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RESUMEN

La cepa nativa de Mucor circinelloides SPG 321obtenida del Paramo de Guasca
(Cundinamarca), por Cabrera y Chitiva en el 2001 y suministrada por el GIBUJ, fue objeto de
este estudio, a la cual se le realizé la confirmacion taxondmica teniendo en cuenta aspectos
macro y microscopicos de la colonia. Se utilizaron las claves taxonémicas de Gilman 1963,
Barnett, Hunter 1988 y Samson 1981. Esta reclasificaciéon se realiz6 con base a lo
referenciado por los autores Weitzman et al 1995, Chandra y Woodgyer 2002, Silva y
Martinez 2006. De tal forma que la cepa corresponde al género Mucor y a la especie
circinelloides. Se utilizé como método de preservacion el secado de esporas en sustrato
inerte (papel filtro) y glicerol asi como un banco celular para evitar cambios fenotipicos que
afectaran la produccion de los metabolitos. Se realizé la cinética de crecimiento, observando
el inicio de la tropofase a las 48 horas empezando la ideofase a la hora 168 tomando el dia
11 como clave para la finalizaciéon de la fermentacion aerdbica. Posterior a esto se realizo la
fermentacion aerébica con medio PGS se incub6é a temperatura ambiente en agitador
rotatorio a 160 rpm; se separd el micelio por extraccion en soxthlet con AcOEt; se hizo una
extraccion liquido-liquido del caldo con AcOEt, los extractos totales se fraccionaron con
diferentes solventes; se purificaron con cromatografias de capa fina y columna en silica gel,
eluidas con diferentes relaciones de solventes. A partir del caldo de fermentacion, se
obtuvieron los compuestos: M.c C A-B y M.c C 2A-C. Los resultados dados por la técnica de
gases acoplado a masas CG-EM confirman la produccién de acidos grasos insaturados. A
partir del micelio se obtuvo un esterol, que corresponde a un ergosterol compuesto
denominado M.cB3. Se presentaron acidos grasos insaturados en dos mezclas Mc B1 y Mc
B2. Se realizaron pruebas antimicrobianas a partir de los extractos totales de caldo y micelio
como también del compuesto M.cB3 frente a bacterias Grampositivas S. aureus ATCC
25923, Bacillus subtilis (ATCC 25921) y Gramnegativas (Eschericha coli ATCC 25922). La
fraccion CHCI; en biomasa mostré actividad inhibitoria para los microorganismos S. aureus y
B. subtilis, e indeterminado para E. coli. Se realizé actividad antifungica con Fusarium

oxysporum, y no se evidencié actividad alguna con los extractos y fracciones analizadas.



ABSTRACT

The native strain of Mucor circinelloides SPG 351, obtained from the Paramo Guasca
(Cundinamarca) by Cabrera and Chitiva in 2001 and provided by the GIBUJ, was the subject of
this study which was performed to confirm taxonomic classification taking into account macro-
and microscopic characteristics of the colony. The taxonomic keys of Gilman 1963, Barnett and
Hunter 1988 and Samson 1981 were used. This reclassification was based on the reports of
Weitzman, et al 1995, Chandra and Woodgyer 2002, Silva and Martinez 2006. The strain
belongs to the genus and species Mucor circinelloides. As preservation method was used the
drying of spores in inert substrate (filter paper) and glycerol as well as a cell bank to avoid
phenotypic changes affecting the production of metabolites. The kinetics growth was made,
observing the beginning of the tropofase at hour 48 and starting the idiofase at hour 168, taking
the day 11 as the key for the ending of the aerobic fermentation. Then, it was done the aerobic
fermentation with PGS medium, which was incubated at room temperature on rotary shaker at
160 rpm. The mycelium was separated by extraction in soxthlet with AcOEt; a liquid-liquid
extraction for the broth was done with AcOE. Full extracts were fractioned with different
solvents; they were purified with thin layer chromatography and silica gel column, eluted with
different relations of solvents. Different compounds were obtained from fermentation broth: M.c
C A-B and M.c C 2A-C. The results given by the technique of coupled gas with GC-MS mass
confirm the production of unsaturated fatty acids; a sterol was obtained from the mycelium,
which is a composite ergosterol called M.cB3. A presence of unsaturated fatty acids in two
mixtures Mc B1 and Mc B2 was noted. Antimicrobial tests were done from total extracts of the
broth and the mycelium as well as the M.cB3 compound with Gram positive bacteria (S. aureus
ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC 25921) and Gram negative (Eschericha coli ATCC
25922). The fraction CHCI; in biomass revealed inhibitory activity for the microorganisms S.
aureus and B. subtilis, and indeterminate for E. coli. Antifungal activity was done with

Fusarium oxysporum and it was not noted any activity with the extracts and fractions analized.



