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Resumen

Resistencia bacteriana es uno de los problemas de la salud pablica a nivel mundial, ya que
la mayoria de los antibidticos existentes ya no son efectivos contra las enfermedades
bacterianas. Por tal motivo, muchos microorganismos de diversos ambientes han sido
aislados y sometidos en condiciones de estrés para obtener metabolitos secundarios y de
tal manera aislar y la caracterizar quimicamente nuevos compuestos bioactivos que sean

Gtiles en la Industria farmacéutica.

Dentro de la investigacion se ejecutdé la produccion del antibidtico utilizando un
biorreactor, inoculando la cepa bacteriana identificada como Bacillus megaterium
(PAP48G3); obteniendo en la produccion de 3 dias una cantidad de 45.1 mg y en 4 dias
un total de 52.2 mg. Una vez obtenido el antibiético se realizo6 la espectroscopia IR, el
cual permitid identificar los principales grupos funcionales del antibidtico, tales como:
amino (N-H), hidroxilo (O-H), carbonilo (C=0), alcano, Alcoxi (éter). Ademas, se realiz6
una purificacion mediante cromatografia en capa fina, en el cual la mejor separacion de
moléculas se obtuvo con la fase mévil compuesta por Acetato de etilo-Cloroformo (3:1),
logrando asi la separacion de tres compuestos bioactivos y mediante la bioautografia se
identifico que el compuesto con Rf de 0.61 contiene la propiedad antibiética contra los
microorganismos patdgenos seleccionados. Por ultimo, se evalud la concentracion minima
inhibitoria (MIC) realizando la microdilucion en caldo, obteniendo una inhibicién en 500
pg/mL tanto para Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027) como para Bacillus spizizenii

(ATCC 6633).

Palabras claves: antibidtico, microdilucion, MIC, bioautografia.



Abstract

Bacterial resistance is one of the main issues regarding public health worldwide, since
most of the existing antibiotics are no longer effective against bacterial diseases. To that
end, many microorganisms from different environments have been isolated and subjected
under stress conditions to obtain secondary metabolites. Consequently, new bioactive
compounds are isolated and chemically typified in order to be useful on the

pharmaceutical industry.

Within the research, the antibiotic was produced using a bioreactor by injecting the
bacterial strain identified as Bacillus megaterium (PAP48G3); obtaining in the production
of 3 days an amount of 45.1 mg and in 4 days a total of 52.2 mg. Once the antibiotic was
obtained, IR spectroscopy was performed which allowed to identify the main antibiotic
functional groups, such as: Amino (N-H), Hydroxyl (O-H), Carbonyl (C = O), Alkane,
and Alkoxy (ether). In addition, purification was carried out by thin layer chromatography,
in which the best separation of molecules was obtained with the mobile phase composed
of Ethyl Acetate-Chloroform (3:1); achieving then the separation of three bioactive
compounds and through bioautography it was identified that the compound with Rf of 0.61
contains the antibiotic property against the selected pathogenic microorganisms. Finally,
the minimum inhibitory concentration (MIC) was evaluated by performing microdilution
in broth, obtaining an inhibition in 500 pg / mL for Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027)

and Bacillus spizizenii (ATCC 6633).

Keywords: antibiotic, microdilution, MIC, bioautography.



Introduccion

El suelo cumple un papel fundamental en la obtencidon de metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana. Mufioz (2017), menciona que el 99 % de las bacterias del suelo
podrian beneficiar a la poblacién con novedosos antibidticos. Tomando en cuenta la
enorme diversidad de especies de Bacillus, es de alta importancia aislar y resguardar las
cepas que produzcan agentes antimicrobianos, seguido de la respectiva caracterizacion

(Baindara, et. al, 2013).

“Los antibioticos son sustancias quimicas producidas por organismos vivos (generalmente
microorganismos) o derivados de estas sustancias que suprimen el crecimiento o eliminan
otros microorganismos en bajas concentraciones” (Choma, 2013, p.417). El
descubrimiento de las sustancias antimicrobianas fue beneficioso en el campo de la
medicina, ya que finalmente parecia haber predominado contra las enfermedades
bacterianas. No obstante, se produjeron consecuencias por el uso de estas sustancias. La
primera fue que los antibidticos estaban relacionados con efectos secundarios toxicos
como las alergias; la segunda por la facil adaptacion de los microorganismos a medios
hostiles y la facilidad de la transmision de la informacion, entre las células bacterianas

(Choma, 2013).

La resistencia microbiana esta relacionada con el uso de los antibiéticos, mismos que se
utilizan en los tratamientos de enfermedades de humanos, animales y en plantas. Ademas,
su uso en el campo agricola permite el desarrollo del ganado, produciendo residuos y de
esta manera la resistencia (Williams, et al., 2016). Por lo tanto, se asume que al menos el
50 % de los antibidticos no son totalmente efectivos para el control de enfermedades

(Centers for Disease Control and Prevention, 2013). Uno de los retos mas importantes



para la salud publica es superar la resistencia a los medicamentos antimicrobianos (Uzaira,
et al., 2017). Hasta el momento, muchos antibidticos se han utilizado para tratamiento de
enfermedades infecciosas, por tal motivo se continda investigando nuevos metabolitos, ya
que la resistencia de los antibi6ticos estd en incremento (Andayani, et al., 2016). A nivel
mundial existen una gran variedad de cepas productoras de antibiéticos que han sido
aisladas del suelo, de océanos y de ambientes variables; y al realizar el respectivo estudio
de las condiciones fisioldgicas del microorganismo seleccionado han brindado buen

rendimiento en la produccion de sustancias antimicrobianas (Uzcéategu & Serrano, 2013).

Las técnicas analiticas son importantes para clasificar e identificar el metabolito
secundario tomando en cuenta la similitud quimica con un antibiotico. Entre las técnicas
tenemos la cromatografia en capa fina que ayuda a separar las fracciones del antibiético;
ya que el eluyente desplaza los componentes que constituyen la muestra que se encuentra
en la fase estacionaria, para luego aislar con exactitud la molécula bioactiva mediante la
bioautografia (Dewanjee, et al., 2015; Sanchez, 2010). Otra técnica utilizada es la
espectroscopia infrarroja (IR), es de gran uso en los medicamentos ya que permite
identificar los principales grupos funcionales de una sustancia. Ademas, el espectro IR es
caracteristico de una sustancia por lo cual permite identificar un compuesto desconocido
por comparacion con estandares (Volonte & Quiroga, 2013). Por ultimo, la técnica de
microdilucion en caldo se “utiliza para medir cuantitativamente la actividad In Vitro de
un antimicrobiano frente a un cultivo bacteriano” (Malbran, 2012, p. 2), y de tal manera

evaluar la concentracion minima inhibitoria (MIC).

La presente investigacion se fundamenta en los resultados definidos en el trabajo

experimental “ldentificacion de microorganismos de suelos de la provincia de Pichincha,



con capacidad de producir antibidticos de amplio espectro” elaborado por NUfiez & Sierra
(2018). El microorganismo aislado a partir de muestras del suelo e identificado mediante
Kit comercial como Bacillus megaterium, produjo antibiosis frente a Bacillus spizizenii
(ATCC 6633) y contra Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027), en las condiciones ideales
de estrés siguientes: concentracion del 1.2 % de NaCl y pH de 7 £0.2 en el medio ISP2, el
cual es un medio apropiado para microrganismos productores de antibi6tico. Para la
produccion se utilizard un biorreactor para obtener una mayor cantidad del metabolito
secundario para sus respectivos andlisis. Se realizara la purificacion de la mezcla mediante
cromatografia en capa fina y se determinara los principales grupos funcionales de la molécula
con propiedades antimicrobianas con ayuda de la espectroscopia FT-IR. Finalmente se
evaluard la concentracion minima inhibitoria (MIC) del antibiético mediante la técnica de

microdilucion en caldo.



Capitulo 1
1. Marco conceptual
1.1.Microorganismos

Los microorganismos son los individuos mas antiguos y abundantes que existen en el
mundo, se encuentran en todo tipo de ambiente e interactlan con los ecosistemas. Ademas,
son indispensables para el mantenimiento de la vida, ya que participan en procesos
metabdlicos, ecoldgicos y biotecnoldgicos de gran importancia para la industria:

farmacéutica, alimenticia, médica, etc (Egas & Tinajero, 2016).

En la industria los microorganismos tienen como objetivo producir metabolitos capaces
de sintetizar uno o mas productos de gran utilidad para el ser humano. Un microorganismo
debe ser rentable al producir una sustancia de interés a gran escala; de igual forma, debe
crecer y elaborar el producto en un ciclo corto mediante el uso de un cultivo barato.
También, los microbios no deben ser patdgenos para los seres vivos, ya que al aumentar
la densidad celular es imposible evitar la contaminacién del medio externo. En la figura
No.1 se indican los productos que la industria puede obtener a partir de los

microorganismos (Madigan, et al., 2009).

Productos de microrganismos industriales.

Células Biotransformacion Productos celulares
AL NP W ®o 0 o ¢
Oa a”8 " o e 0 ® o 0 0 g " -1 o 2
ol ;:}‘n.j: —Células~ “’ °~" '500 o QOO: 00 (:0:,f "2 ° or. [ @ R ° o
‘_ {4 Sustrato

i | { | ] ‘

v 0 { ¥ ¢ ¥
Suplementos Células  Producto Enzimas Antibiéticos  Aditivos Alcohol  Productos
(por ejemplo,  de (por ejemplo, {por ejemplo, (por'gi.emplo. alimeqtarlos (etanol)  quimicos
extracto levadura  biotransformaciones glucosa penicilina)  (por ejemplo, (por ejemplo,
de levadura) de esteroides) isomerasa) aminocidos) acido citrico)

Figura No. 1: Productos obtenidos a partir de microorganismos.
Fuente: (Madigan, et al., 2009, p. 813).




Una gran cantidad de cepas productoras de metabolitos secundarios han sido aislados de
muestras de suelo, océanos y ambientes variables con diversidad de microorganismos

(Uzcétegu & Serrano, 2013).
1.2.Bacterias del suelo

El suelo cumple un papel fundamental en la obtencion de metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana. Mufioz (2017), menciona que el 99 % de las bacterias del suelo
podrian beneficiar a la poblacién con novedosos antibidticos. Tomando en cuenta la
enorme diversidad de especies del género Bacillus, es de suma importancia aislar y
resguardar las cepas que produzcan agentes antimicrobianos, seguido de la respectiva

caracterizacion (Baindara, et al., 2013).
1.2.1. Género Bacillus

Este género posee una morfologia de bordes irregulares, aplanados, de color blanco mate,
y es brilloso con un aspecto ya sea harinoso o cremoso. El género Bacillus es
principalmente utilizado como agente de control biolégico, se encuentran en diversos

lugares tales como: suelo, aire, tierra, etc (Larrea & Falconi, 2015).

