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Las infecciones ocasionadas por microorganismos resistentes a antimicrobianos son una
preocupacion sanitaria internacional. Uno de los enfoques para atender este problema es
la bisqueda y desarrollo de nuevos compuestos que puedan ser utilizados como
medicamentos. Una de las estrategias de bisqueda consiste en la exploraciéon de nuevos
compuestos bioactivos producidos por microorganismos que habitan ambientes
extremos. La cepa ST2-7A de Streptomyces sp. del Salar de Tara es una bacteria aislada
del desierto de Atacama que se ha mostrado tiene bioactividad citotoxica.

El objetivo de este trabajo es identificar la bioactividad antibacteriana de la cepa ST2-7A
de Streptomyces sp. del Salar de Tara, maximizando la produccién de metabolitos
bioactivos. Primero, se implementa una versién modificada de la metodologia de particion
Kupchan para la eleccion de un disolvente de extraccion de metabolitos. Para maximizar
la produccion se realizaron variaciones a las condiciones de cultivo: pH, agitacion,
temperatura y salinidad, en el medio Tryptic Soy Broth (TSB) modificado. La produccion
se evalu6 midiendo la formaciéon de halos de inhibiciéon de crecimiento bacteriano al
realizar bioensayos contra Escherichia coli y Bacillus subtilis mediante el método disco
difusion. Luego, se comparo la bioactividad de las condiciones originales y optimizadas, y
se construyeron las curvas de cinética de crecimiento mediante mediciéon de densidad
optica y peso seco. Finalmente, se realizé un escalamiento del cultivo de laboratorio a un
biorreactor de 1 [L], comparando fermentaciones con pH inicial 9 (sin control) y pH
constante igual a 9.

En este trabajo se determiné que la cepa ST2-7A posee bioactividad antibacteriana frente
a E. coliy B. subtilis. En relacion con los disolventes de extracciéon probados, el inico que
logré generar halos de inhibicidon de crecimiento fue el éter de petroleo. Luego, tras variar
las condiciones de cultivo, una a la vez, se determinaron que las 6ptimas para la
produccién de metabolitos son pH 9, 160 RPM, 35°C y 15% (m/v) de NaCl. Las
condiciones optimizadas permitieron un aumento en el porcentaje de bioactividad,
respecto al control, del 10 y 7%, frente a E. coli y B. subtilis, respectivamente. Por otra
parte, la velocidad especifica de crecimiento maxima para las condiciones optimizadas fue

1 . . . . , .
0,16 [Z]’ un 25% menor respecto a las condiciones originales. Se logr6 determinar una

curva de calibracion para el crecimiento de la cepa con coeficiente de determinacion igual
a 0,91. Al escalar el cultivo a un biorreactor de 1 [L], se obtuvo que no controlar el pH
permite reducir la duracion de la fase lag y generar una concentracion de biomasa un 17%
mayor respecto al cultivo con control de pH.

De este trabajo, se propone evaluar el uso de nuevos disolventes organicos para la
extraccion de metabolitos. También, se proyecta investigar variaciones a las condiciones
de cultivo como modificar la fuente de carbono o variar pardmetros fisicos como la
exposicion a la radiacion UV. Finalmente, es también necesario identificar los metabolitos
bioactivos y estandarizar un método para su cuantificacion.
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1 Introduccion

1.1 Contextualizacion

El descubrimiento de la penicilina en 1928 marco el inicio de una nueva era en la que se
logro6 dar tratamiento a una gran variedad de enfermedades por microorganismos. A pesar
de esto, las enfermedades infecciosas continian siendo una las causas mayoritarias de
muerte en el mundo y uno de los motivos corresponde al desarrollo de resistencia a
antimicrobianos (Kapoor, et al., 2017). Las enfermedades ocasionadas por infecciones de
microorganismos multirresistentes son una preocupacion sanitaria internacional y se
proyecta que para el ano 2050 estas seran la causa mayoritaria de mortandad (UK
Department of Health, 2016).

La resistencia a antibi6ticos es un proceso natural mediante el cual una bacteria adquiere
resistencia frente a una sustancia que antes le era de caracter nocivo, lo que se produce
por medio de mutaciones en respuesta a la exposicion a la sustancia, fenomeno que se ha
visto acelerado por el uso irresponsable de antibioticos (World Health Organization,
2020). Esta situaciéon ha motivado a la comunidad nacional e internacional al desarrollo
de planes de accion para combatir las infecciones farmacorresistentes, uno de los enfoques
es la busqueda y desarrollo de nuevos compuestos que puedan ser utilizados como
medicinas (World Health Organization, 2015) (Ministerio de Salud, 2017). Una de las
estrategias de busqueda, consiste en la exploracion de nuevos compuestos bioactivos
producidos por microorganismos que habitan en condiciones extremas (Goodfellow &
Fiedler, 2010), pues es en los ambientes adversos donde los microorganismos han debido
desarrollar nuevas estrategias de supervivencia mediante la sintesis de compuestos
bioactivos (Maurya, et al., 2020).

Un ambiente de caracteristicas extremas corresponde al desierto de Atacama, lugar en el
que han desarrollado variadas investigaciones por parte del Centro de Biotecnologia y
Bioingenieria (Centre for Biotechnology and Bioengineering, 2021). A partir de muestras
obtenidas del desierto de Atacama se han logrado identificar nuevas especies del género
Streptomyces: S. asenjonii, S. bullii, S. deserti y S. leeuwenhoekii (Goodfellow, et al.,
2017) (Santhanam, et al., 2013) (Santhanam, et al., 2012) (Busarakam, et al., 2014). En
particular, el género Streptomyces corresponde a un nicho importante de moléculas
bioactivas y mas del 75% de los antibi6ticos disponibles comercialmente, tanto de uso
humano como veterinario, derivan de especies de este género (Law, et al., 2018).

1.2 Motivacion

Las enfermedades ocasionadas por infecciones bacterianas pueden ser enfrentadas
mediante el uso de antibioticos, los que actiian atacando mecanismos especificos del ciclo
de vida de las bacterias responsables de la infeccion. No obstante, debido al desarrollo de
resistencia a antibidticos de las bacterias a través de las generaciones, los tratamientos se
han vuelto cada vez menos efectivos. De este modo, surge como necesidad la bisqueda de
nuevos compuestos antibidticos que puedan ser utilizados frente a bacterias patogenas
resistentes.



Los estudios realizados en especies de Streptomyces aisladas del desierto de Atacama han
permitido la identificacion de moléculas de propiedades antibacterianas contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, como las asenjonamidas A-C y chaxamicinas
A-D, producidas por S. asenjonii y S. leeuwenhoekii, respectivamente (Abdelkader, et al.,
2018) (Rateb, et al., 2011). Continuando esta linea de bioprospeccién de moléculas
bioactivas a partir de microorganismos aislados del desierto de Atacama, una de las cepas
de interés que ha mostrado presentar bioactividad citotoxica frente células de cancer de
pulmoén, melanoma e higado, es la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. del Salar de Tara
(Guerrero Cassanello, 2019).

Este proyecto tiene por motivacion realizar una contribucion al combate de infecciones de
patogenos multirresistentes. Esto, mediante la identificacion de bioactividad
antibacteriana de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. del Salar de Tara y la optimizacion
de las condiciones de cultivo que permitan maximizar la producciéon de los metabolitos
bioactivos.

1.3 Antecedentes
1.3.1 Cepa ST2-7A de Streptomyces sp.

La cepa ST2-7A de Streptomyces sp. es uno de los aislados a partir de las muestras
tomadas en las expediciones de bioprospeccion realizadas a fines de 2016 en el Salar de
Tara. Esta, junto a otras 8 cepas aisladas de la misma ubicacion fueron caracterizadas
mediante su gen ribosomal 16S, tras esto, la construccion del arbol filogenético revel6 que
el pariente filogenético mas cercano es la S. alkaliphilus (Guerrero, et al., 2017).

El cultivo de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. ha sido llevado a cabo en los medios
(modificados) starch casein agar (SCA) y tryptic soy broth (TSB), para cultivo sélido y
liquido, respectivamente. En relacién con las condiciones de cultivo se ha mostrado que
su crecimiento se ve favorecido con un pH 10 inicial y temperatura constante de 33°C,
pues permiten reducir la duracion de la fase lag y obtener una mayor biomasa al llegar al
estado estacionario. Ademas, el uso de almidén como fuente de carbono permite un mejor
crecimiento y esporulacion frente al uso de glucosa. El escalamiento del cultivo a nivel de
laboratorio a un biorreactor de 1 [L] ya ha sido estudiado con anterioridad y se ha
verificado que el crecimiento celular durante la fase exponencial se ve favorecido al utilizar
un pH inicial 10 (Guerrero Cassanello, 2019).

Una de las principales dificultades asociadas al cultivo en medio liquido de Streptomyces
corresponde a la aglomeracion y formacion de pellets. Entre las problemaéticas originadas
por la formacion de aglomerados se destacan la transferencia deficiente de masa y oxigeno
entre las células y el medio de cultivo, y dificultad para la toma de muestras
representativas del cultivo, lo que conlleva a la necesidad de técnicas mecénicas para la
ruptura de pellets y dificultad para la toma de muestras representativas del cultivo
(Koepft, et al., 2017). Estudios sobre el cultivo de Streptomyces han permitido determinar
una correlacion inversa entre el tamano de los pellets formados y la frecuencia de agitacion
(Gamoa-Suasnavart, et al., 2013) (Koepff, et al., 2017). El cultivo de la cepa ya ha sido
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realizado con 160 RPM de agitacion, no obstante, no se han explorado variaciones a este
parametro (Guerrero Cassanello, 2019).

Otro parametro de interés en el cultivo de la cepa corresponde a la salinidad, Guerrero
mostr6 que al cultivar al 10% (m/v) de NaCl se obtiene un mayor crecimiento y una
pigmentacion amarilla, que declara podria estar relacionada a la produccion de
metabolitos secundarios (Guerrero, et al., 2020).

1.3.2 Testeo de susceptibilidad a antimicrobianos

El testeo de susceptibilidad a antimicrobianos, o también conocido como antibiograma,
es un procedimiento de laboratorio que permite identificar que sustancias
antimicrobianas son especificamente efectivas contra diferentes microorganismos
infecciosos. De la variedad de procedimientos de testeo, los principales corresponden a
los métodos: disco difusion y concentraciéon minima inhibitoria (CMI) (Bayot & Bragg,
2020).

El método de disco difusion es una técnica cualitativa, estandarizable y recomendada para
determinar la sensibilidad bacteriana frente a antibi6ticos. Parala implementacion de esta
técnica, primero se debe inocular en una placa de Petri la bacteria objetivo en un medio
apto para su crecimiento, luego son depositados sobre la superficie himeda, del medio de
cultivo, discos de papel impregnados con el antibiotico que se desea probar o alicuotas, de
este modo, el antibi6tico difunde hacia el medio formando un gradiente de concentracion.
Posteriormente, las placas son incubadas entre 18 y 24 horas, para luego verificar la
aparicion o no de halos de inhibicion de crecimiento (HIC) bacteriano (Taroco, et al.,
2006).

La frontera entre la zona de crecimiento y la zona de inhibicién se encuentra sujeta a la
CMI. Al depositar la solucion del metabolito antimicrobiano en la superficie del agar, se
forma un gradiente de concentracion tal que, cada punto dentro del HIC tiene una
concentracion igual o mayor a la CMI y los puntos fuera del HIC tienen una concentracion
menor a la CMI (Bayot & Bragg, 2020).

1.3.3 Descripciéon y medios de cultivo de bacterias patogenas
1.3.3.1 Eschierichia coli

Escherichia coli es una enterobacteria considerada modelo de estudio para una gran
variedad de procesos biologicos. Esta es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo,
cuyo crecimiento se ve favorecido en temperaturas de 37°C (Croxen, et al., 2013).
Comunmente encontrada en pequenas proporciones en la flora intestinal humana y si
bien, no suele comprometer la salud del hospedero, la proliferaciéon de cepas patogénicas
puede causar enfermedades como: bacteriemia, diarrea sangrienta, infecciones de tracto
urinario y meningitis neonatal (Allocati, et al., 2013) (Poolman, 2017). El cultivo de esta
bacteria puede ser llevado a cabo en los medios tryptic soy agar (TSA) y agar Luria Bertani
(LB) (Lessard, 2013).



