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RESUMEN

Al igual que las proteínas, los péptidos antimicrobianos (PAM) son moléculas versátiles sintetizadas 
por microorganismos siguiendo rutas enzimáticas, y con interesantes propiedades alimentarias y 
farmacéuticas, entre ellas la capacidad antibiótica sobre patógenos. La búsqueda convencional de 
biomoléculas provenientes de microorganismos consiste en analizar químicamente su extracto crudo, lo 
cual es engorroso y prolongado. El método de aislamiento usado en esta investigación permitió localizar 
microorganismos con capacidad para producir PAM por interacción de cargas entre moléculas generadas 
en el metabolismo microbiano y un colorante cargado presente en el medio de cultivo. Se aislaron 20 
muestras de suelos de varios pisos térmicos en medios selectivos. Se purificaron 35 cepas con base en 
la interacción con un colorante básico y se identificaron microorganismos del género Streptomyces sp. y 
Bacillus sp. Se obtuvieron proteínas de los extractos crudos de fermentaciones, identificando péptidos 
y aminoácidos por cromatografía de capa fina y electroforesis. Aquellos extractos con alto contenido 
proteico se evaluaron por bioautografía, y se encontraron 2 extractos de 35 con actividad inhibitoria 
sobre E. coli ATCC 8739 (halos de 8 mm). Se demuestra la efectividad del método para aislar y purificar 
microorganismos productores de péptidos cargados y que poseen actividad biológica e industrial de gran 
interés.

Palabras clave: péptidos catiónicos antimicrobianos, microbiología del suelo, cromatografía en capa 
delgada. 

ABSTRACT

Like proteins, antimicrobial peptides (AMP) are versatile molecules synthesized by microorganisms using 
enzymatic pathways with no genetic code instruction. AMP have interesting properties in the food and 
pharmaceutical industries, like their antimicrobial ability against pathogens. Looking for biomolecules 
from microorganisms requires hard and time consuming chemical analysis of each microorganism 
extract. The microorganism isolation method proposed in this research allowed us to find antimicrobial 
peptides produced by bacteria, through interaction between a charged dye mixed with selective agar 
and metabolites produced by microorganisms. Twenty soil samples from different zones were isolated 
in selective media; thirty five strains were purified based on interaction between basic dye and charged 
molecules from bacteria. Streptomyces sp. y Bacillus sp. both genera were identified. Protein extracts were 
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INTRODUCCIÓN

Los péptidos antimicrobianos, frecuentes en 
plantas, insectos y mamíferos (1, 2), son una familia 
de péptidos antimicrobianos catiónicos endógenos, 
con un amplio espectro de actividad sobre bacterias 
Gram positivas, Gram negativas y varios hongos 
patógenos (incluyendo los resistentes a azoles) (3, 
4). Desde la pasada década se han descubierto cien-
tos de péptidos antimicrobianos (PAM) naturales, 
generados por microorganismos, y con un amplio 
rango de acción contra otros microorganismos (5, 
6). Se caracterizan por tener de 15 a 34 residuos 
de aminoácidos en su secuencia y un considerable 
número de lisinas o argininas que los convierten 
en péptidos antimicrobianos catiónicos (5, 7). En 
este grupo pueden encontrarse moléculas como 
defensinas, cecropinas, magaininas, melitinas, 
e-poli-L-lisina, polimixinas, g-poli-L-glutamato 
y cianoficina (6, 8-10). Su función es permitirle 
al organismo productor defenderse activamente 
del ataque de patógenos, haciendo parte así de su 
inmunidad innata (6, 11).

Los PAM pueden ser sintetizados de dos ma-
neras. La primera sigue la traducción del mensaje 
génico por medio de ribosomas (6) y se presenta 
en todas las especies; ejemplos de estas proteínas 
antibióticas son la lisozima (12) y las β-defensinas 
(3, 13, 14). La segunda forma de síntesis no sigue 
las instrucciones directas del código genético para 
producir el péptido antimicrobiano, sino que usa 
rutas enzimáticas biosintéticas, como es el caso de 
algunos PAM de origen bacteriano, por ejemplo, la 
e-poli-L-lisina (6, 15-17). A éstos últimos péptidos 
también se les conoce como poliamidas o polia-
minoácidos, para diferenciarlos de las proteínas, 
debido a sus características diferentes de biosíntesis, 
e incluyen una gran diversidad de compuestos poli-
méricos que tienen en común la presencia del enlace 
tipo amida (18). Ciertos microorganismos llevan a 
cabo la síntesis de los péptidos no ribosomales o 
poliaminoácidos, realizando ensambles consecuti-

vos de aminoácidos por medio de un gran complejo 
enzimático multifuncional tipo sintetasa (catalizan 
la unión carbono–nitrógeno, E.C. 6.3.2.). La enzima 
puede contener de 4 a 6 dominios, y cada dominio 
tiene la capacidad de reconocer un residuo, activarlo, 
modificarlo si es necesario y agregarlo a la cadena 
peptídica naciente. Este mecanismo básico da como 
resultado una gran variedad de productos peptídicos 
y puede llegar a contener residuos inusuales, L– ó 
D–aminoácidos (6, 18).