Las cepas de Bacillus producen péptidos antimicrobianos, los cuales incluyen diversos
tipos de bacteriocinas y tensioactivos surfactantes antimicrobianos como lipopéptidos y
glucopéptidos ciclicos sin ribosomas. Los lipopéptidos de los Bacillus se dividen en tres
grupos importantes que son la iturina, la surfactina y la fengicina. De estos lipopéctidos,
las iturinas son ampliamente producidas por la especie B. subtilis y B. cereus. Tanto la
surfactina como la iturina son producidas por enzimas multifuncionales codificadas por

diversos grupos de genes (Baindara, et al., 2013).



1.2.1.1. Especie Bacillus megaterium

La especie Bacillus megaterium es una bacteria formadora de esporas que se encuentra en
diversos hébitats, tales como: el suelo, los sedimentos, el agua de mar, los alimentos secos,
entre otros. Se caracteriza por ser la bacteria de mayor tamafio comparado con las otras
especies de bacilo, teniendo una dimensién de 1.5 por 4 um. Ademas, su facil crecimiento
en medios de cultivo econdémicos, y la ausencia de proteasas alcalinas y endotoxinas,
hacen de este microorganismo un excelente productor biotecnologico (Putkaradze, et al.,

2017; Scholle, et al., 2003).

Esta bacteria tiene diversas aplicaciones a nivel industrial como la elaboracion de acido
polihidroxibutirico, que es un polimero organico utilizado como termoplastico
biodegradable. También, la bacteria es aplicada como control biolégico de enfermedades
en plantas de té y ayuda en la degradacion de plaguicidas organofosforados,
dicloroanilinas y otros cargamentos peligrosos. Bacillus megaterium disminuye la
toxicidad de ciertos metales pesados como en el caso de Cr (V1) en Cr (I1I) (You, et al.,
2018), Tortold (2015), menciona que Bacillus megaterium es el principal fabricante de
vitamina B12, ya que posee la propiedad natural de producirla tanto en presencia como en
ausencia del oxigeno. Este microorganismo se ha mejorado mediante la biotecnologia para
obtener un mayor rendimiento de vitamina B12. Cabe destacar que se han realizado
estudios sobre la propiedad antimicrobiana que posee esta bacteria, tal es el caso de la

investigacion (Nufiez & Sierra, 2018, p. 45), quienes concluyen que:

Bacillus megaterium produce una mayor actividad antimicrobiana contra Bacillus
spizizenii (ATCC 6633) en el dia 4 en condiciones de estrés de pH 7y 1.2 % de

salinidad. Contra Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027), la bacteria produjo



mayor actividad antimicrobiana en el dia 3 en condiciones de estrés de pH 7y 1.2

% de salinidad.
1.3.Antibidticos

La terminologia de antibidtico proviene de: “anti” que significa <<en contra >>y “bios”,
<<vida>>, es decir “contra la vida”. El uso de los antibidticos se dio a partir del
descubrimiento de la penicilina, y desde ese momento se ha reducido la mortalidad por
enfermedades infecciosas (Cabrerizo, 2016).

Los antibioticos son sustancias quimicas con propiedades antimicrobianas producidas por
microrganismos o fabricados mediante sintesis. Estos metabolitos pueden impedir el
crecimiento de otras bacterias e incluso matarlas (Paredes et al., 2004; Talero et al., 2014).
Se producen por fermentacion, este proceso demora pocos dias en producir una cantidad

extraible del metabolito de interés (Najafpour, 2017).
1.3.1. Clasificacion de los antibidticos

Los antibidticos se pueden agrupar tomando en cuenta diferentes criterios:
1.3.1.1. Segun su origen

Segun Paredes, et al. (2004, p. 116), el origen de los antibioticos puede ser:
e Natural o biolégico. Se obtiene de cultivos de microorganismos que pueden ser
hongos o bacterias.
e Semisintetico. A partir de un ndcleo basico de un agente obtenido de forma
natural, se modifican algunas de sus caracteristicas quimicas, para mejorar sus
propiedades. Por ejemplo, aumentar su actividad, ampliar su espectro de accion,

facilitar su administracion o disminuir los efectos indeseables.



1.3.1.2. Segun su estructura quimica

Esta clasificacion se basa en la similitud de las estructuras quimicas de ciertos antibioticos,
las cuales les permiten obtener caracteristicas fisicoquimicas y farmacolégicas similares

(Aristil, 2010). En la tabla No.1 se indican las familias de antibidticos con similitud en la

estructura.

Tabla No.1. Principales familias de antibidticos segn su estructura

Familias

Antibidticos

Beta-Lactamicos.

Penicilina y derivados, cefalosporinas, cafamicinas,
carbapenem, monobactamicos, inhibidores de las
betalactamasas.

Aminoaciclitoles.

Espectinomicina, gentamicina, amikacina,
neomicina, kanamicina, etc.

Tetraciclinas.

Oxitetraciclina, doxiciclina.

Macrolidos.

Eritromicina/nuevos macrolidos: claritromicina,
roxytromicina, azitromicina (azalido)

Sulfonamidas.

Sulfametoxazoles, sulfisoxazole.

Quinolonas.

Acido nalidixico, pipemidico/quinolonas fluoradas:
pefloxacina, ciprofloxacino, norfloxacina,
sparfloxacina.

Derivados Nitroimidazélicos.

Metronidazol, tinidazol, ornidazol.

Polimixinas.

PolimixinaB y E.

Nitrofurantoina.

Rifampicina.

Nota: Tomado de Antibidticos, bases microbioldgicas del uso de antimicrobianos (Quintana, 2002, p. 3).




1.3.1.3. Segun su efecto de accion

La accion de los antibidticos puede ser bactericida, en otras palabras, provocan la muerte
de las bacterias de un modo directo; y puede ser bacteriostatica, impidiendo el crecimiento

del microorganismo (Guillamas, et. al, 2017).
1.3.1.4. Segun su espectro de actividad

Cada antibidtico se mide por medio del espectro bacteriano, esto se refiere a la accion que

posee cada sustancia microbiana frente a diferentes microrganismos, y pueden ser:

e Amplio espectro: el farmaco produce alta efectividad ante muchos organismos, por
ejemplo, las tetraciclinas y cloranfenicol.

e Medio espectro: actla en ciertos gérmenes, tal es el caso de la penicilina que ataca:
a Cocos gramnegativos y grampositivos, espiroquetas y bacterias grampositivas.

e Corto espectro: que solamente es efectivo para unos microbios, se puede citar la
dicloxacilina que interviene contra Staphylococcus epidermidis sensibles (Aristil,
2010; Guillamas, et. al, 2017).

1.3.1.5. Seguin su mecanismo de accion

“Los antibioticos pueden clasificarse de acuerdo con el sitio blanco de accién que tienen
y el tipo de efecto metabdlico que producen en la célula bacteriana” (Quintana, 2002, p.

3). En la figura No.2 se pueden observar los principales grupos.



Sitios de accién de los antibidticos

Pared celular )
Penicilinas, cefalosporinas

Membrana celular
Polimixina B
{aminoglucosidos)

Duplicacion de ADN

Ac. nalidixico, pipemidico
a-fluor quincionas: Pefloxa,
cipro, norflo, fleroxacina

Sintesis proteica

30s: Aminoglucosidos,
Tetraciclina

50s: Cloramfenicol.
Macrolidos

inhibicion de paso
metabolico
Trimetopnm/sulfa

Duplicacion de ARN
Rifampicina

Figura No. 2: Principales grupos de accién con su respectivo sitio
Fuente: (Quintana, 2002, p. 3).

1.4.Resistencia Bacteriana

Es la habilidad con la cual un microorganismo logra resistir a los efectos de un antibiético,
se considera a nivel mundial como un problema de gran importancia en la salud publica.
Las principales causas que producen la resistencia son: el uso indebido de los
antimicrobianos, el aumento de la pobreza, el costo de los servicios, la venta sin control
de los farmacos en las farmacias, etc. (Action on Antibiotic Resistance (ReAct), 2014;

Calderon & Aguilar, 2016).

La resistencia se produce cuando en una poblacion de bacterias solo sobreviven un
pequefio grupo de estas, el cual continua con el desarrollo en concentraciones de
antibidticos que inhiben el crecimiento de tal microorganismo. Por lo tanto, estas bacterias
mutantes que han resistido dan origen a un nuevo consorcio de microbios con resistencia

adquirida del antimicrobiano utilizado. Este aumento descontrolado de cepas resistentes
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ha incentivado el descubrimiento de nuevos antibidticos para combatir la resistencia y

estimular el uso racional en el campo de la salud y la poblacion (Arco, 2014).