1.3.3.2 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es una bacteria de la familia Bacillaceae considerado un modelo estudio
de procesos biologicos por sus altamente eficientes sistemas de secrecion de proteinas y
la adaptabilidad de su metabolismo (Su, et al., 2020). Esta es un bacilo Gram positivo, de
metabolismo aerébico, que usualmente se encuentra en suelos y la flora intestinal de
rumiantes y humanos (Bernardeau, et al., 2017) (Errington & van der Aart, 2020). Si bien,
la mayoria de las especies del género Bacillus no poseen potencial patogénico, B. cereus
ha sido reportada como causal de contaminaciones alimenticias y hospitalarias (Glasset,
et al., 2018) (Barrie, et al., 1994). El cultivo de esta bacteria puede ser llevado a cabo en
los medios TSA y LB (iGEM, 2014).

1.3.4 Optimizacion condiciones de cultivo: Un factor a la vez

El método “un factor a la vez”, o también por su nombre inglés one-factor-at-a-time
(OFAT), es una metodologia que consiste en mantener constantes todos los parametros
del cultivo a excepcion de uno. La variacidon del parametro se realiza en un rango
determinado de valores y se estudian los efectos de estas modificaciones en la produccion
de biomasa o un compuesto de interés. Esta corresponde a una de las técnicas preferidas
por investigadores para el disefio de medios de cultivo. El método OFAT puede ser
subclasificado de acuerdo con la naturaleza de las modificaciones a implementar (Singh,
et al., 2016):

e Experimentos de eliminacion: Se eliminan, uno a la vez, todos los componentes de
un medio y se estudia el efecto que tiene en la producciéon tras un tiempo de
incubacion apropiado, para cada caso.

e Experimentos de suplementacion: Se anaden, uno a la vez, diferentes suplementos
al medio de cultivo y se evaltia el impacto de cada uno de estos. Generalmente, se
estudia la suplementacion de carbono y nitrégeno.

e Experimentos de reemplazo: Para la formulacion del medio, se reemplazan fuentes
de carbono o nitrogeno por otras que muestren tener un efecto potenciador en la
produccidn al realizar los experimentos de suplementacion.

e Experimentos de parametros fisicos: Se modifican parametros fisicos del medio
como son el pH, temperatura, requisitos de agitacion y aireacion, y se evaltian los
efectos en la produccion.

1.3.5 Extraccion liquido-liquido

La extraccion liquido-liquido, o también conocida como extraccion con disolventes, es una
técnica que se utiliza para separar selectivamente los componentes de una mezcla y se
basa en la diferencia de solubilidad de un compuesto de interés en liquidos inmiscibles, o
parcialmente inmiscibles, entre si. De este modo, una vez finalizado el cultivo celular se
obtiene una fase acuosa que debe ser mezclada con un disolvente organico adecuado, que
sea capaz de solubilizar la mayor cantidad del producto de interés, la mezcla es agitada
para aumentar la superficie de contacto y se deja reposar para que los liquidos separen



por decantacion. La eleccién de un disolvente de extracciéon adecuado debe cumplir los
siguientes requisitos (Angurell, et al., Sin fecha):

e No debe ser miscible con el disolvente original en el que se encuentra el metabolito
de interés.

e El compuesto de interés debe ser significativamente mas soluble en el disolvente
de extraccion que en el disolvente original.

e Elresto de los componentes del disolvente original deben tener baja solubilidad en
el disolvente de extraccion.

e El disolvente de extraccion debe ser suficientemente volatil para permitir una
recuperacion sencilla del producto de interés mediante operaciones como
destilacién o evaporacion.

Uno de los métodos utilizados para identificar disolventes de extraccion corresponde a la
metodologia de particion Kupchan, que utiliza como disolventes: cloroformo, éter de
petroleo y tetracloruro de carbono (Kupchan, et al.,, 1973). No obstante, se decide
reemplazar el cloroformo y tetracloruro de carbono, por alternativas que posean una
polaridad similar, menor toxicidad y menor valor econémico. De este modo, se evita la
presencia de trazas de caracter nocivo en el extracto de metabolitos bioactivos (que
podrian perjudicar el resultado del bioensayo) y se reducen los costos de investigacion
asociados. La version modificada de la metodologia de particion Kupchan a implementar
en esta memoria de titulacion considera el uso de éter de petroleo, etilo acetato y
tetrahidrofurano.

1.4 Descripcion del proyecto

En este proyecto se busca identificar la actividad antibacteriana de la cepa ST2-7A de
Streptomyces sp. del Salar de Tara contra cepas de Eschierichia coli y Bacillus subtilis. Se
optimizaran las condiciones de cultivo mediante la variacion de pH, temperatura,
salinidad y agitacion para maximizar la produccion de metabolitos bioactivos mediante el
método OFAT. Las variaciones en la produccion de metabolitos bioactivos seran evaluadas
segun la formacion de halos de inhibicion de crecimiento al aplicar la técnica de testeo de
susceptibilidad a antimicrobianos de disco difusiéon. Luego, tras determinar las
condiciones de cultivo 6ptimas para la produccién de metabolitos bioactivos se compara
la cinética de crecimiento bajo las condiciones originales (6ptimas para el crecimiento de
biomasa) y las condiciones Optimas determinadas en este trabajo. Posteriormente, se
realiza un escalamiento del volumen de cultivo a nivel de laboratorio a un biorreactor de
1 [L], en el que se logran mejores condiciones de agitacion y aireacion, respecto a los
cultivos en matraces, ademas de permitir el control de pH.

1.5 Justificacion

La realizacion de esta memoria de titulacion es un aporte a la salud publica, pues
contribuye directamente a la medicina e industria farmacéutica mediante la busqueda de
nuevas sustancias antibacterianas que puedan ser utilizadas frente a patdgenos
multirresistentes. Ademas, la optimizacion de condiciones de cultivo permite aumentar la
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produccioén de molécula de interés manteniendo costos similares de operacion. De este
modo, se reduciran los costos de investigacion y desarrollo de un nuevo posible
antibiotico, lo que facilitaria y fomentaria la produccion de un nuevo medicamento.

1.6  Objetivos
Para el desarrollo del proyecto descrito se plantean los siguientes objetivos:
1.6.1 General

e Determinar la actividad antibacteriana de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. del
Salar de Tara, maximizando la producciéon de metabolitos bioactivos.

1.6.2 Especificos

e Adaptar y probar protocolos de extraccion de metabolitos bioactivos a partir de
cultivos para identificar la actividad antibacteriana de la cepa ST2-7A de
Streptomyces sp. del Salar de Tara.

e Optimizar las condiciones de cultivo de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. del
Salar de Tara para maximizar la produccion de metabolitos bioactivos variando pH,
agitacion, temperatura y salinidad.

e Determinar y comparar parametros de la cinética de crecimiento del cultivo de la
cepa ST2-7A de Streptomyces sp. del Salar de Tara en condiciones de cultivo
originales y optimizadas para la producciéon de metabolitos bioactivos.

e Estudiar las modificaciones propuestas al escalar el volumen de cultivo a nivel de
laboratorio a un biorreactor de 1 litro.

1.7  Alcances

En este trabajo de titulo se realiza la eleccién de un disolvente de extraccion de metabolitos
bioactivos entre éter de petroleo, etilo acetato y tetrahidrofurano. La optimizacion de las
condiciones de cultivo para maximizar la produccion de metabolitos se realiza
modificando pH, temperatura, agitacion y salinidad, s6lo en los rangos que sean
declarados en la seccion de metodologia. Los bioensayos para determinar la bioactividad
antibiotica se realizaran contra una bacteria Gram negativa (E. coli) y una Gram positiva
(B. subtilis). En los cultivos en biorreactor solo se compara el uso de pH inicial 9 (sin
control) versus utilizar pH 9 constante.

1.8 Limitaciones
La ejecucion de este proyecto tiene las siguientes limitaciones:
e Debido a que los metabolitos bioactivos atin no se encuentran identificados, ni

tampoco se tienen métodos estandarizados para su cuantificacién, las variaciones
en la produccion de metabolitos bioactivos seran evaluadas mediante el método de
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disco difusion, que se basa en la medicion de halos inhibiciéon de crecimiento. Por
el mismo motivo, tampoco se determinara la concentracién minima inhibitoria.

2 Materiales y metodologia

2.1 Materiales

La esterilizacion del material se lleva a cabo en una autoclave BioMedic Daihan LabTech
Co. Ltd. Modelo LaC-5100SD.

2.1  Cultivo de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp.

Almidon soluble (CAS: 9005-84-9 Winkler Ltda.)
Antiespumante (Antifoam 289 SIGMA)

Asa metalica graduada de 10 [uL]

Cloruro de calcio dihidratado (CAS: 10035-04-8 Winkler Ltda.)
Cloruro de sodio (CAS: 7647-14-5 PanReact)

Matraces Erlenmeyer de 250 [mL] con 4 bafles (KIMAX®)
Peptona de soya (CAS: 91079-46-8 Merck)

pHmetro (CORNING pH meter 320)

Pipeta de 200 [uL]

Pipetas Pasteur (HIRSCHMANN®)

Solucion de acido clorhidrico 4 [M]

Solucion de hidroxido de sodio 4 [M]

Thermoshaker (LabTech Modelo LSI-3016R)

VVVVVVVVVYVVVY

2.1.1 Eleccién de disolvente organico

» Bomba de vacio 1,7 [m3/h] (Vacuubrand GMBH+CO Modelo MZ 2C)
» Cabina de extraccion de flujo (ESCO Modelo EBD-4A0)
» Centrifuga (eppendorf Centrifuge 5804 R)
» Embudo de decantacion 500 [mL]
> Eter de petrdleo 40-60°C para analisis, ACS, ISO (Index No: 649-328-00-1
PanReac AppliChem)
> Etilo acetato (141-78-6 Winkler Ltda.)
» Metanol grado técnico (CAS: 67-56-1 Winkler Ltda.)
» Rotoevaporador (DragonLab Re100-Pro)
» Tetrahidrofurano para analisis (CAS: 109-99-9 Merck)
» Tubos de centrifuga 50 [mL] (CITOTEST®)
2.1.2 Extraccion de metabolitos bioactivos mediante disolvente organico
» Bomba de vacio 1,7 [m3/h] (Vacuubrand GMBH+CO Modelo MZ 2C)
» Cabina de extraccion de flujo (ESCO Modelo EBD-4A0)
» Centrifuga (eppendorf Centrifuge 5804 R)
» Embudo de decantacién 500 [mL]
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Eter de petroleo 40-60°C para anilisis, ACS, ISO (Index No: 649-328-00-1
PanReac AppliChem)

Metanol grado técnico (CAS: 67-56-1 Winkler Ltda.)

Rotoevaporador (DragonLab Re100-Pro)

Tubos de centrifuga 50 [mL] (CITOTEST®)

Bioensayos

Bacto™ Agar (REF: 214010 Becton, Dickinson and Company)

Botella 500 [mL] (Schott)

Campana de flujo laminar (BIOBASE Modelo BBS-H1300)

Cubetas para espectrofotémetro

Difco™ Luria Broth Base, Miller (REF: 211420 Becton, Dickinson and Company)
Espectrofotometro (Spectronic Unicam Modelo Genesys 10 UV)

Estufa para cultivo (Gallenkamp Economy Incubator with fan Size 2)

Matraces Erlenmeyer de 50 y 250 [mL] (KIMAX ®)

Pipetas 200y 1000 [uL]

Placas de Petri (CITOTEST®)

Mantenimiento de bacterias patoégenas

Asa metalica graduada de 10 [uL]

Bacto™ Agar (REF: 214010 Becton, Dickinson and Company)

Botella 500 [mL] (Schott)

Difco™ Luria Broth Base, Miller (REF: 211420 Becton, Dickinson and Company)
Estufa para cultivo (Gallenkamp Economy Incubator with fan Size 2)

Placas de Petri (CITOTEST®)

Cinética de Crecimiento

Balanza analitica (OHAUS® Analytical Plus Modelo AP210-0)
Botella 500 [mL] (Schott)

Cloruro de calcio dihidratado (CAS: 10035-04-8 Winkler Ltda.)
Cloruro de potasio (CAS: 7447-40-7 Merck)

Cloruro de sodio (CAS: 7647-14-5 PanReac)

Cubetas para espectrofotémetro

Espectrofotometro (Spectronic Unicam Modelo Genesys 10 UV)
Matraces Erlenmeyer de 50 [mL] (KIMAX®)

Matraces Erlenmeyer de 250 [mL] con 4 bafles (KIMAX®)
Pipeta de 1000 [uL]

Solucién de acido clorhidrico 4 [M]

Soluci6n de hidroxido de sodio 4 [M]

Bicarbonato de sodio 0,05 (CAS: 144-55-8 SIGMA)

Tubos para microcentrifuga 1,5 [mL] estériles (AXYGEN®)
Microcentrifuga (DLab D3024)



2.1.6 Escalamiento en biorreactor

Almidon soluble (CAS: 9005-84-9 Winkler Ltda.)
Antiespumante (Antifoam 289 SIGMA)

Asa metalica graduada de 10 [uL]

Cloruro de calcio dihidratado (CAS: 10035-04-8 Winkler Ltda.)
Cloruro de sodio (CAS: 7647-14-5 PanReact)

Equipo de cultivo BIOSTAT®B.