Se conocen tres tipos de poli-aminoácidos 
producidos específicamente por microorganis-
mos aislados de diferentes ambientes: ε-poli-L-
glutamato (producido por: Bacillus amyloliquefaciens, 
B. licheniformis, B. megaterium, B. subtilis) (18, 19), 
ε-poli-L-lisina (producido por Streptomyces albulus) 
(20-23), y la cianoficina (producido por especies 
de cianobacterias) (18); sin embargo, pueden existir 
otros poli-aminoácidos que aún no han sido halla-
dos (18-21).

Actualmente, la ε-poli-L-lisina es producida 
y comercializada a nivel biotecnológico (Chisso 
Corparation, Japón) y usada como aditivo en ali-
mentos por su acción antibacteriana sobre un am-
plio espectro de microorganismos (bacterias Gram 
positivas, Gram negativas, levaduras y mohos) (24). 
Es inocua para los humanos (25), soluble en agua, 
estable a altas temperaturas y tiene bajo impacto 
ambiental por ser biodegradable (20, 21, 26). Por 
tales propiedades, es usada como conservante na-
tural de alimentos tales como pescados, vegetales, 
sopas, arroz cocido, pastas, leche, entre otros (26). 
En 2004, la FDA declara, en referencia a ε-poli-L-
lisina, “no tener cuestionamientos a las investigaciones y 
resultados del fabricante” y, por tanto, la declara como 
GRAS (25).

La búsqueda de microorganismos con capacidad 
para generar biomoléculas antibacterianas de interés 
industrial consiste en evaluar individualmente las 
sustancias excretadas por el microorganismo en el 
medio. Pero si el objetivo es realizar la búsqueda 

obtained from the isolated microorganisms cultivated in liquid media; peptides and amino acids were 
identified by thin layer chromatography and electrophoresis. Those extracts with high protein level were 
used to evaluate bioautography. Two extracts from 35 showed inhibitory activity against E. coli ATCC 
8739 (8 mm halo). Method effectiveness for the isolation and the purifying of microorganisms able to 
produce charged molecules, of industrial interest is demonstrated.

Keywords: antimicrobial cationic peptides, soil microbiology, thin layer chromatography.
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en microorganismos del suelo, el método de de-
tección sería un proceso engorroso y llevaría gran 
cantidad de tiempo. Para el proceso de detección de 
microorganismos productores de compuestos de 
naturaleza proteica se utiliza comúnmente el mé-
todo de precipitación del reactivo Dragendorff en 
cada extracto libre de células de cada uno de los mi-
croorganismos aislados (21). En esta investigación 
se pretendió detectar la presencia de biomoléculas 
de naturaleza peptídica y catiónica, generadas por 
microorganismos presentes en suelos del Depar-
tamento de Antioquia, Colombia, por medio de 
la interacción entre dichas moléculas excretadas al 
medio por el microorganismo y colorantes ácidos o 
básicos adicionados en el medio (20). Gracias a esta 
metodología es posible realizar amplios screenings 
en medios sólidos y evaluar la capacidad antibacte-
riana de las biomoléculas detectadas, de naturaleza 
peptídica, sobre microorganismos considerados 
como patógenos 

MATERIALES Y MÉTODOS

Microorganismos

Los siguientes microorganismos fueron usados 
para evaluar la actividad antimicrobiana de los 
extractos de naturaleza peptídica obtenidos en 
esta investigación: Escherichia coli ATCC 8739; 
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Candida albicans 
ATCC 10231; sus curvas de crecimiento se 
determinaron empleando el medio Müeller-Hinton 
(MH), (Difco®, U.S.A.).