Segln Calderén & Aguilar (2016, pp. 759-760), destacan que entre los mecanismos de

defensa que han desarrollado las bacterias contra los antibidticos se encuentran:

e Bombas de eflujo o expulsion del antibiético del interior de la célula bacteriana;
eliminan el metabolito al exterior de la célula sin producir modificaciones.

e Modificacién o inactivacion del antibiético mediante enzimas hidroliticas; entre
las enzimas mas importantes estdn las betalactamasas que inactivan el
antimicrobiano.

e Blogueo de la penetracion del antibiotico mediante modificacion del sitio
activo.

e Alteracion o disminucién de la permeabilidad de la membrana celular
bacteriana.

e Biofilmes, formados por las bacterias y permite protegerla de diversas
amenazas en especial de la accién de los antibidticos.

e Sobreexpresion del sitio blanco, la duplicacién génica a las mutaciones de los

promotores de la transcripcidn de estos genes, son el mecanismo responsable.
1.5.Produccion de antibidticos

Los antibidticos se obtienen mediante proceso de fermentacion, segin Hernandez (2003,
p. 38) la define como “proceso donde los microorganismos producen metabolitos o
biomasa, a partir de sustancias organicas, en ausencia 0 presencia de oxigeno. La
descomposicion de sustratos es llevada a cabo por enzimas producidas por los

microorganismos para tal finalidad”
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Esta fermentacion se puede realizar en biorreactores y tarda pocos dias en producir
suficiente producto para su extraccion. El oxigeno es el factor primordial en la produccion;
por lo tanto, se utiliza una cierta cantidad de azUcar y varias proteinas poliméricas para
perfeccionar la produccion. Para comprobar la cantidad del antimicrobiano se realiza
bioensayos para observar la inhibicion que produce el caldo de cultivo fermentado

(Herné&ndez, 2003; Najafpour, 2017).
1.6.Purificacion del antibiotico

La purificacion de los antibioticos utilizando métodos de extraccion suele ser muy
complicada. Si el antibiético es soluble en un disolvente organico, puede ser
relativamente facil purificarlo por extraccion utilizando un volumen pequefio de
disolvente. Pero si, por el contrario, el antibidtico no es soluble en un disolvente,
debera separarse del medio liquido de fermentacion ya sea por adsorcion,
intercambio i6nico o precipitacién quimica. El objetivo de dichos métodos es

conseguir un producto cristalino de pureza elevada (Madigan, et. al., 2009, p. 820).
1.7.Separacion analitica

Las separaciones son de gran importancia en la industria quimica, biomédica y para
analisis quimicos. Esta técnica tiene como proposito descartar o disminuir las
interferencias para conseguir informacion analitica cuantitativa e identificar los

componentes de una mezcla especifica. La separacion puede ser:

e Completa: las moléculas de la mezcla se separan totalmente y ocupan una region

espacial diferente.
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e Parcial: esto se refiere que se aisla un compuesto especifico de toda una mezcla

(Skoog & West, 2014, pp. 847-848).
En la tabla No.2 se enlistan los diferentes métodos de separacion

Tabla No.2. Métodos de separacion

Método Fundamento del método

1. Separacion de fases mecénica.

a. Precipitacion y filtracion. a. Diferencia de solubilidad entre los
compuestos formados.

b. Diferencia de volatilidad entre los

b. Destilacion. compuestos.

c. Extraccion. c. Diferencia de solubilidad en dos
liquidos inmiscibles.

d. Diferencia en interaccion de los

d. Intercambio ionico. reactivos con una resina de intercambio
iénico.
2. Cromatografia. Diferencia en la velocidad de movimiento

de un soluto a través de una fase
estacionaria.

3. Electroforesis. Diferencia en la velocidad de migracion de
especies quimicas con carga eléctrica en
un campo eléctrico.

4. Fraccionamiento en campos Diferencia en la interaccion con un campo
0 gradiente aplicado de manera

de flujo. ) ) C
perpendicular a la direccion de transporte.

Nota. Tomado de Fundamentos de Quimica analitica (Skoog & West, 2014, p. 849)
1.7.1. Extraccion liquido-liquido
Los autores lo definen como:
La técnica mas utilizada para la extraccion de analitos de muestras acuosas. El

fundamento se basa en la distribucion de la muestra entre dos fases inmiscibles en
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las cuales el analito y la matriz tienen solubilidades diferentes. En la mayoria de
los casos, una de las fases es un medio acuoso y la otra un disolvente orgénico.
Esta técnica permite llevar a cabo extracciones rapidas y es generalmente aplicable
tanto a separaciones de trazas como de macrocomponentes (Cela, et al., 2002,

p.206).

Otros autores mencionan que la extraccion necesita 3 pasos especificos, estos son: “(1.)
contacto de la disolucion liquida original con el disolvente; (2.) la separacién de las fases
liquidas formadas por el extracto y el refinado; (3.) la recuperacién del disolvente utilizado
en el proceso” (Rivera & Hansen, 2017, p. 23). En la figura No.3 se observa el proceso de

extraccion liquido-liquido.

Extraccion liquido-liquido
B
/L'\ B .
EXTRACCION G ) FASE ACUOSA
\ _// P * Interferencias
rE \ 7,’”// _‘Mamvz |
: \ / l
,»—“_k-\ “/ . <
R ( ~ Descartar o utlzar |
— | \ / i o
o 5{ | o‘Jos»(;cmponenlos_
* Interferencias —‘ v
r EXTRACTO ORGANICO
' Fase otgAmca Anglito's
k N _
J DETERMINACION
ANALITICA
Figura No.3: Proceso de la extraccion liquido-liquido.
Fuente: (Cela, Casais, & Lorenzo, 2002, p. 216)

1.7.2. Cromatografia

La cromatografia es una técnica analitica que permite separar, identificar y cuantificar los

elementos que conforman un compuesto (muestra), incluso cuando los elementos se
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encuentren intimamente relacionados entre si. Los componentes que se desean separar se
distribuyen entre dos fases; la primera fase que se encuentra en reposo y detiene las
sustancias fuertemente denominada “fase estacionaria” y la segunda conocida como “fase
movil” que se mueve a direccion definida repartiendo la muestra lentamente por la fase

estacionaria (Bermejo & Moreno, 2014).
Los métodos cromatogréficos son de dos tipos béasicos.

Cromatografia en columna: la fase estacionaria se mantiene dentro de un tubo

delgado, y la fase movil es forzada a través del tubo mediante presion o gravedad.

Cromatografia en capa fina: la fase estacionaria esta sostenida sobre una placa
plana o en los poros de un papel, y la fase mévil se mueve a través de la fase
estacionaria por capilaridad o por la influencia de la gravedad (Skoog & West,

2014, p. 861).

En la figura No.4 se observa una cdmara cromatogréafica utilizada en la cromatografia en

capa fina.

Cromatografia en capa fina

b
\\

=~ Tapa

Cubeta de vidrio
(cubeta cromatogrifica)

Placa recubierta con

una capa delgada de la

lase estacionana
adsorbente

Puntos de aplicacién de
las muestras

Fase mowil (disolvente)

Figura No.4: Material utilizado en la cromatografia en capa fina
Fuente: (Fernandez, 2016, p. 132)
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1.7.2.1. Cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina (en inglés thin layer chromatography o TLC) “es una de las
técnicas mas utilizadas para la separacion, identificacion y determinacion de pureza de
drogas en su estado puro, o formando parte de una especialidad medicinal, drogas

vegetales, fitoterapicos y/o muestras biologicas” (Volonteé & Quiroga, 2013, p. 56).

En la TLC, la fase mdvil es liquida (eluyente) y la fase estacionaria es sélida (silice), en
donde la fase estacionaria es polar y el eluyente es menos polar. La muestra que se va a
separar debe estar disuelta en un solvente apolar y de rapida evaporacion. La muestra es
adsorbida por la superficie de la fase estacionaria por interacciones débiles (fuerzas de
Van der Waals, puentes de hidrégeno etc.). Antes de colocar la placa se satura el ambiente
de la cdmara cromatografica durante una hora con el eluyente seleccionado. Al colocar la
placa por capilaridad se van separando los compuestos de la muestra produciendo
“manchas”, eso quiere decir que los elementos menos polares seran arrastrados con mas
facilidad mientras que los polares seran retenidos por la fase estacionaria (Fernandez,

2016).
1.7.2.2.Revelado de la placa

Antes del revelado de la placa primero se debe evaporar el eluyente utilizado. Existen dos
métodos, y son: quimicos y fisicos. En los métodos quimicos se rocia un reactivo
facilitando una coloracion en la placa; entre los reactivos quimicos mas utilizados para el
revelado se encuentran: la Ninhidrina, el vapor de Yodo, el &cido sulfirico, etc. En

cambio, para el método fisico se afiade un reactivo fluorescente a la fase estacionaria o
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por radiacion ultravioleta o luz visible, los cuales permiten identificar las fracciones

separadas (Fernandez, 2016).
1.7.2.3. Anélisis cualitativo y cuantitativo

La identificacion de los componentes se basa en su movimiento con la ayuda de los
disolventes apropiados. Esta movilidad se mide a través de los valores del “Factor de

retencion” (Rf), calculado con la siguiente ecuacion:

_ DISTANCIA MIGRADA POR LA MANCHA
" DISTANCIA ENTRE INICIO Y FRENTE DEL DISOLVENTE

Nota: Ecuacién tomada de Cela, Casais, & Lorenzo (2002)

El factor de retencion es un valor constante y especifico de cada sustancia solo cuando las
variables como temperatura, solvente, cantidad de muestra, etc., se mantienen constantes.
Al ser dificil la replicacion de las variables para la identificacion de moléculas se utilizan

compuestos que funcionan como patrones de referencia (Chen, et al., 2014).

La utilizacion de la técnica de revelado mediante fluorescencia bajo UV o reacciones
quimicas que proporcionan coloracién caracteristica, junto a los datos del Rf provocan
una alta confiabilidad en la identificacion de la sustancia. Por otro lado, la
fotodensitometria es la técnica que se utiliza en la actualidad para la cuantificacion de las

moléculas separadas (Cela, Casais, & Lorenzo, 2002).
1.8. Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana

Los métodos de dilucion son los mas utilizados para establecer los valores de
concentracion minima inhibitoria (MIC), esto es, la concentracion que impide el
crecimiento de un microorganismo después de ser incubado por 24 horas; y la
concentracion minima bactericida (MBC), es decir, la concentracion mas baja de sustancia

17



que impide el desarrollo de un organismo. Estos métodos estiman la posible concentracion
del compuesto antimicrobiano estudiado mediante el método de dilucion en agar
(aglutinacion) o dilucion en medio de cultivo (macro o microdilucién). Cualquiera de los
métodos de dilucion permite analizar cuantitativamente la accion antimicrobiana In vitro

contra bacterias y hongos (Balouiri, et. al. , 2016; Bustamante, 2015).
1.8.1. Método de dilucion en agar

En el método de dilucion en agar, se siembran el micoorganismo de interés en cajas petri
con una concentracion especifica a evaluar y se deja incubar por 18-24 h. Finalmente, se

evalua si creci6 o no el microorganismo (Bustamante , 2015).
1.8.2. Método de dilucion en caldo

En la técnica de dilucidn en caldo, se utilizan micro placas (micro dilucion) que contienen
medio inoculado con el microorganismo en estudio y la muestra en diferentes

concentraciones. La MIC es determinada después de la incubacién (Bustamante, 2015).
1.8.3. Método de microdilucién en caldo

La microdilucion en caldo se lleva a cabo en pocillos con medios liquidos, los cuales
poseen concentraciones crecientes; las placas de microdilucién contienen 96 pocillos con
una capacidad méaxima de 500 uL cada uno, en el cual se inocula una cantidad especifica
del microorganismo. Para evitar la evaporacion del medio durante la incubacién, las placas
de microdilucion deben sellarse con adhesivo. Posterior a la incubacion (16-24 h. segin
el microorganismo), la presencia de turbidez o sedimentacion indica el crecimiento del

microorganismo.
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Adicionalmente se coloca Bromuro de 3-(4,5 -dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolium,
conocido como “MTT”, como consecuencia de la actividad metabdlica producida por el
microorganismo reduciran el MTT produciendo cristales de color violeta; confirmando
asi la presencia del crecimiento microbiano (Ramirez & Castafio, 2009; Reyes & Palou,

2014).

