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RESUMEN—EI objetivo de este trabajo fue
obtener los biosurfactantes de naturaleza
lipopeptidica producidos por la bacteria
Bacillus mojavensis 'y determinar la
actividad antifingica contra Colletotrichum
gloeosporioides Penz & Sacc var.
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minor Simmonds. El extracto crudo en
presencia de 10° conidios/mL del hongo
Colletotrichum gloeosporioides no presentd
inhibicion, pero el extracto semipurificado
obtenido con sulfato de amonio alcanzé
una concentracion minima inhibitoria de
12.5 pg/mL. En conclusion, el método
6ptimo para la extraccion del biosurfactante
fue el sulfato de amonio al 40% siendo
el metanol un solvente adecuado para
semipurificar y obtener una concentracion
minima inhibitoria de 25 pg/mL contra C.
gloeosporioides.

PALABRAS CLAVE —biosurfactantes,
lipopéptidos, Bacillus mojavensis,
Colletotrichum gloeosporioides.

INTRODUCCION

Los microorganismos marinos han
desarrollado capacidades metabdlicas y
fisiologicas particulares para adaptarse a
habitats extremos y en respuesta producen
metabolitos que generalmente no se
expresan en los microorganismos de origen
terrestre. Por tal motivo, el habitat marino
es una fuente potencial para la busqueda
de nuevos compuestos como antibioticos,
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antioxidantes, bioemulsificantes, biosurfactantes, enzimas, farmacos, surfactantes
anibnicos, vitaminas y otros compuestos de importancia comercial (Sarubbo et al 2022 y
Satpute et al., 2010). Los surfactantes sintéticos han generado, en el 2008, un crecimiento
en el mercado de 13 millones de toneladas a nivel mundial equivalente a 23.9 billones de
dolares, en tanto que en el 2009 aumentd un 2 % y se espera que para el 2025 aumente
del 3 al 5 % mas (Mordor 2022 y Reznick et al., 2010). Sin embargo, estos surfactantes
son derivados del petréleo, por lo que existe un gran interés en la busqueda y aplicacion
de compuestos marinos bioactivos ,como los biosurfactantes, que son de gran importancia,
debido a su diversidad estructural y funcional asi como sus multiples propiedades, tales
como su actividad antimicrobiana y antiviral, agentes de biocontrol de enfermedades de
plantas, alta biodegradabilidad y selectividad, baja toxicidad, compatibilidad con el medio
ambiente, detergencia, dispersion, emulsificacion, especificos en condiciones de altas
temperaturas, pH y salinidad, formacion de espuma, humectacioén y solubilizacién de
compuestos hidréfobos. (Nawazish 2022, Perfumo et al., 2010, Tapati y Dabashis, 2022,).
Otra ventaja que presentan los biosurfactantes es que son obtenidos mediante procesos
de fermentacion microbiana, donde se pueden utilizar sustratos econémicos y controlar las
condiciones de cultivo (Desai y Banat, 1997).

Los biosurfactantes, producidos por una amplia variedad de microorganismos se
clasifican por su composicion quimica en: a) compuestos de alto peso molecular constituidos
por polisacéridos, lipopolisacéaridos, lipoproteinas, entre otros y b) compuestos de bajo
peso molecular como los glicolipidos, polipéptidos, lipopéptidos, entre otros (Ekambaram
et al 2022; Smyth et al., 2010). Los lipopéptidos producidos por el género Bacillus han
sido estudiados por el amplio espectro de actividad antimicrobiana, y especialmente por su
actividad antifungica (Banat et al., 2010). Este es el caso de los lipopéptidos pertenecientes
a la familia de las iturinas que presentan notable actividad hemolitica y antifungica in
vitro. Por otra parte, las fengicinas aunque no poseen alta actividad hemolitica como las
surfactinas e iturinas, si presentan una buena actividad antifingica (Ongena y Jacques,
2007).

Por tal motivo el objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antifungica contra
Colletotrichum gloeosporioides Penz & Sacc var. minor Simmonds del o los lipopéptido (s)
aislado(s) y purificado(s) del cultivo de la bacteria marina Bacillus mojavensis (MC3B-22).