Medios de cultivo

Para el aislamiento de los microorganismos 
productores de moléculas de naturaleza peptídica 
se utilizaron medios selectivos a los que se adicio-
nó un colorante de naturaleza ácida o básica, de 
manera que la selección se llevó a cabo con base 
en la interacción electrostática entre las moléculas 
generadas por el microorganismo y el colorante. Los 
medios usados fueron: (a) medio glicerol (compo-
sición por litro: glicerol 50 g (J.T. Baker®, U.S.A.); 
sulfato de amonio 10 g (J.T. Baker®, U.S.A.); ex-
tracto de levadura 5 g (J.T. Baker®, U.S.A.); sulfato 
de magnesio heptahidratado 0,5g (J.T. Baker®, 
U.S.A.); sulfato ferroso heptahidratado 0,03 g (J.T. 
Baker®, U.S.A.); sulfato de zinc heptahidratado 
0,04 g (J.T. Baker®, U.S.A.) (21); (b) medio glice-
rol sintético (SG) (composición por litro: glicerol 
10g (J.T. Baker®, U.S.A.); sulfato de amonio 0,66g 

(J.T. Baker®, U.S.A.); extracto de levadura 0,1g; 
sulfato de magnesio heptahidratado 0,25 g (J.T. 
Baker®, U.S.A.); dihidrógeno fosfato sódico 0,68 g 
(J.T. Baker®, U.S.A.) (20); (c) Medio International 
Streptomyces Project ISP (Difco®, U.S.A.). Todos 
los medios, líquidos o sólidos, se prepararon con 
buffer KH2PO4/Na2HPO4 20mM pH 6,8. Para la 
elaboración de medios sólidos se adicionó 1,5% de 
agar (Difco®, U.S.A.).

Aislamiento y purificación de microorganis-
mos

La búsqueda e identificación de microorganis-
mos productores de péptidos con actividad bioló-
gica se efectuó sembrando las diferentes muestras 
en diluciones seriadas, hasta 10-4 en los medios 
selectivos (glicerol, ISP y SG), con la adición del 
colorante básico, azul de metileno (Sigma®), en 
una proporción de 0,002%. Para la presente inves-
tigación se analizaron muestras provenientes de 
suelos de diferentes pisos térmicos de regiones del 
Departamento de Antioquia, Colombia. Los aisla-
dos se incubaron en los medios selectivos durante 
1 semana a 28ºC. Aquellos microorganismos que 
formaban colonias con interacción específica con 
el colorante, ya sea de atracción o de repulsión del 
mismo, fueron seleccionados para posterior purifi-
cación por resiembras en los medios selectivos. El 
péptido antimicrobiano catiónico ε-poli-L-lisina, 
obtenido a partir de la fermentación de S. albulus, 
fue provisto por Chisso Corporation, Japón, y uti-
lizado como control. 

Detección de compuestos de naturaleza pep-
tídica

Para obtener los péptidos con posible actividad 
biológica, los microorganismos que mostraron in-
teracción con el colorante se llevaron a crecimiento 
en medios líquidos (medios Glicerol y SG: sin co-
lorante). La presencia de compuestos de naturaleza 
proteica se monitoreó a lo largo del crecimiento del 
microorganismo, evaluando la reacción cualitativa 
con el reactivo de Dragendorff, y la precipitación os-
cura del colorante indicó la presencia de compuestos 
de naturaleza aminada y proteica, de acuerdo con 
lo reportado por Munier et al., 1951 (28) y Shima 
y Sakai, 1981 (22). Sólo aquellos microorganismos 
que mostraron durante su crecimiento la formación 
de productos de naturaleza peptídica, fueron selec-
cionados para los procesos siguientes. Con el fin de 
determinar la naturaleza química de las sustancias 
excretadas por los microorganismos, se obtuvieron 
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los extractos libres de células o extractos crudos, por 
centrifugación de las células (6500 x g) (29). Pos-
teriormente se precipitaron las proteínas con ácido 
acético (1 volumen de muestra por 4 volúmenes de 
ácido acético), o sulfato de amonio (saturado) (30). 
Los extractos microbianos libres de células, los 
compuestos proteicos precipitados y los compues-
tos proteicos, sometidos a hidrólisis con HCl 1N 
durante 1 hora y 6N durante 2 horas en ebullición, 
fueron evaluados por cromatografía de capa fina 
(sílica gel 60 F264 (Merk®, Alemania)), siguiendo la 
metodología característica para determinar la pre-
sencia de compuestos proteicos y aminoácidos; la 
reacción se desarrolló con n-butanol – ácido acético 
– piridina– agua (4:1:1:2) y se hizo la detección con 
el reactivo ninhidrina (Merk®, Alemania) (20). Para 
la determinación aproximada del peso molecular 
de los compuestos de naturaleza proteica se utilizó 
electroforesis en gel de poliacrilamida en condicio-
nes reductoras (4% y 15%, tinción CBB-G250), en 
presencia de SDS 0,1% (marcador de peso molecular 
de 2 a 212 kD New Englands Biolabs®, U.S.A.). Se 
utilizó como control ε-Poli Lisina (ε-PL solución 
50%, suministrado por Chisso Corporation, Japón). 
La concentración de proteína en las muestras se 
determinó por el kit Quick Start Bradford Protein 
Assay (BioRad®, U.S.A.) y Lowry (31). Todos los 
experimentos se efectuaron por triplicado.

