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Resumen: La	farmacorresistencia	por	parte	de	algunas	especies	bacterianas	se	ha	convertido	en	una	amenaza	
global	para	la	salud	pública,	por	lo	que	ha	aumentado	la	necesidad	de	encontrar	nuevas	moléculas	con	actividad	
antibacteriana.	De	esta	manera,	los	hongos	endófitos	filamentosos	se	han	demostrado	como	una	fuente	potencial	
de	estos	compuestos	bioactivos,	sin	embargo,	aún	existen	pocos	reportes	de	procesos	fermentativos	para	la	obtención	de	
estas	moléculas,	 especialmente,	 para	 el	 hongo	Diaporthe	 sojae	 identificado	 recientemente	como	productor	 de	
extractos	 crudos	 con	 actividad	 antibacteriana.	 Por	 ende,	 este	 estudio	 busca	 proponer	 un	 diseño	 básico	 de	
bioproceso	con	etapas	up-stream,	 fermentación	y	down-stream	de	extractos	orgánicos	crudos	con	actividad	
antibacteriana	proveniente	del	cultivo	en	estado	sólido	de	la	cepa	fúngica	endófita	Diaporthe	sojae,	mediante	la	
evaluación	de	diferentes	condiciones	operacionales:	(i)	limitación	de	fuente	de	carbono	y	nitrógeno,	(ii)	fuentes	
de	 nitrógeno	 extracto	 de	 levadura	 y	 licor	 de	 maíz,	 y	 (iii)	 relación	 área	 superficial	 de	 transferencia	 de	
nutrientes/volumen	de	medio	(cm-1).		En	conclusión,	se	presenta	el	primer	esquema	de	producción	de	extractos	
orgánicos	 crudos	 extracelulares	 obtenidos	 en	 una	 fermentación	 en	 estado	 sólido	 de	 D.	 sojae	 limitado	 por	
nitrógeno	empleando	licor	de	maíz	y	una	relación	área	superficial/volumen	de	1.53	(cm-1)	con	bioactividades	
de	amplio	espectro	contra	las	bacterias	patógenas	de	referencia	S.	aureus	(ATCC	25923)	y	E.	coli	(ATCC	25923)	
con	un	IC50	de	0.59	y	0.69	mg/mL,	respectivamente.		
	
Palabras claves: diseño	básico	bioproceso,	actividad	antibacteriana,	cultivo	en	estado	sólido,	extractos	crudos,	
hongo	endófito	filamentoso,	Diaporthe	sojae	
	  

 
1. Introducción	

La	aparición	y	propagación	de	la	resistencia	a	los	antimicrobianos	(RAM),	especialmente	a	través	de	bacterias,	
se	ha	denominado	como	la	‘pandemia	silenciosa’	(1,2),	esta	ha	ocasionado	más	de	700.000	muertes	anuales	y,	para	los	
próximos	25	años,	se	estima	de	ser	responsable	de	10	millones	de	muertes	(3),	por	lo	que	se	ha	convertido	en	una	
amenaza	global	para	la	salud	pública	debido	a	la	incapacidad	de	tratar	estas	infecciones	de	manera	eficaz.	Ante	esta	
situación,	 la	 ciencia	 se	 ha	 planteado	 algunas	 perspectivas	 como	 conocer	 los	 mecanismos	 de	 diseminación	 de	 la	
resistencia	a	antibióticos	(4)	o	la	búsqueda	de	nuevas	moléculas	bioactivas.		

En	este	sentido,	se	ha	encontrado	diversos	microorganismos,	como	los	hongos	endófitos	que	colonizan	y	viven	
asintomáticamente	dentro	de	los	tejidos	vegetales	sin	causar	efectos	negativos	(5),	que	han	demostrado	ser	excelentes	
biofábricas	 de	 metabolitos	 secundarios	 estructuralmente	 novedosos	 y	 biológicamente	 activos	 con	 actividad	
antibacteriana.	 En	 consecuencia,	 el	 cribado	 y	 la	 producción	de	nuevos	 compuestos	 bioactivos	 a	 partir	 de	hongos	
endófitos	representa	una	fuente	potencial	para	el	desarrollo	de	nuevos	antibióticos	(6).	

Entre	estos,	las	especies	del	género	Diaporthe	y	su	anamorfo	Phomopsis	han	sido	ampliamente	estudiadas	por	
la	 producción	 de	 metabolitos	 secundarios,	 encontrándose	 diferentes	 moléculas	 orgánicas	 como	 cromanonas,	
furanones,	 pirones,	 quinones,	 fenoles,	 triterpenoides,	 esteroides,	 lactonas	 de	 diez	 miembros,	 alcaloides	 y	 ácidos	
grasos	 con	 actividad	 antibacteriana	 (7).	 Asimismo,	 Charria-Girón	 et	 al.	 (8)	 revelaron	 el	 potencial	 de	 la	 especie	
Diaporthe	sojae	como	productora	de	metabolitos	secundarios	extracelulares,	contenidos	en	fracciones	de	extractos	
crudos,	que	son	un	conjunto	de	diferentes	moléculas	orgánicas	bioactivas,	con	una	actividad	antibacteriana	de	amplio	
espectro	contra	Escherichia	coli	y	Staphylococcus	aureus.	