Es una técnica util para determinar MIC en un gran nimero de muestras. La ventaja sobre
los métodos de difusion radica en un aumento de la sensibilidad para cantidades pequefas,
ademas permite diferenciar entre un efecto bactericida o bacteriostatico (Ramirez &

Castafio, 2009,). En la figura No.5 se describe el proceso de la microdilucién en caldo.

Proceso de la microdilucién en caldo

m Sterile Mueller Hinton broth (MHB) medium

1) Dilution of 1/10 |
in sterile MHB E- 3 —

— 1 2) Make 50 pL of broth medium in each well
(from 2 to 12)

Preparation of drug solution Drug-free wells:

at a desired concentration 3) Transfer 100 uL
In sterile distilled water,
ethanol or DMSO

7) Incubation at 35°C for 18 h !

\

5) Dilution of 1/150 in MHB

Microbialinoculum \
containing 10° CFU/mL \

6) Inoculation : transfer 50
uL of inoculum in each well

Bacterial Suspension of 0.5
McFarland

Figura No.5: Preparacion de la microdilucion en caldo
Fuente: (Balouiri, et al. , 2016, p. 76)
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1.9.Bioautografia

“La bioautografia es un método de deteccidn para revelar los efectos de bioactividad de
las sustancias, después de la separacion cromatografica. Esta técnica es eficiente para la

identificacion rapida y de bajo costo de sustancias” (Botz, 2013, p. 1).

Esta técnica se utiliza para examinar cualquier efecto biolégico, por ejemplo, antioxidante,
enzimatico, antiestrogénico, antimutagénico, antibacteriano, antimicético, etc. No
obstante, su principal utilidad es identificar las propiedades antimicrobianas o antifingicas

de los analitos en las placas cromatograficas (Choma & Jesionek, 2015).
1.9.1. Tipos de Bioautografia

Los tres métodos bioautograficos que se utilizan para detectar la actividad antimicrobiana

de una mezcla de sustancias son:

e Agar difusion o bioautografia de contacto, en la cual el agente microbiano se
dispersa desde una placa cromatografica a una placa con agar. Se le coloca por un
tiempo especifico para la respectiva difusion.

e Deteccidn bioautografica directa por TLC, donde la placa se sumerge en un
pequefio volumen de caldo cultivado con un microrganismo activo, se coloca en la
incubadora durante un tiempo especifico y los microbios crecen de manera directa
sobre la capa de TLC.

e Bioautografia por inmersion, en donde la placa cromatografica se cubre en el agar
inoculado con el microorganismo de prueba (Choma & Jesionek, 2015; Dewanjee,

et. al .2015).
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En cualquier tipo de bioautografia la visualizacion de los halos de inhibicion se da por el
uso de sales de tetrazolio, como el caso del MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio). La coloracién ocurre cuando las deshidrogenasas de los gérmenes
transforman las sales de tetrazolio en formazan intensamente coloreado. El formazan se
caracteriza por tener una coloracion intensa y es el resultado de la reduccion de las sales
de tetrazolio causado por las enzimas de las células, se utiliza como un marcador de
vitalidad. La reaccion se evidencia en la figura No.6. Por tal motivo, las franjas mas
claras que aparecen en un fondo purpura se deben a la actividad antimicrobiana del

compuesto (Choma & Jesionek, 2015; Shneine, et al.2015).

Reaccion de la coloracion.

i j /:N “«T H', 2e i : :NQN
=N -

N @ \N'—’,Ii\l

H

MTT MTT formazan

(yellow) (violet)

Figura No.6: Reduccion de la sal de tetrazolio por la deshidrogenasa.
Fuente: (Choma & Jesionek, 2015, p. 282).

1.10. Técnicas espectroscopicas

Las técnicas analiticas espectroscopicas tienen como fundamento calcular las
interacciones de la radiacion y la materia de un elemento de interés. Los métodos
espectroscopicos se basan en medir la cantidad de radiacion que produce o absorbe las
moléculas. Ademas, han brindado las herramientas necesarias para identificar la estructura
molecular de un compuesto, asi como para determinar de manera cuantitativa y cualitativa

ciertos compuestos tanto organicos como inorganicos.
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Se clasifican segun la region del espectro electromagnético aplicado en la medicion, y
estas son: regiones de rayos g, rayos X, ultravioleta (UV), visible, infrarrojo (IR),
microondas y por ultimo las de radiofrecuencia (RF) (Skoog & West, 2014). En la figura

No.7, se observa la longitud de onda de cada espectro.

Regiones del espectro electromagnético

107 10" 107 10" 10" 10" _ 10° 107
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Figura No.7: Regiones de todo el espectro electromagnético.
Fuente: (Posada, 2015, p. 2)

1.10.1. Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia se fundamenta en medir la longitud de onda y la absorcion de la luz
infrarroja media en la muestra. El IR medio (4000-200 cmt) permite provocar vibraciones
en las moléculas a estados de mayor energia. Por otro lado, la longitud de onda es
especifica para cada tipo de enlace quimico; a excepcion de las moléculas diatomicas
homonucleares (tales como: Oz, N, etc.); ya que no absorben la radiacién IR (lvashchenk,

et. al., 2015).

Generalmente en un espectro infrarrojo se representa la transmitancia en lugar de
la absorbancia en el eje de ordenadas, por lo que las bandas tienen sentido
descendente, mientras que en el eje de abscisas aparece el nimero de onda. Cada

molécula o grupo funcional puede mostrar varias bandas de absorcion, por lo que
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un espectro puede aportar mucha informacion de tipo cualitativo y estructural. Sin
embargo, esta técnica presenta limitaciones en cuanto a su aplicacion al andlisis

cuantitativo (Bermejo & Moreno, 2014, p. 205).

Cabe destacar que en los espectros se pueden diferenciar dos regiones. La region de
“frecuencias de grupo” (4000-1250 cm™), regién importante para reconocer los posibles
grupos funcionales presentes en la sustancia; y la region de la “huella dactilar “(1200-600
cmY), regién donde la gran cantidad de picos que aparece se deben a los enlaces simples,
por lo tanto, esta region esta relacionada con la estructura del “esqueleto” del compuesto.
La espectroscopia IR es poco costosa, rapida y sencilla de aplicar. Se utiliza para
identificar sustancias complejas o sintéticas en estado sélido, liquido y gaseoso; que
contengan principalmente moléculas orgéanicas y organometélicas (Bermejo & Moreno,

2014).
1.11. Diseilo Completamente al Azar (DCA)

ElI DCA es utilizado cuando no se requiere un control local, ya que el entorno experimental
y las condiciones de estudio son semejantes y los tratamientos se asignan a las unidades
experimentales mediante una aleatorizacion completa, sin ninguna limitacion (Lépez &

Gonzalez, 2013).
1.12. Anélisis de Varianza (ANOVA)

“ANOVA es un procedimiento estadistico relacionado con la comparacion de medias de
varias muestras. Tiene como objetivo probar las diferencias significativas entre los medios
de clase, y esto se hace mediante el analisis de las varianzas” (Ostertagova & Ostertag,

2013, p. 256).
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1.13. Prueba de rangos multiples de Duncan

En esta prueba no se compara las medias con una Unica diferencia critica como en el caso
de la prueba t-Student. La prueba de Duncan utiliza un valor critico que depende del
namero de medias comprendido entre las dos medias que se comparan. Tiene una
consistencia moderada, sin embargo no debe utilizarse en varianzas heterogéneas (Fallas,

2012).
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Capitulo 2
2. Metodologia
2.1.0btencion de la cepa

La cepa fue obtenida de muestras del suelo proveniente de la parroguia Conocoto, en la
provincia de Pichincha, fue identificada mediante el kit 1 BD BBL™ Crystal™
Identification Systems Gram-Positive ID como Bacillus megaterium por Nufiez & Sierra
(2018) y fue conservada en perlas del CRYOBANK del grupo BIOARN a una temperatura

de -80 °C, con la codificacion PAP48G3 (ver figura No.8), en donde:
PA: Proyecto Antibi6ticos

P: Pichincha

48: NUumero del periodo obtenido la cepa

G3: Colonia

Bacillus megaterium (PAP48G3)

Figura No.8: Cepa conservada en Cryobank.
Elaborado por: El Autor, 2018.
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2.2.Reactivacion de la cepa

Se selecciond una perla del CRYOBANK con Bacillus megaterium (PAP48G3) con ayuda

de una aguja de inoculacion.

Se sembro en placas de Petri estériles con 25 mL de medio TSA (Tryptic Soy Agar),
mediante la técnica de estriado simple y se incubd a una temperatura de 37 °C durante 24

horas (figura No.9).

Reactivacion del Bacillus megaterium

Bacillus megaterium Incubar  mediante

Resiembra de la
cepa PAP48G3

Figura No.9: Diagrama de la reactivacion de la cepa PAP48G3.
Elaborado por: El Autor, 2018.

2.3. Preparacion del in6culo del Biorreactor
2.3.1. Preparacion del medio ISP2

Se elabor6 2000 mL de medio ISP2 (4 g. de extracto de levadura, 10 g de extracto de
malta, 4 g de dextrosa en 1000 mL de agua destilada) suplementado con 1.2 % de NacCl.

Luego se procedio a regular el pH del medio de cultivo a 7+0.2.
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Posterior a la preparacion del medio de cultivo se incorporé el caldo en el biorreactor
marca y modelo (New Brunswick BioFlo/CelliGen 115®) de un volumen de 2000 mL
para finalmente esterilizar en el autoclave durante 15 minutos a 121°C de temperatura y

una atmosfera de presion (figura No.10).

Figura No.10: Biorreactor con medio esterilizado.
Elaborado por: El Autor, 2018.

