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Resumen

Cada vez es mas importante la blsqueda de estrategias sostenibles
para la obtencién de pigmentos con potenciales usos en la
industria, especialmente aquellos que ademas muestran
actividades antimicrobianas. Muchos compuestos con colores
caracteristicos son producidos por microorganismos y se ha
explorado su produccién en diferentes sistemas de fermentacion.
La prodigiosina, un pigmento bacteriano al cual se le ha reportado
una actividad antibacteriana, antiflngica, antiparasitaria e incluso
antiviral, es producida por especies como Serratia marcescens en
fermentaciones sumergidas usando diversos sustratos como
caseina, peptona, glicerol, almiddn, entre otros; no obstante,
algunos azucares como la glucosa cuando estan presentes en los
medios de cultivo pueden inhibir su sintesis. El objetivo de este
estudio fue evaluar la produccion de prodigiosina en medios de
cultivo con diferentes concentraciones de polvo de mani, ademas
de determinar cémo la concentracién de glucosa en dichos medios
afecta la produccién del pigmento. Los resultados revelaron que a
mayor concentracion de polvo de mani en los medios de cultivo se
daba una mayor produccion de prodigiosina. De igual forma, se
encontré una disminucién en la produccion del pigmento a medida
que aumentaba la concentracion de glucosa en los medios. Se
confirmd la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos
segun la inhibicién del crecimiento de Staphylococcus aureus
ATCC 29213 y Escherichia coli ATCC 700891. Este trabajo
confirma nuevamente el potencial biolégico de la prodigiosina
obtenida de S. marcescens y se proponen nuevas pruebas de
actividad antimicrobiana usando como testigo otros organismos de
interés clinico y biotecnoldgico.
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Abstract

The search for sustainable strategies to obtain pigments with
potential uses in industry is increasingly important, especially
those that show antimicrobial activities. Many of these compounds
with characteristic colors are produced by microorganisms and
their production has been explored in different fermentation
systems. Prodigiosin, for example, a bacterial pigment for which
antibacterial, antifungal, antiparasitic and even antiviral activity
has been reported, is produced by species such as Serratia
marcescens in submerged fermentations using various substrates
such as casein, peptone, glycerol, and starch. However, some
sugars such as glucose when present in culture media can inhibit
its synthesis. The objective of this study was to evaluate the
production of prodigiosin in culture media supplemented with
different concentrations of peanut powder, in addition to
determining how the concentration of glucose in these media
affects the production of the pigment. The results revealed that the
higher the concentration of peanut powder in the culture media,
the greater the production of prodigiosin. Similarly, a decrease in
pigment production was found as the glucose concentration in the
media increased. The antimicrobial activity of the extracts
obtained from the cultures in media with low glucose
concentration was confirmed by inhibition of the growth of
Staphylococcus aureus ATCC 29213 and Escherichia coli ATCC
700891. This work once again confirms the biological potential of
the prodigiosin obtained from S. marcescens and it is proposed to
carry out new tests of antimicrobial activity using other organisms
of clinical and biotechnological interest as controls.
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1. Introduccion

La produccién de muchos colorantes utilizados en diversas
industrias como las de alimentos, pinturas, cosméticos y
farmacos, genera problemas ambientales significativos cuando
entran en contacto con las corrientes de agua como la reduccion
de la penetracién de la luz, el aumento de la demanda bioquimica
(DBO) y quimica de oxigeno (DQO), asi como la inhibicién de
la fotosintesis y el crecimiento de las plantas [1]; ademas, muchos
son persistentes en el ambiente, se acumulan en los organismos y
pueden ser toxicos, mutagénicos y carcinogénicos [2].

Una alternativa que ha mostrado ser mas amigable con el
medio ambiente es la produccion de pigmentos a través del
cultivo de microorganismos usando desechos agroindustriales
como sustratos econdmicos, incluyendo una variedad de
materiales como paja, tallos, hojas, cascaras, semillas, pulpas,
rastrojos, bagazo y granos gastados de cerveceria, asi como
subproductos animales y suero [3]. Algunos hongos como
Penicillium multicolor, P. canescens, P. herquie, Talaromyces
verruculosus y Fusarium solani, producen pigmentos con
potencial industrial de color naranja, verde, amarillo, rojo y
marrén, respectivamente [4]. Ademas, ciertas bacterias como
Pseudomonas aeruginosa Yy Serratia marcescens han
demostrado potencial para producir pigmentos con propiedades
antibacterianas, antioxidantes y anticancerigenas [5,6].

