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RESUMEN: En este estudio se investigo
la bacteria Bacillus mojavensis por su
capacidad para producir lipopéptidos.
La adicion de 0.2 g/L de hierro al medio
Luria Bertani Miller aument6 la produccion
de lipopéptidos iturinas, efectivos contra
Colletotrichum gloeosporioides. Se usaron
disefios factoriales para evaluar cdémo
las variaciones en el medio afectan la
diversidad y actividad de los lipopéptidos.
Las condiciones de cultivo planctonico
favorecieron la produccion de lipopéptidos
bioactivos, mientras que el cultivo sésil
produjo altas concentraciones de células
viables, pero menos lipopéptidos. Un
disefio factorial fraccionado mostré6 que
variables como la concentracion del
inéculo, temperatura, pH y agitacién no
afectaron significativamente la actividad
antifingica. Los extractos de cultivos
plancténicos  mostraron una  amplia
versatilidad antifungica contra varios hongos
fitopatdogenos, destacando la eficacia de
los lipopéptidos de B. mojavensis. Estos
resultados subrayan la importancia de
optimizar las condiciones de cultivo para
maximizar la produccién de compuestos
bioactivos.

PALABRAS CLAVE: Lipopéptidos, marino,
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INTRODUCCION

En nuestro planeta, la hidrosfera marina representa mas del 70% de la biosfera
terrestre, siendo el origen de las primeras formas de vida. Las grandes extensiones de este
hébitat permiten una alta diversidad debido a sus cambiantes condiciones fisicoquimicas
como temperatura, pH, salinidad, radiacion UV, presion barométrica, corrientes, regimenes
de precipitacion y patrones de viento. Los microorganismos marinos han desarrollado
adaptaciones fisioldgicas y metabdlicas Unicas, haciendo de ellos una fuente incomparable
de diversidad quimica. La colonizacion de superficies es una adaptacion ecoldgica
universal en sistemas marinos, permitiendo a los microorganismos adherirse a superficies
submareales e intertidales formando biopeliculas. Estas adaptaciones resultan en la
produccion de metabolitos secundarios como antibidticos, antioxidantes y biosurfactantes.
Los biosurfactantes, con estructuras diversas, tienen aplicaciones biotecnoldgicas e
industriales por su compatibilidad ambiental, biodegradabilidad y baja toxicidad. Bacillus
spp. destacan por producir biosurfactantes lipopéptidos como surfactina, iturina y fengicina,
con actividad antimicrobiana. B. mojavensis produce un lipopéptido con fuerte actividad
antifingica. Las condiciones de cultivo influyen en la produccion de estos metabolitos
secundarios.

METODOLOGIA

Sintesis de lipopéptidos en condiciones panctonicas y sésiles

Se realiz6 el cultivo de la cepa de la bacteria de Bacillus mojavensis utilizando las
condiciones de cultivo plancténico y sésiles. En ambos casos se utilizé un precultivo en
condiciones planctonica.

Parametros Cinéticos de Bacillus mojavensis en Condiciones de Cultivo
Plancténicas

Se realizd la cinética de crecimiento y extraccion del biosurfactante de Bacillus
mojavensis durante 96 h en caldo Luria Bertani Miller, con sales marinas, L-tirosina y
sulfato de hierro Il . L-tirosina se prepar6 en solucidén concentrada de 0.2 g/150 mL de agua
destilada, esterilizada en autoclave. Sulfato de hierro Il se prepard en solucion concentrada
de 0.1 g/100 mL de agua destilada, esterilizada mediante filtracion.

Precultivo de Bacillus mojavensis

Se inocularon 100 pL de Bacillus mojavensis en 10 mL de CLBMGA-Fe, incubando a
140 rpm y 25 °C por 48 h. El precultivo se ajusté a una densidad 6ptica (DO) de 3 a 520 nm.
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Cultivo plancténico de Bacillus mojavensis

Diez mililitros del precultivo se agregaron a 90 mL de CLBMGA-Tyr-Fe en matraces
de 500 mL (18 matraces). Se evaluaron la DO (520 nm), UFC/mL de células vegetativas y
esporas, biomasa, pH del sobrenadante y cantidad de lipopéptido cada 12 h durante 96 h.

Cultivo sésil de Bacillus mojavensis

El aditamento que resultd crucial para la mayor produccion y actividad del o los
lipopéptidos en el cultivo planctonico fue el FeSO,, por lo tanto, se us6 el medio CLBM-
Fe para la cinética de crecimiento sésil de Bacillus mojavensis, mediante el sistema de
fermentacion de Roller Bottle.