Fermentador de 1,5 [L.] de BIOSTAT®B.

Jeringas quirurgicas 5 [mL]

Matraz Erlenmeyer de 250 [mL] con salida inferior (KIMAX®)
Peptona de soya (CAS: 91079-46-8 Merck)

pHmetro (CORNING pH meter 320)

Pipeta de 200 [uL]

Pipetas Pasteur (HIRSCHMANN®)

Sensores de temperatura y pH de BIOSTAT®B para volumen de 1,5 [L]
Solucion de acido clorhidrico 4 [M]

Solucion de hidroxido de sodio 1y 4 [M]

Thermoshaker (LabTech Modelo LSI-3016R)

VVVVVVVVVVVVVVVVY

2.2 Metodologia

La realizacion de todos los procedimientos se debe llevar a cabo utilizando elementos
estériles y los elementos de seguridad necesarios: delantal, guantes de vinilo y mascarilla.
Por otra parte, la toma de muestras de los cultivos e inoculaciones se deben realizar en un
area estéril bajo mechero.

2.2.1 Cultivos de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp.

La cepa de ST2-7A de Streptomyces sp. ha sido conservada como espora en un stock de
glicerol a -80°C.

2.2.1.1 Cultivo en condiciones originales

1) Sepreparan 3 matraces de 250 [mL] con 3 bafles. A cada matraz se anaden 1 [g]
de peptona de soya, 1 [g] de almidon soluble, 1 [g] de cloruro de sodio, 0,1 [g]
de cloruro de calcio dihidrato y 100 [mL] de agua destilada.

2) Los matraces se ajustan en pH 10, utilizando pipetas Pasteur y diluciones de
hidréxido de sodio (NaOH) 4 [M] y acido clorhidrico (HCI) 4 [M], para subir o
bajar el pH, respectivamente.

3) Se autoclavan los matraces durante 15 [min] a 121°C.

4) A cada matraz se afiaden 10 [uL] de antiespumante! (previamente autoclavado).

1 E]l antiespumante es un liquido viscoso y se recomienda afiadirlo cuando ain se encuentra tibio
o caliente, de lo contrario su manipulacién con la pipeta se vera dificultada.
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Con el asa metalica se inoculan los matraces a partir del stock de la cepa ST2-

7A de Streptomyces sp.

Los matraces son incubados en thermoshaker durante 72 [h] a 160 RPM y 33°C.
Variacion de pH

Se preparan 2 matraces con 4 bafles por cada pH a evaluar (9, 10 y 11). A cada
matraz se anaden 1 [g] de peptona de soya, 1 [g] de almidon soluble, 1 [g] de
cloruro de sodio, 0,1 [g] de cloruro de calcio dihidrato y 100 [mL] de agua
destilada.

Se ajusta el pH de cada matraz, y su duplicado, a los valores 9, 10 y 11, utilizando
pipetas Pasteur y diluciones de hidréxido de sodio (NaOH) 4 [M] y &cido
clorhidrico (HCI) 4 [M], para subir o bajar el pH, respectivamente.

Se autoclavan los matraces durante 15 [min] a 121°C.

A cada matraz se anaden 10 [uL] de antiespumante (previamente autoclavado).
Con el asa metalica se inoculan los matraces a partir del stock de la cepa ST2-
7A de Streptomyces sp.

Los matraces son incubados en thermoshaker durante 72 [h] a 160 RPM y 33°C.

Variacion de agitacion

Se preparan 2 matraces con 4 bafles por cada agitacion a evaluar (160, 200 y
240 RPM). A cada matraz se anaden 1 [g] de peptona de soya, 1 [g] de almidén
soluble, 1 [g] de cloruro de sodio, 0,1 [g] de cloruro de calcio dihidrato y 100
[mL] de agua destilada.

Se ajusta el pH de cada matraz, y su duplicado, al valor 10, utilizando pipetas
Pasteur y diluciones de hidréxido de sodio (NaOH) 4 [M] y acido clorhidrico
(HCI) 4 [M], para subir o bajar el pH, respectivamente.

Se autoclavan los matraces durante 15 [min] a 121°C.

4) A cada matraz se afiaden 10 [uL] de antiespumante (previamente autoclavado).

5)
6)

2.2.1.4

1)

2)

7)
3)

Con el asa metalica se inoculan los matraces a partir del stock de la cepa ST2-
7A de Streptomyces sp.

Los matraces son incubados en thermoshakers durante 72 [h] y 33°C, utilizando
las agitaciones 160, 200 y 240 RPM.

Variacion de temperatura

Se preparan 2 matraces con 4 bafles por cada temperatura a evaluar (33, 35y
37°C). A cada matraz se afiaden 1 [g] de peptona de soya, 1 [g] de almidon
soluble, 1 [g] de cloruro de sodio, 0,1 [g] de cloruro de calcio dihidrato y 100
[mL] de agua destilada.

Se ajusta el pH de cada matraz, y su duplicado, al valor 10, utilizando pipetas
Pasteur y diluciones de hidroxido de sodio (NaOH) 4 [M] y acido clorhidrico
(HCI) 4 [M], para subir o bajar el pH, respectivamente.

Se autoclavan los matraces durante 15 [min] a 121°C.

A cada matraz se afiaden 10 [uL] de antiespumante (previamente autoclavado).
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4) Con el asa metalica se inoculan los matraces a partir del stock de la cepa ST2-
7A de Streptomyces sp.

5) Los matraces son incubados en thermoshakers durante 72 [h] a 160 RPM,
utilizando las temperaturas 33, 35y 37°C.

2.2.1.5 Variacion de salinidad

1) Se preparan 2 matraces con 4 bafles por cada salinidad a evaluar (10, 15y 20
%). A cada matraz se afiaden 1 [g] de peptona de soya, 1 [g] de almid6n soluble,
0,1 [g] de cloruro de calcio dihidrato, segtin corresponda, 1, 1,5 0 2 [g] de cloruro
de sodio y 100 [mL] de agua destilada.

2) Se ajusta el pH de cada matraz, y su duplicado, al valor 10, utilizando pipetas
Pasteur y diluciones de hidroxido de sodio (NaOH) 4 [M] y acido clorhidrico
(HCl) 4 [M], para subir o bajar el pH, respectivamente.

3) Se autoclavan los matraces durante 1 [h] a 121°C.

4) A cada matraz se anaden 10 [puL] de antiespumante (previamente autoclavado).

5) Con el asa metéalica se inoculan los matraces a partir del stock de la cepa ST2-
7A de Streptomyces sp.

6) Losmatraces son incubados en thermoshaker durante 72 [h] a160 RPM y 33°C.

2.2.1.6 Cultivo en condiciones optimizadas

1) Sepreparan 3 matraces de 250 [mL] con 4 bafles. A cada matraz se anaden 1 [g]
de peptona de soya, 1 [g] de almidon soluble, 1,5 [g] de cloruro de sodio, 0,1 [g]
de cloruro de calcio dihidrato y 100 [mL] de agua destilada.

2) Los matraces se ajustan en pH 9, utilizando pipetas Pasteur y diluciones de
hidroxido de sodio (NaOH) 4 [M] y acido clorhidrico (HCI) 4 [M], para subir o
bajar el pH, respectivamente.

3) Se autoclavan los matraces durante 1 [h] a 121°C.

4) A cada matraz se afiaden 10 [uL] de antiespumante (previamente autoclavado).

5) Con el asa metalica se inoculan los matraces a partir del stock de la cepa ST2-
7A de Streptomyces sp.

6) Los matraces son incubados en thermoshaker durante 72 [h] a160 RPM y 35°C.

2.2.2 Elecciéon de disolvente organico
A partir de un cultivo en condiciones originales de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp.

1) Los medios son centrifugados a 10000 RPM durante 10 [min]. Luego, se
recupera el sobrenadante y se repite el proceso. Los pellets son descartados.

2) Trabajando bajo campana de extraccion de flujo, en el embudo de decantaciéon
se anaden el sobrenadante y éter de petrdleo en la razon 1:1 (v/v), se agita
vigorosamente y se deja reposar durante 2 [min].

3) Serecuperan la fase acuosa (inferior) y organica (superior).
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4)

5)
6)

7)
8)

9)

En el embudo de decantacion, se anaden la fase acuosa recién recuperada y etilo
acetato en la razon 1:1 (v/v), se agita vigorosamente y se deja reposar durante 2
[min].

Se recuperan la fase acuosa (inferior) y organica (superior).

En el embudo de decantacion, se anaden la fase acuosa recién recuperada y
tetrahidrofurano en la razén 1:1 (v/v), se agita vigorosamente y se deja reposar
durante 2 [min].

Se recuperan la fase acuosa (inferior) y organica (superior).

Las fases acuosas y organicas obtenidas son evaporadas en el rotoevaporador a
100 RPM y 33°C. El protocolo de uso del rotoevaporador se muestra en el Anexo
A.

Los metabolitos bioactivos son resuspendidos en 10 [mL] de metanol.

10) Se realizan bioensayos contra E. coli y B. subtilis con el procedimiento que se

muestra en la seccién 2.2.4.

2.2.3 Extraccion de metabolitos bioactivos por disolvente organico

A partir de cultivos donde se realizan variaciones a las condiciones y medio de cultivo de
la cepa ST2-7A de Streptomyces sp.

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)
8)

Los medios son centrifugados a 10000 RPM durante 10 [min]. Luego, se
recupera el sobrenadante y se repite el proceso. Los pellets son descartados.
Trabajando bajo campana de extraccion de flujo, en el embudo de decantacién
se anaden el sobrenadante y éter de petrdleo en la razon 1:1 (v/v), se agita
vigorosamente y se deja reposar durante 2 [min]z.

Se recupera la fase acuosa abriendo la llave de paso.

Se anade nuevamente la fase acuosa recuperada en 3), se agita vigorosamente y
se deja reposar durante 2 [min].

Se extrae la fase acuosa abriendo la llave de paso y esta es descartada, la fase
organica superior es recuperada por la parte superior del embudo de
decantacion.

Para cada muestra se mide el volumen de fase organica obtenido (Vo).

Luego, la fase organica es evaporada en el rotoevaporador a 100 RPM y 33°C.
Se recuperan los metabolitos bioactivos utilizando un volumen de metanol (Vm)
determinado segun la ecuacion (1).

3
Vm:Vo’7 (D

2 Durante la extraccion se puede formar una estructura gelatinosa que debe ser descartada, de lo
contrario al realizar los bioensayos se observaran zonas de sobrecrecimiento, para eliminar la
estructura gelatinosa aumente el tiempo de reposo.
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2.2.4 Bioensayo

Las bacterias de prueba Escherichia coli y Bacilus subtilis son conservadas en medio
solido en placas Petri con agar LB en camara de frio a 4°C. El mantenimiento de estas se
realiza cada 2 semanas.

1) Se preparan 2 matraces de 50 [mL] para el cultivo de preinoculos de E. coli y B.
subtilis. A estos se anaden 0,155 [g] de medio LBy 10 [mL] de agua destilada.