En particular, S. marcescens, una bacteria gramnegativa que
se encuentra cominmente en el suelo, el agua y otros ambientes
[7-9] y que también puede ser encontrada en una variedad de
animales y plantas [10], produce un pigmento conocido como
prodigiosina; este, ademas de conferir un intenso color rosa a las
colonias de S. marcescens, ha inhibido el crecimiento de otras
bacterias como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Proteus
vulgaris, Staphylococcus aureus, entre otras [11-13] y de hongos
de géneros como Colletotrichum y Fusarium [14,15].

La produccion de este pigmento bacteriano esta determinada
por varias condiciones de cultivo como la temperatura, el pH y
los nutrientes disponibles en el medio. Se ha observado que se
logran producciones significativas de prodigiosina cuando S.
marcescens se cultiva a 27.5 °C, con un pH de 6.15 y utilizando
sustratos ricos en 4cidos grasos y proteinas [15-17]. Dado el
impacto reportado de la composicion del medio de cultivo sobre
la sintesis de prodigiosina por S. marcescens, es fundamental
buscar fuentes de carbono y nitrégeno que permitan obtener
concentraciones elevadas de este pigmento y potenciar su
actividad antimicrobiana de manera economica y sostenible.
Diversos estudios han demostrado que la prodigiosina sintetizada
por S. marcescens presenta actividades antibacterianas,
antiflngicas, antiprotozoarias, citotoxicas y antitumorales, entre
otras [14,18-20] aunque su produccion en fermentaciones
sumergidas se puede ver disminuida en condiciones nutricionales
favorables para la bacteria como la presencia en el medio de

BISTUA, VoI23 (2), (2025)

cultivo de azlcares simples como la glucosa o de algunas
vitaminas [21,22].

Muchos de los sustratos que han demostrado potencial para
la sintesis de prodigiosina poseen altas concentraciones de
proteinas y lipidos. El polvo de mani, la fuente de carbono
evaluada en este estudio, presenta una composicién que lo hace
viable para la formulacién de medios de cultivo que potencien la
sintesis del pigmento [23]. Aunque se han realizado
investigaciones con sustratos similares como la harina de soya y
las tortas de semillas oleaginosas [24,25], y en estudios previos
se ha demostrado la viabilidad del polvo de mani para la
obtencion de este pigmento [26], no se ha evaluado el efecto de
suplementar dichos medios con diferentes concentraciones de
glucosa sobre la produccién de prodigiosina y su respectiva
actividad antimicrobiana. No obstante, aunque se han
demostrado pequefios incrementos en la sintesis de prodigiosina
cuando se adicionan azlcares a medios de cultivo como caldo
nutritivo y peptona glicerol [26], sigue siendo poco claro el efecto
de la concentracion de estos en medios que contienen acidos
grasos.

2. Materiales y métodos
2.1 Microorganismos

Se utilizd la cepa S. marcescens FCS2015 aislada a partir de
secreciones respiratorias de un paciente colonizado
asintomatico que consulta en un hospital de tercer nivel de la
ciudad de Medellin, Colombia, e identificada usando el
sistema API20E (bioMérieux®, Marcy-I'Etoile, France) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante y por comparacion
de la secuencia del gen 16S rRNA con las incluidas en
GenBank (NCBI); esta cepa presentd colonias rosadas en
agar Luria Bertani (LB) (Fig.1) y fue incluida en la Coleccién
Bioldégica Banco de Cepas de Microorganismos con
Aplicaciones Biotecnoldgicas — CEMBIO de la I.U. Colegio
Mayor de Antioquia. Como testigos para los ensayos de
actividad  antibacteriana se  utilizaron las  cepas
Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Escherichia coli
ATCC 700891 resistente a ampicilina y a estreptomicina. Las
cepas se mantuvieron conservadas en caldo BHI con glicerol
al 30 % v/v a —70 °C hasta su reactivacion en agar LB a 37
°C durante 24 h.

Figura 1. Colonias de S. marcescens FCS2015 en agar LB.
Fuente: Autores.



2.2 Condiciones de cultivo y produccion del pigmento

Se us6 un medio de cultivo compuesto por polvo de mani con
un tamafio de particula correspondiente a una malla 100, en
agua destilada con diferentes concentraciones (1, 2, 5, 10 y
20 g/L) aun pH de 7.0. Los granos de mani crudos sin cascara
se obtuvieron en un mercado local y se trituraron en un
molino manual para alimentos. Para evaluar el efecto de la
concentracion de glucosa, los medios de cultivo fueron
suplementados con 0, 0.5, 5, 10 y 20 g/L. Todos los medios
se esterilizaron a 121 °C, 15 psi, durante 15 min. Los cultivos
se realizaron en Erlenmeyer de 100 mL con 20 mL de medio,
inoculados con 1 % v/v de una suspension correspondiente a
un patrén McFarland 1 (~ 3x108 UFC/mL) preparada a partir
de un cultivo de S. marcescens en agar LB con 24 h de
incubacion. Los medios se incubaron durante 24 h a 25 + 2
°C en agitador orbital a 150 rpm.