Para realizar este sistema de fermentacion, se depositaron 35 mL de agar Luria
Bertani Miller en botellas de cultivo de vidrio con capacidad para 250 mL. Después, se
esterilizaron las botellas y se giraron manualmente sobre hielo para que el agar recubriera
toda la superficie interna de cada botella. Las botellas fueron incubadas durante 48 h con
luz constante a 28° C y después de transcurrido este tiempo, se agreg6 a cada botella
1 mL del precultivo de 48 h de B. mojavensis, cultivado en CLBM-Fe, y ajustado a una
DO520nm de 3. El precultivo agregado, se extendio sobre toda la superficie y las botellas
se incubaron durante 48 h, en el sistema rotatorio horizontal Benchtop roller mini, a 2 rpm
para la formacion de la biopelicula. Después de la formacion estable de la biopelicula, se
agregaron 40 mL del CLBM-Fe por botella y se prosigo con la incubacion a las mismas
condiciones a 4 rpm (Yan et al., 2002).

Determinaciones Analiticas de los cultivos plancténicos y sésiles

Densidad Optica (DO): Se midi6 la DO a 520 nm con diluciones 1:10 del cultivo. Las
mediciones se realizaron por triplicado.

UFC/mL Viables Totales: Se realizaron diluciones seriadas en solucion salina
(0.85%), se depositaron 500 pL en placas con agar LBMGA, incubando a 28 °C por 24 h.

UFC/mL de Esporas: Se realizaron diluciones seriadas, incubadas a 80 °C por 15
min, se depositaron 500 pL en placas con agar LBMGA, incubando a 28 °C por 24 h. El
nuamero de células vegetativas se calculé restando UFC/mL de esporas de UFC/mL viables
totales.

pH: Se midi6 en sobrenadantes filtrados mediante un pHmetro.

Extraccion del Lipopéptido de los cultivos plancténicos y sésiles

El extracto crudo del lipopéptido se obtuvo precipitando el sobrenadante libre de
células a pH 2 con HCI, agitando a 5 °C durante la noche. El precipitado se re-suspendi6 en
agua basificada, congel6 y liofilizé. El liofilizado se peso y el rendimiento del extracto crudo
se reportd en g/100 mL de medio.
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Evaluacién de la Actividad Bioldgica de los cultivos plancténicos y sésiles

Se evalud la actividad biolégica del biosurfactante mediante ensayos de actividad

hemolitica y antifngica.

RESULTADOS

Cultivo Planctonico

Los suplementos que se evaluaron fueron la Sal marina (Gal Aquarium), el aminoacido
L-tirosina y el hierro en forma de FeSO4. El disefio factorial de dos niveles, fue utilizado
para evaluar las multiples variables independientes y detectar las variables significativas en
un solo disefio. En el cuadro 8 se representan en las columnas las distintas variables que
fueron evaluadas, y en cada fila a los diferentes experimentos que se llevaron a cabo. Cada
variable se examin6 a dos niveles: un nivel alto (+) y un nivel bajo (-) (Tobias, 2003). Dos
experimentos mas se realizaron y se consideraron como controles de los experimentos. Se

realizaron en total 3 réplicas para el disefio factorial de dos niveles (Figura 1).

Experimentos Patron Variables
L-tirosina Sal Gal Aquarium Sulfato de hierro

1 - -

2 +-- + - =
3 +- - +

4 ++- + + -
5 -+ - +
6 +-+ + - +
7 -++ - + +
8 +++ + + +
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0

Figura 1. Disefio factorial de dos niveles

Con la finalidad de determinar el tiempo en el cual se produce la mayor cantidad
y actividad antifungica del lipopéptido; usando el medio de LBM suplementado con Tyr y
Fe, se realiz6 el seguimiento del crecimiento de B. mojavensis MC3B-22 durante 4 dias,
mediante mediciones cada 12 horas de DO520nm, UFC de células vegetativas, UFC de
esporas, biomasa seca, pH del sobrenadante libre de células y la extraccion del extracto
crudo del lipopéptido
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El analisis de los resultados correspondientes a los parametros cinéticos de las
(UFC) tanto de células vegetativas como de esporas, determind que la cinética tiene un
comportamiento de primer orden, donde se observan las cuatro etapas caracteristicas
de un cultivo microbiano discontinuo o “batch” (Figura 2). Durante el tiempo monitoreado,
el crecimiento de B. mojavensis en el medio CLBM-tyr-Fe present6 una fase corta de
adaptacion (Fase lag) de solo 12 h, que era un dato esperado, ya que el pre-inoculo utilizado
se realiz6 con el CLBM-Fe. A partir de las 24 horas se observa la fase exponencial; y a las
60 h se obtuvo el valor de duplicaciéon bacteriana mas alto (3.5x1011 UFC/mL). Los valores
encontrados superaron en dos 6rdenes de magnitud la concentracion de células viables de
la misma bacteria marina reportadas por Mier (2013), con una concentracibn maxima de
1.8x109 UFC/mL de células viables de la misma bacteria marina en CLBM pero sin agregar
Fey Tyr.

