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RESUMEN

La cafia de aztcar (Saccharum officinarum L) es exprimida para obtener
Su jugo que después de ser purificado y neutralizado, deja cristalizar el
azucar. Considerando la importancia que representa la cafa de aztcar
para la industria azucarera, se hace necesario incrementar el contenido de
sacarosa libre de dextrana (destruccion de sacarosa causada por la accion
de microorganismos acomparnantes de la cafa, siendo uno de los mas
importantes Leuconostoc mesenteroides). En este trabajo de investigacion
se determinG la inhibicion de la bacteria dcido-ldctica L. mesenteroides
aislada en un ingenio azucarero del Valle del Cauca mediante la utilizacion
de microorganismos antagonistas. Para esto, se realizaron aislamientos y
cultivos de L. mesenteroides provenientes del jugo de la cana y se realizaron
las diferentes pruebas bioquimicas y microbiologicas en el laboratorio para
el aislamiento y la identificacion de las cepas tanto de Leuconostoc me-
senteroides, como las cepas bacterianas antagonistas a ella. Se comprobo
que las cepas de los hongos Metharhizium anisopliae y Trichoderma sp,
fueron las mas eficientes en el control de crecimiento de L. mesenteroi-
des; mostrando significativamente un mayor porcentaje de inhibicion en
comparacion de los hongos filamentosos Colletotrichum sp, Thichoderma
viridae, Rhizoctonia sp; y las bacterias Bacillus subtilis y Serratia marcenses
y las levaduras Rhodothorula Rubra y Kloeckera japonica, no presentaron
inhibicion del crecimiento de L.mesenteroides. Ademas, se identifico a los
hongos Aspergillus sp, Botrytis sp y Streptomyces sp como antagonistas
naturales y habituales presentes en el jugo de cana de los Ingenios.

Recibido para evaluacion: 07/04/2010. Aprobado para publicacion: 05/11/2010

S =

Bidlogo. Enfasis en Genética. Magister en Ciencias Bioldgicas. Doctorando en Giencias Bioldgicas. Docente Universidad de San Bugnaventura.
Bidlogo. Estudiante de Biologia. Enfasis Genética. Universidad del Valle.

Quimico. Magister en docencia Universitaria. Docente Universidad de San Buenaventura.

Ingeniero Agroindustrial, Especialista en Gerencia de Mercadeo y Docencia Universitaria, Candidato a Magister en Mercadeo Agroindustrial.

Docente Universidad de San Buenaventura.

Correspondencia: racuervo@usbcali.edu.co.



Facultad de Ciencias Agropecuarias
32 Vol8 No.2 Julio - Diciembre 2010

ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum officinarum L) is squeezed to obtain juice after being purified and neutralized, allowed to
crystallize the sugar. Considering the importance of sugar cane accounts for the sugar industry, it is necessary
to increase the content of dextran-free sucrose (sucrose destruction caused by the action of microorganisms
accompanying the cane, one of the most important Leuconostoc mesenteroides). In this research we determined
the inhibition of lactic acid bacteria L. mesenteroides isolated from a sugar mill in Valle del Cauca using antagonist
microorganisms. For this, isolates, and cultures of L. mesenteroides from cane juice and performed various bio-
chemical and microbiological tests in the laboratory for isolation and identification of both strains of Leuconostoc
mesenteroides as the bacterial strains antagonistic to it. It was found that strains of the fungus Trichoderma sp,
Metharhizium anisopliae, were the most efficient in controlling growth of L. mesenteroides, showing a significantly
higher percentage of inhibition compared to the filamentous fungi Colletotrichum sp, Thichoderma viridae, Rhizoctonia
sp, and Bacillus subtilis and Serratia bacteria and yeasts marcenses Rhodothorula Rubra and Kloeckera japonica,
showed no growth inhibition L.mesenteroides. In addition, we identified the fungus Aspergillus sp, Botrytis sp and
Streptomyces sp as natural enemies and common in the juice of the Sugar Cane.