2) Se preparan 2 matraces de 250 [mL] para el cultivo de inéculos de E. coli y B.
subtilis. A estos se anaden 1,55 [g] de medio LB y 100 [mL] de agua destilada.

3) Se prepara en una botella de 500 [mL] el medio sélido para los bioensayos. A
esta se anade 3,55 [g] de medio LB, 3,525 [g] de agar y 350 [mL] de agua
destilada.

4) Los matraces y botella son autoclavados durante 15 [min] a 121°C.

5) Los matraces para el inéculo son almacenados en camara de frio a 4°C y la
botella Schott en la estufa a 60°C hasta su uso.

6) Con el asa metalica se afiaden a cada matraz de preinoculo biomasa del stock de
E. coliy B. subtilis. Estos son cultivados overnight en thermoshaker a 200 RPM
y 37°C.

7) Luego, se preparan los cultivos de los in6culos anadiendo a cada matraz 5 [mL]
de su preinoculo respectivo. Estos son cultivados en thermoshaker a 200 RPM
y 37°C.

8) En la cabina de bioseguridad se preparan las placas de Petri para el bioensayo.
Para esto utilizando una regla se marcan 4 puntos, equidistantes entre si, a 2,5
[cm] del centro. El bioensayo se trabaja en triplicado y el punto restante es
utilizado como control negativo.

9) A partir de los 90 [min] de cultivo, se mide la densidad 6ptica (OD600) de los
inoculos utilizando el espectrofotometro. La mediciéon se realiza utilizando
como blanco agua miliQ y longitud de onda 600 [nm]. Se realizan mediciones
cada 10 [min] hasta que la OD600 alcance un valor cercano a 0,6.

10) Luego, en un tubo de centrifuga estéril se mezclan el agar LB y el inéculo de E.
coli o B. subtilis siguiendo la proporcion mostrada en la ecuacién (2), donde
(Vin) y (Va), son los volimenes del inéculo y agar LB, respectivamente. La
mezcla es trasvasijada en las placas y se espera hasta que gelifiquen.

_ 00125 xVy )

V. =
i 0D600

11) A cada placa se aplican alicuotas de 25 [uL] de las muestras de metabolitos
bioactivos, suspendidas en metanol, al control negativo 25 [uL] de metanol.
12) Dos placas son utilizadas como control positivo, una para cada microorganismo,
se utilizan 25 [uL] de cloranfenicol y carbomicina a 50 [mg/mL] para E. coli y
B. subtilis, respectivamente.

13) Las placas son incubadas en la estufa para cultivos a 37°C durante 24 [h].

14) Con una regla se miden los didmetros de los halos de inhibicién de crecimiento.
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2.2.5 Mantenimiento de bacterias patogenas

1)

2)
3)

4)

5)
6)

En una botella de 250 [mL] se prepara agar LB, para esto se afiaden 1,015 [g]
de medio LB, 1,007 [g] de agar y 100 [mL] de agua destilada.

La botella es autoclavada durante 15 [min] a 121°C.

En la cabina de bioseguridad se preparan 4 placas Petri con el agar LB y se
espera hasta que gelifiquen.

Con el asa metalica se realiza la siembra de las placas Petri, inoculando 2 con E.
coli y 2 con B. subtilis, a partir del stock mas reciente y que haya mostrado un
mayor crecimiento.

Las placas son incubadas en la estufa para cultivos a 37°C durante 24 [h].
Luego, las placas son almacenadas en frio a 4°C.

2.2.6 Cinética de crecimiento

2.2.6.1

1)

3)

4)
5)

6)

Cultivo en condiciones originales y 6ptimas

Se preparan dos matraces Erlenmeyer 50 [mL] con medio de cultivo original y
Optimo para los preindculos. Su preparacion viene dada por:

a. Medio original: se ahaden 0,2 [g] de peptona de soya, 0,2 [g] de almidon
soluble, 0,2 [g] de cloruro de sodio, 0,02 [g] de cloruro de calcio
dihidratado y 20 [mL] de agua destilada.

b. Medio 6ptimo: se afiaden 0,2 [g] de peptona de soya, 0,2 [g] de almidon
soluble, 0,3 [g] de cloruro de sodio, 0,02 [g] de cloruro de calcio
dihidratado y 20 [mL] de agua destilada.

Se preparan matraces Erlenmeyer 250 [mL] con 4 bafles para el cultivo en
medio original y 6ptimo, cada uno en triplicado. Su preparacion viene dada por:

a. Medio original: se anaden 1 [g] de peptona de soya, 1 [g] de almidon
soluble, 1 [g] de cloruro de sodio, 0,1 [g] de cloruro de calcio dihidratado
y 100 [mL] de agua destilada.

b. Medio 6ptimo: se afiaden 1 [g] de peptona de soya, 1 [g] de almidon
soluble, 1,5 [g] de cloruro de sodio, 0,1 [g] de cloruro de calcio
dihidratado y 100 [mL] de agua destilada.

Se ajusta el pH de cada matraz utilizando pipetas Pasteur y diluciones de
hidréxido de sodio (NaOH) 4 [M] y acido clorhidrico (HCI) 4 [M], para subir o
bajar el pH, respectivamente. Los matraces con medio original se ajustan a pH
10 y con medio 6ptimo a pH 9.

Los matraces son autoclavados durante 15 [min] a 121°C.

A los matraces con bafles se afiaden 10 [uL] de antiespumante (previamente
autoclavado). Estos son guardados en camara de frio a 4°C hasta su uso.

Con un asa metalica se inoculan los matraces para preinoculos a partir del stock
de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. Los matraces son incubados en
thermoshaker a 160 RPM, 33°C y 35°C para condiciones originales y 6ptimas,
respectivamente, durante 48 [h].
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7)

2.2.6.2

2)
3)

4)

5)

6)

2.2.6.3

2)

Luego, se inoculan los matraces con bafles con 5 [mL] del preindculo. Los
matraces son incubados en thermoshaker a 160 RPM, 33°C y 35°C para
condiciones originales y 6ptimas, respectivamente, durante 72 [h].

Medicion absorbancia y peso seco

En una botella de 250 [mL] se prepara solucion Ringer a concentraciéon Y4, para
esto se anaden 0,45 [g] de cloruro de sodio, 0,021 [g] de cloruro de potasio,
0,024 [g] de cloruro de calcio dihidratado, 0,01 [g] de bicarbonato de sodio y
200 [mL] de agua destilada.
La botella es autoclavada durante 15 [min] a 121°C.
Al iniciar los cultivos en matraces con bafles, se extraen dos muestras de 1 [mL]
de los matraces de preinoculo que son depositadas en tubos de microcentrifuga.
A partir del momento de inoculacidn, se extraen dos muestras de 1 [mL] de cada
matraz y se depositan en tubos de microcentrifuga. La toma de muestras se
realiza cada 2 [h], hasta detectar el inicio de la fase de crecimiento exponencial,
iniciada esta se toman muestras cada 1 [h] hasta tener al menos 5 datos, luego,
se toman muestras cada 24 [h].
Una de las muestras es destinada para la medicion de absorbancia.
a. Los tubos son centrifugados a 10000 RPM durante 5 [min], con cuidado,
el sobrenadante es descartado.
b. El pellet himedo es resuspendido en 1 [mL] de la solucion Ringer.
c. En el espectrofotometro se mide absorbancia a 600 [nm] utilizando
como blanco la solucién Ringer.
d. Sila medicion resulta en un valor mayor a 2, la muestra debe ser diluida
en 1 [mL] de solucién Ringer
e. Se repite hasta que el valor de OD600 sea menor a 2.
Una de las muestras es destinada para la medicion de peso seco, para esto:
a. Se masan los tubos con la muestra en la balanza analitica.
b. Los tubos son centrifugados a 10000 RPM durante 5 [min], con cuidado,
el sobrenadante es descartado.
c. Lostubos con el pellet himedo son secados overnight en la estufa a 60°C.
d. Los tubos con el pellet seco son masados en la balanza analitica.

Escalamiento en biorreactor

Se prepara en un matraz Erlenmeyer con salida inferior de 250 [mL] medio de
cultivo 6ptimo para el preinoculo. Para esto, se anaden 0,5 [g] de peptona de
soya, 0,5 [g] de almidon soluble, 0,75 [g] de cloruro de sodio, 0,05 [g] de cloruro
de calcio dihidratado y 50 [mL] de agua destilada.

Se prepara en el biorreactor BIOSTAT® medio de cultivo. Para esto, se afiaden
10 [g] de peptona de soya, 10 [g] de almiddn soluble, 15 [g] de cloruro de sodio,
1 [g] de cloruro de calcio dihidratado y 1 [L] de agua destilada. Para el montaje
del equipo se conectan sensores de temperaturay pH.
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3) Se ajusta el pH de medio del matraz y biorreactor en 9, utilizando pipetas
Pasteur y diluciones de hidroxido de sodio (NaOH) 4 [M] y acido clorhidrico
(HCI) 4 [M], para subir o bajar el pH, respectivamente.

4) El matraz y biorreactor son autoclavados durante 15 [min] a 121°C.

5) Con un asa metalica se inocula el matraz a partir del stock de la cepa ST2-7A de
Streptomyces sp. Este es incubado en thermoshaker a 160 RPM y 35°C durante
48 [h].

6) Previo a la inoculaci6on del biorreactor se afiade con una jeringa 50 [uL] de
antiespumante, se conecta la alimentacion del flujo de aire a 3 [L/min], el rotor
a 160 RPM y la chaqueta térmica a 35°C.

7) Luego, el contenido del matraz es trasvasijado al biorreactor para su
inoculacion.

8) El cultivo en biorreactor se lleva a cabo de dos maneras:

a. Se ajusta a pH inicial 9, sin controlar esta variable durante la
fermentacion.

b. Se controla el pH, manteniendo su valor constante en 9, para esto se
conecta una solucién de hidroxido de sodio (NaOH) 1 [M] (previamente
autoclavada) a la bomba del biorreactor.

9) Con jeringas quirtrgicas se toman muestras de 1 [mL] a las o, 2, 3, 4, 5, 6, 24,
48 y 72 [h] desde la inoculacién y se realizan mediciones de OD600 segtn el
procedimiento de la seccién 2.2.6.2.

10)Transcurridas las 72 [h] de cultivo, se realiza la extraccion de metabolitos
bioactivos segun el procedimiento descrito en la seccion 2.2.3. A 125 [mL] de
cultivo se realiza la extraccion en proporcion 1:1 (sobrenadante de
medio:disolvente) y al medio restante se realiza en proporcion 8:1.

11) Se realizan bioensayos segtn el procedimiento descrito en la seccion 2.2.4.
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3 Resultados y discusion
3.1 Eleccion disolvente organico

Al utilizar los diferentes disolventes organicos, segun la version modificada del método
Kupchan para la extraccién de metabolitos, se encontré que el Gnico que logr6 generar
bioactividad fue el éter de petroleo, como se muestra en la Figura 1. Por el contrario, el uso
de la fase acuosa (medio de cultivo centrifugado), etilo acetato y tetrahidrofurano
generaron zonas de crecimiento microbiano.

Figura 1: Actividad antibiotica de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. utilizando diferentes disolventes
organicos para la extraccion de metabolitos bioactivos frente a E. coli (izquierda) y B. subtilis (derecha).
Extracciones con (0): fase acuosa, (1): éter de petrdleo, (2): etilo acetato y (3): tetrahidrofurano.

Tras la realizacion de la prueba preliminar para la eleccion del disolvente de extraccion de
metabolitos bioactivos se encontré que solo el uso de éter de petroleo logr6 mostrar
actividad antibacteriana, de este modo, en las etapas siguientes las extracciones solo se
utiliz6 dicho compuesto. Posteriormente se corroboré que el mismo disolvente no sea
causante de la bioactividad. Ademas, el éter de petroleo fue el disolvente organico mas
apolar utilizado, por lo tanto, es probable que el metabolito de interés posea una
estructura apolar. Por el contrario, el uso de la fase acuosa, etilo acetato y tetrahidrofurano
generaron zonas de crecimiento microbiano, esto se puede deber a que otras moléculas de
caracteristicas nutritivas, como proteinas o carbohidratos, solubilicen en los
mencionados. El éter de petroleo corresponde a una mezcla de compuestos organicos, de
este modo, el procedimiento de extraccion podria un mejor desempeiio identificando el
compuesto por el cual el metabolito tenga mayor afinidad. Otros disolventes de extraccion
apolares que podrian ser estudiados son hexano, benceno y éter dietilico.