Determinacion de la actividad biolégica del biosurfactante
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Figura 2. Cultivo plancténico de la bacteria Bacillus mojavensis

Se determind la actividad hemolitica y antifingica contra Colletotrichum
gloeosporioides ATCC 42374 del lipopéptido extraido durante la cinética de Bacillus
mojavensis, los datos muestran que a las 72 h se obtiene la mayor actividad antifungica
(Figura 4). El seguimiento de la actividad antifangica fue el parametro determinante, para
establecer el tiempo 6ptimo de expresion del lipopéptido al utilizar el medio de cultivo CLBM
con 0.1 g/L de tirosina y 0.2 g/L de sulfato de hierro. Estos suplementos agregados al medio
CLBM lograron aumentar la actividad hemolitica y antifingica con una disminucion en el
tiempo de maxima expresion en comparacion a las 84 h de cultivo de Bacillus mojavensis

en el CLBM solo con sales marinas (Duran, 2010; Lopez, 2012).
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Tiempo

Actividad antiflingica
didmetro (mm)

11.5+0.70

16.0 £2.83

16.0 £0.00

18.0£2.83

16.0 £0.00

19.5+3.54

14.5£0.70

REBIN BERRRIE

15.5+0.70

Figura 3. Datos de la actividad antifingica del extracto de

Bacilus mojavensis en cultivo plancténico

Cultivo sésil

Figura 4. Actividad antifangica del
extracto de Bacilus mojavensis en
cultivo plancténico

Una caracteristica interesante de la cinética de crecimiento del cultivo sésil de B.

mojavensis, es que no present6 la fase de declinacion, caracteristica de las cinéticas de

crecimiento. Estos resultados indican que los nutrientes siempre estuvieron disponibles

en las fases liquida (CLBM+ Fe) y solida (Agar Luria Bertani Miller) del medio de

cultivo. Posiblemente, la cepa B. mojavensis en condiciones sésiles, no requiere altas

concentraciones de nutrientes en contraste a los requeridos en los cultivos plancténicos.
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Figura 5. Cultivo plancténico de la bacteria Bacillus mojavensis
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Determinacién de la actividad biolégica del lipopéptido del cultivo sésil

Se determind la actividad hemolitica y antifingica del biosurfactante extraido de la

cinética de crecimiento de B. mojavensis contra C. gloeosporioides ATCC 42374 (Figura 6

y 7). Sin embargo, ninguno de los extractos present6 actividad la actividad antifungica (12

mm) disminuy6 drasticamente en comparacion de los extractos de los cultivos planctonicos

(22 mm). Aunque la produccién de metabolitos secundarios depende de estimulos

externos de competencia, infeccion y limitacién de nutrientes, Yan y colaboradores (2003)

determinaron que la produccion del antibiético bacitracina mediante el cultivo sésil de

B. licheniformis fue independiente de la esporulacion (Yan et al., 2003). Por lo tanto, la
actividad del biosurfactante de B. mojavensis, obtenido mediante el cultivo sésil, contra

otros microorganismos no queda descartada.

Tiempo de cultivo Rendimiento del Actividad antifungica
(h) biosurfactante (mm)
(g/L)
12 0.122 12
24 0.115 13
36 0.187 11
48 0.167 11
60 0.125 10
72 0.135 11
84 0.187 11
96 0.250 12

Figura 6. Datos de la actividad antifigica del extracto de Bacilus mojavnsis en cultivo sésil

Figura 7. Actividad antifngica del cultivo sésil de lipopéptido de Bacillus mojavensis.
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CONCLUSIONES

El tiempo 6ptimo de cultivo de B. mojavensis en CLBM con tirosina y hierro, bajo
condiciones planctonicas, para la produccién de lipopéptidos fue de 72 h. La produccion de
UFC/mL de células vegetativas fue de 1.4 x 10" y las esporas fue de 2.69 x 10°
La actividad antifungica del lipopéptido producido por B. mojavensis en el medio de cultivo
CLBM con tirosina y hierro fue a las 72 horas de 19.5 + 3.54 mm de diametro de inhibicion.

El sulfato de hierro (0.2 g/L), fue el aditamento que presenté el mayor efecto sobre la
produccién por B. mojavensis en CLBM, de lipopéptidos activos contra C. gloeosporioides
ATCC 42374, en comparacion con la tirosina y la Sal Gal Aquarium ya que se detectaron
las mayores 0, mejores actividades antifingica (21 = 1 mm) evaluadas a una concentracion
del 1%. Este aditamento promovié la produccion de lipopéptidos de B. mojavensis
pertenecientes a las familias de las iturinas y en pequefias cantidades a la de las surfactinas
con un efecto positivo sobre la actividad antifangica contra C. gloeosporioides. 1 X 10"y las
UFC/mL de esporas fue de 2.69 X10°.

El cultivo sésil de B. mojavensi mediante el sistema de roller bottle produjo una
concentracion de células viable/mL de 9.5 X 10'®y tan solo 4.4 X 107 de esporas/mL. El
biosurfactante lipopeptidico producido no presenté actividad hemolitica y su actividad
antifingica fue muy baja (12 mm de diametro).
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