RESUMO

Cana (Saccharum officinarum L) é comprimida para que seu suco depois de ser purificada e neutralizado, permitiu a
cristalizar o agucar. Considerando a importancia de representar a cana para a industria de agucar é necessdria para
melhorar o contetdo de sacarose, dextrana livre (sacarose destruigao causada pela agdo de microorganismos com-
panheiros da cana, uma das mais importantes Leuconostoc mesenteroides). Neste trabalho, determinou a inibicao
das bactérias do acido latico L. mesenteroides isolada de uma usina de agticar em Valle del Cauca utilizagdo de
microrganismos antagonistas. Para isso, isolados, e as culturas de L. mesenteroides de caldo de cana e bioquimicos
realizados varios exames microbiologicos no laboratdrio para isolamento e identificagdo de cepas de Leuconostoc
mesenteroides como as estirpes de bactérias antagénicas a ele. Apurou-se que as cepas do fungo Metharhizium sp,
Trichoderma sp, foram mais eficientes no controle do crescimento de L. mesenteroides, mostrando porcentagem
significativamente maior de inibicdo em relagdo ao fungos filamentosos Colletotrichum sp, Thichoderma viridae,
Rhizoctonia sp, bacterias Bacillus subtilis y Serratia marcenses e leveduras Rhodothorula Rubra e Kloecke-
ra japonic, ndo apresentou inibigdo do crescimento L. mesenteroides. Além disso, eles identificaram 0s fungos
Aspergillus sp, Botrytis sp e Streptomyces sp usual antagonistas naturais presentes no caldo de cana de usina.

INTRODUCCION

La pérdida de sacarosa y la formacion de dextrana
estan asociadas con el deterioro de la cafia de azlcar.
El aztcar producido con cana deteriorada contiene un
alto contenido de dextranas y no redne las condiciones
de aceptabilidad para su empleo como materia prima
en la elaboracion de algunos alimentos. Durante afnos
este ha sido un problema que la industria azucarera
ha enfrentado, convirtiéndose en un reto para el me-
joramiento de la calidad y produccion del azdcar. Las
caracteristicas fisicas y quimicas del jugo de cana de
azlcar hacen de éste un excelente sustrato para el
desarrollo de microorganismos. Uno de estos micro-
organismos es Leuconostoc mesenteroides el cual
degrada la sacarosa presente en el jugo y forma e

incorporar al mismo tiempo, metabolitos como el acido
lactico, acético, etanol, manitol y polisacaridos como
dextranas y lévanos.

Ciertas especies del género Leuconostoc pueden ser
particularmente perjudiciales en un Ingenio azucarero,
desarrollandose en ciertas etapas del proceso tecno-
l6gico propio de este tipo de empresa, provocando
grandes pérdidas de sacarosay por lo tanto reduciendo
la productividad con el perjuicio econémico que esto
conlleva[l].

En la cafa de azicar es posible encontrar una amplia
diversidad microbiana, siendo comunes las bacterias
productoras de acido lactico a partir de la fermentacion de
la sacarosa, también llamadas bacterias acido-lacticas.
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Dentro de este grupo, los géneros mas comdnmente
encontrados son: Leuconostoc, Lactobacillus y Peiococ-
cus, los cuales pueden encontrarse en la superficie de
|as tinas (clarificador) donde cae la melaza o costra de
sacarosa o por el contrario venir inmersas en el jugo de
cana después de la molienda, suministrando un medio
de crecimiento ideal para algunas de estas bacterias pre-
sentes en el material. Leuconostoc sp, es responsable de
una disminucion significativa en la produccion de aztcar
y etanol debido a los procesos de fermentacion de la
sacarosa, presentandose perdidas cercanas al 20% del
total producido (Incauca S. A, com. pers.).

El método de control empleado habitualmente en la
industria contra los microorganismos, y en especial
de bacterias acido-lactica como Leuconostoc sp es el
uso de quimicos, sin embargo, la industria alimenticia
0 aquella industria que elabora productos de consumo
humano se ve en dificultad para el control de microor-
ganismos por quimicos, dado que estos generalmente
pueden ser toxicos al humano o acarrear graves
consecuencias al medio ambiente, trayendo consigo
sanciones punitivas a la empresa por parte de la entidad
ambiental encargada [2]. Por lo anterior, los ingenios
azucareros abocados a |a perdida constante de divisas
debido al crecimiento indeseable de Leuconostoc sp
en el proceso de produccion, y teniendo en cuenta que
los quimicos no representan una estrategia eficiente y
rentable para el control de este microorganismo, hacen
con mayor frecuencia uso del control biol6gico utilizan-
do microorganismos antagonistas, inocuos para la salud
humana que no tengan repercusion en el proceso de
produccion y que a la vez sea de facil recuperacion si
ese fuera el caso [3].

Durante la ejecucion de este proyecto, se pretendio
inhibir el crecimiento de L. mesenteroides a partir de
métodos de antagonismo microbioldgicos, lo cual
permitira aumentar el rendimiento en la produccion de
azlcary etanol.