Evaluación de actividad antimicrobiana por 
el método de bioautografía

La actividad antimicrobiana se evaluó por el mé-
todo de bioautografía directa (32), en el que 10 μg/
mL de una muestra purificada, con posible actividad 
biológica, se depositó en placas de cromatografía 
de capa fina y se fijó por desecación de la muestra. 
Posteriormente se sumergió en un medio líquido 
Müeller-Hinton (MH), en el que microorganismos 
patógenos (Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus 
aureus ATCC 6538 y Candida albicans ATCC 10231) 
crecieron hasta alcanzar una densidad óptica entre 
0,4 a 0,5 unidades (longitud de onda de 600 nm). 
Esta placa, ya impregnada de la muestra de interés 
y del microorganismo patógeno, se dejó incubando 
durante 1 hora a 37ºC. Pasado este tiempo, se su-
mergió en una solución de sal de tetrazolium, tam-
bién conocida como MTT (3-{4, 5-dimetiltiazol-2-
il}-2, 5-difenil tetrazolium bromuro) (Alfa Aesar®, 
Alemania) y se dejó incubar 30 minutos, de manera 
que se permitió que la deshidrogenasa generada 

por el microorganismo durante su crecimiento, 
reaccionara con la sal de tetrazolium, convirtiéndola 
en formazan, que es detectado por un fuerte color 
azul. El color no se produce en las zonas donde está 
presente un componente antimicrobiano. Aquellos 
microorganismos que mostraron una respuesta 
positiva a la actividad antimicrobiana se evaluaron 
en sus características morfológicas y de tinción por 
coloración de Gram. Todos los experimentos se 
llevaron a cabo por triplicado. Como blanco para la 
bioautografía, y siguiendo su mismo procedimiento, 
se utilizó un inyectable de Gentamicina 80 mg/mL, 
que se diluyó a diferentes concentraciones, desde 2 
hasta 18 μg/mL.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Cada una de las 20 muestras recolectadas a 
partir de suelo de diferentes pisos térmicos del 
Departamento de Antioquia, Colombia, se sometió 
a diluciones seriadas. Se logró aislar 35 cepas que 
mostraron interacción con el colorante (azul de me-
tileno 0,002%). Es preciso aclarar que la cantidad de 
microorganismos aislados a partir de tales muestras 
fue mucho mayor (>100 cepas) que la reportada en 
este documento; sin embargo, sólo aquellas colonias 
que mostraron una interacción electrostática de 5 
mm radio o mayor con el colorante presente en el 
medio, fueron seleccionadas para posterior purifi-
cación y búsqueda de bioactividad, de acuerdo con 
la figura 1. 

El rastreo y la visualización de la interacción 
entre colorante y colonia aislada se apreciaron con 
mayor claridad en el medio glicerol sintético (SG), 
reportado por Nishikawa et al., 2002 (20), que 
resultó ser el más adecuado para la búsqueda de 
microorganismos productores de moléculas con 
carga neta, y fue escogido como el medio para los 
subsiguientes procedimientos. El medio glicerol, 
reportado por Shima et al., 1977 (21), pioneros en 
la búsqueda de moléculas cargadas, no permitió 
hacer una identificación usando un volumen de 
muestras de trabajo tan grande como el de esta 
investigación, puesto que su método propone la 
identificación de sustancias de naturaleza proteica 
para cada una de las cepas purificadas. El medio ISP 
no arrojó resultados que condujeran al aislamiento 
de microorganismos de interés, aunque su uso sí fue 
relevante para la identificación de microorganismos 
como los Streptomices sp., los cuales crecen en dicho 
medio de manera característica.
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Los microorganismos aislados y purificados de 
suelos nativos antioqueños excretan metabolitos 
que demuestran una fuerte interacción electrostá-
tica con el colorante básico presente en el medio. 
Considérese que antes de sembrar el microorga-
nismo, el medio era uniformemente azul oscuro 
y, en la medida que el microorganismo crecía, 
repelía el colorante, dejando una zona incolora a 
su alrededor. Los microorganismos productores 
de moléculas extracelulares cargadas podían ser 
identificados por la interacción con el colorante 
azul de metileno directamente sobre el medio de 
cultivo sólido. Zonas de aproximadamente 5 mm 
de diámetro se tomaron como base para la elección 
de los microorganismos productores. El diámetro 
refleja la capacidad de difusión de la molécula y 
está relacionado con el peso molecular de la misma; 
además, la exclusión del colorante de la zona de cre-
cimiento del microorganismo indica la naturaleza 
básica de los componentes excretados al medio por 
parte de éste. Tal resultado se corrobora gracias a 
la comparación con la exclusión del colorante que 
crea la muestra de ε-poli-L-lisina, proporcionada 
por Chisso Corporation (Japón). 

