, se determinó el td50, que corresponde al tiempo en que el   50% 

de la biomasa de B. subtilis EA-CB0015 pierde su viabilidad a causa de la    exposición a 

cada una de las mezclas, utilizando para el análisis de los datos un diseño unifactorial, en 

donde el factor sería el porcentaje (%) de muerte celular. 

 

También se determinó el porcentaje de muerte celular luego de 3 y 25 horas (3 horas 

corresponde al tiempo promedio que se demora una composición en ser aplicada luego de su 

preparación y 25 horas es el tiempo máximo que una composición permanece en los tanques 

de mezcla antes de ser aplicada).  

 

En la Tabla 7 se muestra el td50 (tiempo en que el 50% de las esporas de B. subtilis EA-

CB0015 pierden su viabilidad) y el porcentaje de muerte celular a las 3 y 25 horas para el 

formulado de B. subtilis EA-CB0015 en cada mezcla de fungicida.  Para su producción,     el 

cultivo es llevado junto con los respectivos ayudantes de la composición a un tanque agitado 

para ser mezclados.  M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7 y M8 denotan las diferentes mezclas 

fungicidas a las cuáles fueron sometidos los formulados.  

 

Tabla 7.  Porcentaje de muerte celular y td50 de B. subtilis EA-CB0015 después de  

mezclado con diferentes mezclas de fungicidas químicos.  

 

Mezcla 
td50 MH2O 

(horas) 
% de muerte celular   

a las 3 horas 
% de muerte celular  

a las 25 horas 

M1 >25 3,7 24,6 
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M2 >25 18,6 10,6 

M3 >25 32,1 25,4 

M4 >25 25,9 22,0 

M5 >25 16,3 36,4 

M6 >25 7,2 28,1 

M7 >25 17,0 17,4 

M8 >25 6,0 6,5 

 

 
En la tabla anterior se observa que para todas las mezclas fungicidas la composición de      B. 

subtilis EA-CB0015 presentó un td50 mayor a 25 horas, alcanzando reducciones promedio de 

solo el 20,1 % en la viabilidad.  Además, dado que en la composición las reducciones de la 

viabilidad fueron inferiores al 50%, muy probablemente la composición de la presente 

invención le brinda protección extra al B. subtilis EA-CB0015, lo que le permite conservar 

la viabilidad durante largos periodos de exposición a mezclas   fungicidas. 

En relación a los porcentaje de pérdida de la viabilidad, se observó que en condiciones 

ordinarias (3 horas) las mezclas M2 (SICO®), M3 (Siganex®) y M4 (Baycor®), presentaron 

los mayores índices de reducción de la viabilidad bacteriana en la  composición, en tanto que 

en condiciones extraordinarias (25 horas) los mayores índices   de reducción se registraron 

en las mezclas M1 (Bravonil®), M3 (Siganex®), M5 (Bumper®) y M6 (Opus®). 

 

EJEMPLO 9. Evaluación del efecto sobre la severidad de la Sigatoka negra de las 

composiciones de la invención.  Pruebas en invernadero y en campo. 

 

Se realizó una evaluación del efecto de la composición bacteriana base agua de B. subtilis 

EA-CB0015 sobre la Sigatoka negra en condiciones de invernadero.  Para ello se emplearon 

plantas de banano c.v. Williams de 4 meses de edad y la inoculación del patógeno se hizo de 

manera artificial aplicando una suspensión micelial del hongo M. fijiensis a la hoja número 

uno de la planta.  La obtención de micelio de M. fijiensis para la inoculación de las plantas 

se hizo siguiendo la metodología de descarga de ascosporas utilizada por Cenibanano  [11].  
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La aplicación de las composiciones se realizó un día después de la inoculación de las plantas 

con el patógeno.  Las composiciones fueron diluidas hasta una concentración de      1,0 x108 

± 0,1 UFC/mL y se aplicaron utilizando un aerógrafo de la referencia Mini Spray gun with 

cup K-3® con aspersor en abanico conectado a un compresor de 30 psi y  calibrado para 

asperjar 50 gotas/cm2  a  una altura de 30 cm.  Para la fumigación se hizo un solo paso por el 

haz y el envés de las hojas infectadas a una altura de 30 cm,     garantizando una concentración 

mínima de 50 gotas/cm2. 