La	producción	de	estos	metabolitos	 fúngicos	se	realiza	mediante	 fermentaciones	en	sumergido	y	en	estado	
sólido.	 El	 cultivo	 en	 líquido	 de	 hongos	 filamentosos	 presenta	 ventajas	 como	 una	mayor	 producción	 de	 biomasa	
micelial	y	de	metabolitos	bioactivos	en	un	periodo	más	corto.	En	esta,	la	composición	del	medio,	la	temperatura,	el	
pH,	la	aireación,	la	agitación,	el	oxígeno	disuelto,	entre	otros,	son	parámetros	que	afectan	el	crecimiento	del	micelio	y	
a	su	vez	la	síntesis	de	metabolitos	(9,10).	Por	otro	lado,	las	fermentaciones	en	estado	sólido	han	generado	un	interés	
para	 la	producción	de	metabolitos	secundarios	pues	tienen	mayor	rendimiento,	menor	represión	de	catabolitos	y	



	

mayor	estabilidad	de	 los	productos	 sintetizados	 (10,11).	Por	ejemplo,	Harms	et	al.	 (12)	 reportaron	un	cultivo	en	
estado	sólido	utilizando	28	g	de	arroz	y	una	base	 líquida	 (extracto	de	 levadura	1	g/L	 ,	 tartrato	de	 sodio	0.5	g/L,	
KH2PO4	 0.5	 g/L)	 como	 medio	 para	 la	 obtención	 y	 bioprospección	 de	 moléculas	 bioactivas	 antimicrobianas	 en	
diferentes	especies	de	hongos	filamentosos,	incluyendo	la	cepa	de	Diaporthe	sojae	ET-028,	el	cual	fue	tomado	en	este	
artículo	como	la	fermentación	de	referencia.	

Estas	moléculas	 son	 sintetizadas	 en	 el	metabolismo	primario	 y	 secundario	de	 los	hongos	 filamentosos.	No	
obstante,	los	metabolitos	secundarios	no	son	necesarios	para	la	viabilidad	celular,	aunque	proporcionan	una	ventaja	
competitiva	al	microorganismo	que	lo	produce,	puesto	que	pueden	mejorar	la	disponibilidad	de	nutrientes,	protegerlo	
del	 estrés	 ambiental,	 mejorar	 las	 interacciones	 competitivas	 nutricionales	 con	 otros	 microorganismos	 y	 ser	 un	
mecanismo	de	defensa	metabólica	(13).	La	producción	de	estos	se	da	en	condiciones	específicas	y	su	biosíntesis	está	
relacionada	a	diversos	controles	regulatorios	que	en	su	mayoría	están	dados	por	la	fuente	por	nitrógeno.	Por	lo	que,	
la	producción	de	metabolitos	secundarios	en	hongos	filamentosos	es	favorecida	en	cultivos	limitados	por	la	fuente	de	
nitrógeno,	ya	que	bajo	limitación	de	carbono	se	prioriza	el	metabolismo	primario	para	la	formación	de	biomasa.	

Si	bien	se	conoce	la	capacidad	biosintética	de	este	género	y	especie	para	producir	metabolitos	con	una	extensa	
variedad	de	aplicaciones	farmacéuticas	contra	la	resistencia	bacteriana,	las	investigaciones	se	han	enfocado	en	evaluar	
la	actividad	antibacteriana	de	los	extractos	orgánicos	crudos	obtenidos	en	cultivos	sumergidos	o	sólidos,	e	identificar	
las	moléculas	que	en	estos	existen	(7,14,15),	es	decir,	bajo	un	enfoque	metabolómico.	Sin	embargo,	son	aún	pocos	los	
estudios	orientados	a	la	definición	de	esquemas	de	producción	de	extractos	crudos	con	esta	funcionalidad	(16)	y	en	
especial	a	partir	del	cultivo	de	hongos	endófitos	filamentosos	del	género	Diaporthe.		

Finalmente,	 se	 revela	 la	 necesidad	 de	 avanzar	 de	 la	mano	 de	 la	 ingeniería	 de	 bioprocesos	 y	 tecnologías	 de	
fermentación	para	presentar	un	diseño	básico	que	permita	obtener	extractos	orgánicos	crudos	(EOC)	con	actividad	
antibacteriana	 del	 género	Diaporthe.	Por	 consiguiente,	 este	 estudio	 tiene	 como	 objetivo	 proponer	 un	 esquema	 de	
producción,	a	escala	de	laboratorio,	de	EOC	con	actividad	antibacteriana	proveniente	del	cultivo	en	estado	sólido	de	la	
cepa	fúngica	endófita	Diaporthe	sojae	ET-028,	mediante	la	evaluación	de	cultivos	limitados	por	la	fuente	de	carbono	y	
nitrógeno.	

	
2. Materiales y métodos 
2.1. Microorganismo 

La	cepa	del	hongo	endófito	 filamentoso	Diaporthe	 sojae	ET-028	productor	de	extractos	crudos	con	actividad	
antibacteriana	pertenece	a	la	colección	y	se	mantiene	conservado	en	los	laboratorios	del	departamento	de	Ingeniería	
Bioquímica	de	la	Universidad	Icesi	(Cali,	Colombia)	en	tubos	con	agar	papa	dextrosa	inclinado	a	29ºC.			

 
2.2. Caracterización de carbono y nitrógeno del sustrato sólido 

El	sustrato	sólido	empleado	en	las	fermentaciones	fue	el	arroz,	debido	a	los	resultados	obtenidos	en	trabajos	de	
bioprospección	de	moléculas	bioactivas	fúngicas	(17,18).	Este	fue	caracterizado	fisicoquímicamente	en	términos	del	
contenido	porcentual	de	nitrógeno	amoniacal	mediante	 el	método	Kjeldahl	 y	de	 carbono	 siguiendo	 la	metodología	
propuesta	por	Sluiter	et	al.	(19).	A	partir	de	una	muestra	de	300	±	10	mg	de	arroz	molido	y	tamizado	sobre	un	malla	de	
180	µm	previamente,	se	adicionó	3	mL	de	ácido	sulfúrico	(H2SO4)	al	72%,	agitando	cada	10	min	durante	una	hora	a	
temperatura	ambiente.	Luego,	se	agregó	84	mL	de	agua	tipo	I	para	llevar	el	ácido	a	una	concentración	de	4%,	que	se	
mezcló	y	esterilizó	durante	15	min	(ST-50G;	Lab	Companion)	a	121ºC.	Después	de	la	reacción,	se	enfrió	y	filtró	al	vacío	
con	un	filtro	de	porosidad	5	(Fisherbrand	FilterPaper	P5,	ThermoFisher	Scientific™),	el	permeado	se	neutralizó	en	un	
rango	de	pH	entre	4	y	5	con	hidróxido	de	bario	(Ba(OH)2).	Por	último,	se	tomó	una	alícuota	de	1.5	mL	del	sobrenadante	
que	se	 filtró	con	un	 filtro	 jeringa	de	0.22	µm,	este	se	 llevó	a	viales	para	HPLC	para	determinar	 la	concentración	de	
glucosa	y	fructosa,	y	así	el	porcentaje	de	carbohidratos	estructurales	del	arroz	(Ecuación	1).	
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2.3. Desarrollo del inóculo 

