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El presente trabajo, describe el desarrollo de una estrategia metodoldgica para acelerar y
simplificar la deteccidon e identificacion de los compuestos producidos en cuatro medios de
cultivo diferentes, por 14 bacterias del phylum Firmicutes simbiontes del octocoral
Pseudopterogorgia elisabethae de la Isla de Providencia, Caribe Sur-Occidental. El proceso
involucrd la miniaturizacion de los cultivos bacterianos, la extraccion en fase sélida de los
productos usando la resina Diaion™ HP-20, el analisis por UPLC-MS de los mismos y final-
mente la generacion de una libreria que permitid descartar los componentes o productos de
descomposicidn de los medios de cultivo, ademas de detectar 46 compuestos producidos por el
total de las bacterias y la posterior identificacion de 10 de ellos, haciendo uso de la base de datos
Antibase 2007™ como herramienta de derreplicacidon de las sustancias detectadas.
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Abstract

This paper describes a convenient strategy to accelerate and simplify the detection and
identification of compounds produced in four different culture media, by 14 bacteria of the phylum
Firmicutes, symbionts of the octocoral Pseudopterogorgia elisabethae collected at Providencia
Island, South-West Caribbean. The process involved: bacterial culture miniaturization, solid phase
extraction of the products using the resin Diaion™ HP-20, the analysis by UPLC-MS of the
products and finally the generation of the library, that allows to discard culture media components
detecting 46 compounds produced by all bacteria and the subsequent identification of 10 of them,
using the database Antibase 2007™ as a tool for dereplication of these substances.

Key words: library of the products produced by bacteria belonging to the phylum Firmicutes;
chemical screening of compounds produced by bacteria belonging to the phylum Firmicutes;
Pseudopterogorgia elisabethae-associated bacteria; UPLC-MS; Identification by Antibase 2007™.

Introduccion

Desde el descubrimiento de la penicilina y su produc-
cién a gran escala durante la segunda guerra mundial, los
microorganismos han sido objeto de multiples estudios
motivados por la gran variedad de compuestos y medica-
mentos que son producidos a partir de ellos (Berdy, 2005).
Especificamente, para el caso de los microorganismos ma-
rinos, a pesar de que fueron inicialmente detectados en
simbiosis con invertebrados desde hace muchos afios, no
fue sino hasta la década de los ochenta cuando el nimero
de publicaciones de productos naturales a partir de ellos
aumento vertiginosamente, hasta el punto de igualar el nt-
mero de compuestos publicados por afio, al de los aisla-
dos a partir de cnidarios (Blunt ef al. 2009), convirtiéndose
ademas en una fuente renovable de sustancias con estruc-
tura quimica novedosa, sin contraparte con los reportados
para otros organismos marinos o terrestres, y con un alto
potencial biomédico e industrial (Blunt ez al. 2011; Newman
y Hill 2006; Piel, 2006).

Generalmente, los microorganismos marinos pueden
encontrarse en forma libre o en organizaciones simbioticas
con invertebrados, desarrollando adaptaciones mas espe-
cializadas, estables, y especificas al microambiente creado
por el organismo hospedero (Egan et al. 2008), alli son en
gran parte los responsables del ciclo de nutrientes, asi
como también de la produccion de moléculas bioactivas,
las cuales pueden estar involucradas en la prevencion de
la depredacion y colonizacion del holobionte por otros
microorganismos y macroorganismos (Mydlarz et al. 2010;
Mouchka ez al. 2010).

Actualmente, el estudio de obtenciéon de compuestos
naturales a partir microorganismos comprende inicialmen-
te su cultivo en lo posible en diferentes condiciones, se-
guido de la extraccion y fraccionamiento de los compuestos

producidos, su identificacion y posterior conservacion
tanto de mezclas como de los compuestos puros en libre-
rias (Penesyan ef al. 2010), las cuales son mucho mas di-
versas en cuanto a la clase de compuestos presentes en
ellas (posibles nuevos compuestos, diferentes tipos de
esqueleto de carbono y diferente estereoquimica), en com-
paracion a las librerias existentes de compuestos sintéti-
cos (Ito ef al. 2011). Sin embargo, con el fin de evitar el
largo proceso de aislamiento e identificacion de compues-
tos con estructuras nuevas o conocidas y con actividad
bioldgica, que se presenta como uno de los principales
retos a enfrentar por parte de los cientificos de productos
naturales, se prefiere utilizar la combinacion cultivos
microbianos miniaturizados con técnicas de analisis como
UPLC-MS (Cromatografia liquida de ultraeficiencia acopla-
da a espectrometria de masas) para la construccion de di-
chas librerias, como un procedimiento de derreplicacion
mucho mas rapido y conveniente que solo hasta ahora se
esta empezando a usar para la identificacion temprana de
fuentes alternas de compuestos nuevos o conocidos con
actividad biologica (Berrue ef al. 2011). Sin embargo, es
importante anotar que la investigacion tradicional partien-
do del escalamiento del cultivo, seguido de extraccidn, ais-
lamiento por métodos cromatograficos convencionales y
determinacion estructural por los métodos espectros-
copicos usuales, sigue siendo el tinico método para la iden-
tificacion inequivoca de las sustancias producidas por
microorganismos.