Con la ejecucion de bioensayos se logré verificar la bioactividad antibacteriana contra
bacterias Gram positiva y negativa, Eschierichia coli y Bacillus subtilis, respectivamente.
Esto es un precedente favorable para la realizacion de pruebas frente a bacterias
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epidemiol6gicamente mas relevantes como pueden ser los patogenos alimentarios de los
géneros Listeria, Staphylococcus y Salmonella. El estudio de la bioactividad
antibacteriana de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. puede ser abordado con interés
veterinario o agricola, aumentando asi también la variedad de bacterias objetivo para la
identificacion de bioactividad.

3.2 Condiciones de cultivo

Al variar, una a la vez, las condiciones de cultivo de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp.
se registraron los didmetros de los HIC. El detalle de las mediciones se muestra en Anexo
B.

3.2.1 Variacion de pH

Los porcentajes de inhibicion antibidtica respecto al control positivo variando el pH se
muestran en la Figura 2. Del grafico se puede observar que la mayor bioactividad se
obtuvo al ajustar el medio de cultivo a pH 9, obteniendo una mejora del 7% respecto a las
condiciones de cultivo originales (pH 10), para E. coli y B. subtilis. Por otra parte, utilizar
un pH 11 conllevd a una variacion del 2% respecto al medio original, siendo una
disminucion frente a E. coli y, por el contrario, un aumento frente a B. subtilis.

e N
Inhibicion antibidtica variando pH

HH

i
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(il

33%
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Variaciéon de pH
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Figura 2: Actividad antibiotica de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. variando el pH. Las barras
color verde claro indican bioactividad contra E. coli y las barras color verde oscuro bioactividad
contra B. subtilis. El porcentaje de bioactividad mostrado es relativo al control positivo
(cloranfenicol para Gram- y carbomicina para Gram+, ambos a 50 [mg/mL]).

Las diferencias en el porcentaje de inhibicion respecto al control son maximas al comparar
pH 9 y pH 11 frente a E. coli, por otra parte, la menor bioactividad se obtiene a pH 10
contra B. subtilis. Las diferencias en la produccion de metabolitos bioactivos se pueden
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deber a diferencias en el crecimiento de biomasa y no necesariamente al impacto del pH
en los mecanismos de sintesis del metabolito.

3.2.2 Variacion de agitacion

Los porcentajes de inhibicion antibio6tica respecto al control positivo variando la agitacion
se muestran en la Figura 3. Del grafico se puede observar que la mayor bioactividad se
obtuvo al utilizar 160 RPM frente a E. coli y B. subtilis. Ademaés, se puede notar que la
bioactividad disminuy6 al aumentar la agitacion en los bioensayos contra E. coli, en
contraste, no hubo variaciones significativas frente a B. subtilis.
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Figura 3: Actividad antibi6tica de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. variando la agitacion. Las
barras color verde claro indican bioactividad contra E. coli y las barras color verde oscuro
bioactividad contra B. subtilis. El porcentaje de bioactividad mostrado es relativo al control
positivo (cloranfenicol para Gram- y carbomicina para Gram+, ambos a 50 [mg/mL]).

A partir de los resultados mostrados en la Figura 3: Actividad antibiética de la cepa ST2-7A de
Streptomyces sp. variando la agitacion. Las barras color verde claro indican bioactividad contra
E. coli y las barras color verde oscuro bioactividad contra B. subtilis. El porcentaje de bioactividad
mostrado es relativo al control positivo (cloranfenicol para Gram- y carbomicina para Gram+,
ambos a 50 [mg/mL]).Figura 3 se puede notar que no existen diferencias significativas al
variar la agitacion de los cultivos, siendo el 6ptimo 160 RPM, con una diferencia
porcentual del 5% respecto al menor valor, en los ensayos contra E. coli.

Estudios sobre el cultivo de Streptomyces indican que a menor agitacion el tamato de los
pellets aumenta (Gamoa-Suasnavart, et al., 2013) (Koepff, et al., 2017), lo que reduce la
transferencia de masa y dificulta el proceso de extraccion. No obstante, en este trabajo se
muestra que el uso de matraces con bafles permitié aumentar la produccion con la menor
agitacion. Esto viene dado porque los bafles permiten la formaciéon de turbulencias en el
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medio liquido facilitando la transferencia de masa. De lo anterior surge como propuesta a
futuro estudiar la variacion del namero de bafles de los matraces y su impacto en la
produccion.

3.2.3 Variacion de temperatura

Los porcentajes de inhibicion antibiotica respecto al control positivo variando la
temperatura se muestran en la Figura 4. Del grafico se puede observar que la mayor
bioactividad se obtuvo al utilizar 35°C frente a E. coli y B. subtilis, con un aumento frente
alas condiciones originales (33°C) del 2% y 15%, respectivamente. Ademas, se puede notar
que la bioactividad disminuyo al utilizar 37°C respecto al caso original, frente a E. coli, y
no hubo variacion frente a B. subtilis.
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Figura 4: Actividad antibiotica de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. variando la temperatura.
Las barras color verde claro indican bioactividad contra E. coli y las barras color verde oscuro
bioactividad contra B. subtilis. El porcentaje de bioactividad mostrado es relativo al control
positivo (cloranfenicol para Gram- y carbomicina para Gram+, ambos a 50 [mg/mL]).

Al variar la temperatura la mayor produccion se obtuvo a los 35°C, valor mayor que la
condicion original que maximiza el crecimiento celular (33°C). Esto puede significar que
los procesos de regulacion y enzimas involucradas en la sintesis del metabolito bioactivo
tengan una temperatura 6ptima levemente superior a las involucradas en el metabolismo
primario. Para corroborar esto se requiere la identificacion de la molécula bioactiva y las
rutas metabdlicas involucradas en su sintesis para un estudio exhaustivo de estas, lo que
queda propuesto para etapas posteriores. De manera analoga al experimento de variacion
de pH se sugiere para etapas posteriores de cultivo en biorreactor, iniciar la fermentacion
a 33°C para generacion de biomasa y luego modificar las condiciones de operacion para
maximizar la produccion de metabolitos bioactivos.
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3.2.4 Variacion de salinidad

Los porcentajes de inhibicion antibio6tica respecto al control positivo variando la salinidad
se muestran en la Figura 5. Del grafico se puede observar que la mayor bioactividad se
obtuvo al utilizar 15% de cloruro de sodio (m/v) frente a B. subtilis, con un aumento frente
a las condiciones originales (10%) del 7%. En cambio, contra E. coli, no hubo variacion
respecto a las condiciones originales.
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Figura 5: Actividad antibi6tica de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. variando la salinidad (en
porcentaje de cloruro de sodio masa/volumen). Las barras color verde claro indican bioactividad
contra E. coli y las barras color verde oscuro bioactividad contra B. subtilis. El porcentaje de
bioactividad mostrado es relativo al control positivo (cloranfenicol para Gram- y carbomicina para
Gram+, ambos a 50 [mg/mL]).

Al variar la salinidad se obtuvo que la mayor bioactividad se present6 en los cultivos con
15% (m/v) de NaCl, si bien las variaciones en porcentaje no son significativas, se tiene que
este valor es un punto de inflexion. Dado que el valor 6ptimo es mayor a la salinidad del
caso original, se propone el control de esta variable para futuras pruebas en biorreactor,
iniciando la fermentacion con 10% para maximizar el crecimiento y luego, anadir medio
con tal concentracién de sal que el reactor alcance un 15%.

Tras estudiar los porcentajes de bioactividad de las diferentes modificaciones segtin el
método OFAT, se observa que los resultados varian en un amplio rango de valores que van
desde el 19 al 43% y del 36 al 80%, contra E. coli y B. subtilis, respectivamente. Estas
diferencias se plantean se deben a tres motivos, primero, a los diferentes didmetros de los
HIC formados en los controles positivos que vendria dada, principalmente, por errores
aleatorios en volumen de la alicuota del antibi6tico. Segundo, al nivel de crecimiento que
hayan mostrado los patégenos al momento de realizar el bioensayo, en este trabajo se
consideraron aceptables mediciones de OD600 entre 0,5 y 0,75. Y tercero, al error
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aleatorio relacionado a la concentracion del metabolito de las diferentes alicuotas
aplicadas. Estas ultimas dos inciden directamente en los diametros de los HIC que
variaron entre 1,0 y 2,3 [cm].

Por ultimo, en relaciéon con el método OFAT, se sugiere explorar variaciones a las fuentes
de glucosa, si bien el uso de almidén favorece el crecimiento de biomasa y esporulacion
(Guerrero Cassanello, 2019), no se ha estudiado su impacto en la producciéon de
metabolitos bioactivos. Ademas, de realizar modificaciones a las condiciones de cultivo en
funcidon de las caracteristicas del Salar de Tara. Primero, realizar experimentos de
suplementacién, considerando sales de otros elementos que sean abundantes en la
localidad, y que, por lo tanto, se esperaria que la cepa se encuentre adaptada para crecer
en su presencia, por ejemplo, sales de elementos como litio, potasio y magnesio (Troncoso,
et al., 2013). Otra alternativa corresponde a estudiar variaciones a los parametros fisicos
como exponer los cultivos a radiacion UV, considerando que el desierto de Atacama es la
region con mayor radiacion solar del mundo (Osses, et al., 2017) , se esperaria que la cepa
posea mecanismos de proteccién ante esta.

3.3 Cultivo en condiciones originales y 6ptimas para la produccion
3.3.1 Cinética de crecimiento

De las mediciones de OD600 de los cultivos en condiciones originales y optimizadas,
mostrados en Anexo B, con la manipulacién mostrada en Anexo C, se construye el grafico
de la Figura 6 que muestra el crecimiento celular durante la fase exponencial. De las
regresiones lineales mostradas en el mismo, se obtiene que el p,,,, de las condiciones

o e 1 . e o e 1
originales es de 0,16 [ﬁ] y el de las condiciones optimizadas 0,12 [ﬁ]’ lo que corresponde a
una disminucion de un 25%.
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Figura 6: Crecimiento celular medido a través de absorbancia a 600 nm, utilizando como blanco
solucién Ringer V4 fuerza ionica. Se muestra solo la fase exponencial.
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De los resultados, se puede notar que los cultivos en condiciones optimizadas mostraron,
en promedio, un aumento mas acelerado en la medicion de OD600 en las primeras horas,
respecto a las condiciones originales. No obstante, después de la hora 6 las mediciones en
condiciones originales superaron a las optimizadas, esto es de acuerdo con lo esperado,
pues las condiciones originales son aquellas que permiten maximizar la produccion de
biomasa. El comportamiento de las primeras horas se puede atribuir a que el pH inicial
de las condiciones originales es mayor, lo que podria extender la duracion de la fase de
crecimiento lag, pues la cepa requiere un mayor tiempo para sintetizar los metabolitos
que le permitan tolerar la alcalinidad.

3.3.2 Curva de calibracion

De las mediciones de OD600 y peso seco de los cultivos en condiciones originales y
optimizadas, mostrados en Anexo B, con la manipulacion mostrada en Anexo 3, se
construye la curva de calibracion mostrada en la Figura 7. La curva exhibe un
comportamiento lineal en el rango de valores, con un coeficiente de determinacion igual
a 0,91.

Curva de calibracion
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3 ® 9 versus biomasa)
I=y 1,0 o
(@) X
y =2,095x - 0,0675
0,5 ® R?=0,9107
0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Concentracién biomasa [mg/mL]

Figura 7: Curva de calibracion del crecimiento de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. midiendo
densidad o6ptica a 600 [nm] versus concentracion de biomasa [mg/mL], a partir de los cultivos en
condiciones originales y optimizadas.

El coeficiente de determinacion es un valor cercano a 1, por lo que la curva se considera
apropiada para la estimacion de concentracién de biomasa en funcion de las mediciones
de densidad o6ptica. No obstante, es importante considerar que para la construccion de la
curva solo se consideraron muestras sin dilucién o dilucion de un 1/,. De este modo, el
modelo puede ser mejorado al integrar un mayor nimero de datos, incluyendo muestras
diluidas en 1/, 0 1/;.