El	microorganismo	se	reactivó	en	cajas	Petri	con	agar	YMG	a	pH	6.3	durante	siete	días	a	29ºC.	Luego,	se	preparó	
una	suspensión	micelial	concentrada	(30	mL)	en	una	solución	acuosa	de	Tween	80	al	0.01%	(Yequim®,	Colombia),	
realizando	un	 raspado	de	micelio	de	 tres	 cajas	Petri	 colonizadas.	Para	 la	 formación	de	biomasa	 requerida	para	 las	
fermentaciones	 en	 estado	 sólido	 se	 llevó	 a	 cabo	 un	 cultivo	 en	 sumergido	 en	 matraces	 Erlenmeyer	 de	 125	 mL	
conteniendo	50	mL	de	medio	YMG	(extracto	de	malta,	10	g/L;	D-glucosa,	4	g/L;	extracto	de	levadura,	4	g/L)	preparado	
con	 buffer	 fosfato	 a	 0.2	M	 (pH	 6.3);	 luego	 de	 la	 esterilización	 por	 15	min	 (ST-50G;	 Lab	 Companion)	 cada	 unidad	



	

experimental	se	inoculó	con	1.85	mL	de	la	suspensión	micelial.	Por	último,	se	incubaron	durante	siete	días	a	29ºC	y	90	
rpm	en	Shaker	Actum	hasta	obtener	pellets	fúngicos.	
2.4. Fermentación en estado sólido 

Para	los	cultivos	en	estado	sólido	se	evaluaron	como	factores	la	fuente	de	nitrógeno,	extracto	de	levadura	(EXLV-
LS,	Levapan®,	Colombia)	y	licor	de	maíz	(SustProt;	IngredionTM,	Colombia)	que	contienen	un	12%	y	6,88%	de	nitrógeno	
respectivamente;	la	relación	área	superficial	de	transferencia	de	nutrientes/volumen	del	medio	(cm-1)	según	la	unidad	
experimental	de	matraces	Erlenmeyer	de	250	mL	y	500	mL;	y	dos	fermentaciones	denominadas	limitación	de	fuente	
de	carbono	y	fuente	de	nitrógeno	(Tabla	1	y	2),	las	cuales	fueron	comparadas	con	la	fermentación	de	referencia.	Las	
variables	 de	 respuesta	 fueron	 los	 rendimientos	 de	 extractos	 orgánicos	 crudos	 obtenidos	 y	 la	 concentración	media	
inhibitoria	(IC50;	mg/mL)	para	cada	una	de	las	bacterias	patógenas	de	referencia.		

La	fermentación	de	referencia	basada	en		Harms	et	al.	(12)	contuvo	28	g	de	arroz,	0.085	g	de	extracto	de	levadura	
o	0.15	g	de	licor	de	maíz	y	85	mL	de	base	líquida.	En	el	tratamiento	de	limitación	de	fuente	de	carbono	se	agregó	13.3	g	
de	arroz,	6.3	g	de	extracto	de	levadura	o	11	g	de	licor	de	maíz	y	40	mL	de	base	líquida;	y	para	la	limitación	de	nitrógeno	
16	g	de	arroz,	5.3	g	de	extracto	de	levadura	o	9.2	g	licor	de	maíz	y	50	mL	de	base	líquida	(Tabla	1).	En	estos	no	se	tuvo	
en	cuenta	el	porcentaje	de	nitrógeno	contenido	en	el	sustrato	sólido.	La	base	líquida	se	preparó	con	buffer	fosfato	a	0.2	
M	(pH	6.3),	0.5	g/L	de	tartrato	de	sodio	y	0.5	g/L	de	KH2PO4,	y	 fue	agregada	para	ajustar	 la	humedad	inicial	de	 los	
cultivos	al	75%.	Posterior	a	la	esterilización	a	121ºC	durante	15	min	(ST-50G;	Lab	Companion)	cada	tratamiento	se	
inoculó	 con	 la	 biomasa	 obtenida	 de	 cada	 unidad	 experimental	 del	 cultivo	 en	 sumergido.	 Por	 último,	 se	 incubó	 en	
oscuridad	durante	ocho	días	a	29ºC.	

	
Tabla 1. Tratamientos	fermentación	en	estado	sólido. 

Fermentación Sustrato 
(Arroz, g) 

Fuente de 
nitrógeno 

Cantidad fuente 
de nitrógeno (g) 

Referencia	 28	 Licor	de	maíz	 0.15 1	

Limitación	de	
fuente	de	carbono	 13.3	

Extracto	de	levadura	 6.3 2	

Licor	de	maíz	 11 2	

Limitación	de	
fuente	de	
nitrógeno	

16	
Extracto	de	levadura	 5.3 3	

Licor	de	maíz	 9.2 3	
1	En	85	mL,	2	40	mL	y	3	50	mL	de	base	líquida.		

	
Tabla 2. Área	superficial	de	transferencia	de	nutrientes	en	fermentaciones	en	estado	sólido. 