METODO

Microorganismo: Las cepas de los antagonistas mi-
crobioldgicos utilizadas fueron obtenidas del Labora-
torio de Microbiologia de la Universidad del Valle. Las
bacterias utilizadas como antagonistas fueron Bacillus
subtilis y Serratia marcenses y los hongos antagonistas
comprendieron tanto hongos filamentosos como leva-

duras. Dentro de los hongos filamentosos se utilizaron
cepas pertenecientes al banco microbioldgico de la
Universidad de san Buenaventura de Colletotrichum
sp, Thichoderma viridae, Rhizoctonia sp, Metharhizium
anisopliae, Thichoderma sp. y dentro de las levaduras
a Rhodothorula Rubra, Kloeckera japonica. Ademas,
se logro el aislamiento de 2 bacterias 4cido lacticas
(Leuconostoc mesenteroides) procedentes del Molino
Fulton Masa 1y 3, respectivamente, de un Ingenio del
Valle del Cauca.

Medios de cultivo
e Medios de cultivo para bacterias

Medio Agar Nutritivo: Se agregaron 23 g de agar
nutritivo comercial en un litro de agua destilada, poste-
riormente se somete a calentamiento dejandolo hervir
aproximadamente durante un minuto y se procede a
esterilizar por calor humedo en un autoclave a 120 °C
durante 30 minutos a una presion de 15 psi. Posterior-
mente, el agar nutritivo es servido en cajas de petri y
solidificado a temperatura ambiente.

* Medios de cultivo para hongos

Medios nutritivos PDA: El medio PDA (Papa-Dextrosa-
Agar) se preparo agregando 15g del preparado comer-
cial en un litro de agua destilada. Este se esterilizd por
calor humedo en un autoclave en las condiciones men-
cionadas anteriormente. Posteriormente, fue servido en
cajas de petri y solidificado a temperatura ambiente,
quedando listo para la inoculacion del microorganismo.

* Medios de cultivo para levaduras

Medio YPDA: 10g de extracto de levadura, 20g de
peptona, 20g de glucosa y 20 g de agar se agregaron
en un litro de agua destilada. Este medio fue esterilizado
a 15 psi de presion y 121 °C.

e Medio de cultivo para L. mesenteroides y las
pruebas de antagonismo

Medio Mayeux: Peptona 10 g, extracto de levadura 5
g, sacarosa 100g, citrato de sodio 1 g, glucosa 5 g,
gelatina 2.5 g, agar 15 g en un litro de agua destilada.
Posteriormente, se sometio a calentamiento hasta hervir
durante aproximadamente 2 minuto y se procedio a
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esterilizar por autoclave (Condiciones mencionadas
anteriormente). Posteriormente, se sirvio en cajas de
petri y se solidifico a temperatura ambiente

AISLAMIENTO

En el jugo de caria no se encuentra solamente la bacteria
lactica L. mesenteroides, por lo tanto, se hizo necesario
realizar el aislamiento de esta cepa y posterior identi-
ficacion. El aislamiento se realiz utilizando el método
de siembras en superficie por estrias a partir de un
cultivo mixto obtenido del jugo de la cana proveniente
del molino fulton del Ingenio del Cauca.

Las colonias aisladas fueron seleccionadas por sus
diferencias morfologicas y se purificaron por repliques
sucesivos antes de realizar las diferentes pruebas de
identificacion, las cuales consistieron en caracterizacion
macroscopica (produccion de goma, color, tamano,
superficie, consistencia, entre otro), microscopica tales
como coloraciones diferenciales (coloracion de Gram,
coloracion de capsula, coloracion de esporas) las cuales
sirvieron para descartar algunas colonias diferentes
a Leuconostoc mesenteroides y caracterizacion por
medio de pruebas bioquimicas especificas.

El mantenimiento de la cepa pura aislada se realizé en
glicerol a -20C y se almacend en los congeladores del
laboratorio de microbiologia de la Universidad de San
Buenaventura-sede Cali.

IDENTIFICACION DE LA CEPA BACTERIANA
Leuconostoc mesenteroides

Para la identificacion del aislamiento bacteriano se
utilizaron diferentes parametros, incluidas las combina-
ciones de caracteristicas y criterios en la evaluacion de
similitudes, como las pruebas bioquimicas propuestas
por el sistema de clasificacion de bacterias del Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology, vol 2 [4 ].