Estos resultados indican que colorantes cargados 
pueden ser usados para detectar y aislar microorga-
nismos que tienen la capacidad de excretar sustan-
cias cargadas en el medio, como lo han reportado 
Nishikawa et al., 2002 (20). Cabe mencionar que 
el colorante usado en esta investigación no inhibió 

el crecimiento de los microorganismos, fenómeno 
que puede explicarse asumiendo que las células 
producen una cantidad apreciable de las moléculas 
cargadas que interactúan con el colorante indica-
dor cargado, y que lo retiran de la zona inmediata 
a aquella donde se encuentra el microorganismo, 
dejando así el medio limpio y permitiendo la asi-
milación de nutrientes (20, 21, 29).

Por las características del azul de metileno, mu-
chos microorganismos logran reducirlo, generar un 
cambio en su coloración y, en ocasiones, hasta hacer-
lo desaparecer. Por esta razón, los microorganismos 
que presentaron característica de decoloración en el 
medio de cultivo eran posteriormente evaluados en 
su capacidad para generar componentes proteicos y 
actividad antimicrobiana. Muchos microorganis-
mos presentaran decoloración del medio pero no 
mostraran actividad biológica. Por consiguiente, el 
método puede considerarse como un paso previo a 
la identificación de microorganismos productores 
de biomoléculas que tienen carga neta y que pueden 
llegar a tener actividad antimicrobiana. 

De las 35 cepas aisladas y purificadas con base en 
la interacción con el colorante, sólo 11 exhibieron 
la presencia de proteína en condiciones aprecia-
bles y medibles por los métodos de Dragendorff, 
Bradford y Lowry, como se evidencia enla tabla 1, 
lo que permitió evaluarlas posteriormente en su 
actividad antimicrobiana por el método de bioau-
tografía directa.

Figura 1. Microorganismos aislados y purificados de suelos nativos antioqueños.
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Tabla 1. Concentración de proteína en las cepas 
seleccionadas con base en la interacción electrostática 

con colorante del medio de cultivo.

MUESTRAS* LOWRY 
(µg/mL)** DRAGENDORF Coloración 

Gram

Medio limpio 0 -

M.20.3.1 0,458 + +

M.20.3.1 B 0,335 + -

M.20.3.1 C 0,619 + +

M.14.3.1 A 2,158 ++ +

M.14.3.1 B 0,970 ++ +

M.14.3.1 C 3,405 +++ -

M.13.2.A 1,749 ++ -

M.13.2.C-A 0,577 + -

M.13.2.C-B 0,585 + -

M.13.2.C-C 0,977 + -

M.13.2.C 4,199 +++ -

*Codificación interna de cepas durante la investigación.

**Densidad	óptica	=	0,201	[Proteína	µg/mL]	(R²	=	0,994).

A. 

B.

Figura 2. Microfotografías del aislado del género 
Streptomyces sp. M.13.2.C. A. Vista a 40X. B. Vista a 

100X.

Entre las cepas purificadas que mostraron poten-
cial bioactividad se encontraron Bacillus sp. y Strep-
tomyces sp. Estos últimos microorganismos poseen 
morfología de colonia, con un micelio grisáceo y 
una estructura microscópica característica de este 
género de acuerdo a la figura 2 (22). Los Streptomyces 
sp. producen una coloración melanoidea en medios 
como ISP (27) y Sabouraud (Merck®, Alemania), 
así como un olor característico a tierra húmeda, 
proveniente de un compuesto químico llamado 
goesmina, producto de su metabolismo (33). 