Fermentación 
Área superficial de 

transferencia (cm2) / volumen 
(Erlenmeyer, mL) 

Relación área / volumen 
de medio (cm-1) 

Referencia		
53.4	/	250	 0.53	1	

78.5	/	500	 0.78	1	

Limitación	de	fuente	
de	carbono	

60.2	/	250	 1.00	2	

92.0	/	500	 1.53	2	

Limitación	de	fuente	
de	nitrógeno	

60.2	/	250	 1.00	2	

92.0	/	500	 1.53	2	
1	100	cm3	y		2	60	cm3	volumen	del	medio	sólido.	

	
2.5. Recuperación de extractos orgánicos crudos extracelulares 

Para	la	obtención	de	los	extractos	orgánicos	crudos	se	siguió	y	modificó	la	metodología	propuesta	por	Charria-
Girón	et	al.	(8),	Yu	et	al.	(17)	y	Yang	et	al.	(18)	.	Se	realizó	una	extracción	sólido-líquido	durante	24	h	para	obtener	los	
metabolitos	de	 la	 fermentación	en	estado	 sólido,	 añadiendo	a	 cada	unidad	experimental	50	mL	de	acetato	de	etilo	
(EtOAc)	(Honeywell®,	Alemania)	como	solvente.	Después,	se	separó	el	medio-arroz	exhausto	(fase	sólida)	y	la	solución	
de	extractos	orgánicos	disueltos	en	EtOAc	mediante	una	filtración	al	vacío	con	un	filtro	de	porosidad	8	(Fisherbrand	
FilterPaper	P8,	ThermoFisher	Scientific™).	La	fase	líquida	se	concentró	hasta	5	mL	en	un	rotaevaporador	(Rotavapor	
R-100;	Büchi,	Suiza)	a	45ºC	y	310	mBar,	 la	solución	concentrada	se	 llevó	a	tubos	Eppendorft	de	2	mL	previamente	
pesados,	que	posteriormente	se	secaron	al	vacío	a	45ºC	en	una	centrífuga	(Vacufuge	plus;	Eppendorf	AG,	Alemania)	
durante	24	h	hasta	obtener	los	extractos	orgánicos	crudos	secos	de	color	marrón.	



	

	
2.6. Evaluación de actividad antibacteriana 

Las	 evaluaciones	 de	 actividad	 antibacteriana	 de	 los	 extractos	 crudos	 obtenidos	 se	 realizaron	 empleando	 las	
cepas	bacterianas	de	 referencia	Gram-positiva	Staphylococcus	aureus	ATCC	25922	y	Gram-negativa	Escherichia	coli	
ATCC	25923.	 Estas	 se	 reactivaron	 en	50	mL	de	 caldo	Luria-Bertani	 (LB;	 peptona	10	 g/L,	 cloruro	de	 sodio	10	 g/L,	
extracto	de	levadura	5	g/L)	a	pH	7	tomando	100	µL		de	un	criovial,	se	incubaron	a	37°C	y	150	rpm	durante	20	horas.	
Luego,	se	realizó	una	siembra	por	agotamiento	en	agar	LB	durante	20	horas	a	37°C	y	se	preparó	una	suspensión	celular	
en	solución	salina	estéril	al	0.9%	tomando	cuatro	colonias	de	S.	aureus	y	E.	coli	con	una	absorbancia	en	el	rango	de	0.08	
–	0.1	(OD620nm)	correspondiente	a	una	concentración	celular	de	1x108	UFC/mL	según	la	escala	de	McFarland.	A	partir	
de	esta	se	tomó	10	µL	y	se	diluyó	en	9990	µL	de	caldo	LB	para	obtener	la	solución	madre	bacteriana	a	una	concentración	
celular	de	1x105	UFC/mL.		

Se	diluyó	40	mg	de	cada	extracto	crudo	en	2	mL	de	solvente	(400	µL	de	MeOH	y	1600	µL	de	DMSO	al	1%	(v/v)),	
para	 tener	 una	 concentración	 madre	 de	 20	 mg/mL.	 Las	 pruebas	 de	 actividad	 antibacteriana	 se	 realizaron	 en	
microplatos	de	96	pozos	(Brandtech®;	Essex,	Connecticut,	Estados	Unidos),	mediante	el	método	de	micro	diluciones	
en	caldo	para	determinar	las	concentraciones	medias	inhibitorias	(IC50)	en	mg/mL.	Las	placas	de	ensayo	se	incubaron	
durante	 20	 horas	 a	 37°C	 y	 140	 rpm	 antes	 de	 estimar	 la	 DO620nm	 en	 el	 lector	 espectrofotométrico	 (ThermoFisher	
Scientific™	Varioskan™	LUX,	Estados	Unidos).	

	
2.7. Análisis estadísticos 

La	determinación	del	IC50	se	realizó	en	el	software	RStudio	(20)	utilizando	los	paquetes	ggplot2	y	drc	(21,22)	
ajustado	a	cuatro	parámetros;	el	análisis	 jerárquico	de	clúster	el	paquete	ggdendro	(23);	y	el	análisis	estadístico	se	
realizó	en	el	software	Minitab	(24).	

	
3. Resultados 
3.1 Caracterización de carbono y nitrógeno del sustrato sólido 

El	 porcentaje	 de	 nitrógeno	 del	 arroz	 en	 términos	 de	 nitrógeno	 amoniacal	 fue	 de	 12.3%	 (gnitrógeno/garroz).	 La	
concentración	de	glucosa	y	fructosa	determinados	por	HPLC	fueron	de	2.54	y	0.037	g/L	respectivamente,	obteniendo	
una	 concentración	 de	 carbohidratos	 de	 2.58	 g/L,	 lo	 que	 representa	 74.7%	 (gcarbohidratos/garroz)	 de	 carbohidratos	
presentes	en	el	arroz	(Ecuación	1).	