2.3 Cuantificacion del crecimiento celular

Se realizaron diluciones seriadas de los medios obtenidos
hasta 10 — 10~° en agua peptonada al 1% p/v y se hizo el
conteo de unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC/mL) en agar LB después de 24 h de incubacién a 30
°C.

2.4 Medicién de la produccion de pigmento

Se centrifugaron 10 mL de los medios de cultivo a 4500 rpm
por 20 min. El pellet obtenido se resuspendié en 10 mL de
metanol acidificado con 4 % v/v de HCI 1M y se centrifugo
nuevamente; se realiz6 un barrido de absorbancia entre 350
nmYy 700 nmy se seleccion6 una longitud de onda de 500 nm
para las mediciones (Nanocolor®, Macherey-Nagel Inc.).

2.5 Determinacion de la actividad antimicrobiana

Se concentraron por evaporacion al vacio a 45 °C, 10 mL de
los extractos metanolicos obtenidos a partir de los cultivos
suplementados con 0.0 y 0.5 g/L de glucosa. Los extractos
concentrados se diluyeron en 500 pL de dimetilsulféxido
(DMSO) y su actividad antimicrobiana se determiné por el
método de difusion en disco. Se prepararon suspensiones en
agua peptonada al 0.1 % a partir de cultivos en agar LB
incubados durante 24 h a 37 °C de cada una de las dos
bacterias usadas como testigo hasta alcanzar una
concentracion correspondiente a un patréon McFarland 0.5 (~
1.5x108 UFC/mL). Estas suspensiones se sembraron por
superficie en agar Mueller Hinton (MH) y sobre el medio
inoculado se ubicaron discos estériles de papel filtro de
celulosa (Whatman® 1) de 5 mm. Cada disco se impregno
con 10 pL de un extracto diluido en DMSO vy los cultivos se
incubaron a 37 °C durante 24 h [27], posteriormente se
determing el espesor del halo de inhibicién alrededor de los
discos. Se utilizd6 como control positivo una solucion de
gentamicina (10 pg/mL) y como control negativo DMSO.
Cada extracto y control fueron evaluados por triplicado.
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2.6 Disefio experimental y andlisis estadistico

Para evaluar la produccién de pigmento se implementd un
disefio completamente al azar con arreglo factorial y tres
réplicas por tratamiento, teniendo como factores la
concentracion inicial de polvo de mani y la de glucosa, cada
una con cinco niveles. Para los datos que mostraron una
distribucion no normal se verifico la existencia de diferencias
significativas entre las medianas de la produccion de
pigmento y de las UFC/ml, segin cada factor de manera
individual a través de una prueba de Kruskal-Wallis, con un
nivel de significancia de 0.05. Después de confirmar la
idoneidad del modelo para la actividad antimicrobiana de los
pigmentos obtenidos en medios de cultivo con 0.0 y 0.5 g/L,
se realizd un andlisis de varianza de dos vias con la
concentracion de glucosa y de mani como factores con dos y
cinco niveles respectivamente y con una significancia de
0.05, seguido de una prueba de diferencia de medias HSD
para cada factor. Todos los andlisis se realizaron en el
software Statgraphics Centurion XVI.

3. Resultados y discusion
3.1 Crecimiento celular

Todas las concentraciones de mani evaluadas en este estudio
permitieron alcanzar una produccion de biomasa que fue
mayor en los medios de cultivo con 10y 20 g/L (Fig.2). Dado
que los medios de cultivo se prepararon solo con mani, este
sustrato garantizd a la bacteria todos los nutrientes que
requiere para su crecimiento; considerando que los granos de
mani estan formados principalmente por lipidos (49.2 %) y
proteina (25.8 %) y que la cantidad de azlcares fermentables
es baja (4.7 %) [23], el alto crecimiento celular indica que la
bacteria usa tanto lipidos como proteinas como fuente de
carbono principal.