Por otro lado, en el estudio de microorganismos mari-
nos simbioticos, la cercana asociacion metabdlica entre
los microorganismos y su hospedero hace dificil revelar
cual es el organismo u organismos responsables de la pro-
duccion de un determinado metabolito, en algunos casos
se ha demostrado que muchos de los productos bioactivos,
atribuidos previamente a los invertebrados, son produci-
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dos por sus microorganismos asociados (Flatt ez al. 2005;
Ridley ez al. 2005; Hildebrand ef al. 2004). Por ejemplo en
el caso del briozoo Bugula neritina productor del macrolido
briostatina, potente agente anticancer comercial, se ha
establecido que es en realidad su bacteria simbionte
Endobugula serluta quien produce el metabolito bioactivo
(Sudek et al. 2007). Otro ejemplo es Yondelis® un medica-
mento antitumoral, descubierto en el tunicado colonial
Ecteinascidia turbinata, el cual es actualmente sintetiza-
do a partir del precursor biosintético la ciano-safracina B
producida por la bacteria Pseudomonas fluorescens (Mayer
et al. 2010). También vale la pena mencionar el aislamiento
de la kahalalida F, un agente anticancer muy proximo a ser
aprobado como droga comercial, a partir del cultivo de la
bacteria Vibrio sp., este compuesto inicialmente fue aisla-
do del molusco Elysia rufescens (Hill et al. 2007).

En el caso del octocoral Pseudopterogorgia elisa-
bethae, el cual ha sido fuente de mas de 100 compuestos
diferentes con estructura quimica novedosa y con diver-
sas actividades bioldgicas (Marrero et al. 2010; Heckrodt
y Mulzer, 2005) y particularmente el recolectado por noso-
tros en la Isla de Providencia (Caribe Colombiano, Sur-
Occidental), del cual aislamos los compuestos PsP-V, PsG,
PsK, seco-Ps] y seco-PsK (Duque ef al. 2004, 2006) con
actividades antiinflamatoria, citotdxica y antimicrobiana
promisorias (Correa et al. 2009, 2011a), éstos no han podi-
do continuar en fases posteriores de bioprospeccion para
su implementacion como drogas, debido a problemas de
suministro, convirtiéndose éste en la mayor limitacion para
su posible aplicacion en la industria farmacéutica y cos-
mética (Mayer ef al. 2010; Newman y Hill, 2006). Por esta
razon el estudio de sus microsimbiontes como posible fuen-
te de los compuestos bioactivos mencionados resulta ser
una tarea inaplazable.

Asi, el presente trabajo describe el desarrollo de una
estrategia o aproximacion metodoldgica para acelerar y sim-
plificar la identificacion de los compuestos producidos por
14 bacterias del phylum Firmicutes simbiontes del octocoral
P elisabethae, previamente caracterizadas morfologica y
filogenéticamente usando la secuencia del gen ribosomal
16S rRNA (Correa ef al. 2011b), generando una libreria de
los compuestos producidos por dichas bacterias cultiva-
das en cuatro medios diferentes. Este trabajo involucro
varias etapas secuenciales: a) cultivo miniaturizado de las
bacterias en placas multipozos de 5 ml b) extraccion de los
compuestos producidos en los cultivos ¢) screening-qui-
mico rapido de los extractos que contiene los compuestos
producidos por las bacterias por UPLC-MS y d) analisis
posterior por derreplicacion de los productos detectados
en los cultivos, usando la plataforma AntiBase 2007™,

Parte experimental
Recoleccion de P. elisabethae

Fragmentos del octocoral P. elisabethae fueron reco-
lectados en la Isla de Providencia (Caribe Sur-Occidental,
Colombiano) mediante buceo autonomo SCUBA a una pro-
fundidad entre 20 y 30 m en mayo de 2008 ¢ identificados
por la profesora Moénica Puyana de la Universidad Jorge
Tadeo Lozano. Especimenes de referencia codificados
como INV CNI 1612-1616, se encuentran en la coleccién de
invertebrados del Museo de Historia Natural Marina Co-
lombiana (MHNMC) en el Instituto de Investigaciones
Marinas de Punta Betin INVEMAR).

Bacterias simbiontes de P. elisabethae

Del cnidario mencionado se aislaron las bacterias
simbiontes cultivables, por técnicas tradicionales de cultivo
y se identificaron morfoldgica y filogenéticamente estudian-
do la secuencia del gen ribosomal 16S rRNA de acuerdo a la
metodologia descrita por Correa ef al. 201 1b. De las 40 bacte-
rias simbiontes aisladas, 14 bacterias del phylum Firmicutes
pertenecientes a las familias Bacillaceae: Bacillus firmus
(RKHC-13), Bacillus horneckiae (RKHC-68A), Bacillus
licheniformis (RKHC-21), Bacillus mojavensis (RKHC-37),
Bacillus pumilus (RKHC-57A), Bacillus anthracis (RKHC-
13), Bacillus cereus (RKHC-9) Oceanobacillus profundis
(RKHC-62B) y Oceanobacillus iheyensis (RKHC-82A);
Paenibacillaceae: Paenibacillus glucanolyticus (RKHC-8);
y Staphylococcaceae: Staphylococcus epidermidis (RKHC-
78A), Staphylococcus warneri (RKHC-78B), Staphylococcus
equorum (RKHC-54) y Staphylococcus auricularis (RKHC-
48), fueron utilizadas en este trabajo. Estas bacterias hacen
parte de la coleccion de referencia codificada como RKHC
(Cddigo interno), disponible en el laboratorio de Productos
Naturales Marinos del Departamento de Quimica de la Uni-
versidad Nacional de Colombia, cuya clasificacion y nimeros
de acceso en el GenBank (JQ282814-JQ282828) estan repor-
tadas en Correa et al. 2011b. Las bacterias fueron cultivadas
en medio marino (Difco 2216) semisdlido y en medio marino
(Difco 2216) /glicerol (1:1) y conservadas a 4°C y a -80°C,
respectivamente.