DESCRIPCION DEL METODO

Microorganismo

La cepa antagonista B. mojavensis (MC3B-22) utilizada en este trabajo, se
encuentra conservada en ultracongelacién a —80°C en la Coleccién de Cultivos Microbianos
Ambientales (CCMA) del Departamento de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia
(DEMAB).
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Medio y condiciones de cultivo

Se realiz6 un pre-cultivo de 24 horas de la cepa B. mojavensis (MC3B-22) en caldo
Luria Bertani Miller (Fluka) suplementado sales marinas (Sigma) (LBMSM) a 25°C, 140
rpm y luz constante. Transcurrido el tiempo, el pre-cultivo se ajustd a una densidad éptica
(DO) de 3 a 520 nm. Diez mililitros del pre-cultivo, previamente ajustado, fue inoculado en
matraces Erlenmeyer blafeados conteniendo el caldo Luria Bertani Miller. Las condiciones
que se establecieron para el cultivo fueron las mismas que se usaron para la realizacion
del pre-indculo. El tiempo de fermentacion para la obtencion maxima del extracto crudo fue
de 84 horas. Posteriormente, se procedié a obtener el sobrenadante libre de células (SLC)
mediante centrifugacion (Ultracentrifuga Eppendorf 5810-R) del medio de cultivo a 4000
rpm a 4°C y se filtr6 con membranas Millipore de 0.45 um (Durén, 2010).
Métodos de extraccion del biosurfactante

Extraccion acida: el SLC fue ajustado a un pH acido con HCI 6 M y se dej6 reposar
toda la noche a 4°C para la precipitacion completa del biosurfactante. Posteriormente, se
centrifugd a 4000 rpm durante 45 minutos a 4°C y se colect6 el precipitado. El precipitado
se resuspendi6 en agua basificada para después ser congelado y liofilizado (Labconco). Se
obtuvo el rendimiento con respecto al volumen del medio y se expresé en gr/L.

Extraccion con sulfato de amonio: El SLC enfriado a (4-5°C) y en agitacion lenta se
le agregd sulfato de amonio, hasta obtener una concentracion final del 40%. La extraccion
se mantuvo en refrigeracion y agitacion durante toda la noche. Horas después se centrifugd
a 4000 rpm durante 3 minutos y el paquete se suspendi6 en 5 mL de agua, fue congelado y
liofilizado. Se estimé el rendimiento con respecto al volumen del medio y se expreso en g/L.
Semipurificacién de los extractos crudos

A una parte de los extractos crudos obtenidos de los diferentes métodos de
extraccion se le agregd metanol puro y la fraccion metanolica obtenida fue transferida a otro

vial, previamente pesado, para determinar el rendimiento de los extractos semipurificados.

Ensayo de la actividad biosurfactante: técnica de la gota colapsada (GC).

Tres tapas de microplacas de poliestireno (12.7 x 8.5 cm) de 96 micropozos fueron
lavadas tres veces con agua caliente, etanol 96% y agua destilada, y se dejaron secar.
Posteriormente a cada placa se le deposité 2 yL de aceite mineral y se dejo reposar durante
24 horas con la finalidad de que el aceite se expanda de manera homogénea sobre la
superficie de los pozos. Transcurrido el tiempo de estabilizacion, se afiadieron 5 pL de los
extractos crudos y semipurificados a una concentracion de 1mg/100 pL, control positivo
dodecil sulfato de sodio (SDS) a 1.84 mg/mL y control negativo DMSO-SS (50/50 v/v). El
ensayo se realiz6 tres veces por quintuplicado. Se observo en las microplacas después de
un minuto de aplicar los extractos, la forma y el tamafio de la gota, la cual se midié con un

vernier al microscopio estereoscopio. El aumento de la gota mayor a 1 mm con respecto al
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control negativo se consideré con actividad biosurfactante (Youssef et al., 2004).
Purificacion del extracto semipurificado mediante cromatografia de capa fina
Preparativa

El extracto semipurificado se disolvié en metanol hasta obtener una concentracion del
5% y se aplico 250 pL en toda la placa. La placa se eluy6 con el sistema nBUuOH:MeOH:H,O
(3:2:1), se dejoé secar y posteriormente se raspoé la silica gel en la zona del Rf donde se
observo actividad hemolitica. Todo el raspado se depositd en un vaso de precipitado con
50 mL de cloroformo: metanol (CHCI,:MeOH), 2:1, y se dejé en agitacion en este sistema
de disolventes para la extraccion de los metabolitos de la silica. La mezcla se filtr6 para
separar la silica y el solvente se concentrd a presion reducida con rotaevaporador. El
exceso del solvente se dejo secar y se determind su rendimiento que se expresé en mg/mL
(Satpute et al., 2010 ).