 

Para este experimento se empleó un diseño unifactorial en el cuál se evaluó la   composición 

base agua (MH2O y P3), un control químico Bravonil® en agua, un        control biológico, 

Serenade® (1x108 ± 0,1 UFC/ml) y agua estéril como control      absoluto. 

El desarrollo de la enfermedad se midió al mes de haber infectado las plantas.  Se determinó 

el grado de infección utilizando la escala de Fouré (1982) [17] y el área necrosada con la 

ayuda de una cámara Samsung de 8 Mega-pixels y el software de procesamiento de imágenes 

Axio Visio® 4.2 de Zeiss®. 

 

A partir del análisis de varianza ANOVA se encontró que había diferencias estadísticamente 

significativas entre los tratamientos evaluados. Para determinar la diferencia entre éstos se 

utilizó la prueba de rangos múltiples por el método de Tukey.     Los porcentajes de área 

necrosada para los diferentes tratamientos se ilustran en la         FIG. 14. 

 

Como se observa en la FIG 14, la composición mezcla base agua (MH2O y P3) de B. subtilis 

EA-CB0015 de acuerdo a la presente invención y el control positivo Bravonil 720® 

redujeron significativamente el porcentaje de área necrosada de las hojas de banano  con 

porcentajes de área necrosada de 1,67% y con un 1,26 % respectivamente.  En la FIG. 15 se 

muestran fotografías de hojas tratadas con cada uno de los tratamientos, donde  se puede 

apreciar visualmente la diferencia en la apariencia de las hojas post-tratamiento. Las 

fotografías fueron seleccionadas de porciones de hoja promedio. 
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Con el fin de evaluar la eficacia de la composición mezcla base agua de B. subtilis EA-

CB0015 se evaluó el producto a nivel de campo en un lote de 1,5 ha, tres parcelas por 

tratamiento.  Cada parcela de 220 m2 contenía 42 plantas, de las cuales se tomaron seis plantas 

centrales por parcela para la evaluación de la enfermedad.  Los tratamientos    fueron 

aplicados cada 11 días con una fumigadora de motor (Stihl® SR-420) de 15 L de capacidad 

y lanzas a 60 gotas/cm2 de hoja.   

 

La evaluación de la enfermedad de la Sigatoka negra se realizó mediante dos   metodologías 

de preaviso biológico y severidad por Stover.  En la FIG. 16 se observa el  área bajo la curva 

(ABC) de la severidad de la Sigatoka negra obtenida durante 14 semanas de evaluación.  En 

dicha figura se observa que las dos composición base agua de B. subtilis EA-CB0015 (MH2O 

y P3) redujeron la severidad la enfermedad sin diferencias significativas con los controles 

químicos (Bravonil®, Dithane®) y biológico (Serenade®).   

 

EJEMPLO 10.  Efecto de B. subtilis EA-CB0015 sobre Botritys cinérea en pompón 

 

Se realizó una evaluación del efecto de B. subtillis EA-CB0015 sobre Botritys Cinerea en 

pompones.  Los pompones se desinfectaron por 1 minuto en hipoclorito de sodio al 1%, se 

lavaron con agua destilada estéril y finalmente se dejaron secar.  Posteriormente cada flor se 

colocó en un vaso desechable y se asperjó cada tratamiento con un aerógrafo. Transcurridas 

24 h de la aplicación de los tratamientos se realizó la aplicación del  patógeno (B. cinerea) a 

una concentración de 5000 esporas/mL con un atomizador (2 mL) y se incubaron a una 

temperatura promedio de 20°C y una humedad relativa superior al 90%.  

