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Resumen

El género Bacillus presenta una amplia diversidad metabdlica asociada a su prevalencia en diversos
ecosistemas. En la actualidad, una de las caracteristicas mas estudiadas de este género bacteriano
es su capacidad para disminuir la incidencia de enfermedades en cultivos agricolas, debido a la
represion directa o indirecta del crecimiento de los agentes causales dichas enfermedades. Entre
los mecanismos mas estudiados en el control bioldgico de cepas del género Bacillus contra agentes
fito-patdgenos destacan los lipopéptidos, tales como surfactinas, iturinas y fengicinas, los cuales
son compuestos de bajo peso molecular con caracteristicas anfifilicas que proporcionan proteccién
a las plantas tanto en condiciones previas como posteriores a la cosecha. Los lipopéptidos pueden
antagonizar directamente a los agentes fito-patdgenos y inducir estrategias de resistencia sistémica
en las plantas asociadas. Sin embargo, el amplio uso de lipopéptidos en el sector agricola,
farmacéutico, o alimentario depende del desarrollo de procesos analiticos eficientes y econémicos
para la extraccion, identificacion, y cuantificacion de dichos compuestos bioactivos. Este ensayo
presenta un analisis sobre diversos procedimientos analiticos empleados para la extraccion, e
identificacion cualitativa y cuantitativa de estos metabolitos.
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Para el afio 2050 se pronostica que el sector agricola necesitara incrementar su productividad entre
70 y 100%, con el fin de satisfacer la demanda de alimentos de la poblacion humana, la cual
ascendera a ~10 mil millones de personas (FAO, 2017). Sin embargo, una de las principales
limitantes para el aumento de la produccion agricola es la incidencia de enfermedades en los
cultivos provocadas por fito-patdgenos, causando una disminucion del rendimiento promedio de
un 15-25% (Villa-Rodriguez et al., 2016; Gupta et al., 2018; Parra-Cota et al., 2018; Diaz-
Rodriguez et al., 2019).

Por lo cual, el uso de plaguicidas en todo el mundo ha aumentado de ~1.3 kg ha a 2.57 kg ha™ de
1992 a 2016; es decir, 197.69% (Garcia-Gutiérrez et al., 2012; FAO, 2018); sin embargo, solo el
0.1% alcanzando el objetivo deseado (el cultivo agricola), donde el volumen restante se moviliza
contaminando el ambiente circundante afectando a otros organismos, al ser sustancias
quimicamente complejas, impactando severamente al medioambiente generando contaminacion de
suelos y mantos acuiferos, degradacion y salinizacidn del suelo, pérdida de biodiversidad y efectos
de toxicidad de componentes restantes, degradacion quimica o microbiana, ademas de generar
pérdida de biodiversidad (Galvez-Gamboa et al., 2018).

Por lo cual, la generacién de alternativas agro-biotecnolégicas para el control de fito-patdgenos es
determinante para satisfacer la demanda de alimentos actual y futura de forma sostenible, enfocadas
en conservar la fertilidad de los suelos agricolas, y disminuir potenciales afectaciones hacia el
medio ambiente (de los Santos Villalobos et al., 2018; Robles-Montoya et al., 2020).

Mundialmente ha aumentado el interés del sector agricola por el uso de estrategias de control de
fito-patdgenos por Agentes de Control Bioldgico (ACB), particularmente bacterias, como se
observa por el aumento exponencial del mercado mundial de los bioplaguicidas, de $ 800 millones
en 2014 a $ 2.8 mil millones en la actualidad (Villa-Rodriguez et al., 2019), con un incremento
estimado de 15% al 20% para el 2020 (Goémez et al., 2018). Los ACB son organismos benéficos,
sus genes y productos, como los metabolitos, para reducir los efectos negativos de patogenos de
las plantas a través de acciones antagonicas por diferentes mecanismos, incluyendo
micoparasitismo, produccion de enzimas liticas, induccién de respuesta sistémica de la planta y
produccion de 6-endotoxinas, sideréforos y lipopéptidos (Robles-Montoya et al., 2019; de los
Santos Villalobos et al., 2019; Valenzuela-Ruiz et al., 2019; Villa-Rodriguez et al., 2019).