	
3.2. Desarrollo del inóculo, fermentación en estado sólido y extracción  

La	fermentación	en	sumergido	en	medio	YMG	de	Diaporthe	sojae	como	estrategia	de	desarrollo	de	inóculo	tuvo	
un	crecimiento	rápido	de	biomasa,	observándose	pellets	fúngicos	de	color	blanco	y	algunos	con	coloraciones	negras	al	
cuarto	día.		Además,	a	partir	de	ese	tiempo	el	medio	exhibió	una	coloración	naranja	a	rojo	terracota	en	comparación	al	
control	del	medio	YMG.	

Por	otro	lado,	en	los	cultivos	en	estado	sólido	D.	sojae	al	tercer	día	colonizó	completamente	la	superficie	de	la	
matriz	de	arroz	evidenciándose	de	color	blanco.	Al	quinto	día	se	observó	algunas	coloraciones	café	oscuro,	siendo	más	
visibles	en	las	fermentaciones	de	limitación	con	extracto	de	levadura	(Tabla	3).	Además,	en	los	cultivos	con	una	relación	
área	superficial	de	transferencia/volumen	del	medio	(cm-1)	mayor	se	evidenció	la	colonización	micelial	hasta	el	fondo	
de	la	unidad	experimental,	en	contraste	con	las	de	una	relación	menor	que	solo	colonizó	la	superficie	del	sustrato	sólido.	
Asimismo,	en	las	fermentaciones	bajo	limitación	de	fuente	de	carbono	y	de	nitrógeno	se	percibió	una	mayor	densidad	
micelial	en	comparación	con	el	cultivo	de	referencia,	siendo	superior	cuando	se	empleó	el	licor	de	maíz	como	fuente	de	
nitrógeno.	

	
Tabla 3. Crecimiento	micelial	de	Diaporthe	sojae	en	fermentaciones	en	estado	sólido	con	arroz	como	sustrato.	

Fuente de 
nitrógeno	

Fermentación	

Referencia	 Limitación	de	fuente	
de	carbono	

Limitación	de	fuente	
de	nitrógeno	

Extracto	de	
levadura	

		 	 	

*	



	

Licor	de	
maíz	

	 	 	
*			Fermentación	de	referencia	basada	en	Harms	et.	al	(12).	

	
Los	rendimientos	de	extractos	orgánicos	crudos	extracelulares	obtenidos	(Figura	1)	aumentaron	2.5	y	5	veces	

aproximadamente	en	las	unidades	experimentales	con	relación	área	superficial	de	transferencia/volumen	del	medio	>	
1.0	 cm-1	 para	 las	 limitadas	 por	 carbono	 y	 nitrógeno	 en	 comparación	 al	 cultivo	 de	 referencia,	 respectivamente,	
obteniéndose	mayores	rendimientos	en	los	cultivos	limitados	por	la	fuente	de	carbono.	No	obstante,	para	las	fuentes	
de	nitrógeno	suministradas,	extracto	de	levadura	y	licor	de	maíz,	no	se	determinó	una	diferencia	significativa,	dando	
como	 resultado	 que	 las	 fermentaciones	 limitadas	 por	 la	 fuente	 de	 carbono	 y	 su	 interacción	 con	 la	 relación	 área	
superficial	de	transferencia/volumen	del	medio	de	1.53	cm-1	presentan	mayores	rendimientos	de	EOC	obtenidos	(p	<	
0.05).		

 

 
Figura 1. Rendimiento	 de	 extractos	 orgánicos	 crudos	 del	 cultivo	 en	 estado	 sólido	 de	Diaporthe	 sojae	
respecto	 a	 la	 relación	 área/volumen	 medio	 (cm-1).	 Cada	 valor	 representa	 la	 media	 de	 dos	 réplicas	
biológicas	independientes	(n	=	2).	*	Fermentación	de	referencia	basada	en	Harms	et.	al	(12).	

3.3. Evaluación de actividad antibacteriana 
La	 fermentación	 de	 referencia	 presentó	 un	 IC50	 de	 3.42	 mg/mL	 y	 3.35	 mg/mL	 para	 S.	 aureus	 y	 E.	 coli,	

respectivamente,	siendo	aproximadamente	dos	veces	mayores	respecto	a	los	cultivos	donde	se	empleó	licor	de	maíz	
como	 fuente	 de	 nitrógeno	 y	mayor	 relación/volumen.	 Además,	 en	 las	 fermentaciones	 limitadas	 por	 la	 fuente	 de	
carbono	el	IC50	fue	menor	en	contraste	con	el	cultivo	de	referencia	presentando	el	mismo	comportamiento,	es	decir,	
una	menor	 concentración	media	 inhibitoria	 debido	 a	 la	 fuente	 de	 nitrógeno	 y	 relación	 área/volumen	 (cm-1);	 no	
obstante,	el	IC50	para	la	bacteria	Gram-negativa	conservó	su	valor	de	1.39	mg/mL	cuando	se	empleó	el	licor	de	maíz	
en	ambas	relaciones	de	área/volumen.	Asimismo,	para	las	fermentaciones	limitadas	por	la	fuente	de	nitrógeno	se	tuvo	
un	valor	de	IC50	de	0.69	mg/mL.	En	la	Tabla	5	se	presentan	las	actividades	antibacterianas	de	los	extractos	orgánicos	
crudos	obtenidos	en	los	cultivos	en	estado	sólido	de	D.	sojae	evaluados	frente	a	las	bacterias	patógenas	de	referencia	
S.	aureus	(ATCC	25922)	y	E.	coli	(ATCC	25923).		

 
Tabla 4. IC50	(mg/mL)	para	extractos	crudos	obtenidos	de	los	cultivos	en	estado	sólido	de	D.	sojae.	 