 

La medición de la enfermedad se realizó al cabo de 7 días de acuerdo a porcentaje de petalos 

afectados y a la severidad.  En la FIG. 17, se puede apreciar que la suspensión de esporas de 

B. subtilis EA-CB0015 (T1) disminuyó la severidad de la enfermedad en un 84% con relación 

al control no tratado (C).  
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EJEMPLO 11.  Efecto de B. subtilis EA-CB0015 sobre Colletotrichum sp. en Tomate  de 

Árbol (Cyphomandra betacea). 

 

Se realizó una evaluación del efecto de B. subtillis EA-CB0015 sobre Colletotrichum sp.  en  

tomate de árbol.  Para ello los tomates se desinfectaron por 2 minutos en etanol al 70% y se 

lavaron con agua destilada estéril dejándolos secar.   

 

Luego se realizó una herida con  un punzón en la región del ecuador del fruto no superior a 

2 mm de profundidad y se  aplicó 25 µL de agua (C) o de esporas de B. subtilis EA-CB0015 

(T1, concentración 1*107 UFC/mL).  Transcurridas 24 horas se hizo inoculación artificial de 

15 µL Colletotrichum sp. EAHP-007 en la herida a una concentración de 400.000 

esporas/mL.  

En la FIG. 18 se observan los resultados de la suspensión de esporas de B. subtilis EA-

CB0015 sobre el diámetro de la lesión generado por Colletotrichum sp EAHP-007 en el fruto, 

logrando un control efectivo de la enfermedad. 
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Se debe entender que la presente invención no se halla limitada a las modalidades    descritas 

e ilustradas, pues como será evidente para una persona versada en el arte,     existen 

variaciones y modificaciones posibles que no se apartan del espíritu de la   invención, el cual 

solo se encuentra definido por las siguientes reivindicaciones: 
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REIVINDICACIONES 

 

1) Un procedimiento para incrementar la producción de biomasa y metabolitos de 

microorganismos  de la especie Bacillus sp, que comprende cultivar el microorganismo 

en un medio de cultivo adecuado bajo condiciones ambientales específicas. 

 

2) Un procedimiento según la Reivindicación 1, donde el microorganismo se   selecciona 

del grupo que consiste de Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens. 

 

3) Un procedimiento según la Reivindicación 1, donde el microorganismo es Bacillus 

subtilis EA-CB0015 o Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959. 

 

4) Un procedimiento según la Reivindicación 1, donde el medio de cultivo adecuado 

comprende uno o más componentes seleccionados del grupo que consiste de   

carbohidratos, extracto de levadura, sulfato de amonio, peptona, sales que contengan 

magnesio, azufre, manganeso, cloro, potasio, fósforo, calcio y sodio, bien sea en una  

matriz sólida, semisólida o líquida. 

 

5) Un procedimiento según la Reivindicación 4, donde el medio de cultivo adecuado tiene 

la siguiente composición: 

 

COMPONENTE Concentración (g/L) 

Glucosa 30,0 - 35,0 

Extracto de levadura 30,0 - 35,0 

MnSO4 0,025 - 0,05 

Cloruro de calcio 0,02 - 0,04 

Sulfato de amonio 0,80 - 1,20 

MgSO4 3,50 - 5,00 

HPO4 0,40 - 0,60 
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KH2PO4 0,40 - 0,60 

 

6) Un procedimiento según la Reivindicación 1, donde las condiciones ambientales 

específicas incluyen, pH, temperatura, velocidad de agitación, tiempo de fermentación 

y aireación. 

 

7) Un procedimiento según la Reivindicación 6, donde las condiciones ambientales 

específicas del cultivo son: 

 

Velocidad de agitación 400 - 600 rpm 

Aireación 1 - 5 vvm 

pH 5,5 - 7,5 

Temperatura 20 - 40 °C 

Tiempo de fermentación 10 – 100 horas 

 

8) Un procedimiento según la Reivindicación 1, donde adicionalmente se separa la 

biomasa obtenida mediante centrifugación y/o microfiltración. 

 

9) Un procedimiento según la Reivindicación 1, donde adicionalmente se extraen los 

metabolitos mediante extracción con solventes, precipitación, adsorción o 

cromatografía. 