INTRODUCCION

Los hongos filamentosos liberan compuestos quimicos que afectan de manera
significativa a otros organismos y determinan la existencia de interacciones
quimicas, producto de las vias metabdlicas secundarias que se encuentran
intimamente relacionadas con las vias que dan origen a los metabolitos

primarios; carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos.

El uso de tecnologias y la optimizacion de procesos han permitido que se
llegue a la caracterizacibn de metabolitos secundarios aun en pequeias
cantidades, lo que significa una fuente potencial de compuestos susceptibles
de ser utilizados cualquier identificacion de este tipo, por especies nativas,
puede tener implicaciones teoricas y practicas de gran relevancia para el

avance industrial de nuestro pais.

El conocimiento sobre metabolitos secundarios por especies nativas, es escaso
en la actualidad, por eso el particular interés de entender este proceso
fisiologico para la cepa nativa Mucor circinelloides SPG 321 (Cabrera y
Chitita, 2001). Recolectada en el paramo de Guasca (Cundinamarca),
organismo filamentoso que pertenece a la clase Zygomycetes, al cual se le
caracterizé sus metabolitos secundarios mayoritarios y determino su actividad

antimicrobiana y antifungica.

Este trabajo hace parte del proyecto patrocinado por COLCIENCIAS titulado
“Microflora de los Paramos de Guasca y Cruz verde, Metabolitos producidos

por cepas nativas y su actividad biologica”. Cod: 1203-12-17845.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

 Aislar los metabolitos de la cepa nativa de Mucor circinelloides SPG 321

y determinar su actividad antimicrobiana y antifungica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Reclasificar mediante claves taxonémicas la cepa nativa de Mucor SPG
321 recolectada en el paramo de Guasca (Cundinamarca).

Determinar los parametros cinéticos de la cepa Mucor circinelloides
SPG 321 vy su relacion con la produccion de metabolitos secundarios en
la idiofase.

Identificar por métodos espectroscépicos los compuestos aislados de la
cepa nativa de Mucor circinelloides SPG 321

Evaluar la actividad biolégica de extractos crudos de biomasa, caldo de
fermentacion y fracciones, mediante pruebas antibacterianas y
antifungicas.



2. MARCO REFERENCIAL

2.1 EL POTENCIAL DE LA BIODIVERSIDAD COLOMBIANA

El conocimiento de la biodiversidad es un tema importante y complejo que
abarca desde la variabilidad genética de especies, poblaciones, comunidades y
ecosistemas, hasta el conocimiento de las relaciones que se establecen entre
los seres humanos y la naturaleza. El desconocimiento taxonémico, es uno de
los principales obstaculos para su conservacion y utilizacion sostenible
(Alvarez, et al 1997).

En Colombia se han hecho avances significativos en la construccion del
inventario nacional de la biodiversidad. Como lo demuestra el estudio realizado
por Yepes et al. 2005 quien a partir de una muestra de 4944 investigaciones
en biodiversidad ,a firma que el 40% de las investigaciones nacionales centran
su trabajo en las plantas como grupo taxonémico , 33% en los vertebrados,

21% en los invertebrados y solo el 14% en los microorganismos.

La Coleccion Micolégica del Banco de Cepas del Grupo de Investigacién de
Biotransformacion de la Universidad Javeriana GIBUJ se inicié en el 2003 con
el objetivo de recolectar, mantener y proveer cepas de hongos
entomopatégenos, fitopatdbgenos y ambientales para su utilizacion en

investigacion.

Es asi como la linea de trabajo del grupo GIBUJ, se orienta hacia la
identificacion de moléculas o principios activos, o materiales de interés
producidos por el metabolismo de microorganismos nativos con el fin de

orientar el potencial de la biodiversidad hacia actividades de bioprospeccion.