Fermentación 
Relación área 

/ volumen 
medio (cm-1) 

Fuente de 
nitrógeno 

IC50 (mg/mL) 
Staphylococcus 

aureus 
Escherichia 

coli 

Referencia	 0.53	
Extracto	de	levadura	 3.42	*	 3.35	*	

Licor	de	maíz	 1.35	 1.61	



	

0.78	
Extracto	de	levadura	 1.68	 1.38	

Licor	de	maíz	 0.53	 1.45	

Limitación	de	
fuente	de	
carbono	

1.00	
Extracto	de	levadura	 2.82	 2.49	

Licor	de	maíz	 0.94	 1.39	

1.53	
Extracto	de	levadura	 0.66	 0.94	

Licor	de	maíz	 0.72	 1.39	

Limitación	de	
fuente	de	
nitrógeno	

1.00	
Extracto	de	levadura	 1.23	 1.77	

Licor	de	maíz	 0.68	 0.69	

1.53	
Extracto	de	levadura	 1.04	 1.68	

Licor	de	maíz	 0.59	 0.69	
*	Fermentación	de	referencia	basada	en	Harms	et.	al	(12).	
	

Ahora	bien,	 los	 resultados	de	 IC50,	 en	 cuestión	de	magnitud	 y	 orden	numérico,	 no	presentaron	diferencias	
significativas	frente	a	las	dos	cepas	evaluadas,	Staphylococcus	aureus	y	Escherichia	coli.	Sin	embargo,	los	factores	más	
significativos	 fueron	 el	 licor	 de	 maíz	 como	 fuente	 de	 nitrógeno	 y	 la	 mayor	 relación	 área	 superficial	 de	
transferencia/volumen	del	medio	(cm-1)	(p	<	0.05).		Igualmente,	el	análisis	jerárquico	de	clúster	(Figura	2.A)	evidencia	
que	los	extractos	orgánicos	crudos	obtenidos	en	la	fermentación	bajo	la	limitación	de	fuente	de	nitrógeno	con	licor	de	
maíz	y	relación	de	área/volumen	de	1.53	cm-1	tienen	una	actividad	(LN-L-(+))	antibacteriana	de	amplio	espectro	para	
bacterias	Gram-positivas	y	negativas,	seguida	de	la	misma	fermentación	en	una	relación	área/volumen	de	1.0	cm-1	
(LN-L-(-)),	presentadas	en	la	Figura	2.B	de	las	curvas	dosis	de	respuesta.	

 
Figura 2. Actividad	antibacteriana	de	 los	extractos	crudos	obtenidos	de	 los	cultivos	en	estado	sólido	de	D.	 sojae.	(A)	Análisis	
jerárquico	de	clúster	(HCA)	de	los	valores	de	la	concentración	media	inhibitoria	(IC50)	de	los	extractos	orgánicos	crudos	(EOC)	
obtenidos	de	las	fermentaciones	en	estado	sólido.	(B)	Curvas	dosis-respuesta	para	los	EOC	de	las	fermentaciones	bajo	limitación	
de	nitrógeno	con	licor	de	maíz	en	mayor	y	menor	 	relación	área	superficial	de	transferencia/volumen	del	medio	(cm-1)	contra	
ambos	patógenos,	donde	el	eje	y	representa	la	respuesta	normalizada	(0-1)	y	el	eje	x	 la	concentración	del	extracto	en	mg/mL.	
*LN/LC/R:	Limitación	de	fuente	de	nitrógeno,	carbono	y	referencia;	X/L:	Extracto	de	levadura,	licor	de	maíz;	+/-:	relación	área	
superficial	de	transferencia	/	volumen	del	medio	(cm-1).	

 
3.4. Diseño básico de bioproceso 

En	consecuencia,	este	estudio	da	como	resultado	un	esquema	de	producción,	evidenciado	en	la	Figura	3,	para	
la	obtención	de	extractos	orgánicos	crudos	con	actividad	antibacteriana	de	amplio	espectro	para	bacterias	Gram-
positivas	y	negativas	con	valores	de	IC50	de	0.59	y	0.69	mg/mL	respectivamente,	provenientes	del	cultivo	en	estado	
sólido	de	la	cepa	fúngica	endófita	Diaporthe	sojae	ET-028.	Este	incluye	las	etapas	de	adecuación	de	materias	primas,	
fermentación	en	estado	sólido	bajo	condición	de	limitación	de	fuente	de	nitrógeno	complementaria	(licor	de	maíz)	y	
una	 relación	 área	 superficial	 de	 transferencia	 de	 nutrientes/volumen	 del	 medio	 de	 1.53	 cm-1,	 y	 la	 etapa	 de	
recuperación	del	extracto	crudo.	



	

 
Figura 3. Diseño	 básico	 de	 bioproceso	 para	 la	 producción	 de	 extractos	 orgánicos	 crudos	 extracelulares	 con	 actividad	
antibacteriana	proveniente	del	cultivo	en	estado	sólido	de	Diaporthe	sojae.	

4. Discusión 
La	producción	de	metabolitos	secundarios	extracelulares	con	actividad	antibacteriana	por	Diaporthe	sojae	se	

vio	favorecida	en	fermentaciones	en	estado	sólido,	acorde	a	la	concentración	media	inhibitoria	(IC50)	de	los	extractos	
orgánicos	crudos	extracelulares	reportados	en	este	artículo	(Tabla	4),	en	comparación	a	los	reportados	por	Charria-
Girón	et	al.	(8)	en	una	fermentación	en	sumergido	que	obtuvieron	un	IC50	de	3.91	para	S.	aureus	y	10.5	mg/mL	frente	
a	 E.	 coli,	 mientras	 que	 los	 EOC	 intracelulares	 3.42	 mg/mL	 para	 S.	 aureus.	 Además,	 los	 EOC	 provenientes	 de	 la	
fermentación	 en	 sumergido	 en	 una	 configuración	 de	 biorreactor	 de	 columna	 de	 burbujeo	 reportados	 por	 Parra-
Rosero	et	al.	(25)	evidenció	valores	de	IC50	frente	a	S.	aureus	de	16.49	y	0.54	mg/mL	para	los	EOC	extracelulares	e	
intracelulares,	respectivamente.	Por	lo	que,	en	los	EOC	extracelulares	provenientes	de	un	cultivo	en		estado	sólido	
presentan	una	actividad	antibacteriana	similar	a	los	extractos	intracelulares	producidos	en	los	cultivos	en	sumergido.		

