Estandarizacion de un protocolo de extraccion para la obtencion de metabolitos

antimicrobianos producidos en fermentacion solida por un aislado nativo de

Streptomyces sp. usando avena y name morado como sustrato

Adan Bozziere’, Charlotte Parabavide?, Victor Osorio’.

P09

1. Estudiante de Ingenieria Biotecnoldgica. Universidad Francisco de Paula Santander. 2. Estudiante de Biotecnologia. Facultad de Ciencias de la Salud, |.U. Colegio Mayor de Antioquia. 3. Docente Biotecnologia.

INTRODUCCION

Streptomyces es un genero de bacterias
Gram-positivas con importancia clinica e
industrial debido a su capacidad para
producir enzimas hidroliticas y metabolitos
con propiedades antimicrobianas,
antioxidantes y anticancerigenas.

Aunque actualmente se estudia Ia
produccion de antimicrobianos por cultivos
de Streptomyces en cultivos en fase solida,
en estos se obtienen caldos o
sobrenadantes libres de celulas que
contienen los compuestos de interés, pero
también otros metabolitos como nutrientes
no consumidos que dificultan la medicion
de la actividad y que deben separarse si se
busca purificar el antibiotico deseado.
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Figura 1. Cultivo de Streptomyces S40 en A. Agar MYE,
B. en FES sobre avena/iame

OBJETIVO

General.

Establecer una metodologia para Ia
recuperacion de compuestos con actividad
antimicrobiana procedentes de extractos
crudos obtenidos de procesos de
fermentacion en estado solido con un
aislado nativo del genero Streptomyces.

Especificos.

1. Determinar el efecto de la proporcion
sobrenadante:solvente sobre el rendimiento
de extraccion y la actividad antimicrobiana
de los extractos obtenidos por cultivo de
Streptomyces sp. en estado solido.

2. Determinar el efecto del tiempo de
contacto con diferentes solventes sobre la
actividad antimicrobiana de los extractos
obtenidos.
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1.Microorganismo

Streptomyces sp. aislado de un
sistema de compostaje de IUCMA

3. Extraccion

2. Fermentacion solida

. Sales

Indculo McFarland 8
24x108 UFC/ml

4. Diseno experimental

N° Ensayo

75 %avena

25% fame Ty ]

Volumen solvente (mL)

Incubacion:

* Humedad 70%

« 10 dias a 26°C - 28°C
 pH 7 inicial

’_,:-"‘" # ﬁ —_ e 1 200

' s 2 200

- F@ - — ) J’, 3 200

— 'T"‘H 4 200

5 200

o 1 6 300

Lavado con 4500 rpm Filtrado 220 E 7 300
buffer fosfato 15 min mm Ad = 5 g 300
9 250

o C c c - yam = , . 10 250

5. Actividad antimicrobiana 6. Analisis estadistico 11 100
12 200

. . 13 250

Ll | 14 200

== Statgraphics19 x

— ) centurion 16 250

o o 4 Optimizacion de g ggg

N . arametros 19 100
Difusion en disco y placa P , y 20 200
modelamiento 21 200

de 96 pozos
Medio de cultivo: LB

Testigos: E.coli 23923 y S.aureus 23924
Incubacion: 37°C — 24 horas

Tiempo de contacto (h) . Solvente DCC con Super'fiCie
10 Diclorometano
10 Etilacetato de respuesta.
10 Butanol
10 Etilacetato
10 Etilacetato Fa CtO res:
10 Diclorometano ,
2 Etil acetato ° TIpO de solvente
18 Etil acetato L
10 Diclorometano (Categorlca)
2 Butanol o Tiempo de
14 Etil acetato
2 Diclorometano ContaCtO
18 Diclorometano (Continua)
14 Diclorometano .,
10 Etil acetato * Proporcion
2 Butanol .
5 il acetato sobrenadante:
6 Diclorometano extracto
10 Diclorometano .
14 Diclorometano (COntl nua
10 Etilacetato

Variables respuesta:

% Inhibicion, Diametro halo

1. Efecto de la relacion sobrenadante:solvente

30 TR
z C BT
T B 125 O
r B 13 Y
M0 -

L
=
o <
S.aureus E.coli 0
TESTIGO
Figura 2. Inhibicion de los extractos obtenidos
con diferentes volumenes de solvente.
Volumen inicial de sobrenadante: 100 ml.
2. Efecto del tiempo de contacto
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Figura 4. Inhibicion de los extractos obtenidos
con diferentes tiempos de contacto en el
proceso de extraccion.

3. Efecto del solvente
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Figura 6.. Inhibicion de los extractos obtenidos
con diferentes solventes
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Figura 3. Diametros halos de inhibicion y
rendimientos de extraccion con diferentes
relaciones sobrenadante: solvente.
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Figura 5.. Diametros halos de inhibicion y
rendimientos de extraccion con diferentes
tiempos de extraccion.
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Figura 7.. Diametros halos de inhibicion y
rendimientos de extraccion obtenidos con

diferentes solventes.
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Figura 8. Ensayos de Difusion en
discos para determinar inhibicion de
S. aureus

Los resultados preliminares
muestran que puede haber
un efecto de la proporcion
usada de solvente sobre la
actividad antimicrobiana, pero
no es claro el efecto del
tiempo de contacto. Parece
que no hay un efecto de los
factores evaluados sobre el
rendimiento de extraccion.

No es claro el efecto del
solvente sobre las variables
evaluadas.

Se espera que el analisis

estadistico respalde el
cumplimiento total de los
objetivos.
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