Ademas, a estas cepas aisladas de Leuconostoc sp
provenientes del molino fulton del Ingenio, se les realizo
una caracterizacion macroscopicay una caracterizacion
microscopica que incluia la coloracion de gram, colora-
cion de capsula, coloracion de esporas y posteriormente
las pruebas bioquimicas especificas.

PRUEBAS DE ANTAGONISMO MICROBIOLOGI-
CO EN CAJAS DE PETRI

En las pruebas de antagonismo bacteriano se tomaron
dos cajas con agar nutritivo y dos cajas de medio
Mayeux. En el caso de las levaduras y los hongos dos
cajas de YPDA y dos de medio Mayeux. Gon el asa se
tomaron las cepas microbianas y se procedio a realizar
las siembras necesarias para determinar el antagonismo
existente. (Ver figura 1); para las pruebas de antago-
nismo de las bacterias y las levaduras se sembraron
por mitad de placas y en lineas perpendiculares los
antagonistas en sus respectivos medios; las bacterias
se incubaron a 37°C, las levaduras y los hongos en
temperatura ambiente durante 96 horas. Posteriormente,
se procedio a determinar el didmetro de crecimiento de
los antagonistas cada 24 horas, observando si hubo o
no antagonismo.

DISENO EXPERIMENTAL DE LABORATORIO.

Se seleccionaron los microorganismos que presenta-
ban inhibicion de Leuconostoc mesenteroides para la
realizacion de la prueba estadistica.

Para realizar 1as mediciones del efecto causado por los

Figura 1. Pruebas de antagonismos microbiol6gico: (A) Siembra en
lineas perpendiculares para bacterias y levaduras, (B) Siembra por
mitad de placas para bacterias y levaduras y (C) Siembra con discos de
hongos, inoculados con 10ul de suspension de colonias de Leuconostoc
mesenteroides. Las flechas rojas indica la bacteria Leuconostoc mesen-
teroides (L.m), las flechas negras los microorganismos antagonistas
y las flechas azules en el circulo verde la direccion de crecimiento del
hongo antagonista.
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hongos antagonistas a Leuconostoc mesenteroides se
utilizé6 como variable independiente al hongo y como
variable dependiente a la bacteria Leuconosto sp. El
disefo planteado fué un Disefio completamente al azar
y el estadistico utilizado fue Fisher, el cual es uno de
los métodos estadisticos mas usados cuando se tienen
tratamientos con una sola variable de respuesta (Dia-
metro de inhibicion) y que se encuentran en las mismas
condiciones experimentales.

Las hipotesis fueron:

Hipotesis Nula (Ho): No hay diferencias significativas
entre los porcentajes de inhibicion de los hongos con
respecto a Leuconostoc mesenteroides en diferentes
tratamientos.

Hipotesis Alterna (Ha): Al menos uno de los tratamientos
posee diferencias significativas.

Los tratamientos consistan en la siembra de los anta-
gonistas con la bacteria Leuconostoc mesenteroides,
ademas, del control en el cual L. mesenteroides, se
sembro sin la presencia de antagonistas, creciendo
en las mismas condiciones de los otros tratamientos
experimentaes:

L. mesenteroides vs
Colletotrichum sp

L. mesenteroides vs
Trichoderma viridae

L. mesenteroides vs
Rhizoctonia sp

L. mesenteroides vs
Methahrizium anisopliae

L. mesenteroides vs
Trichoderma sp

L. mesenteroides (Control)

Tratamiento 1:
Tratamiento 2:
Tratamiento 3:
Tratamiento 4:
Tratamiento 5:

Tratamiento 6:

El modelo matematico utilizado es de tipo aditivo sin
interaccion donde se mide el efecto del tratamiento.
El modelo estadistico por probarlo es el analisis de
varianza de una via tipo |. Se compararon los promedios
de los diametros de inhibicion de los antagonistas de
cada tratamiento. Ademas, los datos obtenidos de cada
periodo en cada tratamiento seran sometidos a la prueba
de Duncan («=0.05).

OBTENCION DE ESPORAS DE HONGOS ANTA-
GONISTAS PARA ENSAYO EXPERIMENTAL DE
CAMPO

Se obtuvieron las esporas de los hongos filamentosos
antagonistas y se cultivaron en PDA durante el tiempo
suficiente para que la superficie del micelio esté cubierta
de esporas (7 — 10 dias). Mediante un raspado de la
superficie fungica se obtienen las nuevas esporas, las
cuales se agregan a un tubo eppendorf con 1 ml de
de agua destilada estéril y se hacen diluciones hasta
llegar a una concentracion final aproximada de 2,3 x 108
esporas/ml, la cual fue obtenida a partir del conteo en
camara de Newbauer. Las esporas fueron almacenadas
a 4°C hasta su uso.