 

10) Biomasa de Bacillus subtilis o de Bacillus amyloliquefaciens obtenida mediante un 

procedimiento según las Reivindicaciones 1 a 8. 

 

11) Biomasa de Bacillus subtilis EA-CB0015 obtenida mediante un procedimiento    según 

las Reivindicaciones 1 a 8. 
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12) Biomasa de Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959 obtenida mediante un 

procedimiento según las Reivindicaciones 1 a 8. 

 

13) Metabolitos de Bacillus subtilis y/o metabolitos de Bacillus amyloliquefaciens, 

obtenidos mediante un procedimiento según las Reivindicaciones 1 a 9. 

 

14) Metabolitos de Bacillus subtilis EA-CB0015 y/o metabolitos de Bacillus 

amyloliquefaciens EA-CB0959, obtenidos mediante un procedimiento según las 

Reivindicaciones 1 a 9. 

 

15) Metabolitos de Bacillus subtilis EA-CB0015 y/o Bacillus amyloquefaicens EA-

CB0959 según la Reivindicación 14, caracterizados por ser lipopéptidos de la    familia 

de las surfactinas, iturinas y fengicinas. 

 

16) Metabolitos de Bacillus subtilis EA-CB0015 según la Reivindicación 15, donde  los 

lipopéptidos de la familia de las fengicinas corresponden a fengicinas C de fórmula  

general: 

 

R- Glu1-Orn2-Tyr3-Thr4-Glu5-Val6-Pro7-Gln8-Thr9-Ile10 

 
en donde R corresponde a una cadena hidrocarbonada de 14 a 18 carbonos saturada 

o insaturada. 

 

17) Metabolitos de Bacillus subtilis EA-CB0015 y/o metabolitos de Bacillus 

amyloliquefaciens EA-CB0959 según la Reivindicaciones 13 a 16, con actividad 

antimicrobiana. 

 

18) Una composición que comprende biomasa de Bacillus subtilis EA-CB0015 según la 

Reivindicación 11 y/o sus metabolitos, junto con un vehículo agroquímicamente 

aceptable. 
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19) Una composición que comprende biomasa de Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959 

según la Reivindicación 12 y/o sus metabolitos, junto con un vehículo 

agroquímicamente aceptable. 

 

20) Una composición que comprende metabolitos de Bacillus subtilis EA-CB0015 y/o 

metabolitos de Bacillus amyloliquefaicens EA-CB0959 según la Reivindicación 14, 

junto con un vehículo agroquímicamente aceptable. 

 

21) Una composición según cualquiera de las Reivindicaciones 18 a 20, que 

adicionalmente comprende  uno o más agentes biocidas seleccionados del grupo    que 

consiste de anilinopirimidinas, bitartenoles, esteroles, difeconazol, tebuconazole, 

epoxiconazole, mancozeb y cloratolonil. 

 

22) Una composición según cualquiera de las Reivindicaciones 18 a 21, que    comprende: 

 
COMPONENTE CONCENTRACIÓN 

Cultivo de Bacillus sp.con una 
concentración de 7,0 a 18,0 g/L 

86,6% - 93,2% v/v 

Carboximetilcelulosa sódica 2,0 - 4,0 p/v 

Buffer fosfato 3M pH 5 1,0 - 5,0 v/v 

Glicerol 1,0 - 4,0 v/v 

Tween 20 0,25 - 0,75 v/v 

Triton X100 0,25 - 0,75 v/v 

Sorbato de Potasio 0,01 - 0,1 v/v 

Goma Xanthan 0,05 - 0,15 p/v 

Leche descremada 0,20 - 1,50 p/v 

Dióxido de Titanio 0,03 - 1,00 p/v 

 

23) Uso de biomasa de Bacillus subtilis EA-CB0015 y/o de biomasa de Bacillus 

amyloliquefaciens EA-CB0959 según las Reivindicaciones 11 y 12, para el control  de 
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fitopatógenos tales como Mycospharella  fijiensis, Fusarium oxysporum,  Ralstonia 

solanacearum, Botrytis cinerea, Colletotrichum sp., Monilia sp. Rhizoctonia solani y 

Fusarium solani. 