Por la importancia industrial que han tenido 
los Streptomyces en el desarrollo de los antibióticos a 
nivel mundial, el hallazgo de microorganismos de 
éste género, en las condiciones de trabajo y con los 
objetivos trazados en esta investigación, constituye 
un descubrimiento promisorio que da cuenta de la 
biodiversidad de los suelos del Departamento de 
Antioquia y la importancia del estudio de la ecología 
microbiana en nuestro país.

Los microorganismos Streptomyces sp. son habi-
tantes naturales del suelo y gozan de una cualidad 
destacada, su gran producción de antibióticos, más 
de cincuenta moléculas, entre ellas estreptomicina, 
neomicina, tetraciclina, clindamicina y nistatina.

La búsqueda prosigue en pos de otros anti-
bióticos producidos por los organismos de este 
género, máxime al considerar que la resistencia a 
los antibióticos por parte de los microorganismos 

patógenos exige el descubrimiento permanente de 
nuevos agentes, y que los péptidos antimicrobianos 
forman parte de este grupo. Lo valioso de la presen-
te investigación es que se hallaron microorganismos 
del género Streptomyces sp. con capacidad de inte-
ractuar electrostáticamente con el colorante básico 
adicionado al medio de cultivo, constituyendo un 
microorganismo con potencial capacidad para pro-
ducir moléculas con actividad biológica (20, 34).

A partir de las cepas que demostraron interac-
ción con el colorante, y que además produjeron 
una cantidad medible de proteína por el método de 
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Lowry et al., 1951 (31), se procedió a realizar pruebas 
confirmativas de la presencia de grupos aminados, 
tanto por cromatografía de capa fina como por 
precipitación con el reactivo de Dragendorff, el 
cual es usado para detectar la presencia de com-
puestos nitrogenados, entre ellos aminas simples y 
aminoácidos (22). 

Se encontró que de las 11 cepas purificadas, sólo 
4: M.20.3.1, M.14.3.1 A, M.13.2.A y M.13.2.C mos-
traron resultados positivos a las pruebas realizadas, 
como se aprecia en la figura 3. Los datos obtenidos 
son similares a los reportados por Shima et al. (21, 
22, 35) sobre experimentos pioneros en los que se 
detectó la producción del péptido antimicrobiano 
ε-poli-L-lisina, generado por Streptomyces albulus, 
usado actualmente en la conservación de leche y 
de otros productos alimenticios porque soporta 
presiones y temperaturas de esterilización sin sufrir 
degradación (18, 25). 

La prueba cualitativa de la precipitación de com-
puestos nitrogenados por reacción con el reactivo de 
Dragendorff permite establecer una relación directa 
entre la cantidad de proteína presente en la muestra 
y la cantidad de precipitado que se obtiene al final 
de la reacción de Dragendorff, como es el caso de 
la muestra procedente de los extractos crudos de 
las cepas M.13.2.C y M.13.2.A, ambas provenientes 
de microorganismos del género Streptomyces sp. Los 
resultados obtenidos con los ensayos de cromato-
grafía de capa fina corroboran la presencia de com-
puestos nitrogenados en las muestras. Al realizar 
la cromatografía de capa fina en las muestras de 
extractos microbianos libres de células, compuestos 
proteicos precipitados y compuestos proteicos so-
metidos a procesos de hidrólisis con HCl 6N, todas 
ellas reveladas con ninhidrina, se encontró que los 
extractos crudos no presentaron manchas que in-
dicaran la presencia de compuestos nitrogenados, 
al igual que el medio limpio sin microorganismos 
inoculados; las muestras de compuestos proteicos 
precipitados exhibieron la presencia de éstos en 
forma de manchas características, pero con factores 
de retención (Rf) muy bajos debido, posiblemente, 
al acomplejamiento y aglomeración de la muestra; 
los compuestos proteicos hidrolizados presentaron 
manchas con Rf, similares a las del control del ami-
noácido lisina, lo que da cuenta de la hidrólisis de los 
enlaces peptídicos y de la liberación de aminoácidos 
(imágenes no mostradas).

Figura 3. Precipitación de compuestos nitrogenados 
producto de la reacción entre el reactivo de 

Dragendorff y los compuestos nitrogenados presentes 
en los extractos crudos libres de células (Foto original 

en color, precipitado naranja).