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria por el método de
microdilucién

Para este ensayo se obtuvo una suspensiéon de conidios a 3.5 X 10° conidios/mL de
C. gloeosporioides (ATCC 42374) en medio RPMI 1640 con L-glutamina, sin bicarbonato y
suplementado con 165 mM de acido 3-(n-morfolino)-propanosulfénico (MOPS) y se ajusto
a pH 7.0. El ensayo se realiz6 en microplaca estéril de 96 pozos.

Las fracciones semipurificadas se disolvieron en DMSO-SS a una concentracion final
de 4 mg/mL. Fueron transferidos 10 pyL (40 pg) al primer pozo que previamente contenia
190 pL del medio RPMI 1640, se mezcld cuidadosamente hasta obtener una suspension
homogénea y se transfirié6 100 pL al siguiente pozo que contenia 100 pL del medio RPMI
1640, y asi sucesivamente hasta el pozo 12. De esta manera, se obtuvieron las diluciones
dobles seriadas. Después, todos los pozos se inocularon con 100 pL de la suspensiéon de
conidios. El ensayo se realiz6 por triplicado y la microplaca se incub6 a 25°C durante 48
horas.

RESULTADOS

En este trabajo de investigacion se usaron 2 metodologias de extraccion de
biosurfactantes: extraccion acida y con sulfato de amonio. Estas técnicas permitieron
establecer que la extraccion con sulfato de amonio fue el que extrajo la mayor cantidad
de biosurfactantes con un rendimiento de 3.1243 g/L en comparacion con los métodos de
precipitacion &cida (0.3173 g/L)

La confirmacion de la naturaleza surfactante de cada extracto se realiz6 mediante
el ensayo de la gota colapsada observandose un incremento de la gota en los extractos
semipurificados como se visualizan en la Figura 1 y hemolisis (Dehghan-Noudeh et al.,
2005; Youssef et al., 2004).
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DMSO: Solucion Salina DMSO: Solucion salina

Brbvasan e Semipurificacion extraccion acida

Extraccion con sulfato de Semipurificacion sulfato de amonio

amonio

Dodecil Sulfato de Sodio Dodecil Sulfato de Sodio

Figura 1 Actividad biosurfactante de los extractos crudos y semipurificados.

La determinacion de los metabolitos activos se determind mediante cromatografia
de capa fina y bioautografia hemolitica esta metodologia permitié localizar a las 12
horas de incubacion el Rf que corresponde a las zonas con actividad hemolitica de los
extractos. Simultdneamente a este ensayo, se corri6 otra placa para revelar con ninhidrina
la cual evidenci6 la presencia de péptidos, ademas de sulfato cuprico en acido fosférico
para revelar la presencia de lipidos (Figura 2). De esta manera se pudo comparar, que la
actividad hemolitica corresponde al mismo Rf, donde se revela la naturaleza lipopeptidica
del biosurfactante de los extractos prepurificados.

Rr0.77 Re 0.77

Figura 2 Seleccion de la zona para purificacion por CCFP:(A) revelado con ninhidrina y (B) CCF-BH.

La determinacion de la concentracibn minima inhibitoria (CMI) y observacién en
microscopio invertido e interpretacion mediante la escala numérica de la NCCLS mostraron
los siguientes resultados: Ninguna de las concentraciones evaluadas del extracto TJSA
inhibieron el crecimiento del hongo, por lo tanto, la CMI corresponde a un valor superior
a 100 pg/mL. Estos valores altos pueden estar asociados a la presencia de impurezas
presentes en el extracto crudo. Esto se hizo evidente cuando se evalu6 el extracto crudo,
ya que no se observo germinacion de los conidios de C. gloesoporioides ATCC 42327 a una
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concentracion de 12.5 pyg/mL. Estos resultados, demuestran la sensibilidad que presenta
este patdgeno contra este antifungico.

Como conclusiones podemos mencionar que se determind como método Optimo
para la extraccion del biosurfactante producido por la B. mojavensis fue el de precipitacion
con sulfato de amonio al 40%, el biosurfactante es de naturaleza lipopéptidica y el metanol
resulté fue un adecuado solvente para la semipurificacion ya que el lipopéptido se mantuvo
en esta fraccion aumentando la actividad hemolitica y antifungica. Después de sucesivas
purificaciones el rendimiento total obtenido mediante cromatografia de capa fina preparativa
fue de 92.5 mg/Ly la concentracion minima inhibitoria del extracto purificado fue de 25 ug/
mL contra C. gloeosporioides.
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