A partir de la regresion lineal obtenida a partir del grafico de la Figura 7y el procedimiento
mostrado en Anexo C, se determina la concentraciéon de biomasa tedrica segin las
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mediciones de OD600, lo que se muestra en la Figura 8 y Figura 9, para los cultivos en
condiciones originales y optimizadas, respectivamente.

Biomasa Condiciones Originales
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=@ Biomasa real

Concentracion biomasa [mg/mL]
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Figura 8: Comparacion entre la biomasa real y calculada, segin la curva de calibracion, para el
crecimiento de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. bajo las condiciones originales de cultivo.
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Figura 9: Comparacion entre la biomasa real y calculada, segin la curva de calibracion, para el
crecimiento de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. bajo las condiciones optimizadas de cultivo.

En relacion con el desempefio de la curva de calibraciéon para la estimacion de biomasa
segun las mediciones de OD600, se puede notar que, para las condiciones originales, las
mayores diferencias respecto a la biomasa real se presentan en las primeras horas de
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cultivo (horas 2 y 4) y en la hora 24. Por otra parte, para el cultivo en condiciones
optimizadas las mayores diferencias se presentan durante la fase de crecimiento
exponencial (horas 5y 7). Los errores porcentuales promedios para las concentraciones
de biomasa en condiciones originales y optimizadas fueron 12,32 y -0,99%,
respectivamente, segiin se muestra en el Anexo 3.

3.3.3 Comparacion bioactividad antibio6tica

Los porcentajes de inhibicion antibio6tica respecto al control positivo de los cultivos en
condiciones originales y 6ptimas se muestran en la Figura 10. En el grafico se puede notar
un aumento en el porcentaje de bioactividad del 10 y 7% frente a E. coli y B. subtilis,
respectivamente.
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Figura 10: Actividad antibidtica relativa de las condiciones originales versus las condiciones
optimizadas para la produccion. Las barras color verde claro indican bioactividad contra E. coli y
las barras color verde oscuro bioactividad contra B. subtilis. El porcentaje de bioactividad
mostrado es relativo al control positivo (cloranfenicol para Gram- y carbomicina para Gram+,
ambos a 50 [mg/mL]).

Si bien existe una diferencia porcentual significativa entre la bioactividad frente a E. coli
y B. subtilis, esto se debe a las diferencias de los diametros de los halos de inhibicién de
los antibi6ticos utilizados como control positivo. El didmetro medido para las muestras
tratadas con el metabolito obtenido por el cultivo en condiciones optimizadas fue en
ambos casos 2,07 [cm], y de los controles positivos fueron 5,5+0,3 y 3,3+0,5 [cm], para E.
coli y B. subtilis, respectivamente, como se muestra en el Anexo B. Las diferencias en las
mediciones se justifican del mismo modo a lo discutido en la seccion 3.2.
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3.4 Escalamiento en biorreactor
3.4.1 Cinética de crecimiento

De las mediciones de OD600 del cultivo en biorreactor, mostradas en Anexo B y con la
manipulaciéon mostrada en Anexo C, se construye el grafico de la Figura 11 que compara
la cinética de crecimiento del cultivo sin control de pH y con pH constante igual a 9. Del
grafico se puede notar que el cultivo sin control de pH inici6 rapidamente su fase de
crecimiento exponencial, cuyo ., aumentoé a 0,18 [%], un 50% mayor respecto al
crecimiento en matraz. Por otra parte, el cultivo con pH constante se mantuvo en fase lag
durante el mismo intervalo de tiempo.

Cinética de crecimiento
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© 0 2 - 4 6 8
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= . sin control R?=0,9892
S5 04 ( )
. =0,0078x - 0,4486
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% o (PH9) R?=0,8195
-0,8
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Figura 11: Cinética de crecimiento del cultivo de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. en biorreactor
de 1 [L] y condiciones optimizadas para la produccion. Se muestra la fase de crecimiento
exponencial del cultivo sin control de pH y las mediciones de OD600 para el cultivo en pH
constante igual a 9, en el mismo intervalo de tiempo.

En la Figura 12 se muestra la curva de variacion de pH del cultivo sin control. En el grafico
se puede notar una rapida acidificacion del medio, llegando a pH 5,75 en las primeras 6
horas de cultivo. Posterior a la hora 24, el medio aumenta su alcalinidad llegando a un pH
8,14 al momento de finalizar el experimento.
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Variacion de pH
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Figura 12: Variacion del pH al cultivar la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. en biorreactor de 1 [L]
en condiciones optimizadas para la producciéon de metabolitos bioactivos.

De la Figura 12 se puede senalar que no controlar el pH del medio podria favorecer la
disminucioén de la duracién de la fase lag. Al graficar las mediciones de densidad 6ptica 'y
pH de la fase exponencial se nota que existe una correlacion de caracter lineal con un
coeficiente de determinacion igual a 0,9, como se muestra en la Figura 13. Una vez el
cultivo a alcanzado la fase de crecimiento estacionaria el pH aumenta, lo que indicaria
también un aumento en la muerte celular.
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Figura 13: Relacion entre la densidad 6ptica a 600 [nm] y pH durante la fase de crecimiento
exponencial del cultivo de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. en biorreactor de 1 [L].

A partir de las mediciones de OD600 para los cultivos en biorreactor sin control de pH y
pH constante 9, se determina la biomasa tedrica segin la curva de calibracion. Los
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resultados se muestran en la Figura 14, en esta se puede notar que el cultivo sin control de
pH alcanza una mayor concentraciéon de biomasa en un menor tiempo de fermentacion.
Por otra parte, al mantener pH constante 9 el cultivo inicia la fase de muerte celular en las
ultimas 24 horas de fermentacion. Al comparar ambos cultivos en su fase estacionaria
(horas 24 y 48) se obtuvo que el cultivo sin control de pH generd una concentraciéon un
17% mayor respecto al cultivo con pH constante.

Biomasa calculada

=

E35 —o

ob

g 3

% 2,5 —@— pH inicial 9 (sin control)
€

s’ pH 9
Q 15

<

g 1

'c 0,5

© L 4

£ 0

§ 0 10 20 30 40 50 60 70 80

S Tiempo [h]

Figura 14: Concentraciéon de biomasa calculada, segin la curva de calibracion, para el crecimiento
de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. en biorreactor de 1 [L], pH inicial 9 (sin control) y pH
constante 9.

El cultivo con control de pH tuvo una fase de crecimiento lag de mayor duracion, esto se
puede deber a que la bacteria necesita sintetizar metabolitos que le permitan tolerar un
pH alcalino. Por el contrario, en el caso sin control de pH las reacciones oxidativas propias
del metabolismo energético acidifican el medio. Se propone a futuro realizar una curva de
bioactividad y evaluar la produccion de metabolitos bioactivos versus el tiempo de
fermentacion, y asi, verificar si la sintesis del metabolito es un mecanismo de tolerancia a
la basicidad del medio. Esto también permitiria

La fermentacion realizada con pH constante 9 presentd una disminucion en la
concentracion de biomasa durante las altimas 24 horas. El pH se controlé s6lo con una
solucion de hidroxido de sodio, sin conectar una solucién acida para bajar el pH. Esto
resulto que, durante la etapa de muerte celular, el medio de cultivo aumentara su pH a 9,2
al momento de terminar la fermentacion. Finalmente, dado que no controlar el pH
permite maximizar el crecimiento bacteriano y reducir la duracién de la fase lag, se
propone para futuras etapas de cultivo en biorreactor, iniciar la fermentacion sin control
de pH, y luego, alcanzada la fase estacionaria mantener pH 9 constante.
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3.4.2 Bioensayos

Los porcentajes de inhibicion respecto al control de los bioensayos realizados a partir de
los cultivos sin control de pH y pH constante 9 se muestran en la Figura 15. En el grafico
se puede notar que los porcentajes de bioactividad aumentaron entre un 2 y 4% conforme
se utilizd6 una mayor proporcion de medio versus el disolvente de extraccion. Por otra
parte, la bioactividad aumento6 entre un 1y 4% al mantener el pH constante en 9.
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Figura 15: Actividad antibiotica relativa del cultivo en biorreactor sin control de pH (azul) y pH 9
(naranjo), con extracciones mediante solvente organico en proporciones 8:1 y 1:1. Las barras en
colores claros indican bioactividad contra E. coli y las barras en colores oscuros bioactividad
contra B. subtilis. El porcentaje de bioactividad mostrado es relativo al control positivo
(cloranfenicol para Gram- y carbomicina para Gram+, ambos a 50 [mg/mL]).

Al aumentar la razén entre sobrenadante del medio y el disolvente de extraccion se obtiene
un aumento en la bioactividad, no obstante, la mayor variacion respecto a este parametro
es de un 4%, lo que podria indicar que la concentracion del metabolito en el éter de
petroleo se encuentra cercana al umbral de saturacion. Como se ha discutido con
anterioridad, es necesario explorar otros disolventes organicos apolares que permitan
maximizar la solubilidad del metabolito. Otra alternativa es aumentar el tiempo de
agitacion y reposo al momento de realizar la separacion liquido:liquido a fin de aumentar
la transferencia del metabolito desde el medio al disolvente.

Si bien las variaciones en los porcentajes de bioactividad al utilizar diferentes
proporciones para el disolvente de extraccioén y condiciones de cultivo son menores al 5%,
la significancia del aumento de bioactividad viene dada segtn la escala del cultivo. Para
escala de laboratorio esta diferencia se considera no significativa, por otra parte, ante un
posible escalamiento industrial de la produccion del metabolito la variacion adquiere una
mayor relevancia estadistica. Si el porcentaje de bioactividad se correlaciona directamente
con la concentracion de metabolitos, las condiciones determinadas permitirian una mayor
produccion, que reduciria los costos asociados al proceso.
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Finalmente, considerando el aumento en el porcentaje de bioactividad en el caso con
control de pH, a pesar de haber presentado una menor biomasa, surge como
planteamiento a futuro estudiar un proceso productivo de dos etapas. La primera etapa
enfocada en la maximizaciéon de la concentracion de biomasa, bajo las condiciones de
cultivo originales y sin control de pH. Y la segunda etapa, enfocada en la producciéon de
los metabolitos, modificando las condiciones de cultivo a las 6ptimas para la produccion
y controlando el pH.
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4 Conclusiones

En el presente trabajo de titulo se logra identificar la bioactividad antibacteriana de la cepa
ST2-7A de Streptomyces sp. del Salar de Tara, que mostr6 inhibir el crecimiento
bacteriano de E. coli y B. subtilis mediante la técnica disco difusion. La identificacion de
la bioactividad contra ejemplares Gram negativo y positivo constituye un precedente
favorable para el estudio de la bioactividad contra bacterias de mayor relevancia
epidemiolbgica.

Para lograr identificar la bioactividad de la cepa, se realizaron pruebas para la eleccion de
un disolvente organico adecuado para la extraccion liquido:liquido, de las alternativas
probadas el que mostro6 tener mejor afinidad por el metabolito fue el éter de petroleo. Esto
sugiere que el metabolito bioactivo tiene una estructura apolar. Por otra parte, debido a
que el éter de petroleo es una mezcla homogénea de compuestos organicos, surge como
proyeccion de este trabajo estudiar el proceso de extraccidon con otros disolventes
organicos como el hexano, benceno y éter dietilico.

Al realizar modificaciones a las condiciones de cultivo de acuerdo con el método OFAT se
determinaron condiciones 6ptimas para la produccion de metabolitos bioactivos, que fue
evaluada segtin los diametros de los halos de inhibicion de crecimiento. Las condiciones
que optimizaron la producciéon fueron pH 9, 160 RPM, 35°C y 15% (m/v) de NaCl para
cultivos en medio TSB modificado: 10% (m/v) de almidén soluble, 10% (m/v) de peptona
de soya y 1% (m/v) de cloruro de calcio dihidratado. Las condiciones de cultivo
optimizadas mostraron un incremento en el porcentaje de bioactividad, respecto al
control positivo, de 10 y 7% frente a E. coli y B. subtilis, respectivamente. Se proyecta el
estudio de otras modificaciones al medio como variaciones en la fuente de carbono, como
el uso de glucosa, o realizar estudios de suplementacion anadiendo sales de elementos que
son abundantes en el desierto de Atacama como: litio, potasio y magnesio, o la variacion
de parametros fisicos como la exposicion a la radiacion UV.