Lo anterior condujo al estudio de diversas cepas microbianas como ACB, entre las cuales el género
Bacillus ha sido ampliamente estudiado por su capacidad para esporular, lo cual facilita su
produccion y almacenaje como bioinoculante por periodos largos de tiempo, ademéas de su
abundancia, diversidad y ubicuidad en diversos agro-sistemas (suelo, agua y planta), siendo
significativamente mayor su poblacion en comparacion a otros géneros microbianos (Villarreal-
Delgado et al., 2018; de los Santos Villalobos et al., 2019; Santoyo et al., 2019).

Adicionalmente, los Bacilli desatacan por sus diversas capacidades metabdlicas, al producir
metabolitos antimicrobianos antibidticos, enzimas liticas, quitinasas, celulasas, glucanasas, y
lipopéptidos (Valenzuela-Aragon et al., 2019). Los lipopéptidos son compuestos de bajo peso
molecular con caracteristicas anfifilicas que proporcionan proteccion a las plantas tanto en
condiciones previas como posteriores a la cosecha, al suprimir directamente el crecimiento de los
agentes patdgenos o induciendo resistencia sistémica en plantas huésped (Hashem et al., 2019).
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Recientemente, Coutte et al. (2017) encontaron 263 lipopéptidos diferentes sintetizados por 11
géneros microbianos. Dentro de estos, Bacillus representa el productor mas abundante con 98
diferentes lipopéptidos (clasificados en familias), donde en el contexto del biocontrol de
enfermedades de plantas, las tres familias de lipopéptidos de Bacillus: surfactinas, iturinas y
fengycinas son de interés por su actividad antagonista para una amplia gama de fitopatégenos
potenciales, incluidas bacterias, hongos y oomicetos (Ongena y Jacques, 2008). El objetivo fue
describir criticamente diversos procedimientos analiticos empleados para el estudio (incluyendo la
extraccion e identificacion cualitativa y cuantitativa) de los lipopéptidos producidos por el género
Bacillus, enfocados en la produccién de bioplaguicidas eficientes y sostenibles.

Métodos empleados para la extraccion, identificacion y purificacion de lipopéptidos
Extraccion y purificacion de lipopéptidos

La extraccion y purificacion son etapas clave en el estudio y comercializacion de lipopéptidos
(Coutte et al., 2017). Generalmente, la purificacién de estos compuestos inicia a partir de una
matriz liquida (ej. el caldo de cultivo donde fue crecida la cepa de Bacillus), aunque también se ha
reportado su produccién en fermentacion en estado sélido (Su et al., 2018).

Los métodos de purificacion se basan en las propiedades fisicoquimicas de los lipopéptidos
(polaridad y peso molecular). Con frecuencia, un Unico método no resulta suficiente para la
purificacion de estos compuestos. Por esta razon, es comun que la purificacion de los lipopéptidos
incluya multiples etapas, aplicando métodos como i) precipitacion acida; ii) uso de solventes
organicos; iii) ultrafiltracion; iv) extraccion en fase sélida; y v) cromatografia (Cuadro 1).

Cuadro 1. Métodos de extraccion y purificacion de lipopéptidos de cepas del género Bacillus.