Preinoculo

Cada una de las bacterias arriba mencionadas fueron
cultivadas en placas de agar so6lido marino (Difco 2216)
por un tiempo no mayor a 48 h, luego fueron utilizadas
para realizar su correspondiente indculo en 10 ml de medio
(Difco 2216) y posteriormente incubadas en condiciones
aerobicas por un periodo de 48 h, a 200 rpm y a una tempe-
ratura de 37°C. Transcurrido este tiempo, el preindculo de
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cada bacteria sirvio como medio de alimentacion para los
posteriores cultivos.

Condiciones de cultivo

Los medios de cultivo empleados fueron selecciona-
dos de acuerdo a la fuente de carbono, nitrégeno y fosfato,
ademas de la concentracion de los mismos, con el fin de
estimular la produccion de metabolitos secundarios, éstos
fueron caldo marino (MB: Peptona 5,0 g/l, Extracto de le-
vadura 1,0 g/1, Citrato férrico 0,1 g/, NaCl 19,45 g/I, MgCl,
5,9 ¢/1, MgS0, 3,24 ¢/l, CaCl, 1,8 g/, KC1 0,55 g/1, NaHCO,
0,16 g/1, KBr 0,08 g/1, SrCl, 0,034 g/1, Acido bérico 0,022 g/
1, Silicato de sodio 0,004 g/, NaF 0,0024 g/l, NH,NO, 0,0016
g/l, Na,HPO, 0,008 g/l), caldo marino minimo (MMB:
Glutamato de sodio 2,0 g/I, NaCl 20,0 g/I, MgSO,-7H,0 7,0
g/l, MgCl, 5,3 g/, CaCl, 1,25 g/I, K,HPO, 0,075 g/, FeSO,
0,025 g/, CuSO, 0,005 g/, y Tris 6,1 g/l), caldo Takashi
(TAK: Almidén 30,0 g/l, Dextrosa 5,0 g/l, Peptona 10,0 g/1,
MgSO,-7H,0 0,5 g/1, Na,HPO,-12H,0 0,5 g/l, y KH,PO,
0,2 g/l) y caldo nutritivo dilucion a diez (NB/10: Peptona
0,5 g/l y Extracto de carne 0,3 g/I). Todos los medios fue-
ron preparados con agua desionizada y esterilizados junto
con la resina Diaion™ HP-20.

Todos los cultivos se realizaron en presencia de la resi-
na Diaion™ HP-20, la cual fue previamente activada con
MeOH grado HPLC (1/2 p/v), durante un periodo de 4 h, a
300 rpm a temperatura ambiente, paso seguido la resina
fue filtrada y lavada tres veces con agua Milli Q. Finalmen-
te, la resina fue filtrada y agregada a los caldos de cultivo
previo a su posterior esterilizacion.

El cultivo de las 14 bacterias se realizé en placas de
poliestireno de 24 pozos de 10 ml. Doscientos cincuenta
microlitros del preindculo fueron puestos por triplicado en
cada uno de los cuatro medios de cultivo empleados, paso
seguido a la inoculacidn, las placas fueron cubiertas con
una membrana transpirable estéril adhesiva de nylon, e
incubadas aerébicamente durante 96 h (MB y TAK) 6 144
h (MMB y NB/10), a 200 rpm y a 30°C. En todos los casos
el volumen total de cultivo fue de 5 ml y en presencia de la
resina Diaion™ HP-20 a una concentracion final de 10% p/
v. En todos los casos se empled un blanco correspondien-
te a los medios de cultivo sin inocular, el cual sirvié como
control de crecimiento y de posibles componentes del
medio retenidos en la resina.

Extraccion

Una vez transcurrido el tiempo de cultivo, las placas
se dejaron decantar con el fin de eliminar con ayuda de
una micropipeta, la mayor cantidad de caldo de cultivo

y biomasa sobrenadante, posteriormente la resina
Diaion™ HP-20 fue lavada tres veces con 5 ml de agua
estéril desionizada, agitando las placas de cultivo a 200
rpm a temperatura ambiente por un periodo minimo de 2
h entre cada lavado, con el fin de eliminar la mayor can-
tidad de sales y de medio retenidos en la resina. Paso
seguido se realizd la extraccidon por duplicado con 5 ml
de alcohol grado histolégico (AcOEt/EtOH/MeOH
5:90:5). Para la primera extraccion se dejo la resina en
contacto con el solvente por un periodo de 3 h y la se-
gunda durante la noche. Las fases organicas fueron re-
unidas y concentradas a presion reducida y pesadas
con el fin de determinar la cantidad de extracto obtenido
para cada cultivo.

Analisis por UPLC-MS

A partir del extracto crudo de cada uno de los cultivos,
se prepararon diluciones de las muestras en el rango de 1-
5 mg/ml con MeOH grado HPLC, para el analisis en UPLC-
MS en placas de 96 pozos de 2 ml. En todos los casos se
analizaron en las mismas condiciones los extractos crudos
de los medios de cultivo sin inocular y un blanco de sol-
vente (MeOH grado HPLC).