2.3.2. Elaboracion del preinéculo

Este proceso se baso en la metodologia descrita por Sierra & Romero (2012, p.7), en donde
se colocd 20 mL de medio ISP2 estéril en un tubo de ensayo y se inocul6 seleccionando
1 UFC de Bacillus megaterium (PAP48G3) con un asa estéril. Se incubd durante 24 horas
a 30 £ 2 °C, en una incubadora con agitacion (New Brunswick™ Excella® E24);
obteniendo un cultivo overnight de una concentracion aproximada de 12x108 UFC/mL

(McFarland No.4).
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2.3.3. Inoculacién del biorreactor

Una vez preparado el preindculo se incorporo en el biorreactor (BioFlo® / CelliGen™),

el mismo que contenia los 2000 mL de medio ISP2 estéril.

Cabe mencionar que se incubd la misma cepa durante dos intervalos diferentes de tiempo:
el primero durante 3 dias, y el segundo de 4 dias; las condiciones en las que se sometio
la cepa PAP48G3 fueron de 30 £ 2 °C. y 150 rpm. En la figura No.11 se indica el proceso

de inoculacion que se realizo.

Inoculacién del biorreactor

Incorporacion del Programar  las Biorreactor con
Preindculo (PAP48G3) al | — | condiciones —| crecimiento
biorreactor especificas

Figura No.11: Diagrama del proceso de inoculacion.
Elaborado por: El Autor, 2018.

2.4.0btencién del antibidtico

Para la obtencion del antibi6tico se siguid la metodologia de Hussain, et. al. (2018, p. 197)

con algunas modificaciones.
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2.4.1. Eliminacion de la biomasa

Transcurrido el tiempo de incubacion se extrajo el caldo de cultivo con Bacillus

megaterium del bioreactor con Tubos Falcon™ de 50 mL y se centrifugé a 3860 rpm

durante 10 min, para sedimentar la biomasa bacteriana del medio.

El sobrenadante se colocd en frascos &mbar de 1000 mL. previamente esterilizados y se

les refrigerd. En la figura No.12 se encuentra la descripcion grafica del proceso.

Biorreactor Extraccion
con medio de [ del medio
cultivo

Proceso de eliminacion de la biomasa

| Elaborado por: El Autor, 2018.

Colocacion
en tubos
Falcon

Figura No.12: Diagrama del proceso de eliminacion de biomasa.

Centrifugacion

N Sedimentacion

de la biomasa

2.4.2. Extraccion del antibidtico

Se realiz6 una extraccion liquido-liqguido en embudos de extraccion de 1000 mL,

incoporando el hexano y el medio del cultivo con el metabolito de intéres a una

proporcion de 1:1. Una vez incorporadas las sustancias se agité durante 2 minutos, para

obtener un equilibrio entre las dos fases y de tal manera extraer con el disolvente las

moléculas organicas que son inmisicibles con el agua.
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Se recolecto el extracto organico y se llevo al rotavapor (IKA® RV 10 basic), utilizando
una temperatura de 50 £2 °C. para eliminar el Hexano del extracto y de tal forma
recolectando el antibiotico. Finalizada la evaporacion del solvente, se pesé el antibiotico

en balones de 15 mL mediante el uso de una balanza analitica.

Por ultimo, se conservd en refrigeracion para sus posteriores andlisis. Este proceso se
realiz6 en el caldo de cultivo luego de 3 y 4 dias. En la figura No.13 se observa la

descripcidn grafica del proceso.

Proceso de extraccion

Colocacionde |, | Separacionde |5 Evaporacién del — | Antibiotico

las sustancias la mezcla solvente

Figura No.13: Diagrama del proceso de extraccion del antibi6tico.
Elaborado por: El Autor, 2018.

2.5.Andlisis del antibiotico extraido
2.5.1. Andlisis mediante espectroscopia infrarroja (IR)
2.5.1.1. Purificacion de la muestra para el analisis

Para eliminar las impurezas del antibidtico extraido se colocd 5mL de hexano en el balon
con el antibiotico y se agitd la muestra con ayuda del Voértex durante 1 minuto para

disolverlo. Posterior, se recolectd la mezcla con ayuda de una jeringa de 5 mL y se coloco
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en la misma un filtro PVDF 0.45 um, de este modo se filtro el solvente con la muestra

reteniendo las impurezas o residuos de caldo de cultivo.

Se transfirid la muestra en otro bal6n y el sobrante del solvente se evapor6 en el rotavapor
(IKA® RV 10 basic). Por ultimo, se realizé una nebulizacion en la muestra con nitrogeno
gaseoso (N2) durante 5 minutos para eliminar residuos de hexano. En la figura No.14 se

detalla la metodologia realizada.

Proceso de purificacion

Muestra con Purificacion Evaporacion | | Incorporacion
hexano con filtro de solvente de gas N2

Figura No.1 Elaborado por: El Autor, 2018.

2.5.1.2. Analisis de la muestra
Este analisis se baso en la metodologia de Bermejo & Moreno (2014, p.217), en donde:

Una vez purificada la muestra se molio 100 mg de bromuro de potasio (KBr) en un
mortero de agata y se incorpord 5 mg de antibiotico purificado, realizando una pastilla de

KBr con ayuda del troquel.

Finalmente, se ejecutd la lectura en el equipo (Spectrum BX FT-IR) y se analiz6 en el
software Spectrum v5.3.1.. Este proceso se repitio tres veces con el antibiético de 3y 4

dias. En la figura No.15 se describe el proceso.
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Proceso de la espectroscopia IR

Se realiza la Lectura en el equipo
Spectrum BX FT-IR

T Espectro IR

Figura No.14: Diagrama del proceso del analisis del antibidtico en la espectroscopia IR.
Elaborado por: EI Autor, 2018.

Se coloca la pastilla
para la lectura

Antibidtico
con KBr

2.5.2. Purificacion del compuesto por cromatografia en capa fina (TLC)
2.5.2.1.Preparacion de la movil

En este ensayo se realizaron combinaciones de solventes en diferentes proporciones;
obteniendo tres fases moviles, tales como: Acetato de etilo-Cloroformo (3:1) v/v, Acetato

de etilo-Cloroformo (2:1) v/v y Acetato de etilo-Cloroformo (1:1) v/v.
2.5.2.2.Preparacion de la muestra

Se disolvio el antibidtico con diclorometano obteniendo una concentracion de 10 mg/mL.
2.5.2.3.Preparacion de las placas cromatograficas

Para este proceso se siguio la metodologia de Moricz,et.al. (2017, p. 5), por lo cual:
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Para la fase estacionaria se utilizaron placas de silica gel marca (Sigma-Aldrich®, L x W
10 cm x 10 cm con factor de fluorescencia a 254 nm), la misma se le dividio en dos
obteniendo una placa de 10 x 5 cm. Luego se sembr6 40 pL de muestra con ayuda del

equipo LINOMAT- 5 (CAMAG), a 1 cm del largo de la placa cromatogréfica.

Previamente se saturd con la fase maévil la cdmara cromatografica por un tiempo de 40
minutos para que el solvente arrastre los compuestos de la mezcla. Posterior de la
saturacion se incorporé la placa con la muestra y se calculd el tiempo antes de que el
solvente llegue al limite de la placa. Luego de la separacién de la muestra se retird la
placa y se secaron los residuos de la fase mévil con una secadora por un tiempo de 10

minutos.

Los componentes separados se visualizaron mediante una lampara UV marca (CAMAG
UV Cabinet), se visualizaron las muestras bajo luz UV a 254 nm (absorbancia) y 365 nm
(fluorescencia) y se sefialé con lapiz las distancias recorridas por las machas. Luego se
procedio a revelar la placa con el uso del revelador quimico de Vainillina/Acido Sulfdrico

(2 g de vainillina y 50 mL de H>SO4 concentrado).

Finalmente, se calentd la placa a una temperatura de 110 °C durante 5 minutos para
eliminar residuos sobrantes. Se puede observar el proceso de la cromatografia en la figura

No.16.
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Proceso para la cromatografia

Sembrar 40 pL de Secar la placa Calcular los Rf
muestra con ayuda para eliminar el de los
del LINOMAT solvente componentes

Colocar la muestra Colocar en la camara Visualizar Visualizar
en la jeringa del cromatografica con mediante la mediante revelador
equipo LINOMAT la fase movil. camara UV Vainillina /Acido

Sulfarico

Figura No.15: Diagrama del proceso para realizacidn de la cromatografia.
Elaborado por: El Autor, 2018.

2.5.3. Bioautografia
2.5.3.1. Preparacion de la placa cromatogréfica

Este proceso se basé en la metodologia de Méricz, et al. (2017, p. 5) y se siguieron los

mismos pasos descritos en el literal 2.5.2.3. con algunas modificaciones:

Se realiz6 por duplicado la siembra del antibiético en la placa cromatografica de tamafio
10 X 5 cm con el equipo LINOMAT- 5 (CAMAG), colocando la cantidad de 40 pL de
muestra por siembra en la concentracion mencionada anteriormente. La fase mdvil

utilizada fue de Acetato de etilo- Cloroformo (3:1), en la cual se puso la placa en la camara
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cromatografica y se dejo correr durante 20 minutos. Posteriormente se dejo secar en el

ambiente la placa con ayuda de una secadora durante 10 minutos con aire frio.

Por Gltimo, se visualizé bajo luz UV a 254 nm (absorbancia) y 365 nm (fluorescencia)
para comprobar que la muestra se separ0 en los componentes observados en la
cromatografia TLC anterior. Una vez comprobada la separacion de la muestra se

encuentra lista para ser usada en la Bioautografia.
2.5.3.2. Preparacion de los microorganismos de control

Las cepas certificadas que se utilizaron en la bioautografia fueron: se utilizé Bacillus
spizizenii (ATCC 6633) como control de bacterias Gram positivas y para bacterias Gram
negativas se utilizd Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027). Se seleccioné la ATCC 6633
y la ATCC 9027 porque estan certificadas para realizar ensayos de actividad

antimicrobiana, pruebas de susceptibilidad y de eficacia de farmacos.

Para obtener una concentracion de 1.5 x 108 UFC/ mL (McFarland 0.5) de los
microrganismos de control, se siguidé la metodologia descrita por Carlone & Pompei

(2013, p. 286).

Posteriormente se centrifugd el medio TSB durante 10 min a 4000 rev, se desechd el
sobrenadante y se restauré el Pellet del microoganismo con solucién salina al 0.85 %, se

repitio este paso una vez mas para eliminar residuos del medio TSB.