14 ¢ Concentracion Glucosa (g/L)
o0 @05 @5
12 =10 m20 « 12

Log(UFC/mL)

1 2 5 10 20

Concentracion Mani (g/L)
Figura 2. Unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL)
alcanzadas en medios de cultivo con diferentes concentraciones de mani y
glucosa. Se grafican los promedios con sus desviaciones estandar. Barras
marcadas con * corresponden a tratamientos con diferencias significativas
(p < 0.05) entre sus medianas segun la concentracién de mani. Fuente:
Autores.



Se ha demostrado que cada cepa de S. marcescens produce
entre una y cuatro proteasas diferentes con las cuales
hidroliza proteinas como la gelatina y la caseina obteniendo
asi aminoacidos como alanina, triptéfano, serina, aspartato,
entre otros, que usa como fuente de carbono y energia; este
género produce ademas lipasas que le permiten hidrolizar
acilgliceroles como la trioleina y el aceite de maiz y obtener
acidos grasos que puede metabolizar [28]. Aunque esta
reportado que la D-glucosa es asimilada por todas las
especies del género Serratia, el incremento de Ila
concentracion de este azlcar no afecté el crecimiento celular
lo que indica que las proteinas, lipidos y carbohidratos
propios del mani fueron suficientes para promover el
crecimiento bacteriano. No se reporta el crecimiento en
UFC/ml de aislados nativos de S. marcescens en medios
como el que se usé en este trabajo, pero se ha demostrado que
cepas silvestres y genéticamente modificadas alcanzan
crecimientos similares en caldo nutritivo [29].

3.2 Produccion de pigmento

Se confirmd que el mani en polvo es un sustrato adecuado
para la sintesis de prodigiosina aunque la produccién de este
pigmento disminuy6 considerablemente al incrementar la
concentracion de glucosa en el medio de cultivo (Fig.3).
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Figura 3. Produccién de pigmento determinada por absorbancia a 500 nm.
Se grafican los promedios con sus desviaciones estandar. Fuente: Autores.

Giri et al. [26] evaluaron diferentes medios y sustratos con
alto contenido de lipidos y encontraron que el mani en polvo
permitia alcanzar las mayores concentraciones de
prodigiosina, incluso dos veces superiores a las obtenidas
usando semillas de sésamo como sustrato y hasta 60 veces
mayor que la obtenida en caldo nutritivo, sin afectarse
notablemente por la adicion de glucosa, contrario a lo
encontrado en este estudio, en el cual la produccién de
prodigiosina se vio disminuida al incrementar la
concentracion de glucosa en el medio por encima de 0.5 g/L.

Se encontraron diferencias significativas en la produccion de
prodigiosina tanto para la concentracion de mani como de
glucosa usadas en los medios de cultivo (Fig.4). Los
resultados obtenidos confirman nuevamente que los medios
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de cultivo que contienen acidos grasos, ademas de promover
el crecimiento bacteriano, mejoran la produccién de
prodigiosina y que la glucosa no es un azlcar que promueva
la sintesis de este pigmento (21, 25, 26, 30).
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Figura 4. Diferencias estadisticas para la produccion de pigmento
determinada por absorbancia a 500 nm, segin A.) Concentracion de mani,

B). Concentracion de glucosa. Letras diferentes indican diferencias
significativas. Fuente: Autores.

0

De hecho, se ha demostrado que la glucosa deshidrogenasa
de S. marcescens cataliza la oxidacion de la glucosa presente
en el medio promoviendo la reduccion del pH lo que a su vez
inhibe la produccion de prodigiosina a través del control
transcripcional del operdn biosintético de este pigmento [31].

3.3 Actividad antibacteriana

Se confirmd que los extractos obtenidos inhibieron el
crecimiento de ambas bacterias usadas como testigo (Tab. 1)
y en la Fig. 5 se muestran algunos halos de inhibicion
obtenidos para E. coli ATCC 700891. A pesar de que dichas
inhibiciones fueron considerablemente menores que las
alcanzadas para el control positivo, estas se obtuvieron
aplicando un extracto en el que se encuentra el pigmento sin
purificar.

En otros trabajos se han reportado halos de inhibicién para S.
aureus, E. coli y otras bacterias grampositivas vy
gramnegativas, para un pigmento intracelular sin purificar
producido por S. marcescens [32], y superiores para una
prodigiosina purificada por cromatografia [33, 34]. Cabe
resaltar que el pigmento obtenido en el presente trabajo
inhibi6 el crecimiento de una cepa de E. coli con resistencia



confirmada a dos antibidticos, mientras que, en otros, la
prodigiosina obtenida no ha sido eficaz para inhibir cepas de
E. coli resistentes [27].