La cromatografia liquida de ultra eficiencia acoplada a
espectrometria de masas (UPLC-MS) se realiz6é en un
cromatdgrafo Thermo Scientific Accela equipado con un
automuestrador Accela que permite el analisis de muestras
contenidas en placas de 96 pozos. Como detectores se
emplearon el detector Accela PDA (Photodiode Array)
monitoreando en un rango de longitudes de onda entre
200-600 nm, el detector ELSD (Evaporative Light Scattering
Detector), Sedere, Sedex LT-ELSD Modelo 80LT a una tem-
peratura de 35°C, y finalmente un MS (Mass Spectrometer),
espectrometro de masas lineal de trampa de iones Thermo
Scientific LTQ en modo de ionizacién quimica a presion a
atmosférica (APCI), utilizando como gas nebulizador ni-
trogeno. Se detectaron iones positivos con masas entre 50
y 2000 u. La columna cromatografica empleada fue una
ACQUITY UPLCBEH C18,2.1 x 50 mm, 1.7 um. Se inyecta-
ron en todos los casos 20 pl de muestra, utilizando como
fase movil un gradiente discontinuo de polaridad con
MeOH modificado con acido formico al 0.1% (SOL 1) y
agua modificada con acido féormico al 0.1% (SOL 2). Se
empled el siguiente programa: tiempo 0.0 min, SOL 1/ SOL
25:95, flujo 500 pl/min; 1.20 min, SOL 1/ SOL 2 95:5, 500 ul/
min; 5.00 min, SOL 1 100%, 500 pl/min; 5.20 min, SOL 1
100%, 900 pl/min; 8.50 min, SOL 1 100%, 900 pl/min; 8.70
min, SOL 1 100%, 600 pl/min; 8.90 min, SOL 1/SOL 2 5:95,
900 pl/min; 9.00 min SOL 1/SOL 2 5:95, 600 pl/min'y 10 min
SOL 1/SOL 2 5:95, 600 ul/min.
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Analisis de los cromatogramas

Una vez que todas las muestras (extractos de las 14
bacterias en 4 medios diferentes por triplicado, junto con
los controles de medios y de MeOH. Total: 192 inyeccio-
nes) fueron analizadas por UPLC-MS, se procedi6 a bus-
car en cada uno de los cromatogramas sustancias que
presentaran sefial tanto en el ELSD como en el detector de
masas, registrando su tiempo de retencion junto con el ion
[M+H]" del espectro de masas, y anotando en cada caso si
el compuesto era también visible en el detector PDA, debi-
do a grupos cromoéforos en su estructura. En total se
lograron identificar 593 sefiales distintas en los cromato-
gramas para todo el conjunto de inyecciones, éstas sirvie-
ron para generar el primer insumo de la base de datos aqui
reportada haciendo uso del software Xcalibur™, del equi-
po de UPLC-MS, el cual realiza la busqueda simultanea de
determinada sustancia con un tiempo de retencidon y una
masa establecida, en todos los cromatogramas, y genera
una grafica en tres dimensiones, donde se relaciona, la
muestra (bacterias, medios sin inocular y metanol) vs. me-
dios de cultivo, vs. el area bajo la curva. El haber realizado
el cultivo de cada bacteria por triplicado, sirvio para des-
cartar posibles falsos positivos. El andlisis de las graficas
permitid establecer cuales de las 593 sefiales correspon-
den a ruido en el equipo (presente en todos los cromato-
gramas), a contaminacion de la columna (presente en los
cromatogramas del MeOH) y a componentes del medio re-
manentes en la resina HP-20 (presente en los cromatogramas
del medio). Asi, se logré determinar que de las 593 sefiales,
tan solo 46 correspondian a verdaderos productos natura-
les producidos por las bacterias de manera selectiva. Paso
seguido se verificé para cada una de las 46 sefiales que el
ion inicialmente observado correspondia realmente al i6n
[M+H]".

Aunque el proceso de seleccion del i6n molecular no
es facil, éste se hizo teniendo en cuenta las siguientes
consideraciones (Ardrey, 2003): i) la técnica de ionizacion
fue APCI y ésta favorece la formacion de especies
moleculares con muy poca fragmentacion, ii) Se afiadi6 a
la fase movil el modificador acido férmico, el cual ayuda a
la protonacion de las especies moleculares, favoreciendo
la formacion de iones [M+H]" intensos, iii) Luego de selec-
cionar alguno de los iones presentes en el espectro como
ion molecular, se buscaron iones correspondientes a pér-
didas logicas o a iones aductos logicos, entre ellos
[M+H+Na]l*, [M+Na]*, [M+H+K]", [M+K]*, [M+Na+K]*,
[M+H+CH,OH]", [M+Na+CH,OH]", [M+HCOOH]", tipicos
en este tipo de analisis, iv) Se busco la ayuda del software
Xcalibur™ con la opcion de hacer la reconstruccion de los
cromatogramas de cada uno de los iones que no coincidie-

ran con pérdidas o aductos ldgicos a partir del idn
molecular seleccionado (RICs, por sus siglas en inglés de
Reconstructed ion chromatograms), para descartar si eran
productos del ruido de fondo, v) Se verificd que las perdi-
das légicas encontradas en el espectro de masas fueran
congruentes con los iones de fragmentacidon encontrados
en los espectros hijos del i6n seleccionado como [M+H]*.
Si bien este analisis se hizo con la mayor rigurosidad, es
importante aclarar que el ion seleccionado como [M+H]*,
mostrado en la Tabla 1, es solo aquel que mayor probabili-
dad tiene de serlo.

Analisis por derreplicacion usando Antibase 2007™

Para los 46 productos naturales detectados se realizo
una btsqueda en la base de Datos Antibase 2007™ (con-
tiene informacidn espectroscopica de los diferentes com-
puestos aislados a partir de algas, microorganismos y
hongos mayores incluyendo levaduras, ascomicetos,
basidomicetos, y liquenes) de sustancias reportadas en la
literatura con igual [M+H]*, estableciendo en cada caso
cuantos de esas reportes vienen de bacterias pertenecien-
tes a los géneros Bacillus, Oceanobacillus, Paenibacillus
y Staphylococcus.