ENSAYO EXPERIMENTAL DE CAMPO

Estos ensayos se realizaron con la colaboracion del
personal del laboratorio de microbiologia de la Uni-
versidad de San Buenaventura. Se realizo un disefio
piloto en la que se simularon las tinas o clarificadores
del Ingenio del Cauca, en la cual se encontraba el jugo
de cana, transportada en refrigeracion y en envases
estériles y la cual habia sido previamente filtrada
procedente del molino Fulton. Se utilizaron 9 clarifi-
cadores que contenian Leuconostoc mesenteroides
y los microorganismos que presentaron mayor por-
centaje de inhibicion en las pruebas de antagonismo
microbiologico en las cajas de petri (laboratorio).
Posteriormente, se procedio a un seguimiento del
comportamiento de los microorganismos antago-
nistas vs Leuconostoc mesenteroides. Para esto se
realizaron conteos de colonias en diferentes tiempos y
posteriormente, se realizaron los andlisis de los datos
obtenidos experimentalmente.

Se agrego 100ml de guarapo de cana previamente
filtrado el cual contenia una concentracion indetermi-
nada de L. mesenteroides, posteriormente, se inoculd
con una solucion que contenia 2,3 x 108 esporas/ml de
los microorganismos antagonistas y todo fue agitado
y tapado. Cada 24 horas se sacaron muestras de los
clasificadores y se sembraron en cajas de petri con
medio Mayeux y YPDA para la determinacion de la
concentracion de colonias de Leuconostoc sp y de los
microorganismos antagonistas. Este procedimiento se
hizo con 2 replicas.
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DISENO EXPERIENTAL DE CAMPO.

El disefio estadistico implementado fue el mismo realiza-
do en el laboratorio, con las comparaciones de medias
de los tratamientos utilizandos en la prueba de Rangos
multiples de Duncan. Se realizaron tres tratamientos con
tres repeticiones cada uno. Los tratamientos fueron:

Tratamiento 1:  Clarificador con 100 ml de jugo,
L. mesenteroides y Thicoderma sp.
Tratamiento 2:  Clarificador con 100 ml de jugo,
L. mesenteroides y Metharrizium
anisopliae.
Tratamiento 3: Clarificador con 100 ml de jugo y
L. mesenteroides

El tratamiento 3 era el tratamiento control. Los datos
recogidos fueron evaluados.

RESULTADOS
AISLAMIENTO DE Leuconostoc mesenteroides

Se evaluaron y se caracterizaron dos aislados de la
bacteria L. mesenteroides, dependiendo de la cantidad
de goma producida en medio Mayeux; las cuales fueron
denominadas MFM 1y MFM 3 (Molino Fulton Masa 1
y 3, respectivamente).

La presencia de esta goma es caracteristica del genero
Leuconostoc sp, cuando crece en un medio selectivo
como Mayeux, puesto que este género bacteriano toma
la sacarosa presente en el medio selectivo produciendo
una dextrana, la cual forma una goma translucida por
medio de una enzima dextransacarasa[12]. (Fig 2)

Figura 2. Leuconostoc mesenteroides, creciendo en Mayeux. A) cepa
MFM 1y cepa MFM 3. Notese la produccion de goma (dextrana) de
ambas cepas. F

Enlafigura 2 se puede observar las dos cepas aisladas
de L. mesenteroides y la goma formada por ella. Se
puede notar que la cepa MFM 1 presenta una colonia
mucosa con gran cantidad de dextrana en su alrededor,
mientras que la cepa MFM 3, si bien presenta produc-
cion de dextrana, esta no es tan evidente.

Cuando ambas cepas crecen en un medio diferente
a Mayeux, tal como medio nutritivo, no presentan la
goma (dextrana) caracteristica del genero Leuconos-
foc sp, esto debido a que el agar nutritivo carece de
sacarosa, el cual es el disacarido indispensable para
la produccion de colonias mucosas (con presencia
de goma) y las colonias resultantes son de pequefio
tamario [5].

Pruebas Macroscopicas y Microscopicas de las cepas
de Leuconostoc mesenteroides aisladas.