Tabla 1. Halos de inhibicién promedio obtenidos segin la concentracion
de glucosa y mani usada en los medios de cultivo.
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Mani g/L 1 2 5 10 20
Glucosa g/L
0

0.33 1.22 139 183 194
0.5 1.06 194 200 261 278
Gentamicina (10 pg/mL) 125
DMSO 0.0
Escherichia coli ATCC 700891
Mani g/L 1 2 5 10 20
Glucosa g/L
0 0.67 161 211 172 2.06
0.5 1.56 228 267 289 3.56
Gentamicina (10 pug/mL) 10.5
DMSO 0.0

Longitud del halo medida en mm

Figura 5. Réplicas para los halos de inhibicion de E. coli ATCC
700891 causados por extractos obtenidos con 10 g/L de mani; 401, 402 y 403:
0 g/l de glucosa; 411, 412 y 413: 0.5 g/l de glucosa. Fuente: Autores.

La actividad antibacteriana de los extractos recuperados
contra S. aureus y E. coli present6 diferencias significativas
segun la concentracion de glucosa usada en los cultivos. Se
puede ver que dicha actividad fue superior cuando el medio
se suplement6 con 0.5 g/L de glucosa (Fig.6). El efecto de la
concentracion de mani sobre la actividad antimicrobiana fue
diferente para las bacterias testigo; para S. aureus, se vieron
diferencias significativas entre las concentraciones de 1 y 20
g/L (Fig.6A), mientras que para E. coli no se encontraron
diferencias estadisticas entre tratamientos (Fig.6B).

No se ha reportado en la literatura que la adicion de pequefias
cantidades de glucosa al medio pueda favorecer la actividad
antimicrobiana de la prodigiosina producida por S.
marcescens. Es posible que este comportamiento se haya
dado por un crecimiento celular promovido inicialmente por
el consumo de este azlcar y la induccion posterior de la
produccion de pigmento cuando la glucosa en el medio ya
habia sido consumida. No obstante, muchos trabajos
reafirman que adicionar glucosa al medio de cultivo no
promueve o por el contrario retrasa la sintesis de
prodigiosina, lo que repercute directamente en la actividad de
los extractos recuperados [13, 35].

En este trabajo, aunque no se haya determinado una
concentracion minima inhibitoria y los halos de inhibicién
alcanzados hayan sido menores que los reportados en la
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literatura, si se pudo confirmar la inhibicion de S. aureus y E.
coli, al igual que en otros estudios en que fueron inhibidas
ambas especies [6, 11-13, 19, 32, 33] o al menos una de ellas
[27, 35].
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Figura 6. Efecto de la concentracion de glucosa y mani sobre la actividad
inhibitoria de los extractos contra A.) S. aureus ATCC 29213, B.) E. coli.
ATCC 700891. Letras diferentes indican diferencias significativas segun la
concentracion de mani. Simbolos diferentes indican diferencias segin la
concentracion de glucosa. Fuente: Autores.

Se ha reportado que el mecanismo molecular de accion de la
prodigiosina lleva finalmente a la ruptura de la membrana
plasmética, y aunque en este trabajo no se encontraron
diferencias apreciables en la inhibicion de las dos cepas
evaluadas, el impacto de la prodigiosina puede variar entre
diferentes bacterias, en las grampositivas promueve
principalmente la lisis a través del dafio de la pared celular,
mientras que en las gramnegativas este pigmento influye en
la expresién génica y en la sintesis de proteinas llevando a
alteraciones en el ciclo celular y en el metabolismo [36]; la
falta de actividad de la prodigiosina sobre algunos aislados
bacterianos podria estar asociada a la presencia de algin
mecanismo de resistencia a este compuesto.

4. Conclusiones

El polvo de mani es un sustrato viable para la produccion de
pigmentos como la prodigiosina en cultivos sumergidos de S.
marcescens, esto puede promover el uso de sustratos con
composiciones similares y de bajo costo para la formulacion
de procesos productivos de pigmentos usando este
microorganismo. La actividad antimicrobiana de los
extractos fue proporcional a la cantidad de pigmento



recuperado.

La adicion de glucosa no afectd

significativamente el crecimiento celular de S. marcescens,
aunque si inhibi6 la produccién de pigmentos cuando la
concentracion inicial en el medio de cultivo era mayor de 0.5

g/L. A diferencia de otros estudios,

la adicién de

concentraciones menores de 0.5 g/L de glucosa en los medios
de cultivo puede promover la actividad antimicrobiana del
pigmento producido por S. marcescens cuando se usa mani
como sustrato.
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