Resultados y analisis de resultados

La deteccion e identificacion rapida (screening quimi-
co) de los compuestos producidos por 14 bacterias del
phylum Firmicutes simbiontes del octocoral P. elisabethae
se realizo utilizando una estrategia metodoldgica que
involucra las siguientes etapas secuenciales: a) cultivo
miniaturizado en placas de 24 pozos con un volumen de 5
ml b) extraccidn en fase solida de los compuestos produci-
dos en los cultivos c¢) Analisis por UPLC-MS de los extrac-
tos obtenidos en el paso b y d) Analisis por derreplicacion
de los productos detectados en los cultivos, usando la
plataforma AntiBase 2007™ . Con esta informacion se cons-
truyd una libreria que consta de los productos de cultivo
del conjunto de bacterias estudiadas en cuatro medios di-
ferentes y la posterior identificacion por derreplicacion de
algunas de las sustancias previamente reportadas, asi como
también una primera aproximacion a la busqueda de la me-
jor fuente y las mejores condiciones de cultivo para la pro-
duccidn de las sustancias presentes en la libreria.

Cultivo miniaturizado de las 14 bacterias del phylum
Firmicutes y extraccion de los productos

Larealizacion de 180 cultivos miniatura en paralelo (vo-
lumen de 5 ml en placas de 24 pozos) de 14 bacterias del
phylum Firmicutes simbiontes del octocoral P. elisabethae,
en cuatro medios diferentes por triplicado ademas del blan-
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co de cultivo (medio sin inocular), permitié reducir
significativamente el tiempo, gasto de reactivos y ahorro
de esfuerzo. Adicionalmente, con el fin de maximizar la can-
tidad de sustancias adsorbidas una vez liberadas por las
bacterias al medio, los cultivos se llevaron a cabo en pre-
sencia de la resina Diaion™ HP-20, un adsorbente
poliaromatico selectivo para compuestos hidrofébicos (Li
y Chase, 2010), que ademas los separa de las sales presen-
tes en el medio; su principal ventaja frente a otras resinas
es su gran area superficial (~500 m?/g) lo que le confiere
una mayor capacidad de adsorcion. Los rendimientos de
extraccion variaron dependiendo del medio de cultivo em-
pleado, asi para medios ricos en nutrientes, MB y TAK se
obtuvieron rangos de cantidad de extracto entre 3-10 mg y
5-15 mg respectivamente, mientras que para los cultivos
en medios bajos en nutrientes, NB/10 y MMB los rangos
estuvieron entre 0-1 mg y 1-2 mg respectivamente.

En la fase del cultivo se manejo como Unica variable la
composicion del medio, usando dos ricos en nutrientes
(MB y TAK) y dos bajos en nutrientes (MMB y NB/10) y
se mantuvieron constantes factores tales como la tempe-
ratura y aireacion (agitacion). Es importante anotar que en
nuestro disefio experimental, la seleccion del tiempo de
incubacion estuvo mas encaminada a garantizar que el tiem-
po empleado fuera el necesario para que las bacterias lle-
garan a su fase exponencial de crecimiento (mayor
rendimiento de productos), particularmente en los medios
bajos de nutrientes (MMB y NB/10) donde se necesitd un
mayor tiempo de incubacion.

La extraccion en fase solida utilizada en esta aproxima-
cion metodologica permitid mayores rendimientos y me-
nores costos en el proceso total, debido a que los
compuestos de interés fueron retenidos selectivamente en
la resina. Al comparar esta metodologia con la que utiliza
extraccion con solventes se evidencia que en esta ultima
son necesarios pasos adicionales para eliminar impurezas
tales como sales y componentes del medio de cultivo.

Analisis de los compuestos presentes en los extractos
de cultivo de las 14 bacterias del pAylum Firmicutes usan-
do UPLC-MS e identificacion por derreplicacion usando
Antibase 2007™

El analisis quimico simultaneo a partir de extractos cru-
dos de un nimero elevado de muestras s6lo recientemente
ha sido posible con el advenimiento de la tecnologia UPLC-
MS que permite el analisis de un gran nimero de muestras
en un periodo corto, al tiempo que la sensibilidad y resolu-
cion de la técnica ha aumentado (Toyo’oka, 2008; Yao et
al. 2010). Si bien, el proceso de preparacion de medios,
preindculo y cultivo per se, implican varios dias de traba-

jo, la inyeccion de las muestras y el analisis de los datos
obtenidos por UPLC-MS es el paso crucial de esta meto-
dologia aunque su tiempo de analisis sea menor. Por ejem-
plo en este trabajo se pudo analizar por UPLC-MS una
placa de 96 pozos en menos de un dia empleando aproxi-
madamente 10 min por muestra en el instrumento, esta ra-
pida deteccion quimica de los productos de cultivo de las
bacterias es uno de los mayores aportes realizados con
este disefio experimental.

Una vez todos los cultivos fueron extraidos, los extrac-
tos fueron dispuestos en las placas de 96 pozos a una
concentracioén entre 1-5 mg/ml usando como disolvente
MeOH grado HPLC, a un volumen final de 1 ml y analiza-
dos por UPLC-MS, en una micro columna de alta resolu-
cion en fase reversa. Las separaciones fueron monitoreadas
con dos detectores universales: ELSD y MS y un detector
especifico PDA para sustancias con grupos cromoéforos
en el rango de 200-600 nm. En total se analizaron 192 mues-
tras (168 extractos de los cultivos de las 14 bacterias en
cuatro medios por triplicado mas 12 extractos de los con-
troles de los cuatro medios por triplicado y 12 blancos de
solvente), un ejemplo particular de estos resultados se
muestra en la Figura 1.