La presencia de proteína por el método de Lowry, 
y de compuestos nitrogenados por los métodos de 
Dragendorff y cromatografía de capa fina para las 
cepas M.20.3.1, M.14.3.1 A, M.13.2.A, M.13.2.C 
demostró que la molécula es de naturaleza peptídica 
(21, 35) y permitió continuar la búsqueda de bioac-
tividad antimicrobiana expresada por alguna de las 
cepas aisladas en esta investigación. Así pues, cada 
una de las cepas seleccionadas se llevó a procesos de 
fermentación y a la evaluación de la producción de 
proteína a lo largo del crecimiento microbiano. Así 
mismo, con cada una de las muestras obtenidas a lo 
largo del crecimiento microbiano, se hizo la prueba 
biológica para la determinación de la actividad an-
tibacteriana sobre microorganismos considerados 
patógenos por medio de bioautografía.

Se encuentra, entonces, que el microorganismo 
de la cepa M.13.2.C exhibe una curva de crecimien-
to normal (ajustada con el modelo Logístico) y un 
aumento progresivo de la concentración de proteína 
en el medio a lo largo del tiempo. La disminución 
del pH durante el proceso de fermentación es una 
condición esencial para la acumulación de políme-
ros con capacidad antibacteriana (22); ello se logró 
constatar con un aumento progresivo en la concen-
tración de componentes peptídicos en la medida 
que el pH disminuía a lo largo del crecimiento 
microbiano, comenzando el proceso con un pH 
de 6,8; aportado por el buffer del medio, hasta un 
pH de 4,2; que era el que finalmente se reportaba, 
y que aparece en la figura 4.
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Figura 4. Curva de crecimiento de biomasa de la 
cepa Streptomyces sp. M.13.2.C (n), concentración 

de proteína (), tamaños de los halos de inhibición 
sobre el patógeno E. coli	(×)	y	cambio	de	pH	(•)	con	

respecto al tiempo del desarrollo del microorganismo. 
La curva experimental de crecimiento microbiano 

(—) se ajusta siguiendo parámetros del modelo 
logístico.

Al evaluar la actividad antibacteriana por el 
método de la bioautografía se logró obtener halos 
de inhibición sobre el crecimiento del microorga-
nismo patógeno E. coli ATCC 8739. El halo crecía 
en la medida que la concentración de la proteína 
aumentaba, como puede verse en las figuras 4 y 5. 
A mayor diámetro, mayor es la inhibición de cre-
cimiento del patógeno E. coli. Se obtiene, entonces 
que, tanto la cantidad de proteína que se encontraba 
a lo largo de la fermentación como el tamaño de 
los halos de inhibición sobre el crecimiento del 
patógeno, iban en aumento en la medida que el 
crecimiento del Streptomyces sp. llegaba a la fase de 
latencia, como se puede apreciar en la figura 4, lo 

que permite pensar que el compuesto que da origen 
a la capacidad antibiótica del extracto crudo es un 
metabolito secundario, lo cual es característico de 
muchas de las sustancias de interés que esta especie 
de microorganismos genera, como lo reportan otras 
investigaciones (18, 20, 29, 36). 

 El blanco utilizado fue Gentamicina inyectable 
80 mg/mL, llevada a concentraciones de 2, 6, 10, 
14, 18 μg/mL y con diámetros de inhibición: 1mm; 
4 mm; 7,5 mm; 10 mm; 13,5 mm (±0,02) respec-
tivamente. Por tanto, puede decirse que el halo de 
inhibición de 8 mm, creado por el extracto proteico 
de la cepa M.13.2.C tiene una concentración relativa 
al del inyectable de gentamicina de 10,67 μg/mL. 

Respecto a la bioautografía realizada sobre los 
microorganismos S. aureus y C. albicans con los 
extractos peptídicos de la cepa M.13.2.C, los resul-
tados no son totalmente claros. Posiblemente, para 
contrarrestar el crecimiento de S. aureus, sea necesario 
aumentar la concentración del compuesto peptídico. 
Esto se ve corroborado por ciertas investigaciones 
que demuestran que la concentración de un péptido 
antimicrobiano con capacidad de actuar sobre E. coli, 
va a ser menor que la de un péptido que actúe sobre 
S. aureus (26). Se obtuvo, entonces, para S. aureus 
ATCC 6538, un halo de 2mm de diámetro en la 
interacción con el péptido antimicrobiano, dato tam-
bién de Nishikawa y colaboradores (14). En cuanto 
a la interacción con C. albicans ATCC 10231, no se 
dio inhibición en el crecimiento de esta levadura, lo 
cual obedece, posiblemente, a que la composición de 
la membrana celular de la levadura no es susceptible 
a la acción de los péptidos antimicrobianos, como sí 
lo pueden ser las células bacterianas (3)