Las bacterias aisladas del jugo de cana provenientes
del molino Fulton, presentaban colonias de forma
circular, superficie lisa, traslucida, color crema,
consistencia viscosa, de gran tamano, elevacion
convexa, borde entero con formacion de dextrana, lo
cual concuerda con las caracteristicas macroscopicas
reportada por |a literatura para el genero Leuconostoc
sp. Se pudo observar ademas que la bacteria es un
cocobacilo gram (+), agrupadas en pares o cadenas
cortas, con ausencia de esporas y con presencia de
capsula.[4,6].

Pruebas bioquimicas de identificacion bacteriana

Las pruebas bioquimicas realizadas permitieron la
identificacion de las colonias aisladas MFM 1 y MFM
3. Estas pruebas corroboraron que ambas cepas per-
tenecen ala especie Leuconostoc mesenteroides spp.
Mesenteroides.

Las caracteristicas metabdlicas se muestran en la Tabla
1, donde se pone de manifiesto el comportamiento de
las cepas bacterianas aisladas en las diferentes pruebas
bioquimicas que permitieron su identificacion.

Las bacterias aisladas no pertenecen a las subespecies
dextranicus ni cremoris, debido a estas dos subespecies
no fermentan la arabinosa. Por el contrario, las cepas
aisladas MFM 1 y MFM 3, fermentaron este azcar, lo
cual es caracteristico de. Leuconostoc mesenteroides
spp. Mesenteroides.
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Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas reportadas en literatura de de dife-
rentes subespecies de Leuconostoc mesenteroides crecidas en medio
Mayeux comparadas con las caracteristicas bioquimicas obtenidas en
el laboratorio de las cepas aisladas.

L. mesenteroides  Datos Exp.

PRUEBAS

BIOQUIMICAS MFM1  |MFM2

—
NN
w

Morfologia Celular cbh cb

o
o
o

Coloracion de Gram |+ + |+ + +

Coloracion de
Esporas

Coloracion de
Capsula

Agrupacion

Formacion de
Dextrana

+
+
+
+

Hidrolisis del
Almiddn

Caldo Arabinosa 5%

Caldo Fructosa 5%

+l+ [+ =

Caldo Glucosa 5%

Caldo Lactosa 5%

e
o
-

Caldo Maltosa 5%

Caldo Manitol 5%

+ [+ [+ [+ [+ ]+ ]+
[+ [+ [+ ]+

Caldo Sacarosa 5%

O+ o+ |+ [+ [+

Q.+Q.+

Degradacion de
Citrato

Catalasa -

Oxidasa - - - -

Movilidad

Indol - - - -

Reduccion Nitratos

Crecimiento en:

Agar Nutritivo

Hipersacarosa + + |+ +

Mayeux + + |d +

Crecimiento a:

15°C + + |+ +

37°C d + |- +

40°C A +

50°C - - -

Crecimiento en:

NaCl 3% +

NaCl 6.5%

o
1
]
[

NaCl 10%

Fuente: Mora, 1995, con modificaciones propias.

Simbolos: 1,L. mesenteroides, Subsp mesenteroides; 2,
L. mesenteroides, Subsp dextranicum; 3, L. mesenteroi-
des, Subsp cremoris, MFM1, cepa experimental aislada
1; MFM2, cepa experimental aislada 2; ¢, cocos; cb,
coco-bacilos; b, bacilos; k, cadenas; +, 90% 6 mas de
cepas son positivas; -, 90% 6 mas de cepas son nega-
tivas; d, 11-89% de cepas son positivas; (d) retardado.

Segun las pruebas bioquimicas las cepas aisladas
MFM 1y MFM 2, eran las mismas y pertenecian a
Leuconostoc mesenteroides spp. Mesenteroides, la
cual no utilizan citrato como unica fuente de carbono
y energia, no presentan movilidad, no producen indol
y no convierten el nitrito en nitrato, catalasa y oxidasa
negativas, crecimiento positivo en NaCl 3% y negativo
en NaCl al 6.5% y 10%, fermentacion de arabinosa,
fructosa, glucosa, lactosa, maltosa, manitol, sacarosa
al 5%, positivo para la hidrélisis de almidon. Las dos
cepas aisladas de Leuconostoc sp presentaron un
crecimiento deficiente en agar nutritivo, pero crecieron
bien en medio Mayeux, el cual era rico en sacarosay le
permitiéndole a la bacteria producir dextrana.