Especie Método Descripcion Referencia
B. Precipitacion &cida Precipitacion &cida con HCl a pH 2 durante  Hsieh et al.
amyloliquefaciens toda la noche. (2004)
B. subtilis Precipitacion &cida  Precipitacion con HCI durante toda la Abdel-
noche, centrifugacion, y secadoa 70°C ~ Mawgoud et al.
(2008)
B. velezensis Solventes, Los metabolitos se aislaron de un cultivo Grady et al.
extraccion liquido- LB liquido cultivado a 28 ° C durante 72 h (2019)
liquido mediante acetato de etilo
B. subtilis Solventes; El sobrenadante obtenido a partir de un Alajlani et al.
extraccion liquido- cultivo liquido fue mezclado con un (2016)
liquido volumen (1:1) de acetato de etilo.
B. mojavensis Ultrafiltracion ~ Los lipopéptidos purificados se obtuvieron  Hmidet et al.
utilizando una membrana de 10-kDa (2017)
B. megaterium Ultrafiltracién Extractos metabdlicos de lipopéptidos  Ma et al. (2016)

fueron purificado utilizando ultrafiltracién
con un tamafo de poro de 30-kDa

B. subtilis Extraccion en fase  Se utiliz6 una columna Cig como fase Alajlani et al.
solida solida y un gradiente de acetonitrilo como (2016)
solvente para eluir fracciones de
lipopéptidos
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Precipitacion &cida

Uno de los métodos més comunes para iniciar la purificacion de lipopéptidos es mediante una
precipitacion acida, utilizando acido clorhidrico concentrado (HCI) (Abdel-Mawgoud et al., 2008).
Este método consiste en disminuir el pH (~2) del caldo de cultivo en el que se encuentran disueltos
estos compuestos. De este modo, las cargas negativas de los lipopéptidos son neutralizadas,
disminuyendo su solubilidad en la fase acuosa, lo que resulta en su precipitacion (Biniarz et al.,
2016).

Una vez que los lipopéptidos precipitan, pueden ser recuperados para posteriores analisis o incluso
para ser sometidos a otros pasos de purificacion. La precipitacion acida es un método muy efectivo
y economico para aislar los lipopéptidos. A pesar de que el uso de este método permite recuperar
~ 97% de los lipopéptidos presentes en el medio de cultivo, su principal desventaja es que no es un
método selectivo, ya que otros compuestos (ej. peptidos) pueden coprecipitar con los lipopéptidos,
obteniendo purezas por debajo de 60% (Coutte et al., 2017).

Solventes orgénicos

El uso de solventes organicos es uno de los métodos més empleados para la extraccion y
purificacion de lipopéptidos. Solventes con diferentes indices de polaridad como cloroformo,
metanol, éter de petroleo, acetato de etilo, n-hexano y éter han sido empleados con este propdsito
(Biniarz et al., 2016). ElI uso de estos solventes puede ser empleado como un método
complementario a la precipitacion acida, por ejemplo, el precipitado obtenido con este método
puede ser sometido a una extraccién con uno de los solventes mencionados (extraccion solido-
liquido). No obstante, la extraccion con solventes también puede ser utilizada como un paso inicial
en el proceso de purificacion, por ejemplo, mediante una extraccion liquido-liquido mezclando el
medio de cultivo y el solvente organico (Alajlani et al., 2016).

Cromatografia y extraccion en fase solida (SPE)

La extraccion de los lipopéptidos por métodos como precipitacion &cida y uso de solventes, a pesar
de presentar alta eficiencia de recuperacion, son métodos poco selectivos. La cromatografia y la
extraccion en fase sélida, del inglés solid phase extraction (SPE) son métodos que permiten obtener
un alto grado de pureza. Estos métodos generalmente son empleados en etapas finales de
purificacion de lipopéptidos (Coutte et al., 2017).

Tanto la cromatografia como la extraccion en fase solida consiste en pasar la mezcla de
lipopéptidos a través de una columna, de esta manera los compuestos de interés interactuaran con
la fase sélida de la columna (resina), mientras que los compuestos contaminantes no lo haran
(Poole, 2003).