La Figura 1 muestra el analisis UPLC-MS de los pro-
ductos de cultivo de la bacteria Bacillus firmus (RKHC-
13) en MB. Para claridad de presentacion de resultados la
Figura 1 esta dividida en cinco secciones: 1A: muestra el
perfil cromatografico del extracto de los productos de cul-
tivo monitoreado por los tres detectores empleados PDA,
ELSD y MS. 1B y 1C: Muestran los espectros de masas en
modo APCI de los compuestos con tiempo de retencion
4.37 miny 5.24 min, con [M+H]" en m/z 491.2 y 373.3, res-
pectivamente. Finalmente en 1D y 1E: muestran las grafi-
cas generadas por Xcalibur™ para estos dos compuestos,
mostrando en el eje X los medios utilizados MB, TAK,
MMB y NB/10 por triplicado, en el eje Y las 14 bacterias
cultivadas junto con el control del medio sin inocular y
MeOH como blanco de solvente y en el eje Z el area bajo la
curva de la sefial de la sustancia estudiada.

Cada una de las 192 muestras fue estudiada en busque-
da de los productos de cultivo de las bacterias, en la mane-
ra descrita anteriormente. Asi, se pudieron detectar 593
compuestos en total, sin embargo, para verificar que éstos
correspondian realmente a sustancias producidas selecti-
vamente por las bacterias, se genero la libreria de los com-
puestos producidos por las bacterias del paylum Firmicutes
a través del software Xcalibur™, teniendo en cuenta el
tiempo de retencion y el ion [M+H]* de cada uno de los
compuestos detectados. Una vez generada dicha libreria,
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Figura 1. Analisis UPLC-MS de los productos de cultivo de la bacteria Bacillus firmus (RKHC-13) en MB. 1A: Perfil cromatografico (detecto-
res PDA, ELSD y MS) del los productos de cultivo. 1B. Espectro de masas en modo APCI del compuesto 7 con tiempo de retencion 4.37 min
con un i6n [M+H]" en m/z 491.2. 1C. Espectro de masas en modo APCI del compuesto con tiempo de retencion 5.24 min con un i6n [M+H]" en
m/z 373.3. 1D. Anélisis comparativo Medio vs. Bacteria vs. Area de la cantidad de sustancia 7 con tiempo de retencién 4.37 min con un i6n
[M+H]* en m/z 491.2 1E. Analisis comparativo Medio vs. Bacteria vs. Area de la cantidad de sustancia con tiempo de retencién 5.24 min con un
ion [M+H]" en m/z 373.3. Medios n=3, Bacterias: 14 cepas junto con el control del medio sin inocular y MeOH como blanco de solvente.
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el software es capaz de buscar en todos los cromatogramas
la presencia de cada sefial a través de la deteccion del ion
[M+H]* con un tiempo de retencion determinado, de mane-
ra cuantitativa a través de la medicidn del area bajo la cur-
va de la sefial en los cromatogramas, permitiendo al usuario
visualizar de manera sencilla que bacteria y en qué condi-
ciones son producidos cada uno de los 593 compuestos.

La Figura 1D muestra como la sustancia 7 con tiempo
de retencion 4.37 min con [M+H]" en m/z 491.2 es produci-
da Gnicamente por la bacteria B. firmus (RKHC-13) en me-
dio MB, mientras que la sustancia con tiempo de retencion
5.24 min con [M+H]" en m/z 373.3 (Figura 1E) fue detecta-
da en todos los extractos de todos los cultivos en MB de
las 14 bacterias asi como también en el extracto del control
del medio, pero no en los blancos de solvente ni en los
extractos de los cultivos realizados en otros medios, indi-
cando que esta sustancia corresponde a un componente
del medio MB.

Al analizar cada una de las 593 graficas generadas por
el software Xcalibur™, se logré determinar cuales sustan-
cias corresponden a componentes del medio (graficas si-
milares a la Figura 1E) y cuales corresponden a sustancias
producidas selectivamente por las bacterias (graficas si-
milares a la Figura 1D) logrando detectar en total 46 dife-
rentes productos naturales.

La Tabla 1 muestra la libreria de compuestos detecta-
dos como productos de cultivo de las 14 bacterias del
phylum Firmicutes simbiontes aisladas del octocoral P.
elisabethae, mostrando en cada caso, su tiempo de reten-
cion, el i6n [M+H]", la bacteria o bacterias que producen
dicho compuesto y el medio o medios en que fue produci-
do. Adicionalmente, para cada una de las sustancias de-
tectadas se realiz6 la busqueda de su i6on [M+H]" en la
base de datos Antibase™ 2007, suministrando para cada
sustancia el nimero total de compuestos reportados en la
literatura y el nimero de compuestos reportados para los
géneros Bacillus, Oceanobacillus, Paenibacillus y
Staphylococcus con igual i6n [M+H]*, sin considerar el
tiempo de retencidn como criterio de acotamiento. Es im-
portante aclarar que la busqueda se puede realizar con otros
iones pseudomoleculares o aductos tales como [M-H]"y
[M+Na]* de los compuestos de origen microbiano.

Para la mayoria de las sustancias presentes en la libre-
ria existen mas de 10 compuestos en total reportados con
el mismo i6n [M+H]*, por esta razon llegar a aseverar cuél
de esos compuestos corresponde a cada una de las sus-
tancias detectadas con la informacion hasta este punto es
una tarea imposible. Sin embargo, de acuerdo a estudios
previos de bacterias del mismo género y revisando la bi-

bliografia se puede llegar a una primera aproximacidn acer-
ca de la estructura de la sustancia o del tipo de sustancia
detectada. Un ejemplo, es el caso de la sustancia S detec-
tada como producto en los cultivos de las bacterias Bacillus
pumilus (RKHC-57) y Bacillus mojavensis (RKHC-37) en
MB, TAK y NB/10, que presenta un ién [M+H]*en m/z
425.3, para la cual hay reportados en total 99 compuestos,
pero de ellos solo 2 han sido aislados a partir de bacterias
pertenecientes al género Bacillus y especificamente uno
de ellos la amicoumacina B (Figura 2) fue aislada previa-
mente del cultivo en MB de la cepa B. pumilus (SP21),
encontrada en sedimentos recolectados en Las Bahamas
(Berrue ef al. 2009). De acuerdo a lo anterior y teniendo
en cuenta que la sustancia 5 fue detectada en nuestra cepa
B. pumillus (RKHC-57) podriamos sugerir que ésta corres-
ponde a la amicoumacina B.