Por	 consiguiente,	 la	 fermentación	 en	 estado	 sólido	 promueve	 la	 síntesis	 de	 metabolitos	 secundarios	
extracelulares	 con	 actividad	 antibacteriana	 de	D.	 sojae	 debido	 a	 que	 se	 asemejan	 al	 hábitat	 natural	 y	 se	 da	 un	
crecimiento	micelial.	 El	 micelio	 está	 compuesto	 de	 estructuras	 llamadas	 hifas	 por	 donde	 se	 secretan	 enzimas	 y	
metabolitos	fúngicos	(26),		por	lo	que	extender	su	red	micelial	sobre	el	sustrato	habrá	una	mayor	cantidad	de	hifas,	
aumentando	 así	 la	 producción	 de	 metabolitos	 contenidos	 en	 extractos	 orgánicos	 crudos.	 Además,	 estas	
fermentaciones	se	realizan	con	sustratos	complejos	compuestos	de	macromoléculas	como	 la	celulosa,	 lignina	y	el	
almidón,	siendo	este	último	polisacárido	el	más	predominante	en	el	arroz	empleado	como	sustrato	sólido	en	esta	
investigación.	 Los	 hongos	 no	 pueden	 metabolizar	 directamente	 estas	 macromoléculas,	 por	 lo	 que	 promueve	 la	
formación	 y	 secreción	 de	 enzimas	 hidrolíticas	 y	 oxidativas	 para	 la	 conversión	 a	 azúcares	 simples	 del	 material	
complejo	(27).	Esta	respuesta	biológica	activa	diversas	rutas	metabólicas	y	cascadas	de	señalización	que	inducen	a	su	
vez	la	producción	de	metabolitos	secundarios	(10,28).	

De	 esta	 manera,	 en	 las	 fermentaciones	 en	 estado	 sólido	 se	 prefiere	 una	mayor	 relación	 área	 superficial/	
volumen	para	obtener	mayores	rendimientos	de	producto	 (28),	puesto	que	el	micelio	se	expande	principalmente	
sobre	 la	 superficie	 del	 sustrato,	 involucrando	 directamente	 una	 mayor	 transferencia	 de	 nutrientes,	 tanto	 los	
contenidos	 en	 el	 sustrato	 sólido	 como	 el	 oxígeno.	 Esto	 se	 vio	 reflejado	 en	 la	 fermentación	 control	 donde	 los	
rendimientos	de	los	EOC	aumentaron	casi	el	doble	al	incrementar	el	150%	de	la	relación	área/volumen,	de	0.53	a	0.78	



	

cm-1	(Figura	1).	Sin	embargo,	los	rendimientos	entre	las	relaciones	de	área	superficial/volumen	en	las	fermentaciones	
bajo	 limitación	 tanto	 de	 la	 fuente	 de	 carbono	 como	 de	 nitrógeno	 no	 tuvo	 un	 acreciento	 significativo,	 pero	 la	
concentración	media	máxima	inhibitoria	(IC50)	disminuyó	obteniendo	mejores	resultados.		

En	primer	lugar,	se	reportó	mayores	rendimientos	de	extractos	orgánicos	crudos	(mgEOC/garroz)	en	los	cultivos	
limitados	por	carbono,	dado	que	estas	condiciones	inducen	el	metabolismo	primario		y	secundario	(28,29)	de	D.	sojae	
para	la	formación	de	biomasa,	activando	el	factor	de	transcripción	CreA	que	controla	la	expresión	de	clúster	de	genes	
biosintéticos	 (CGB)	en	 respuesta	a	 la	 limitación	de	 fuente	de	 carbono	 (30),	produciendo	metabolitos	primarios	y	
secundarios,	ya	que	están	interconectados	con	el	desarrollo	fúngico.	Cabe	aclarar	que,	los	extractos	crudos	obtenidos	
se	perciben	desde	un	enfoque	de	caja	negra	pues	se	desconocen	las	moléculas	bioactivas	sintetizadas	por	D.	sojae	que	
los	 componen.	 Sin	 embargo,	 a	 partir	 del	 IC50	 se	 puede	 deducir	 que	 los	 metabolitos	 antibacterianos	 en	 los	 EOC	
obtenidos	aumentaron	en	proporción	en	la	relación	área/volumen	de	1.53	cm-1,	puesto	que	el	IC50	disminuyó	el	doble	
para	S.	aureus	y	conservó	su	valor	de	1.39	mg/mL	para	E.	coli	(Tabla	4).	Por	consiguiente,	es	posible	afirmar	que	el	
incremento	en	proporción	de	dichas	moléculas	debido	al	aumento	de	la	relación	área/volumen	tienen	un	mayor	efecto	
antibacteriano	para	bacterias	Gram-positivas.		