Posteriormente, los lipopéptidos que interactuaron con la resina pueden ser recuperados mediante
la elucién con solventes (ej. metanol, acetato de etilo o acetonitrilo) (Poole, 2003). El éxito en la
purificacion de lipopéptidos con estos métodos depende principalmente del tipo de resina y la
mezcla de solventes. Se ha reportado que la columna Cig es muy eficiente para la adsorcion de
lipopéptidos, debido al motivo hidrofobico de estas moléculas (Razafindralambo et al., 1993).
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Sin embargo, por la similitud en su estructura y propiedades fisicoquimicas, la purificacion de
familias especificas de lipopéptidos suele ser proceso complicado. No obstante, esto, se ha logrado
con métodos de cromatografia liquida en fase reversa. Por ejemplo, recientemente Luna-Bulbarela
et al. (2018) logré purificar diferentes isoformas de iturinas -con variantes en la longitud del &cido
graso- mediante cromatografia en fase reversa, utilizando una columna Czg como fase estacionaria
y un gradiente de acetonitrilo como fase movil.

Ultrafiltracion

La ultrafiltracion es un enfoque prometedor para la recuperacion de lipopéptidos; sin embargo, los
costos de los equipos son altos, lo que limita su uso rutinario (Isa et al., 2007). Los lipopéptidos a
concentraciones por encima de su concentracion critica de micelas pueden asociarse para formar
estructuras supramoleculares como micelas, las cuales tiene diametros nominales hasta dos o tres
veces mas grande que el de una molécula libre (Coutte et al., 2017). Teniendo en cuenta este
principio, se han establecido métodos de ultrafiltracion enfocados en purificar lipopéptidos en
forma de micelas.

La separacion de los lipopéptidos por la membrana de filtracion depende de su comportamiento
de agregacion molecular y de su capacidad para formar micelas (Jauregi et al., 2013).
Asimismo, el pH y la concentracion de lipopéptidos, son factores importantes en la formacion
de micelas (Sen et al., 2005). Una vez que se han purificado las micelas de lipopéptidos
mediante ultrafiltracion, es posible desnaturalizarla con el uso de solventes organicos como
metanol o etanol.

La ultrafiltracién ha sido utilizada exitosamente para la purificacién de diferentes familias de
lipopéptidos. Por ejemplo, en un estudio este método fue utilizado para purificar una mezcla
de surfactinas e iturinas utilizando membranas de 10-100 kDa (Jauregi et al., 2013). En general,
con este método es posible alcanzar una pureza de lipopéptidos de hasta 95% (Jauregi et al.,
2013).

Identificacién y cuantificacién de lipopéptidos

Los métodos cromatograficos, ademas de ser utilizados en la purificacion de lipopéptidos, son
empleados en su identificacién y cuantificacion. Los métodos que utilizan diferentes variantes de
cromatografia han sido establecidos para el analisis de lipopéptidos, incluyendo: cromatografia en
capa fina, del inglés thin layer chromatography (TLC) y cromatografia de liquidos de alta
resolucion, del inglés high resolution liquid chromatography (HPLC) (Kinsella et al., 2009;
Jamshidi-Aidji et al., 2019).

Debido a lo versatil de la cromatografia para el andlisis de lipopéptidos -permitiendo su
purificacion, identificacion y cuantificacion- esta herramienta analitica ha sido la mas utilizada en
el procesamiento de lipopéptidos. No obstante, existen otros métodos espectroscopicos que han
sido empleados para el analisis de estos compuestos, como i) la resonancia magnética nuclear, del
inglés nuclear magnetic resonance (NMR) (Son et al., 2016), transmision de infrarrojo con
transformada de Fourier, del inglés fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) (Kong, 2007)
y espectrometria de masas (Ma et al., 2016).
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Cromatografia en capa fina (TLC)

La cromatografia de capa fina es una técnica cromatografica muy versatil que puede ser empleada
con diferentes propdsitos en el analisis de lipopéptidos. Esta técnica consiste en colocar la muestra
de interés cerca de un extremo de una placa de aluminio recubierta de una capa fina de un
adsorbente (ej. silica gel, celulosa, oxido de aluminio). La ldmina se coloca en una cubeta cerrada
que contiene uno o varios disolventes mezclados (fase mavil). A medida que la mezcla de
disolventes asciende por capilaridad a través del adsorbente, se produce un reparto diferencial de
los compuestos presentes en la muestra (Ciura et al., 2017).