Al estudiar la cinética de crecimiento bajo las condiciones de cultivo originales y 6ptimas
para la produccion de metabolitos, se determinaron las velocidades especificas de

.. , . . . 1 1 .
crecimiento maximas, siendo el p,., igual 0,16 [;] y 0,12 [Z]’ respectivamente,

representando una disminucion del 25%. Ademas, se determino la curva de calibracion
entre la concentracion de biomasa y la lectura de OD600, utilizando como blanco de
medicién soluciéon Ringer a ¥4 fuerza ionica. La curva de calibracion mostr6 un coeficiente
de determinacién igual a 0,91 y al comparar la concentracion de biomasa calculada versus
la real, se obtuvieron errores promedios del 12,32 y -0,99%, para cultivos en condiciones
originales y optimizadas, respectivamente.

Una vez determinadas las condiciones de cultivo 6ptimas para la produccion, se realizaron
fermentaciones en un biorreactor de 1 [L] y se comparo no controlar el pH con mantener

pH 9 constante. Al no controlar el pH se obtuvo un p,,,, igual 0,18 [%], un 50% mayor a

los cultivos en matraces, también, permiti6 reducir la duracién de la fase lag y gener6 una
concentracion de biomasa un 17% mayor, respecto al caso con control de pH. Por otra
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parte, al controlar el pH el cultivo alcanzo6 la fase de muerte celular durante las tltimas 24
horas, mientras que el cultivo sin control se mantuvo en fase estacionaria.

Al realizar los bioensayos a partir de los extractos de metabolitos obtenidos de los cultivos
en biorreactor se obtuvo que al controlar el pH el porcentaje de bioactividad, respecto al
control, aument6 entre un 1y 4% frente a la fermentacién sin control de pH. La
significancia estadistica de este aumento no se considera relevante para el trabajo en
escala de laboratorio, no obstante, adquiere mayor relevancia a escala industrial, pues
permitiria reducir los costos asociados a la produccién. Por otra parte, también se evaluo
el uso de 2 diferentes proporciones de sobrenadante de medio:disolvente de extraccion, y
se determin6 que la razon 8:1 present6 un aumento en el porcentaje de bioactividad entre
un 2 y 4%, respecto a la razon 1:1. Esto sugiere que la concentraciéon del metabolito en el
disolvente puede tener un valor cercano al umbral de saturacion, lo que ahonda en la
necesidad de identificar disolventes de extraccion alternativos que posean una mayor
solubilidad por el metabolito.

Finalmente, si bien se logra el cuamplimiento de los objetivos planteados en este trabajo de
titulacion, es importante poner esta labor en perspectiva. Pues si bien, se logro la
identificacion de la bioactividad antibacteriana de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. del
Salar de Tara, aun se requieren de etapas de investigacion adicionales para el desarrollo
de un nuevo medicamente que pueda ser usado frente infecciones farmacorresistentes.
Las principales proyecciones propuestas en este trabajo corresponden a la exploracion de
nuevos disolventes de extraccién y variaciones a las condiciones de cultivo mediante
experimentos de modificacion, suplementacion y/o parametros fisicos. No obstante, es
necesario abordar una de las principales limitantes de este trabajo, al identificar los
metabolitos bioactivos y estandarizar métodos para su cuantificacion.
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Anexos

Anexo A: Protocolo de uso del rotoevaporador

1.
2.

3.

Revisar las conexiones de la bomba de y refrigerante al equipo.
Poner a calentar el agua del bafo del equipo a la temperatura deseada, se debe usar
agua destilada
Una vez precalentada el agua, proceder a abrir el grifo de agua de refrigeracion y
verificar que no queden burbujas en las mangueras.
Conectar matraz con solucion a evaporar con el clip de seguridad, sosteniendo con
una mano el matraz.
Prender la bomba de vacio y girar la llave de vacio del rotoevaporador para generar
vacio en el sistema, luego puede soltar el matraz con la solucion.
Iniciar rotacién y bajar con cuidado al bafio caliente hasta que se encuentre al nivel
de la solucion.
Una vez evaporada la solucidn, realizar lo siguiente:
Sacar el matraz del bafio y apagar la rotacion.
Sosteniendo con una mano el matraz, abrir la llave de vacio.
Con cuidado, sacar el clip de seguridad que sujeta el matraz.
Extraer el matraz sujetandolo con la mano izquierda y girandolo con la mano
derecha de forma suave, nunca hacia abajo. Si cuesta sacarlo, espere a que
se vaya el vacio del sistema.

e. Cerrar agua del refrigerante y apagar la bomba de vacio.
Para lavar el matraz una vez sacada la muestra se puede usar metano y hacer bajo
campana, posteriormente puede lavar con detergente y agua destilada, dejando
secar en estufa a 60°C para futuros usos.

oo
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Anexo B: Detalle de resultados

Variacion de pH

Tabla 1: Actividad antibiotica de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. medida segin los diametros de los
halos de inhibicion de crecimiento bacteriano contra E. coli y B. subtilis, variando el pH. El promedio
relativo de inhibicion respecto al control se calcula segin 1a media aritmética de los mejores 3 valores (verde

claro) de cada variable. El porcentaje de bioactividad mostrado es relativo al control positivo (cloranfenicol
para Gram- y carbomicina para Gram+, ambos a 50 [mg/mL]).

. E. coli B. subtilis
Diametro [cm]
pHo9 pH 10 pH 11 pHo pH 10 pH 11
2,0 1,5 1,5 2,0 1,7 1,8
) 2,0 1,2 1,3 2,0 1,5 1,9
Matraz 1,8 1,2 1,3 1,7 1,8 1,8
2,0 1,3 1,3 2,0 1,7 1,7
(2) 1,8 1,6 1,5 1,9 1,6 1,5
2,0 1,6 1,2 1,7 1,8 1,5
Control + 6,0 3,5

Promedios mejores 3 valores 2,00 1,57 1,43 2,00 1,77 1,83
Promedio relativo de inhibicién o o o o o o
respecto al control 33% 26% 24% 57% 50% 52%

Variacién de agitacion

Tabla 2: Actividad antibidtica de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. medida segtin los didmetros de los
halos de inhibicién de crecimiento bacteriano contra E. coli y B. subtilis, variando la agitacion. El promedio
relativo de inhibicion respecto al control se calcula segtin 1a media aritmética de los mejores 3 valores (verde
claro) de cada variable.El porcentaje de bioactividad mostrado es relativo al control positivo (cloranfenicol
para Gram- y carbomicina para Gram+, ambos a 50 [mg/mL]).

" E. coli B. subtilis
Didmetro [em]
160 rpm | 200 rpm | 240 rpm | 160 rpm | 200 rpm | 240 rpm
1,5 1,7 15 1,9 2,0 2,0
(1) 1,6 1,5 1,4 1,9 1,6 1,8
1
Matraz ,6 1,6 1,5 2 1,8 1,8
1,8 1,5 1,5 1,8 1,7 2,0
(2) 1,8 1,5 - 2,0 2,0 1,7
1,6 - B 1,9 198 177
Control + 5,5 3,5
Promedios mejores 3 valores 1,73 1,60 1,50 1,97 1,93 1,93
Promedio relativo de inhibiciéon o o o o o o
respecto al control 32% 29% 27% 56% 55% 55%
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Variacion de temperatura

Tabla 3: Actividad antibi6tica de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. medida segin los didmetros de los
halos de inhibiciéon de crecimiento bacteriano contra E. coli y B. subtilis, variando la temperatura. El
promedio relativo de inhibicion respecto al control se calcula segtin la media aritmética de los mejores 3
valores (verde claro) de cada variable. El porcentaje de bioactividad mostrado es relativo al control positivo
(cloranfenicol para Gram- y carbomicina para Gram+, ambos a 50 [mg/mL]).

Di4metro [cm] E. coli B. subtilis
33°C 35°C 37°C 33°C 35°C 37°C
2,0 2,1 1,9 1,5 2,0 1,7
(v 2,1 2,0 2,0 1,7 1,9 1,5
Matraz 2,0 2,0 2,0 1,5 2,1 1,7
2,0 2,3 - 1,5 1?9 -
(2) 2,0 2 - 1,5 1,6 -
2,0 2,1 - 1,7 1,9 -
Control + 5,0 2,5
Promedios mejores 3 valores 2,03 2,17 1,97 1,63 2,00 1,63
Promedio relativo de inhibicion o o o o o o
respecto al control 41% 43% 39% 65% 80% 65%

Variacion de salinidad

Tabla 4: Actividad antibiotica de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. medida segtn los didmetros de los
halos de inhibicion de crecimiento bacteriano contra E. coli y B. subtilis, variando salinidad (en % (m/v) de
NaCL). El promedio relativo de inhibicién respecto al control se calcula segin la media aritmética de los
mejores 3 valores (verde claro) de cada variable. El porcentaje de bioactividad mostrado es relativo al control
positivo (cloranfenicol para Gram- y carbomicina para Gram+, ambos a 50 [mg/mL]).

., E. coli B. subtilis
Didmetro [em]

10% 15% 20% 10% 15% 20%

1,3 1,1 1,4 1,1 1,5 1,4

(1 1,3 1,4 1,3 L5 1,4 1,4

1,0 1,2 1,1 1, 1,2 1,2

Matraz 3

1,2 1,2 1,1 1,5 2,0 1,9

(2) 1,4 1,3 1,1 1,3 1,6 1,1

1,2 1,4 1,0 1,0 1,2 1,0

Control + 6,0 4,0

Promedios mejores 3 valores 1,23 1,27 1,17 1,43 1,70 1,57

Promedio relativo de inhibicion o o o o o o
respecto al control 21% 21% 19% 36% 43% 39%
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Cinética de crecimiento: Medicion de OD600

Tabla 5: Resultados de mediciéon de absorbancia de los cultivos en condiciones originales y optimizadas,
utilizando como blanco de lectura solucién Ringer V4 fuerza idnica. En celeste los resultados en los cuales
se diluy6 en un 25% la muestra para su lectura.

Condiciones originales Condiciones optimizadas
Tiempo [h]
Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3 Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
o 0,51 0,58 0,46 0,43 0,48 0,45
2 0,53 0,56 0,46 0,44 0,49 0,43
4 0,70 0,78 0,62 0,81 0,89 0,78
5 1,09 1,18 0,98 1,10 1,25 1,13
6 1,37 1,45 1,27 1,34 1,45 1,35
7 1,61 1,67 1,51 1,51 1,62 1,50
8 1,79 1,83 1,69 1,67 1,75 1,60
24 1,70 1,72 1,68 1,69 1,53 1,98
48 1,88 - 1,92 1,78 1,78 1,66
72 = 1,57 1,84 1,77 1,74 1,69

Cinética de crecimiento: Peso seco

Tabla 6: Resultados de medicion de peso seco de los cultivos en condiciones originales y optimizadas. Los
valores se detallan en unidades de concentracién masica, considerando un volumen de muestra de 1 [mL].

Concentracion biomasa [mg/mL]
Tiempo [h] Condiciones originales Condiciones optimizadas
Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3 Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
0 2,5 3,3 2,0 1,8 2,2 2,3
> 1,9 1,8 1,3 1,8 1,4 1,7
4 2,1 2,1 1,7 2,1 1,7 1,7
5 2,2 1,9 1,8 2.1 2,0 1,8
6 2,0 2,0 2,2 1,9 1,8 2,2
7 1,7 2,1 2,2 2,2 1,9 2,1
8 2,4 2,6 1,9 2.3 2,0 2,2
24 5,1 51 4,7 4,5 4,1 4,3
48 54 5,1 5,0 4,4 5,0 4,6
72 4,8 4,9 5,0 4,9 5,0 4,8
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Halos de inhibicion de crecimiento condiciones optimizadas vs originales

Tabla 7: Actividad antibi6tica de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. medida segtin los diametros de los
halos de inhibiciéon de crecimiento bacteriano contra E. coli y B. subtilis, comparando las condiciones
iniciales de cultivo con las 6ptimas obtenidas en este trabajo. El promedio relativo de inhibicion respecto al
control se calcula segtin la media aritmética de los mejores 3 valores (verde claro) para cada condicion de
cultivo utilizada. El porcentaje de bioactividad mostrado es relativo al control positivo (cloranfenicol para
Gram- y carbomicina para Gram+, ambos a 50 [mg/mL]).