En cuanto al crecimiento de las cepas aisladas de
Leuconostoc sp y que fueron crecidas a diferentes tem-
peraturas, se puede asegurar que este se ve retardado
después de los 40°C, y no crece a los 50 °C. Este dato
puede discrepar ligeramente con la literatura, segun
el manual de Bergey’s of systematic bacteriology [4,
7],se esperaba que esta bacteria no creciera por arriba
de los 40 °C, esta discrepancia puede ser el resultado
de posibles errores en el control de la temperatura de
laincubadora. Se puede observar que las pruebas bio-
quimicas son iguales para los aislados (MFM 1, MFM
3), por lo tanto, no hay diferencias en el metabolismo
entre estas dos cepas, y se puede decir que son la
misma especie, identificandose como Leuconostoc
mesenteroides spp. mesenteroides.

ANTAGONISMO MICROBIOLOGICO

Pruebas de inhibicion del aislado de Leuconostoc
mesenteroides spp mesenteroides por levaduras

A partir de las pruebas de antagonismo realizadas con
las levaduras Rhodotorula Rubra y Kloeckera japonica
en el laboratorio, se puede determinar que después de
96 horas se podia observar el crecimiento de la bacteria
Leuconostoc mesenteroides spp mesenteroides aislada
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de los molinos fulton del Ingenio. Por lo anterior se pue-
de determinar que estoas levaduras no son antagonistas
de la bacteria.

Pruebas de inhibicion del aislado de Leuconostoc
mesenteroides spp mesenteroides (MFM 1y MFM
2) por bacterias

En esta pruebas se utilizaron las bacterias Bacillus
subtilis y Serratia marcenses, las cuales se sembraron
por el método de mitad de placas. Después de 48 ho-
ras se observd un buen crecimiento de Leuconostoc
mesenteroides spp mesesnteroides, por lo cual se
puede decir que estas bacterias no son antagonistas
de L. mesenteroides, en un medio rico en sacarosa
como el Mayeux.

Pruebas de inhibicion del aislado de Lewconostoc
mesenteroides spp mesenteroides (MFM 1 y MFM
2) por los hongos

Se realizaron pruebas de antagonismo con los hongos
filamentosos Metharrizium anisopliae y Thichoderma sp,
los cuales presentaron un rapido crecimiento flngico en
los medios Mayeux yYPDA e inhibieron el crecimiento
de Leuconostoc mesenteroides spp mesenteroides.
(Figura 3y 4).

Andlisis de los porcentaje de inhibicion de Leuco-
nostoc mesenteroides por los hongos antagonistas

A partir del porcentaje de inhibicion, se puede observar
que el crecimiento de Leuconostoc mesenteroides
disminuye a medida que aumenta el crecimiento de los
hongos Thichoderma sp y Metharhizium anisopliae, 10S
cuales fueron los mas efectivos al momento de inhibir
el crecimiento de la bacteria.

Otras pruebas realizadas con los hongos filamentosos
tales como Colletotrichum sp, Thichoderma viridae y
Rhizoctonia sp, no alcanzaron el 100% de inhibicion,
siendo cepas fungicas que realizan inhibicion relativa
ala bacteria, dependiendo del medio en el cual se esta
llevando a cabo el crecimiento.

En las figuras a continuacion (Fig 5 y 6) se muestra
el antagonismo de los hongos seleccionados Colle-
totrichum sp, Thichoderma viridae, Rhizoctonia sp,
Metharhizium anisopliae y Thichoderma sp. Se observo
una curva uniforme de crecimiento fingica, con mayor

porcentaje de inhibicion de los hongos Thichoderma
sp y Metharhizium anisopliae, y un crecimiento rapido,
que ocurre desde el primer dia presentandose en los
dos medios de cultivo.

Figura 3. Pruebas de antagonismo microbioldgico, L. mesenteroides vs.
Metharrizium anisopliae en el medio Mayeux y YPDA.

Figura 4. Pruebas de antagonismo microbioldgico, L. mesenteroides vs.
Thichoderma sp en los medios Mayeux y YPDA.

Figura 5. Porcentaje de inhibicion del crecimiento L. mesenteroides por
los hongos antagonistas en Mayeux.
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion del crecimiento L. mesenteroides por
los hongos antagonistas en YPDA.
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Esta rapidez en el crecimiento puede ser ocasionada
por el hecho de que las enzimas que presenta los hon-
gos tales como las proteasas extracelulares Pll y PR1
producidas por Metharhizium anisopliae, aumentan con
rapidez en respuesta a limitacion de nutrientes>® tenien-
do una alta inhibicion de Leuconostoc mesenteroides.