 

24) Uso de metabolitos de Bacillus subtilis EA-CB0015 y/o Bacillus amyloliquefaciens 

EA-CB0959 según la Reivindicación 14, para el control de fitopatógenos tales    como 

Mycospharella  fijiensis, Fusarium oxysporum, Ralstonia solanacearum, Botrytis 

cinerea, Colletotrichum sp., Monilia sp. Rhizoctonia solani y Fusarium solani. 

 

25) Uso de una composición según las Reivindicaciones 18 a 22, para el control de 

fitopatógenos tales como Mycospharella fijiensis, Fusarium oxysporum, Ralstonia 

solanacearum, Botrytis cinerea, Colletotrichum sp., Monilia sp. Rhizoctonia solani   y 

Fusarium solani. 

 

26) Un método para el tratamiento de cultivos contra agentes fitopatógenos que  comprende 

la aplicación de una cantidad efectiva de biomasa de Bacillus subtilis   EA-CB0015 y/o 

biomasa Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959 según las Reivindicaciones 11 y 12. 

 

27) Un método para el tratamiento de cultivos contra agentes fitopatógenos que  comprende 

la aplicación de una cantidad efectiva de metabolitos de Bacillus     subtilis EA-CB0015 

y/o Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959 según la Reivindicación 14. 

 

 

 

28) Un método para el tratamiento de cultivos contra agentes fitopatógenos tales como 

Mycospharella  fijiensis, Fusarium oxysporum, Ralstonia solanacearum, Botrytis 

cinerea, Colletotrichum sp., Monilia sp. Rhizoctonia solani y Fusarium solani, que 

comprende la aplicación de una cantidad efectiva de una composición según las 

Reivindicaciones 18 a 22. 
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FIGURAS 

FIG. 1 

 

(C:D: C denota el número de carbonos y D el número de insaturaciones) 

 

  



39/56 
 

 

FIG. 2 

 
Letras diferentes denotan diferencias significativas (valor P < 0.05) 

  



40/56 
 

 

FIG. 3 

 

 

Fracción eluida con A) 70% de metanol y B) 100% de metanol en columna SPE C18. 

 

  

B 
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FIG. 4 
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FIG. 5 
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FIG. 6 
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FIG. 7 

 
Letras diferentes denotan diferencias significativas (valor P < 0.05) 
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FIG. 8 

 
Letras diferentes denotan diferencias significativas (valor P < 0.05) 
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FIG. 9 
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FIG. 10 

 
Letras diferentes denotan diferencias significativas (valor P < 0.05) 
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FIG. 11 

 
Letras diferentes denotan diferencias significativas (valor P < 0.05) 
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FIG. 12 

 
Letras diferentes denotan diferencias significativas (valor P < 0.05) 
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FIG. 13 

 
Letras diferentes denotan diferencias significativas (valor P < 0.05) 
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FIG. 14 

 
Letras diferentes denotan diferencias significativas (valor P < 0.05) 
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FIG. 15 
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FIG. 16 

 
Letras diferentes denotan diferencias significativas (valor P < 0.05) 
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FIG. 17 

 
* Denota diferencias significativas con relación al control (C) (valor P < 0.05) 
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FIG. 18 

 
* Denota diferencias significativas con relación al control (C) (valor P < 0.05) 
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RESUMEN 

 

La presente invención se refiere a un proceso para incrementar la producción de biomasa y 

metabolitos de microorganismos de la especie Bacillus sp.  Los metabolitos obtenidos     son 

compuestos tipo lipopeptidos de la familia de las fengicinas, surfactinas e iturinas, los cuales 

exhiben actividad  antimicrobiana. 

 

La invención comprende además composiciones biocidas que comprenden Bacillus   subtilis 

EA-CB0015, Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0959 y/o sus metabolitos bien     sea de 

manera individual o junto con otros agentes biocidas, así como el uso de estas composiciones 

para el tratamiento de enfermedades causadas por diversos agentes fitopatógenos, entre ellos 

Mycosphaerella fijiensis, en una gran variedad de cultivos. 
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