Figura 5. Bioautografía efectuada con los componentes proteicos de los extractos crudos de la cepa M.13.2.C de 
Streptomyces sp. a diferentes horas de su crecimiento. Diámetro de inhibición: 20 horas: 0,5 mm (±0,01); 22 horas: 

1 mm (±0,04); 26 horas: 3 mm (±0,04); 28 horas: 5 mm (±0,03); 30 horas 8 mm (±0,04).
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Para explicar el mecanismo de acción por el cual 
un péptido antimicrobiano puede actuar sobre un 
microorganismo, se postula la posibilidad de que 
las porciones cargadas positivamente se unan a los 
componentes cargados negativamente en la mem-
brana celular de una célula bacteriana, tales como 
fosfatidilglicerol o cardiolipinas, dando origen a la 
formación de poros que conducen al microrganismo 
a la muerte (6, 37). Tal modelo explica los estados 
iniciales de la actividad antimicrobiana propuesta 
para péptidos con actividad antibiótica, como nisina, 
magainina y defensinas (20, 37).

Con base en los anteriores resultados se procedió 
a determinar la distribución de pesos moleculares 
usando gel de electroforesis y comparando con 
un marcador de peso molecular. Las muestras 
fueron los compuestos de naturaleza peptídica 
precipitada con ácido acético, provenientes de las 
cepas M.13.2.C, M.13.2.C-A, M.13.2.A, M.20.3.1 
B, M.14.3.1.A, M.14.3.1.C, M.20.3.1, M.14.3.1. B, 
M.13.2.C-B. Se encontraron bandas ubicadas entre 
1,2 y 2,4 kDa, al igual que lo informan Nishikawa 
y colaboradores (20). Además, es semejante a la 
banda que muestra el blanco, que en este caso es el 
e-poli-L-lisina, donado por Chisso Corporation del 
Japón, que puede observarse en la figura 6. A pesar 
de encontrarse bandas que daban cuenta de la pre-
sencia del péptido, no todos los extractos proteicos 
mostraron bioactividad antibacteriana. Es el caso del 
extracto proteico de la cepa M.20.3.1 que, aunque 
exhibía una banda característica de la presencia del 
péptido de interés, no mostró actividad alguna, lo 
cual puede obedecer a la baja concentración del 
compuesto en la muestra.

Figura 6. Gel de electroforesis. Bandas características 
de los compuestos proteicos de las cepas: 1. Marcador 

de peso molecular; 2. M.13.2.C; 3. M.13.2.C-A; 4. 
M.13.2.A; 5. M.20.3.1 B; 6. M.14.3.1.A; 7. M.14.3.1.C; 

8. M.20.3.1; 9. M.14.3.1. B. 10. M.13.2.C-B; 11. 
e-poli-L-lisina; 12. Medio limpio, sin inoculo.

CONCLUSIONES

Aún no se ha descubierto todo lo que la naturaleza 
puede brindar, pero es necesario continuar 
la búsqueda. Utilizando un método simple y 
sensible de screening, reportado anteriormente por 
Nishikawa et al., 2002 (20), se logró la detección 
de microorganismos productores de metabolitos 
cargados. Con la presente investigación se comprueba 
que es posible encontrar microorganismos que, 
por su metabolismo, creen biomoléculas que 
interaccionen electrostáticamente con colorantes 
cargados adicionados en el medio. El método 
informado en la presente investigación puede 
aplicarse en medios sólidos con una gran cantidad 
de microorganismos de búsqueda; además puede 
usarse sobre la generalidad de los microorganismos 
neutrófilos y mesófilos, porque las condiciones de 
cultivo son aplicables a la mayoría, y puede afirmarse 
que cuando el microorganismo no muestra la zona 
característica de inhibición alrededor de la colonia, 
la secreción depende de la cepa del microorganismo 
como tal.

Los resultados positivos a las reacciones con el 
reactivo de Dragendorff, y en cromatografía de capa 
fina con la ninhidrina, demuestran que el extracto 
obtenido es de naturaleza peptídica (21, 35), a partir 
de un microorganismo del género Streptomyces sp., 
aislado de suelos antioqueños, el cual, por el método 
de bioautografía, resultó tener actividad antimicro-
biana, una concentración relativa de 10,67 μg/mL, 
un halo de inhibición de 8 mm sobre microorga-
nismos considerados como patógenos, y un peso 
molecular de aproximadamente 2 kDa, semejante 
al del control.

Los resultados indican que la técnica que usa un 
colorante que interaccione con el metabolito es útil 
para el aislamiento de microorganismos productores 
de moléculas cargadas.
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