E. coli B. subtilis
Diametro [cm] Alicuotas por placa Alicuotas por placa
O | @ | @ W | @ | ®
€Y 1,4 1,5 1,5 1,8 1,8 2,0
Original (2) 1,4 1,4 1,5 1,8 1,8 1,7
(3) 1,6 1,5 1,6 1,6 L7 1,8
(0 1,7 1,8 1,8 1,9 1,9 2,0
Optimo (2) 1,8 2.0 2.1 22 2.0 2.0
(3) 1,7 2,0 2,1 1,9 1,9 1,9
Control + 55 3,3
Promedio 1,57 1,87
Original
rgmna Promedio
relativo de 28,5% 56,6%
inhibicién
Promedio 2,07 2,07
Opti
ptimo Promedio
relativo de 37,6% 62,6%
inhibicién
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Escalamiento en biorreactor: Densidad 6ptica

Tabla 8: Resultados de medicion de absorbancia a 600 [nm] de los cultivos de la cepa ST2-7A de
Streptomyces sp. en biorreactor de 1 [L] bajo condiciones de cultivo optimizadas para la produccion de
metabolitos bioactivos, sin control de pH y con pH constante igual a 9. En celeste los resultados en los cuales
se diluy6 en un 25% la muestra para su lectura.

. Sin control de pH pHo9
Tiempo [h] OD600 pH OD600

0 0,509 9 0,635

2 0,828 8,75 0,653

3 0,921 8,59 0,651

4 1,124 7,91 0,662

5 1,37 6,87 0,67

6 1,562 5,75 0,662

24 1,736 5:42 1,455
48 1,796 7,76 1,471
72 1,749 8,14 1,468

Escalamiento en biorreactor: Bioensayos

Tabla 9: Actividad antibidtica de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. medida segtin los didmetros de los
halos de inhibicion de crecimiento bacteriano contra E. coli y B. subtilis. El cultivo se realiza en biorreactor
de 1[L] bajo condiciones optimizadas para la produccidn, sin controlar el pH. Se compara el uso de dos
proporciones de sobrenadante de cultivo:disolvente, 8:1y 1:1. El promedio relativo de inhibicién respecto al
control se calcula segtn la media aritmética para cada condicién de cultivo utilizada. El porcentaje de
bioactividad mostrado es relativo al control positivo (cloranfenicol para Gram- y carbomicina para Gram+,
ambos a 50 [mg/mL]).

E. coli B. subtilis
Diametro [cm] Alicuotas por placa Alicuotas por placa
O | @ | ® O | @ | ®
(1) 1,4 1,7 1,6 L7 1,7 1,6
8:1 (2) 1,6 1,6 1,5 1,6 1,5 1,8
3) 1,6 1,6 1,7 L6 1,7 1,8
() 1,5 1,4 1,4 1,5 1,5 1,6
11 (2) 1,6 1,6 1,5 1,5 1,7 1,5
(3) L5 1,5 1,6 1,4 1,5 L5
Control + 55 3,7
Promedio 8:1 1,59 1,67
Promedio 1:1 1,51 1,52
Promedio relativo de
inhibicion respecto al 28,9% 45,0%
control (8:1)
Promedio relativo de
inhibici6n respecto al 27,5% 41,1%
control (1:1)
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Tabla 10: Actividad antibi6tica de la cepa ST2-7A de Streptomyces sp. medida segin los diametros de los
halos de inhibicion de crecimiento bacteriano contra E. coli y B. subtilis. El cultivo se realiza en biorreactor
de 1[L] bajo condiciones optimizadas para la producciéon, con pH 9 constante. Se compara el uso de dos
proporciones de sobrenadante de cultivo:disolvente, 8:1y 1:1. El promedio relativo de inhibicién respecto al
control se calcula seglin la media aritmética de los mejores 3 valores (verde claro) para cada condicion de
cultivo utilizada. El porcentaje de bioactividad mostrado es relativo al control positivo (cloranfenicol para
Gram- y carbomicina para Gram+, ambos a 50 [mg/mL]).

E. coli B. subtilis
Diametro [cm] Alicuotas por placa Alicuotas por placa
O | @ | @ O [ @ | ®
) 1,8 1,7 1,7 1,7 2,0 1,8
8:1 (2) 1,8 1,6 1,5 1,7 1,7 1,9
(3) 1,6 1,7 1,7 1,8 1,7 1,9
(1) 1,5 1,6 1,6 1,8 1,7 1,7
1:1 (2) 1,7 1,4 1,6 1,7 1,9 1,7
(3) 1,6 1,6 1,5 1,4 1,6 1,5
Control + 5,5 3,7
Promedio 8:1 1,68 1,80
Promedio 1:1 1,57 1,67
Promedio relativo de
inhbicion respecto al 30,5% 48,6%
control (8:1)
Promedio relativo de
inhbicion respecto al 28,5% 45,0%
control (1:1)
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Anexo C: Memoria de calculo

Cinética de crecimiento

A los datos experimentales que se muestran en Anexo B: Cinética de crecimiento: Medicién
de OD600, se calculan la media aritmética, desviacion estandar, y luego, el logaritmo
natural, obteniendo los resultados de la Tabla 11, con estos se construye la grafica
mostrada en la Figura 6 (en el cuerpo del informe).

Tabla 11: Datos utilizados para la construccién de las curvas de cinética de crecimiento para condiciones
originales y optimizadas. En verde claro se muestran los datos de la fase de crecimiento exponencial.

Condiciones originales Condiciones optimizadas
Tiempo . Desviacién . | Desviacién
[h] ch;)rré%déo estindar | Ln (OD600) Pg;)rré%dgo estindar | Ln (OD600)
0OD600 0OD600

0 0,519 0,059 -0,655 0,454 0,025 -0,790
2 0,517 0,051 -0,660 0,452 0,031 -0,794
4 0,699 0,083 -0,358 0,826 0,054 -0,191
5 1,081 0,100 0,078 1,159 0,080 0,147
6 1,362 0,088 0,309 1,378 0,062 0,320
7 1,597 0,083 0,468 1,545 0,067 0,435
8 1,771 0,071 0,572 1,671 0,074 0,514
24 1,699 0,021 0,530 1,733 0,102 0,454
48 1,898 0,121 0,445 1,739 0,059 0,231
72 1,707 0,091 0,433 1,734 0,069 0,225

Peso seco y curva de calibracion

De los valores de peso obtenidos para los cultivos en condiciones originales y optimizadas,
se busca el minimo de cada conjunto. Se asume que este valor corresponde a los
componentes del medio que precipitan tras la centrifugacion, de este modo, para estimar
el peso de células se resta cada valor a su conjunto de datos respectivos.

Por ejemplo, para la medicion de los matraces 1 de las condiciones originales y
optimizadas, las concentraciones de biomasa vienen dadas por las ecuaciones (1) y (2):

BM =19—-13 = 0,6 [mg/mL] (1)
BM =18— 1,4 = 0,4 [mg/mL] (2)

Debido a que los valores de la hora 24 en adelante fueron diluidos en un 25% para su
medicioén de absorbancia, para la construccion de la curva de calibracién, los valores de
peso seco son divididos por 4, obteniendo asi la

Tabla 12.
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Tabla 12: Resultados de medicion de peso seco de los cultivos en condiciones originales y optimizadas, tras
haber restado los valores minimos de cada conjunto de datos y aplicado el factor de dilucion a los datos de
la hora 24 en adelante. En naranja datos que no son considerados en la construcciéon de la curva de
calibracion.

Concentracion biomasa [mg/mL]
Tiempo [h] Condiciones originales Condiciones optimizadas
Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3 Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3
Y 1,20 2,00 0,70 0,40 0,80 0,90
2 0,60 0,50 0,00 0,40 0,00 0,30
4 0,80 0,80 0,40 0,70 0,30 0,30
5 0,90 0,60 0,50 0,70 0,60 0,40
6 0,70 0,70 0,90 0,50 0,40 0,80
7 0,40 0,80 0,90 0,80 0,50 0,70
8 1,10 1,30 0,60 0,90 0,60 0,80
24 0,95 0,95 0,85 1,12 0,68 0,73
48 1,03 0,95 0,93 0,75 0,90 0,80
72 0,88 0,90 0,92 0,88 0,90 0,85

Luego, se calculan los valores promedios de las concentraciones de biomasa y densidad
oOptica y se obtiene la Tabla 13, utilizada para la construccién de la curva de calibracion
mostrada en la Figura 7, mostrada en el cuerpo del informe.

Tabla 13: Valores de biomasa y densidad 6ptica utilizados para construir la curva de calibracion.

Condiciones originales Condiciones optimizadas
promedio OD60o promedio OD60o
[mg/mL] promedio [mg/mL] promedio

0,550 0,517 0,300 0,452

0,667 0,699 0,433 0,826

0,667 1,081 0,567 1,159

0,700 1,362 0,650 1,378

0,700 1,510 0,667 1,545

0,850 1,771 0,767 1,671

0,917 1,699 0,842 1,611

0,967 1,876 0,817 1,739

0,900 1,843 0,875 1,734
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La ecuacion (3) describe la relacion lineal entre concentracion de biomasa y densidad
oOptica:
0D600 + 0,0587

Biomasa[mg/mL] = 30903 XN (3)

Donde N es el factor de dilucién aplicado para la lectura de OD600, por ejemplo, para
diluciones del 25 y 50%, N tomaria los valores 4 y 2, respectivamente.

Concentracion de biomasa calculada versus real

Para evaluar el desempeno de la curva de calibraciéon determinada se compara la biomasa
real con la calculada segun la curva de calibracion y se determina error porcentual medio.
A modo de ejemplo, se calcula en la ecuacion (4) la concentracién de biomasa para el
cultivo en condiciones originales para la hora 24:

1,699 + 0,0587
2,0903

Biomasa[mg/mL] = X 4 = 3,363[mg/mL] (4)

El error viene dado segun la ecuacién (5):

Biomasa calculada

E %]l=1-
rror[%] Biomasa real

A modo de ejemplo se calcula el error para las condiciones originales en la hora 24:

E [0/]—1—@—8280/ (6)
rror|Yo| = 3,667_ ) 0

Con el procedimiento descrito se obtienen los resultados que se muestran en la Tabla 14 y

Tabla 15, que permiten construir las graficas mostradas en la Figura 8: Comparacion entre la
biomasa real y calculada, segun la curva de calibracion, para el crecimiento de la cepa ST2-7A de
Streptomyces sp. bajo las condiciones originales de cultivo.Figura 8 y Figura o,
respectivamente.
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Tabla 14: Comparacion entre la biomasa calculada segtin la curva de calibracion y la biomasa real en
cultivo bajo condiciones originales.

Condiciones originales

Tiempo [h] | OD600 Biom[?zz /Clilfﬁﬂada BiE)an;sl?ﬂrjal Error
0,517 0,275 0,550 49,95%
4 0,699 0,363 0,667 45,60%
5 1,081 0,545 0,667 18,21%
6 1,362 0,680 0,700 2,03%
7 1,597 0,792 0,700 -13,18%
8 1,771 0,875 0,850 -2,08%
24 1,699 3,363 3,667 8,28%
48 1,876 3,702 3,867 4,25%
72 1,843 3,639 3,600 -1,09%
Error promedio 12,44%

Tabla 15: Comparacion entre la biomasa calculada segin la curva de calibracién y la biomasa real en
cultivo bajo condiciones optimizadas para la producciéon de metabolitos bioactivos.

Condiciones optimizadas
Tiempo [h] | OD6oo | POMase caeuiada | Bomasa teal | gy
0,452 0,244 0,300 18,56%
4 0,826 0,423 0,433 2,20%
5 1,159 0,582 0,567 -2,77%
6 1,378 0,687 0,650 -5,72%
7 1,545 0,767 0,667 -15,06%
8 1,671 0,828 0,767 -7,95%
24 1,611 3,104 3,367 5,12%
48 1,739 3,440 3,207 -5,31%
72 1,734 3,431 3,500 1,97%
Error promedio -0,99%
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