Se incorpord la solucion salina hasta obtener una turbidez similar a la escala 0.5
McFarland y se comprobo en el espectrofotometro UV marca (Shimadzu UV mini 1240)
utilizando entre 0.08 - 0.2 de absorbancia a una longitud de onda de 625 nm.Observar el

proceso en la figura No.17.
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Preparacion de inoculo estandar

Se  centrifuga
durante 10 min

Se coloca suero Se comprueba en el
fisioldgico espectrofotometro

£ 1y g
. -

Inéculo de la cepa Se elimina el Se iguala la turbidez a
en TSB sobrenadante una escala McFarland 0.5

Figura No.16: Diagrama de la estandarizacion del indculo
Elaborado por: EI Autor, 2018.

3

2.5.3.3. Preparacion del cloruro de trifeniltetrazolio al 1% (TTC)

Para preparar el reactivo se incorpord 100 mg de TTC en 10 mL de agua estéril fria y se
agitd hasta homogenizar el reactivo. Se dejo reposar la mezcla cubriendo con papel

aluminio y en refrigeracion hasta su uso.
2.5.3.4. Impregnacion de la placa con el microorganismo control
Esta técnica se apoyd en el proceso mencionado por Sanchez, et.al. (2016, pp. 89,91).

Antes de incorporar 75 mL del medio Muller Hinton estéril en la caja Petri de 150 mm de
diametro se incorpor6 300 pL de la cepa control y 1 mL del colorante TTC, se homogenizé
la mezcla con agitacién y se incorporé el medio lentamente en la caja Petri para evitar la

formacion de burbujas de aire en el agar y cubriendo totalmente la placa cromatografica.
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Se colocé la caja Petri en refrigeracion por un tiempo de 45 minutos y se incubd durante

24 horas a una temperatura de 37 °C. Transcurrido el tiempo indicado se midi6 el Rf de

los compuestos antimicrobianos que produjeron antibiosis y de igual forma se midio el

halo de inhibicién producido por la bioautografia. Este proceso se repitio aplicando la

cepa Bacillus spizizenii (ATCC 6633) y Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027). En la

figura N0.18 se puede observar la descripcion gréfica del proceso.

Agregar 300uL del
microorganismo
en el medio

Proceso de la Bioautografia

Agregar 1 mL del
colorante TTC en
el medio

Impregnar la placa

Refrigerar por
dentro la caja Petri J P

40 min

Incubar  durante

24 horas

Colocar los 75 mL
de medio Mduller
Hinton

Figura No.17: Diagrama del proceso de la Bioautografia.

Elaborado por: El Autor, 2018.

2.5.4. Evaluacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

Esta técnica se basd en la publicacion de Balouiri, Sadiki, & Ibnsouda (2016, pp 75-76).
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2.5.4.1. Preparacion de los microorganismos de control

Para la preparacion del indculo a una concentracion de 1.5 x 108 UFC/ mL (McFarland
No. 0.5) se utilizaron las cepas certificadas. Para el control de bacterias Gram positivas se
utilizé Bacillus spizizenii (ATCC 6633) y para bacterias Gram negativas se utilizo

Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027). Se realizé la metodologia del literal 2.5.3.2.
2.5.4.2. Preparacion de la muestra estandar

Se disolvio el antibiotico con dimetilsulfoxido (DMSO) obteniendo asi una concentracion
de 10 mg/mL. Para el control positivo en la técnica de la microdilucion en caldo se utilizo
la gentamicina en una concentraciéon de 40 mg/mL ya que es un antibidtico comercial de

amplio espectro.
2.5.4.3.Microdilucion en caldo

Se utilizaron microplacas de poliestireno de alta transparencia de 96 pocillos de la marca
VWR® colocando las muestras con ayuda de una micropipeta multicanal de 12 canales

con una cantidad total de 100 pL en cada uno de los pocillos.
Se llend la primera fila (A) de la microplaca de la siguiente manera:

e DelaA:alaAs: se coloco 10 pL del antibidtico y 90 pL de medio TSB estéril.
e EnlaAgyAio: se puso 100 pL de TSB estéril para el “blanco”.
e Enla A1y Aw: se introdujo 10 uL de gentamicina y 90 pL de medio TSB

estéril para el “control positivo”.

Luego de la segunda fila en adelante (B — H) se incorpor6 50 puL de TSB. Posteriormente

con ayuda de una micropipeta multicanal de 12 canales, se mezcl6 y se traspasé 50 pL de
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la primera fila a la segunda y asi sucesivamente hasta la ultima fila desechando los 50 pL

sobrantes.

Luego de la dilucién del antibidtico se prosiguié a colocar 50 pL de los inéculos de las
cepas de control en la microplaca. Las columnas y las cepas inoculadas se detallan a

continuacion:

e Enlacolumnal, 2, 3,4,9y 11: se colocd 50 pL del indculo de Pseudomona

aeruginosa (ATCC 9027).

e Enlacolumna5,6,7,8,10y 12: se puso 50 pL del indculo de Bacillus spizizenii

(ATCC 6633).

Una vez finalizado el llenado de los pocillos con un volumen final de 100 pL en cada uno,
se colocd la microplaca en la incubadora con agitacion marca (New Brunswick™

Excella® E24) durante 24 horas a una temperatura de 37 °C. (Ver figura No.19)

Esquema de la microplaca
P. aeruginosa  B. spizizenii BN C+

— e

00000000000«

5000000000000
1000000000000
"O0000000000O0

ifeYoJoXoXoXoYoXoXoXoYoXo)

ileYoYoXoXoYXoYoXoXoXoXoXo
000000000000

1000000000000

Figura No. 18: Disefio de la bandeja de microdilucion.

Controles: (BN: Blanco): TSB + bacteria; (C+); TSB + gentamicina + bacteria.

Fuente: Adaptado del Alguns aspectos de imunoensaios aplicados a quimica analitica
(Souza, et al., p. 87,1999). Modificado por: El autor, 2018.

-
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Las concentraciones obtenidas luego de la dilucion tanto del antibidtico extraido de
Bacillus megaterium como del antibiotico comercial “Gentamicina”, se encuentran

descritos en la tabla No.3.

Tabla No.3. Disefio de la microplaca con las concentraciones de los antibiéticos

utilizados en pg/mL.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 500 500 500 500 500 500 500 500 - - 1000 1000
B 250 250 250 250 250 250 250 250 - - 500 500
C 125 125 125 125 125 125 125 125 - - 250 250
D 6250 6250 6250 6250 6250 6250 6250 6250 @- - 125 125
E 3170 3170 3170 3170 3170 31.70 31.70 3170 - - 62.50 62.50
F 1590 1590 1590 1590 1590 1590 1590 1590 - - 31.70 3170
G 790 790 7.90 7.90 7.90 790 790 790 - - 1590 15.90
H 3.90 3.90 3.90 3.90 3.90 390 390 390 - - 790 7.90

Nota: Elaborado por el Autor, 2018

2.5.4.4. Incorporacion del TTC al 1 % en la microplaca
Una vez trascurrido las 24 horas de incubacion se colocé en los 96 pocillos la cantidad de
25 UL del TTC al 1 % previamente preparado. Nuevamente se introdujo en la incubadora

con agitacion marca (New Brunswick™ Excella® E24) durante 40 minutos a una

temperatura de 37 °C hasta obtener cambios de coloracion. Se detalla en la figura No.20.

Posteriormente, se analizd la coloracion de los pocillos y la lectura de la absorbancia en

el equipo Micropilote Reader para el respectivo analisis estadistico.
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Anélisis de la microplaca

Colocar el colorante Lectura de
TTCall% absorbancia

Microplaca
inoculada

Figura No.19: Diagrama de la coloracion y lectura de la microplaca
Elaborado por: El Autor, 2018.

2.5.4.1. Analisis estadistico

Se utilizo la formula de Rubegeta, et al. (2018), para determinar el porcentaje de inhibicidn

provocado por el antibiotico obtenido.

Ab py — Ab
% de inhibicién = 5N 1 mUestra 100
BN

Donde:
Ab gn = Absorbancia del blanco.
ADb muestra = Absorbancia de la obtenida.

Para el andlisis estadistico ANOVA se aplico un disefio experimental DCA que permitié

observar el porcentaje de inhibicién que produjo el antibiotico frente a cada uno de los
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microorganismos de control y analizar el porcentaje de inhibicién entre Pseudomona
aeruginosa y Bacillus spizizenii. Para evaluar los resultados de la MIC se utilizd el

programa Infostat” version 2015” y se desarrollo las pruebas Post Hoc de Duncan 5 %.
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Capitulo 3
3. Resultados y Discusién
3.1. Obtencion del antibiotico

Al inocular la bacteria en el caldo ISP2 conformado por: extracto de levadura, extracto de
malta y dextrosa; aumenta la capacidad de producir antibioticos ya que este medio posee
los nutrientes necesarios para incentivar al microorganismo en la produccion del
metabolito (Bernice & Regi, 2014). Silva, et al. (2016) sefialan que el medio ISP2 es una
buena alternativa para generar moléculas bioactivas con actividad antimicrobiana. Por lo
tanto, la seleccion de medios de cultivos es muy importante para la produccion de

antibidticos por microorganismos ya que aumenta el rendimiento de éstos.

La produccidn del antibidtico en dos periodos de tiempo diferente se baso en el estudio de
Nlfez & Sierra (2018), quienes mencionan que el antibidtico en el dia 4 produce una
mayor inhibicién para Bacillus spizizenii (ATCC 6633) mientras que en el dia 3 genera
una mayor inhibicién contra Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027). Ademas, para
obtener un mejor rendimiento de antibiotico, la bacteria se inocul6 con las condiciones
de estrés de 1.2 % de salinidad y un pH de 7£0.2; segun Marinelli & Molinari (2012)
mencionan que varios pardmetros de fermentacion como: pH, tempertatura, salinidad, etc.,

permiten mejorar el crecimiento de la bacteria y la biosintesis del metabolito de interés.

La cantidad de antibi6tico que se obtuvo del medio ISP2 en los dos periodos se encuentran
descritos en la tabla No.4, donde se observo que en el cuarto dia la cantidad de antibiotico

fue mayor en comparacion del dia tres (Ver anexo No.1).
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Tabla No. 4. Cantidad de antibiético obtenido del medio ISP2 mediante la extraccion con

hexano.
Bacteria Codificacién | Cantidad de | Tiempo Cantidad de
medio (mL) (dias) antibiotico (mL)
Bacillus 3 45.10 mg
megaterium PAP48G3 2000 mL 1 52.20 mg

Elaborado por: El Autor, 2018

Para la seleccion del solvente organico es necesario que el disolvente sea apolar ya que
entre mas polar sea el solvente, mas miscible es con el agua por tal motivo en esta
investigacion se utilizé6 como solvente organico el hexano ya que es inmiscible en agua

(Guarnizo & Martinez, 2009).