De esta manera sugerimos la estructura para 10 de los
46 compuestos (Figura 2) encontrados en nuestra libreria,
no obstante vale la pena aclarar que hasta no realizar la
comparacion con patrones de referencia, y el escalamiento
y posterior aislamiento e identificacion de dichas sustan-
cias no se llegara a la identificacion inequivoca de las mis-
mas. Trabajos en esta direccion estan siendo llevados a
cabo en nuestro laboratorio. Sin embargo, esta primera
aproximacion se convierte en una ventaja ingente en la
identificacion preliminar del tipo de sustancias que son
producidas por cada una de las 14 bacterias del phylum
Firmicutes estudiadas y qué medios de cultivo favorecen
la produccién de las mismas.

Otra ventaja de construir este tipo de librerias, es co-
nocer bajo qué condiciones son producidas las sustan-
cias presentes en ella. Un par de ejemplos se presentan en
la Figura 3. El primero se refiere a la produccion del com-
puesto 16 con tiempo de retencion de 5.74 min con un ion
[M+H]* en m/z 853.4, el cual es producido Ginicamente por
la bacteria B. pumillus (RKHC-57) en los medios MB, TAK
y NB/10, siendo mayor su produccion en medio MB y NB/
10 (Figura 3A). Al parecer, la produccion de este metabolito
no depende de la cantidad de nutrientes presentes en el
medio, debido a que fue producido en un medio con baja
concentracion de nutrientes como NB/10, por el contrario
su produccion si dependerda de que tan facilmente sean
digeridas sus fuente de carbono, en este caso los medios
MB y NB/10 utilizan extracto de levadura y de carne res-
pectivamente, mientras que TAK utiliza como fuente de
carbono almidon soluble el cual es poco digerible.
Adicionalmente, la adicion de peptona es un factor crucial
en la produccién de la sustancia 16, debido a que ésta no
fue detectada en el medio MMB que no contiene peptona
(Figura 3A).
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Tabla 1. Libreria de compuestos detectados como productos de cultivo en los medios MB, TAK, MMB y NB/10 de 14 bacterias del
phylum Firmicutes simbiontes del octocoral Pseudopterogorgia elisabethae.

+ . . Paenibaci N° compuestos
Comp:lesto IM”:-/I;] RT Bacillus Oceanobacillus Ilus Staphylococcus reportados sn Antibase
21 68A 13 9 57 69" 37 62B 82A 8 54 48 78A 78B Totales" Genero®
1 226.2 2.78 MMB 10 0
2 226.2 3.15 MMB MMB MMB 10 0
3 619.2 3.81 MB MB MB MB TAK MB TAK TAK TAK 46 0
4 424.4 4.05 MB MB 23 3
MB MB
5 4253 4.13 TAK TAK 99 2
NB/10 NB/10
6 799.3 4.18 MB 9 0
7 491.2 4.37 MB 29 0
MB MB
8 411.0 4.5 TAK TAK 106 1
MB MB
9 256.2 4.98 TAK TAK 15 0
MB MB MB MB
10 419.3 4.6 TAK TAK TAK TAK 67 0
NB/10 NB/10 NB/10 NB/10
MB MB MB MB
11 419.2 4.75 TAK TAK TAK TAK 67 0
NB/10 NB/10 NB/10 NB/10
TAK TAK
12 186.2 5.04 NB/10 NB/10 12 0
13 274.4 5.31 MMB MMB 14 0
14 724.4 5.34 TAK 12 0
15 478.2 5.55 MB 35 0
MB
16 853.4 5.74 TAK 18 0
NB/10
17 1036.6 5.76 MB MB 15 10
18 1080.6 5.76 MB MB 6 0
19 1050.6 5.83 MB 13 7
20 1078.5 6.05 MB 11 0
< MB <
21 1072.8 5.86 NB/10 15 4
22 737.6 5.89 MB 11 0
MB TAK
23 758.6 6.07 NB/10 15 0
2 MB
24 1036.6 6.16 MMB MMB 15 10
25 551.6 7.17 TAK TAK TAK 46 1
26 5374 7.53 TAK 43 0
MB
27 531.2 2.66 TAK TAK MB MB MB 74 0
28 600.2 2.7 TAK TAK MB 20 0
MB
29 527.2 2.93 TAK TAK MB MB MB MB 52 0
N MB MB
30 2222 3.89 TAK TAK MB MB MB MB MB 14 1
31 543.3 3.59 TAK TAK 19 1
MB MB
32 343.4 422 TAK TAK MB MB MB MB MB 89 1
MB MB
33 206.3 4.48 TAK TAK MB MB MB MB MB 16 0
NB/10 NB/10
34 291.0 3.98 MB TAK TAK TAK TAK TAK 101 0
35 308.1 3.98 MB TAK TAK TAK TAK 27 0
36 463.0 4.50 MB TAK TAK TAK TAK TAK 45 2
37 463.2 4.29 MB TAK TAK TAK TAK TAK 45 2
38 549.2 4.52 MB TAK TAK TAK TAK TAK 48 1
39 549.0 4.65 MB TAK TAK TAK TAK TAK 48 1
40 635.0 4.78 MB TAK TAK TAK TAK TAK 27 2
41 721.0 4.91 MB TAK TAK TAK TAK TAK 8 0
42 1065.0 5.11 MB TAK TAK TAK TAK TAK 8 7
43 807.0 4.92 MB TAK TAK TAK TAK 14 0
tak | IAK NBA | NB/ | NBYI
44 675.3 5.12 TAK NB/10 N%/I 0 0 0 19 0
45 495.6 8.43 TAK TAK TAK TAK TAK TAK TAK 56 0
MB
46 1094.8 5.88 TAK MB MB MB MB MB MB 7 0
NB/10

4 Numero total de compuestos reportados en la base de datos Antibase 2007.

b. Numero de compuestos reportados para especies a los géneros Bacillus, Oceanobacillus, Paenibacillus y Staphylococcus. Medios de
cultivo: MB: Caldo marino, TAK: Caldo Takashi, MMB: Caldo minimo marino y NB/10: Caldo nutritivo dilucién a diez.