Las muestras migraran diferencialmente a través de la placa, resultando en valores especificos del
factor de retardo (Rf). El éxito en la separacion de los compuestos depende del adsorbente (fase
estacionaria) y la mezcla de solventes (fase maovil) (Ciura et al., 2017). TLC ha sido empleada para
hacer identificacion de familias de lipopéptidos (Jamshidi-Aidji et al., 2019). Sin embargo, también
resulta en método rapido y sencillo para evaluar la pureza de estos compuestos durante etapas de
purificacion.

La identificacion de lipopéptidos empleando TLC se realiza mediante la comparacion del valor Rf
entre un estandar de lipopéptidos y la muestra problema. Por ejemplo, Geissler et al. (2017)
establecieron un método para identificar simultaneamente surfactinas, iturinas y fengicinas en
extractos de diferentes cepas de Bacillus. En dicho estudio los valores Rf fueron especificos para
cada familia de lipopéptidos, utilizando cloroformo/metanol/agua (65:25:4, v/v/v) como fase movil
y silica gel como fase estacionaria.

Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) permite separar una mezcla de compuestos
y puede ser utilizada para identificar, cuantificar y purificar los compuestos individuales de una
mezcla (Malviya et al., 2010). Esta técnica consiste en hacer pasar una mezcla de compuestos -
mediante solventes (fase movil) a altas presiones- a través, de una columna que contiene en su
interior una resina (fase estacionaria). Una vez que los compuestos pasan a través de la columna,
emiten sefiales generadas por detectores (detector ultravioleta, de matriz de fotodiodos, de masas,
de fluorescencia, etc.) (Malviya et al., 2010).

La HPLC ha ganado popularidad entre las técnicas cromatograficas y actualmente suele ser la
principal opcion para estudios de los lipopéptidos (Biniarz et al., 2016). Este método permite
incluso separar diferentes isoformas de una misma familia de lipopéptidos (ej. variaciones en la
longitud del acido graso o en algin aminoéacido).

La identificacion de los lipopéptidos con HPLC se realiza mediante una comparacion del Rt entre
un estandar de lipopéptidos y la muestra problema, mientras que la cuantificacion requiere de una
curva de calibracion utilizando diferentes concentraciones de un estandar (de Souza et al., 2018).
En HPLC, la identificacion y cuantificacidn son analisis que se llevan a cabo simultdneamente. Se
han desarrollado métodos de HPLC que permiten la cuantificacion de las diferentes familias de
lipopéptidos (Cuadro 2). Por ejemplo, Yuan et al. (2011) optimizaron las condiciones
cromatograficas para cuantificar homdlogos de iturina A, utilizando la columna Eclipse XDB-Cys
como fase estacionaria y un gradiente de acetonitrilo como fase movil.
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Espectrometria de masas (MS)

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica que es empleada para la identificacion
de analitos usando la relacion masa-carga (m/z) de compuestos ionizados (Glish et al., 2003). Un
espectrometro de masas es un instrumento que consiste basicamente de dos elementos; i) la fuente
de ionizacion (electrospray, plasma, laser); y ii) uno o mas analizadores (TOF, cuadrupolo) (Glish
et al., 2003).

Las técnicas de espectrometria de masas mas utilizadas para el andlisis de lipopéptidos han sido
del inglés, matrix-assisted laser desorption-ionization (MALDI) y del inglés, electrospray
ionization tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Métodos de identificacion y cuantificacion de lipopéptidos de cepas del género Bacillus.