Segun Acosta, et al. (2010) la extraccion liquido—liquido de antibidticos con solventes
organicos es mas viable que el método de la destilacion cuando el metabolito a extraer es
poco volatil o no volatil. Ademas, se recomienda este método de extraccion en

compuestos termolabiles como hormonas o antibiéticos.
3.1.1. Espectroscopia Infrarroja (IR)

Se realizo la lectura de los espectros infrarrojos del antibiotico purificado del dia 3 y del
dia 4 para verificar si variaba algin grupo funcional de las muestras antibacterianas
obtenidas. En ambos espectros estuvieron presentes los mismos grupos funcionales y
fueron: grupo amino N-H (3300-3500 cm™) permiti6 identificar como amidas primarias
al enlace del grupo carbonilo C=0 (1630-1700 cm™) ya que muestran una banda debido
a la flexién del grupo N-H, grupo hidroxilo O-H ( 3200-3500 cmt) es una banda ancha la

cual permite diferenciar del grupo amino que posee dos bandas (simétrica y asimétrica),
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grupo alcano C-H deformado (1365-1385 cm™) y grupo alcoxi C-O (1000-1300 cm?)

reconocidos como éteres (Ver anexo No. 2).

Varios de los antibidticos producidos por los microorganismos presentan el grupo animo
N-H en su estructura quimica; ya que contienen D- aminoacidos que son caracteristicos
de los antibioticos naturales y de las paredes celulares de las bacterias (Hernandez R. ,
2006). Segln Anaya, et al. (2001) afirma que el grupo amino brinda la propiedad
antimicrobiana en ciertos antibiéticos. Por tal motivo es necesario utilizar métodos
analiticos como la espectroscopia IR ya que es muy util y popular para la identificacion
de aproximadamente el 60 % compuestos quimicos (Sadlej, et al., 2006). Ademas, su
aplicacion en el area de investigacion de farmacos es muy importante ya que permite
describir las estructuras quimicas de sustancias antimicrobianas producidas por los

microorganismos del suelo.

En los espectros no se visualizaron grupos funcionales, tales como: alquenos, alquinos,
nitrilos, &cidos y compuestos aromaticos. Cabe destacar que el antibioético fue purificado
usando los filtros PVDF 0.45 um previo al analisis, de este modo eliminando impurezas

y residuos del solvente utilizado en la extraccion.
3.1.2. Cromatografia en capa fina

La TLC del antibiotico se realiz6 utilizando placas de silica gel marca (Sigma-Aldrich®,
L x W 10 cm x 5 cm con factor de fluorescencia a 254 nm) como fase estacionaria y la
mayor separacion de moléculas se obtuvo usando la fase movil compuesta por Acetato de
etilo- Cloroformo (3-1), ya que permitié una mejor separacion de los componentes del
antibidtico en un tiempo de 20 min. (Ver anexo No.3). Komsta, et al. (2014) mencionan
que la separacion de las fracciones de la muestra en la TLC puede depender de la seleccion
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del adsorbente, del soporte y de la fase mdvil (sea polar o no polar) ya que segun el

material elegido el desplazamiento de las moléculas de la muestra puede variar.

Se utiliz6 la luz UV a 254 nm (absorbancia) y a 365 nm (fluorescencia) para poder
visualizar la coloracion de las fracciones. Segin Volonté & Quiroga (2013), una gran
cantidad de sustancias pueden ser identificadas por su longitud de onda. En el caso de la
longitud de onda corta (UV a 254 nm) los compuestos pueden observarse como manchas
oscuras en un fondo verde, esto se debe a que el indicador de la fluorescencia de las
moléculas se inactiva por la absorcion de la luz; mientras que en la longitud de onda larga
(UV a 365 nm) los compuestos con naturaleza fluorescente se podran visualizar
facilmente. Algunos compuestos no absorben la luz UV, ya que se encuentran en su forma
i6nica en la placa debido al pH de la fase maévil o estacionaria (Sherma, 2013; Volonte &

Quiroga, 2013).

Luego de visualizar las fracciones se calculd el valor Rf de las moléculas bioactivas
separadas. Los Rf calculados fueron tres y son: Rf= 0.44, Rf=0.49 y Rf= 0.61. (Ver anexo
No.4). Para calcular el valor del factor Rf es necesario que las variables como la
temperatura, el adsorbente y su grosor, la cantidad de muestra, etc., sean constantes; al ser
complicado replicar estas condiciones se utilizan compuestos de referencia para la

identificacion de sustancias (Chen, et al., 2014).

Cuando se usé el revelador de Vainillina/Acido Sulfurico y se calentd la placa a
temperatura alta se pudo observar una coloracion violeta en el compuesto con un Rf=0.61;
estos reactivos agresivos tales como el &cido sulfirico concentrado se utilizan para revelar
compuestos que no presentan color propio, absorcion al UV, ni fluorescencia (Volonte &

Quiroga, 2013).
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3.1.3. Bioautografia

Para identificar los agentes antimicrobianos de la muestra se realizé la bioautografia de
inmersion por duplicado, donde se sembro en la placa cromatogréfica una cantidad de 40
pL de antibidtico con una concentracion de 10 mg/mL. La placa previamente separada se
sumergid en el medio de cultivo que contenia el colorante TTC y la cepa de control
certificada. Dewanjee, et al. (2015) afirman que luego de la solidificacion e incubacion
del medio (incluye las sales de tetrazolio) se puede visualizar las bandas de inhibicién y

de crecimiento microbiano.

Mediante el colorante TTC se pudo visualizar los halos de inhibicién producidos por la
cepa de Bacillus spizizenii (ATCC 6633) solo en las moléculas bioactivas con Rf= 0.61.
Los halos de inhibicién tenian un didmetro de 7.3 mm. Por otro lado, en la bioautografia
realizada con la cepa de control Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027) se pudo evidenciar
halos de inhibicion de 1.2 mm de diametro Unicamente en los componentes con Rf=0.61.

(Ver anexo No.5).

La coloracion violeta se debe a que las enzimas deshidrogenasas producidas por las
bacterias reducen las sales de tetrazolio en formazan y de ese modo se puede confirmar la
presencia del microorganismo. En el caso de la ausencia del microorganismo se presenta

un halo de inhibicion con una coloracion crema. (Choma & Grzelak, 2011).
3.1.4. Evaluacion de la MIC

Para la evaluacion de la MIC se realizé la técnica de microdilucién en caldo, con este
método es facil reproducir la prueba y ademas permite economizar la cantidad de muestra

usada en los ensayos (Balouiri, 2016). Para el analisis cualitativo se analizé la presencia
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o0 ausencia del crecimiento microbiano con el antibidtico obtenido de la cepa de Bacillus
megaterium y se evaluo usando el revelador TTC para identificar la densidad del colorante
aplicado. Ramirez & Castafio (2009) afirman que la presencia de las células vivas genera
cristales violetas, lo que permite evidenciar la actividad microbiana. En el anexo No.5 se
puede observar que la coloracion violeta aparece a partir de la concentracion de antibiético
de 125 pg/mL (Fila C) para ambos microorganismos de control. Cabe destacar, que en el
control positivo no se evidencid presencia de crecimiento microbiano mientras que en el

blanco si hubo coloracion violeta por el crecimiento microbiano.

Otra alternativa para la lectura y registro de resultados de la microdilucién en caldo es
utilizar un lector para identificar el desarrollo o la ausencia del microorganismo (Malbran,
2012). En el andlisis cuantitativo del MIC se evaluaron las absorbancias de la microplaca
en el equipo Microplate Reader en donde se interpreta que la absorbancia es directamente
proporcional a la concentracion bacteriana, es decir, entre mayor es la lectura mayor sera
el crecimiento microbiano o viceversa. Como se puede observar en la tabla No.5, la
absorbancia de las filas A y B que corresponden al antibi6tico con una concentracién de
500 pg/mL y 250 pg/mL respectivamente, tiene un valor inferior de absorbancia por lo

cual el crecimiento microbiano de ambos microorganismos es casi nulo.

En el blanco se observa una alta absorbancia en todos los pocillos comprobando que las
cepas utilizadas obtuvieron una alta concentracion bacteriana en el medio TSB estéril,
mientras que para el control positivo la gentamicina en una concentracién inicial de 1000
ug/mL produjo una completa inhibiciéon en todas las diluciones tanto para Pseudomona

aeruginosa (ATCC 9027) como para Bacillus spizizenii (ATCC 6633).
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Tabla No. 5. Lectura de absorbancias de la MIC obtenidas mediante el equipo Microplate

Reader

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,030 0,000 0,025 0,000 0,000 0,020 0,000 0,000 0,311 0,325 0,000 0,000
0,080 0,060 0,086 0,032 0,070 0,080 0,000 0,034 0,289 0,279 0,000 0,000
0,178 0,167 0,143 0,165 0,083 0,114 0,078 0,209 0,315 0,324 0,000 0,000
0,203 0,165 0,255 0,261 0,122 0,074 0,096 0,121 0,279 0,285 0,000 0,000
0,229 0,241 0,283 0,223 0,173 0,178 0,191 0,142 0,287 0,264 0,000 0,000
0,208 0,244 0,240 0,226 0,183 0,174 0,189 0,175 0,310 0,365 0,000 0,000
0,230 0,251 0,256 0,252 0,186 0,194 0,188 0,189 0,311 0,258 0,000 0,000

0,256 0,253 0,283 0,260 0,195 0,200 0,113 0,192 0,299 0,266 0,000 0,000

Nota: Columna 1 — 4: inoculadas con la cepa certificada de Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027) y con
antibiético de Bacillus. megaterium (PAP48G3). 5 — 8: inoculadas con la cepa certificada de Bacillus
spizizenii (ATCC 6633) y con antibi6tico de Bacillus megaterium (PAP48G3). 9: (Blanco): medio TSB
esteéril + Bacillus spizizenii. 10: (Blanco): medio TSB estéril + Pseudomona aeruginosa. 11: (C+): TSB
estéril + gentamicina + Pseudomona aeruginosa. 12: (C+): TSB estéril + gentamicina + Bacillus spizizenii

Elaborador por: El Autor, 2018.
3.1.5. Andlisis estadistico de la MIC

3.1.5.1.Porcentaje de inhibicion de Pseudomona aeruginosa frente al

antibidtico

En la tabla No.6 se presenta el ANOVA de los tratamientos de la concentracion del
antibidtico para la inhibicion de Pseudomona aeruginosa, se obtuvo un resultado de p-
valor <0.0001 con un estadistico de Fisher de 58.99, donde se afirma que al menos un

tratamiento presenta diferencia significativa.
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Tabla No. 6. ANOVA para los tratamientos de la inhibicién de Pseudomona aeruginosa

Analisis de varianza (SC tipo I11)

F.V F p-valor

Concentraciones 58.99 <0.0001

Nota: F: estadistico, P: probabilidad.
Elaborado por: El Autor, 2018.