Otro caso es el de sustancia 5 con tiempo de retencidén
4.13 min con un ion [M+H]" en m/z 425.3, la cual es produ-
cida por las bacterias B. pumilus (RKHC-57)y B. mojavensis
(RKHC-37) en tres de los cuatro medios utilizados, siendo
B. pumillus (RKHC-57) cultivada en MB donde mayor can-

tidad de sustancia fue detectada. Al parecer, la produccion
de este metabolito por B. pumillus (RKHC-57) al igual que
en el ejemplo anterior no depende de la cantidad de
nutrientes presentes en el medio y si de la adiciéon de
peptona en el medio de cultivo. Ademas, la adicion de sa-
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Figura 2. Estructuras propuestas para 10 de los compuestos encontrados en la libreria de las 14 bacterias del phylum
Firmicutes simbiontes del octocoral Pseudopterogorgia elisabethae.

Figura 3. Analisis comparativo Medio vs. Bacteria vs. Area de la produccién selectiva de algunas sustancias presen-

tes en la libreria. A. Compuesto 16 con tiempo de retencién 5.74 min y un i6n [M+H]" en m/z 853.4 producido

unicamente por la bacteria Bacillus pumilus (RKHC-57) en varios medios. B. Compuesto 5 con tiempo de retencion

4.13 min con un i6n [M+H]" en m/z 425.3 producido por las bacterias Bacillus pumilus (RKHC-57) y Bacillus

mojavensis (RKHC-37) en varios medios. Medios n=3, Bacterias: 14 cepas junto con el control del medio sin
inocular y MeOH como blanco de solvente.
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les en el medio de nutrientes si pareciera afectar la produc-
cion de dicho metabolito, debido a que MB es un medio
rico en sales en comparacion al medio TAK (Figura 3B).

Como conclusion del presente trabajo vale la pena men-
cionar que la miniaturizacion de los cultivos en cuatro me-
dios diferentes de 14 bacterias del phylum Firmicutes
simbiontes del octocoral P. elisabethae, junto con la extrac-
cion en fase solida y el uso de la tecnologia de UPLC-MS
como herramienta quimica para la deteccion rapida de com-
puestos producidos y de Antibase 2007™ como herramien-
ta de derreplicacion, se tradujo en altos rendimientos de
analisis y en la generacion de una libreria, la cual permitio
descartar los componentes o productos de descomposicion
de los medios de cultivo, ademas de detectar todos los com-
puestos producidos por todas las bacterias ensayadas y la
posterior identificacion de algunas de las sustancias, pre-
viamente reportadas, asi como también el avanzar en el pro-
ceso de identificacion de sustancias desconocidas. Otra de
las grandes ventajas de la libreria generada fue realizar una
primera aproximacion a la busqueda de la mejor fuente y de
las mejores condiciones de cultivo para la produccion de
las sustancias que componen nuestra libreria. Esta informa-
cion sera muy util en la seleccion racional de algunas de las
bacterias y del medio de cultivo mas conveniente para el
posterior escalamiento del cultivo y aislamiento e identifi-
cacion de los compuestos producidos usando los métodos
cromatograficos y espectroscopicos cominmente utilizados
en productos naturales.

Asi, los resultados mostrados en este trabajo se con-
vierten en el punto de partida para la planeacion del esca-
lamiento a nivel de laboratorio y posteriormente a nivel
industrial de estas sustancias a partir de las bacterias em-
pleadas. Aunque en este momento no se ha determinado la
actividad biologica de estos compuestos, la determinacion
de su potencial de aplicacion si representa un area muy
interesante por explorar.

Todos los resultados anteriores soportan la preferen-
cia por el analisis preliminar de librerias por UPLC-MS, en
comparacion con el screening bioguiado, como herramienta
para la deteccion temprana en los extractos de posibles
sustancias con estructura quimica novedosa (en dado caso
que no existieran reportes en la base de datos Antibase) y
de sustancias conocidas, las cuales en un screening
bioguiado requeririan de una alta inversion de tiempo y
recursos para llegar a la identificacion de las mismas.

Adicionalmente este articulo se constituye en un re-
porte importante acerca del empleo de aproximaciones
metodoldgicas que permiten identificar compuestos en
bacterias de manera simplificada, convirtiéndose asi, en

consulta de primera mano para diferentes investigadores
interesados en la produccion de metabolitos a partir de
microorganismos, quienes se ven enfrentados a la dificil
tarea de realizar cultivos con gran cantidad de material y/o
con bajos rendimientos hasta encontrar las mejores condi-
ciones para la produccion de determinada sustancia. Es
por ello que este trabajo destaca desde el punto de vista
bioldgico, el reducir los ensayos para probar varias condi-
ciones que inducen la sintesis de compuestos en sistemas
vivos y desde el punto de vista quimico, el lograr en un
tiempo corto una libreria de compuestos para analizar y
evaluar su potencial como sustancias con interés quimico
o potencial farmacolégico.
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