Lipopéptidos Método Descripcion Referencia
Surfactinas, TLC Se empled el sistema TLC CAMAG y un gradiente de Jamshidi-
iturinas, cloroformo-metanol-agua 65:25:4 (V/V/V) como fase Aidji et al.
fengicinas movil. (2019)
Surfactinas, TLC Se utilizo silica gel como fase estacionaria y una mezcla  Geissler et al.
iturinas y de cloroformo-metanol-agua 65:25:4 (v/v/v) como fase (2017)
fengicinas movil. La identificacion se llevé a cabo comparando

valores Rf con estandares comerciales.
Iturina A HPLC Se utiliz6 una columna C1g como fase estacionariay acido Yuan et al.

acetico (1%)-acetonitrilo 60:40 (v/v) como fase movil. La (2011)
cuantificacion e identificacion se llevé a cabo mediante

una curva de calibracién y comparacion de Rt con un

estandar comercial.

Surfactinas, HPLC Se utilizé una columna C1g como fase estacionaria. Se de Souza et
iturinas y utilizaron dos solventes; solvente A (&cido férmico, 0.1%) al. (2018)
fengicinas y solvente B (acetonitrilo) como fase movil. La

identificacion de lipopéptidos se llevo a cabo con un
detector de masas (MS) y su cuantificacion con una curva
de calibracion con estandares comerciales.

Surfactinae  HPLC Se utiliz6 una columna C1g como fase estacionariay una Kinsella et al.
iturina A mezcla de acetonitrilo: agua como fase mévil. Las (2009)
concentraciones de la fase movil variaron segun el
lipopéptido a cuantificar. La cuantificacion e
identificacion se llevo a cabo mediante una curva de
calibracion y comparacién de Rt con un estandar
comercial.

Surfactinas, HPLC- Se utilizé una columna Zorbax SB-C18 y los solventes A Maet al.
iturinas y ESI- (0.1 % &cido formico) y B (acetonitrilo) como fase movil. (2016)
fengicinas MS/MS La identificacion de los compuestos se llevo a cabo

examinando espectros MS?,
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Lipopéptidos Método Descripcion Referencia
Iturinas HPLC- Se utilizd una columna Cig y los solventes A (0.1 % &cido Dunlap et al.
ESI- formico) y B (metanol con 0.1 % de acido férmico) como (2019)
MS/MS fase movil. La identificacion de las iturinas se llevé a
cabo examinando espectros MS?.

Surfactinas, MALDI Se utilizo &cido dihidroxibenzoico como matriz y se Sajitha et al.

iturinas y utiliz6 un rango de deteccion de masas de 200 a 2000 Da. (2016)

fengicinas

Iturinas NMR Utilizando 1D y 2D-NMR se identificaron nuevas Son et al.
variantes de iturinas. (2016)

MALDI es un método de espectrometria de masas que permite la identificacién de compuestos sin
afectarlos estructuralmente (EI-Aneed et al., 2009). En MALDI, la muestra a analizar se
cocristaliza con un compuesto matriz, que tipicamente es un acido organico que presenta poca
absorcion de luz UV. La mezcla se expone posteriormente a radiacion laser, lo que resulta en la
vaporizacion del compuesto matriz que lleva adherido al analito.

El compuesto matriz juega un papel clave al absorber fuertemente la energia del laser, causando
indirectamente que el analito evapore (Hillenkamp et al., 1991). EI compuesto de la matriz
también sirve como un donador y aceptor de protones y obliga al analito a ionizarse en forma
positiva 0 negativa. MALDI es especialmente Gtil para conocer el peso molecular de los
lipopéptidos purificados, debido a que estos no sufren cambios estructurales durante la
ionizacion.

No obstante, esta técnica también se ha empleado para conocer el perfil de lipopéptidos de extractos
de Bacillus (Sajitha et al., 2016). ESI-MS/MS es un método de espectrometria de masas muy
completo para hacer identificacion de lipopéptidos. Cuando ESI-MS/MS se acopla a HPLC
(HPLC-ESI-MS/MS) permite separar, identificar y cuantificar muestras de lipopéptidos de manera
simultanea, siendo el instrumento méas completo para el analisis de lipopéptidos (Ma et al., 2016).
La cuantificacion y separacion de lipopéptidos con este instrumento tiene el mismo principio que
HPLC, ya que esta unidad esta acoplada a un espectrometro de masas.