3.2.5.1.1. Porcentaje de inhibicion de Pseudomona aeruginosa frente al

antibiotico por tratamiento, prueba Duncan 5 %

Mediante la prueba de Post Hoc de Duncan 5 %, se pudo identificar 6 rangos de
significancia de las 8 concentraciones de antibioticos analizadas, y fueron: (A), (AB), (B),
(C), (D) y (E). En la figura No.21 se interpreta con la letra “A” la concentracion de 3.9
pg/mL produciendo una inhibicion de la bacteria de 12.04 %, en el rango “AB” se
encuentran las concentraciones 31.7 pg/mL, 7.9 pg/mL y 62.5 pg/mL sin diferencia
significativa obteniendo un porcentaje de inhibicién de 14.98 %; 20.50 % y 20.79 %
respectivamente. En el rango “B” con una concentracion de 15.9 pug/mL se obtuvo una
inhibicion de 25.97 %, dentro del rango “C” la concentracion utilizada fue 125 ug/mL
generando una inhibicion bacteriana de 48.17 %, mientras que en el rango “D” con la
concentracion de 250 pug/mL se obtuvo una inhibicién del 77. 68 %. Por altimo, la mejor
concentracion de antibidtico fue del rango “E” obteniendo una alta inhibicion del 95.58

% contra Pseudomona aeruginosa utilizando la concentracion de 500 pg/mL.
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Figura No. 20: Pruebas Duncan 5% para concentraciones de antibidtico frente a Pseudomona
aeruginosa.
Elaborado por: El Autor, 2018

3.1.5.2.Andlisis del porcentaje de inhibicion de Bacillus spizizenii

En la tabla No.7 se indica los resultados obtenidos del ANOVA para el porcentaje de
inhibicién de Bacillus spizizenii, se identificd un p-valor de <0.0001 con un Fisher de

35.81; indicando que al menos una concentracion tiene diferencia significativa.

Tabla No.7: ANOVA para los tratamientos de la inhibicion de Bacillus spizizenii.

Analisis de varianza (SC tipo 111I)

F.V F p-valor

Concentraciones 35.81 <0.0001

Nota: F: estadistico; P: probabilidad.
Elaborado por: EI Autor, 2018.
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3.1.5.3.Porcentaje de inhibicion de Bacillus spizizenii frente al antibidtico por

tratamiento, prueba Duncan 5 %

Al realizar la prueba Post Hoc de Duncan 5 %, se pudieron diferenciar 5 rangos con
diferencias significativas entre las 8 concentraciones analizadas. En la figura No.22 se
observa que el rango “A” esta conformado por 3 concentraciones 7.9 pg/mL, 3.9 pg/mL
y 31.7 ug/mL obteniendo una inhibicién 26.65 %, 34.21 % y 35.23 % respectivamente,
en el caso del rango “B” con una concentracion de 15.9 pg/mL se generd una inhibicion
del 50.62 %. El rango “C” conformado por 2 concentraciones 62.5 pg/mL y 125 pg/mL
produjo una inhibicién del 63.77 %y 70.37 % respectivamente, en el rango “D” utilizando
la concentracion de 250 pg/mL se obtuvo una inhibicion del 83.51 %. En rango 6ptimo
en este ensayo fue el “E” con la concentracion de 500 pug/mL obteniendo un porcentaje

alto de inhibicion del 98.46 % de la bacteria Bacillus spizizenii.

Porcentaje de inhibicion de Bacillus spizizenii
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Concentracion del antibidtico (ugimb)

Figura No.21: Pruebas Duncan 5 % para concentraciones de antibiético frente a Bacillus

spizizenii.

Elaborado por: El Autor, 2018.
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3.1.5.4. Analisis estadistico del porcentaje de inhibicién entre Pseudomona

aeruginosa y Bacillus spizizenii.

En la tabla No.8 se describe los resultados del ANOVA de la inhibicion de los
microorganismos utilizados con las diferentes concentraciones de antibidtico. Se observo
un Fisher de 77.04 y un p-valor de <0.0001, confirmando que existe diferencia

significativa entre las dos cepas utilizadas en la MIC.

Tabla No.8. ANOVA de la inhibicion de las cepas utilizadas en el ensayo.

Andlisis de varianza (SC tipo I11)

F.V F p-valor

Cepas 77.04 <0.0001

Nota: F: estadistico; P: probabilidad.
Elaborado por: El Autor, 2018

3.1.5.5.Andlisis estadistico del porcentaje de inhibicion entre Pseudomona

aeruginosa y Bacillus spizizenii por tratamientos, prueba Duncan 5 %

En la figura No 23 se observa que al realizar la MIC utilizando el antibidtico extraido de
Bacillus megaterium produjo mayor inhibicion en Bacillus spizizenii (control para
bacterias Gram positivos) ya que fue inhibida en un total del 57.85 % mientras que en el
caso de Pseudomona aeruginosa (control para bacterias Gram negativos) se obtuvo una

menor inhibicién del 39.49 %.

La diferencia significativa de la sensibilidad microbiana a los agentes antimicrobianos se
debe a la estructura celular que poseen las bacterias, Kaplan (2014) afirma que las
bacterias Gram negativas tienen una caracteristica distintiva a las bacterias Gram positivas

que es la presencia de una membrana externa que rechaza el ingreso de ciertos antibiéticos
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a la celula; por tal motivo las bacterias Gram negativas son mas resistentes a los

antibioticos que las Gram positivas (Madigan, et al., 2009).

Porcentaje de inhibicion de las cepas bacterianas
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Figura No.22: Porcentaje de inhibicion de Pseudomona aeruginosa (P.a.) y Bacillus spizizenii (B.s.) frente

al antibidtico extraido, pruebas Duncan 5 %.
Elaborado por: El Autor, 2018
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Conclusiones

Al realizar la produccion del antibidtico en medio 1SP2, se establece que este medio
permite a la bacteria mejorar el rendimiento en la produccién de moléculas antibioticas y
al inocular el microorganismo Bacillus megaterium en caldo ISP2 en condiciones de estrés
de 1.2 % de salinidad y un pH de 7+ 0.2 se extrajo una mayor cantidad en el dia 4

obteniendo 52.20 mg de antibidtico a partir de 2 litros de medio ISP2.

Al identificar los principales grupos funcionales del antibidtico extraido de 3 y 4 dias, se
pudo evidenciar que, en ambos tiempos de produccion, el antibiético contiene los mismos
grupos funcionales tales como: amino, carbonilo, carboxilo, alcano y alcoxi. Confirmando
que tanto el antibi6tico que produce mayor inhibicién en Bacillus spizizenii (3 dias) como
el antibidtico que genera mayor inhibicién en Pseudomona aeruginosa (4 dias) son
idénticos. También se evidencid posibles estructuras quimicas similares al grupo de

antibioticos de los Beta-Lactamicos.

Al purificar el antibiotico mediante TLC se obtuvo una separacion de 3 compuestos, en el
cual mediante la bioautografia de inmersién en Bacillus spizizenii se visualiz6 un halo de
inhibicién de 7.3 mm de diametro en el compuesto con Rf= 0.61; mientras que en
Pseudomona aeruginosa se observo un halo de inhibicion de 1.2 mm de diametro en la

molécula con Rf= 0.61.
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Al evaluar la concentracion minima inhibitoria realizando la técnica de microdilucion en
caldo con Bacillus spizizenii se obtuvo mayor inhibicién en la concentracién de 500
pg/mL de antibiético inhibiendo el 98.46 % de la cepa. En el caso de Pseudomona
aeruginosa se produjo mayor inhibicién en la concentracion de 500 pg/mL inhibiendo el

95.58 % de la bacteria.

Mediante el analisis estadistico se confirma que el antibiético genera un mayor porcentaje
de inhibicion contra Bacillus spizizenii en un total de 57.85 % mientras que para
Pseudomona aeruginosa se inhibié un total de 39.49 %. Concluyendo que a pesar de ser
un antibiotico extraido de amplio espectro tiene mas eficacia contra Bacillus spizizenii, es

decir contra bacterias Gram positivas.
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Recomendaciones

Realizar la extraccion del antibidtico con ayuda de otros solventes organicos como
cloroformo, acetato de etilo, n- butanol, acetonitrilo, etc., teniendo en cuenta la precaucion

de no dafiar la molécula antibi6tica al extraer debido a los puntos altos de ebullicion.

Realizar una cromatografia preparativa para identificar de forma detallada la estructura
quimica de la molécula con propiedad antimicrobiana, encontrada en la bioautografia de
inmersion; mediante analisis de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y un analisis

de derivatizacion GC/MS.
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Anexos

Anexo No.1. Antibiético producido por Bacillus megaterium en medio ISP2 y extraido

con hexano, en un tiempo de produccion de 3 dias y de 4 dias.

Elaborado por: El autor, 2018.
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Anexo No. 2. Espectros Infrarrojos del Antibi6tico purificado
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Anexo No. 3. Cromatografia TLC utilizando antibidtico a una concentracion de 10 mg/mL
observadas bajo luz UV a 254 nm (absorbancia), a 365 nm (fluorescencia) y con revelador

de vainillina/Acido Sulfrico.

Vainillina/Acido
Luz UV a 254 nm Luz UV a 365 nm Sulfdrico

Elaborador por: El autor, 2018.
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Anexo No.4. Medicién de los Rf de las moléculas obtenidas en la separacion mediante
TLC.

Elaborador por: El autor, 2018.

Anexo No. 5. Bioautografia del antibidtico utilizado en una concentracion de 10 mg/mL
contra Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027) y Bacillus spizizenii (ATCC 6633).

Pseudomona Bacillus
aeruginosa spizizenii

Elaborador por: El autor, 2018.
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Anexo No. 6. Microdilucion en caldo para evaluar la Concentracion Minima Inhibitoria.

Elaborador por: El autor, 2018
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