Sin embargo, el hongo mas eficiente en la inhibicion
de la bacteria es Thichoderma sp, el cual al igual que
M. anisopliae, también posee enzimas que degradan
paredes celulares. Lo cual influye en Ia inhibicion
bacteriana [8, 9].

La inhibicion de crecimiento de L. mesenteroides
spp mesenteroides en el medio de cultivo YPDA se
ve claramente realizado por los mismos hongos que
realizaron la inhibicion en medio Mayeux, lo cual indica
que independientemente sea el medio (Mayeux o YPDA)
los hongos que realizan la inhibicion bacteriana son los
mismos (Fig 6).

ANALISIS ESTADISTICO DE LAS PRUEBAS DE
ANTAGONISMO EXPERIMENTAL DEL LABO-
RATORIO

A partir de la anova se rechazo la Ho, la cual postulaba
que no habian diferencias significativas entre los por-
centajes de inhibicion de los hongos con respecto a
Leuconostoc mesenteroides en diferentes tratamientos.

La prueba de postanova de Duncan arrojo que no hay
diferencias significativas entre los datos de inhibicion
obtenido para el hongo Rhizoctonia sp vs L. mesente-

roides mientras que los demas hongos filamentosos
si tuvieron diferencias significativas con respecto al
control. Lo anterior indica que Rhizoctonnia sp no es
un inhibidor eficiente de Leuconostoc mesenteroides,
alcontrario de los demas hongos filamentosos emplea-
dos en este estudio. El hongo Thichoderma sp tiene un
porcentaje promedio de inhibicion de 75,6%, siendo el
microorganismo mas eficiente en el control de /euco-
nostoc mesenteroides spp mesenteroides utilizado en
este estudio.

Segln los datos obtenidos los hongos con menor
porcentaje de inhibicion fueron Colletotrichum sp,
Thichoderma viridae y Rhizoctonia sp, los cuales no
mostraron diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicion entre ellos, mientras que Metharhizium aniso-
pliae y Thichoderma sp, presentaron los porcentajes de
inhibicion bacteriano mas altos. (63,1% y 75,6% res-
pectivamente), aunque poseen diferentes porcentajes de
inhibicion, laprueba estadistica no presento diferencias
significativas entre ellos.

PRUEBAS EXPERIMENTALES DE CAMPO

Para esta prueba se tuvo en cuenta el mayor porcentaje
de inhibicion del crecimiento de L. mesenteroides spp
mesenteroides en presencia de los microorganismos
antagonistas obtenidos en las pruebas de laboratorio.
Se seleccionaron los hongos Trichoderma sp y Me-
tharrizium anisopliae su alto porcentaje de inhibicion a
las 96 horas el cual era de de 94,89 % y de 88,77 %;
respectivamente. Estos hongos inhibieron la bacteria
Leuconostoc mesenteroides spp mesenteroides en
campo (ingenio azucarero) corroborando los datos
experimentales obtenidos en el laboratorio [10], sugiere
utilizar en las pruebas de campo los microorganismos
Streptomyces culfure y Botryodiplodia theobromae, por
el efecto que pueden tener sus metabolitos microbianos
sobre el crecimiento de la bacteria L. mesenteroides.

CONCLUSIONES

Se recomienda el empleo del hongo Thichoderma viridae
para el control de crecimiento de Leuconostoc mesen-
teroides spp mesenteroides, sin embargo otro hongo
filamentoso eficiente en el control de esta bacteria fue
Metharrizium anisopliae, siendo una alternativa para
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el control biologico de esta bacteria. Sin embargo,
Se necesitan estudios complementarios que permitan
corroborar esta afirmacion.

Los hongos con menor porcentaje de inhibicion fueron
Colletotrichum sp, Thichoderma viridae y Rhizoctonia
Sp.

A partir de este trabajo de experimentacion se puede
determinar que los hongos Metharrizium anisopliae
y Thichoderma sp poseen metabolitos que inhiben el
crecimiento de la bacteria acido lactica Leuconostoc
mesenteroides.

Se recomienda seguir realizando estudios donde se
agreguen los dos hongos (M. anisopliae y Trichoderma
Sp) para determinar si la eficiencia en el control de Leu-
conostoc mesenteroides spp mesenteroides, realizados
por estas dos cepas flingicas es la misma cuando se
realiza por separado o cuando Se unen.
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