La identificacion de lipopéptidos utilizando HPLC-ESI-MS/MS puede hacerse utilizando
estandares de lipopéptidos mediante una comparacion entre los valores m/z. Sin embargo, lo
realmente Util de utilizar este sistema, es que permite hacer la identificacion de lipopéptidos sin el
uso de estandares (Dunlap et al., 2019). Esto se logra porque con el sistema HPLC-ESI-MS/MS es
posible obtener simultaneamente la masa primaria (MS?!) de un compuesto -generalmente el
compuesto intacto en forma de i6n- y su masa secundaria (MS?), generada a partir de la
fragmentacion del compuesto.

La fragmentacién del compuesto resulta en un espectro de masas especifico para esa molécula, el
cual puede ser comparado con una base de datos como Pubchem y Metlin, para hacer la anotacion
del compuesto (desreplicacion). Por ejemplo, con HPLC-ESI-MS/MS se lograron identificar mas
de 10 homdlogos de fengicinas y surfactinas, sin el uso de estandares comerciales (Rangarajan et
al., 2014).
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Resonancia magnética nuclear (NMR)

La resonancia magnética nuclear (NMR) es una técnica que puede proporcionar informacion
estructural de moléculas en solucién con una alta resolucion (De Faria et al.,, 2011). La
determinacion de estructuras mediante NMR puede dividirse en los siguientes pasos: i) establecer
condiciones adecuadas para registrar espectros; ii) medicién una serie de 1D (1H y 13C) o 2D
(COSY, TOCSY y ROSY) espectros de NMR; iii) integrar picos cruzados y transformacion en
limites de distancia superior (calibracion); y iv) evaluacion de la calidad de la estructura molecular
(Biniarz et al., 2016). La NMR es un meétodo que se utiliza para hacer identificacion de
lipopéptidos.

Esta es una herramienta que permite incluso determinar variantes estructurales en lipopéptidos,
como cambios de aminoécidos en el motivo péptidico. Por ejemplo, Volpon et al. (2000)
determinaron variaciones en el lipopéptido piplastatina utilizando NMR, denominado en
consecuencia como piplastatina A y piplastatina B. Con esta herramienta identificaron que estos
lipopéptidos difieren en un aminoacido en la posicién 6 del motivo peptidico.

Transmision de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia transmision de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) es un método
rapido y econdmico para caracterizar la estructura quimica de lipopéptidos e identificar los grupos
funcionales presentes en estos compuestos (Walker et al., 2009). FT-IR es un método fisicoquimico
basado en la medicion de las vibraciones de una molécula excitada por la radiacion infrarroja (IR)
a una longitud de onda especifica. A pesar de algunas diferencias en espectros FT-IR entre
lipopéptidos y condiciones experimentales, el instrumento FT-IR se utiliza comUnmente en un
rango entre aproximadamente 4 000 y 400 cm (Kong, 2007).

Este método se utiliza para identificar lipopéptidos a nivel de familias. Por ejemplo, esta técnica
fue utilizada exitosamente para identificar surfactinas en Bacillus circulans. Esto ultimo se logrd
mediante la comparacion de espectros FT-IR entre un estandar de surfactina y una mezcla de
lipopéptidos purificados de B. circulans (Son et al., 2010).

Conclusién

En la actualidad, los lipopéptidos producidos por cepas del género Bacillus representan una
estrategia promisoria y sostenible para su utilizacién como biopesticidas en los agro-sistemas. Lo
cual permitira tanto la proteccion de los cultivos contra agentes patégenos, con la consecuente
disminucion del uso de fungicidas sintéticos y los efectos negativos (econémicos, ambientales y de
salud) asociados a estos. Sin embargo, el amplio uso de lipopéptidos en el sector agricola,
farmacéutico, alimentario, entre otros, depende del desarrollo de procesos quimicos y analiticos
para la extraccion, identificacion, cuantificacion y produccion de dichos compuestos bioactivos, de
forma eficiente y econdmica.
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