Por	 otro	 lado,	 a	 pesar	 de	haber	 obtenido	mayores	 rendimientos	 en	 los	 cultivos	 limitados	 por	 la	 fuente	 de	
carbono,	los	resultados	de	IC50	fueron	menores	en	las	fermentaciones	bajo	limitación	de	fuente	de	nitrógeno	(Figura	
2.A);	lo	cual	se	relaciona	con	la	calidad	y	disponibilidad	de	la	fuente	de	nitrógeno	debido	a	que	presenta		un	impacto	
tanto	en	el	crecimiento	como	en	la	biosíntesis	de	metabolitos	secundarios	en	hongos	filamentosos	como	D.	sojae.	Es	
decir,	la	restricción	de	nitrógeno	puede	activar	grupos	de	genes	normalmente	silenciosos	que	controlan	el	crecimiento	
y	 afectan	 la	 formación	 de	 metabolitos	 secundarios	 (13),	 ya	 que	 están	 regulados	 por	 nitrógeno.	 Entonces,	 la	
disponibilidad	de	este	puede	inducir	la	regulación	del	factor	de	transcripción	AreA	que	controla	la	expresión	de	CGB	
en	 respuesta	 a	 la	 limitación	 de	 nitrógeno	 (30–32).	 En	 consecuencia,	 se	 estimula	 la	 biosíntesis	 de	 compuestos	
bioactivos	antibacterianos	eficientes	contra	las	bacterias	patógenas	S.	aureus	y	E.	coli.	Es	importante	resaltar,	que	bajo	
estas	 condiciones	 de	 limitación	 de	 nitrógeno	 se	 obtuvo	 una	 concentración	media	máxima	 inhibitoria	 (IC50)	 igual	
cuando	se	empleó	el	licor	de	maíz	y	se	incrementó	de	1.0	a	1.53	cm-1	la	relación	área/volumen	con	un	valor	de	0.69	
mg/mL	para	E.	coli	(Tabla	4).	No	obstante,	la	diferencia	del	IC50	para	ambos	patógenos	puede	ser	despreciable,	0.59	
mg/mL	 para	 S.	 aureus.	 Por	 consiguiente,	 se	 confirma	 que	 los	 extractos	 orgánicos	 crudos	 obtenidos	 en	 esta	
fermentación	son	efectivos	contra	las	bacterias	Gram-positivas	y	negativas.	

Ahora	bien,	 como	se	mencionó	anteriormente	 la	naturaleza	química	orgánica	e	 inorgánica,	de	 la	 fuente	de	
nitrógeno	influye	en	la	formación	de	metabolitos	secundarios	en	hongos	filamentosos.	Por	ejemplo,	El-Enshasy	(9)	
reportó	que	en	un	estudio	con	el	ascomiceto	Rhizopus	chinensis	se	obtuvo	una	mayor	producción	de	antibiótico	cuando	
se	 empleó	 licor	 de	maíz	 como	 fuente	 de	 nitrógeno	 en	 comparación	 con	 sulfato	 de	 amonio.	 Por	 esto,	 las	 fuentes	
empleadas	 en	 este	 estudio,	 extracto	 de	 levadura	 y	 licor	 de	maíz,	 fueron	 de	 origen	 orgánico	 diferenciadas	 por	 su	
presentación,	es	decir,	el	extracto	de	levadura	es	sólido,	mientras	que	el	licor	de	maíz	es	líquido,	ambos	son	ricas	en	
aminoácidos	esenciales	y	vitaminas,	que	fueron	altamente	asimiladas	por	Diaporthe	sojae.	Sin	embargo,	a	pesar	de	
que	ambas	fuentes	son	orgánicas	los	resultados	de	IC50	mostrados	en	la	Tabla	4	y	en	el	análisis	de	clúster	jerárquico	
de	la	Figura	2.A,	demuestran	que	los	EOC	con	alta	actividad	antibacteriana	son	los	provenientes	del	cultivo	en	estado	
sólido	limitado	con	nitrógeno	empleando	licor	de	maíz;	debido	a	que,	por	un	lado,	el	licor	de	maíz	al	ser	líquido	se	
absorbe	fácilmente	en	las	porosidades	del	arroz,	siendo	más	disponible	para	el	consumo	de	D.	sojae.	Además,	el	licor	
de	maíz	es	una	fuente	rica	en	aminoácidos	esenciales	como	la	lisina,	metionina,	cistina	y	triptófano	(33)	que	juegan	
un	papel	 fundamental	en	 la	síntesis	de	metabolitos	secundarios	(34);	 también,	contiene	vitaminas	como	la	colina,	
niacina,	 ácido	 pantoténico,	 biotina,	 piridoxina,	 riboflavina	 y	 tiamina	 que	 son	 precursores	 de	 rutas	metabólicas	 y	
cascadas	de	señalización	para	la	expresión	de	genes	y	formación	de	compuestos	bioactivos	(35–38).		

	
5. Conclusión 

Este	 estudio	da	 como	 resultado	 el	 primer	diseño	básico	de	bioproceso	 completo	 con	etapas	de	up-stream,	
producción	 y	 down-stream	 para	 la	 obtención	 de	 extractos	 orgánicos	 crudos	 extracelulares	 con	 actividad	
antibacteriana	de	amplio	espectro	para	bacterias	patógenas	Gram	positivas	y	negativas,	con	concentraciones	medias	
máximas	inhibitorias	(IC50)	de	0.59	y	0.69	mg/mL	para	Staphylococcus	aureus	(ATCC	25922)	y	Escherichia	coli	(ATCC	
25923),	respectivamente	como	cepas	de	referencia,		provenientes	del	cultivo	en	estado	sólido	de	Diaporthe	sojae	bajo	
limitación	de	 la	 fuente	de	nitrógeno	 empleando	 licor	 de	maíz	 y	 una	 relación	 área	 superficial	 de	 transferencia	 de	
nutrientes/volumen	de	medio	de	1.53	cm-1,	puesto	que	en	este	tipo	de	cultivo	y	condiciones	se	favorece	la	biosíntesis	
de	metabolitos	secundarios	con	actividad	biológica	antibacteriana	de	D.	sojae.	

En	conclusión,	estos	hallazgos	plantean	nuevas	perspectivas	y	abren	puertas	para	seguir	avanzando	de	la	mano	
de	 la	 ingeniería	de	bioprocesos	y	tecnologías	de	fermentación	para	el	diseño	de	bioprocesos	para	 la	obtención	de	
extractos	orgánicos	crudos	con	actividad	antibacteriana	de	alto	espectro	provenientes	del	cultivo	en	estado	sólido	de	
Diaporthe	sojae,	recomendando	tener	en	cuenta	la	relación	área	superficial	de	transferencia	de	nutrientes/volumen	



	

de	medio	(cm-1)	como	parámetro	principal	en	la	geometría	de	futuros	diseños	de	biorreactores	para	cultivos	en	estado	
sólido.	
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