2.2. GENERALIDADES DE LOS HONGOS

Los hongos son organismos eucaridtas, no fotosintéticos con estructuras
hifales y esporas de diversos tipos. Los hongos forman un grupo coherente
filogenéticamente. Se reconocen tres grandes grupos: mohos u hongos
filamentosos, las levaduras y las setas (Carlile y Watkinson, 1996).

Los habitats de los hongos son diversos. Algunos son acuaticos. Aunque la
gran mayoria de ellos son de medios terrestres, crecen en suelos o sobre
materia organica en descomposicién y contribuyen a la mineralizacién del
carbono organico, muchas especies pueden nitrificar y desnitrificar, oxidar

azufre, hierro y manganeso (Wainwright, 1992).

2.3 CLASIFICACION TAXONOMICA DE Mucor.

El genero Mucor comprende diferentes especies que hacen parte de los
hongos filamentosos encontrados en la tierra, plantas, frutas y verduras en
descomposicion. De las especies mas comunes del género se encuentran:
Mucor amphibiorum, Mucor circinelloides, Mucor hiemalis, Mucor indicus,

Mucor racemosus, y Mucor ramosissimus (Gonzalez; et al, 200

Tabla 1 Clasificacion taxonémica de Mucor

Reino Hongos
Phylum Zygomycota

Clase Zygomycetes
Subclase Incertae Sedis
Orden Mucorales
Familia Mucoraceae
Género Mucor

Tomado de Weitzman; et al, 1995



2.3.1. Filum Zygomycota

El filum Zygomycota esta formado por organismos terrestres, algunos son
parasitos de plantas, hongos y animales. Todos los zigomicetos se reproducen
sexualmente mediante esporas diploides de paredes gruesas llamadas
cigoesporas, que se dispersan en el aire y germinan en unas estructuras
negras llamadas esporangios (Schubler et al, 2001). Los hongos
pertenecientes a esta division constan de 10 érdenes, 32 familias, 124 géneros,

83 sindnimos y 870 especies (Toro; et al, 1993).

Los hongos de la clase Zygomycetes, son comunes y se encuentran como
saprofitos de material organico, formando una especie de moho. Algunos son
parasitos débiles de hortalizas o semillas. Su importancia como patégenos se
restringe casi exclusivamente a productos almacenados. Algunas especies son
utilizadas por el hombre en la industria licorera y la produccién de ciertos

acidos organicos (Garcés, 2003).Sus caracteristicas mas importantes son:

e Poseen micelio bien desarrollado y cenocitico, con o sin rizoide. Pared

celular de quitina y quitosano.

e La reproduccion asexual es realizada mediante la produccién de
numerosas esporas sin flagelo (aplanosporas) dentro de esporangios

libres.

e Para llevar a cabo la reproduccion sexual producen estructuras
morfolégicamente similares (isometangios) donde no se diferencian los

SeXos.

e Como resultado de la fusion de los isometangios se forma la Zigéspora,

provista de gruesas paredes.



2.3.2 Orden Mucorales

Los representantes de este orden son a menudo llamados mohos negros,
cuando llegan a la vejez desarrollan un pigmento moreno. En muchos casos
algunas de las hifas se introducen al sustrato para fijar las sustancias nutritivas
(Toro; et al, 1993).

Las especies de estos géneros desarrollan estolones, rizoides (Rhizopus,
Absidia y Rhizomucor) y el esporangio contiene en su extremo
esporangiosporas entre 3-6 mm de diametro cada una, que sirven como forma

de diseminacion.

esporangio

<>/» columela

s esporangiéforo

. esporangiospora

Figura 1. Estructura morfol6gica del orden Mucorales.

Fuente Wainwright 1992.



Presenta formas irregulares, hifas caracteristicas largas y con ancho de 10 a 30
my, no septadas, que adoptan a menudo formas curvas o de cintas ramificadas
en angulo recto disposicion que permite el libre flujo de nucleos y organelos
citoplasmaticos; por esta razéon se desarrollan rapidamente en los medios de

cultivo habituales (Patrick; et al, 2006), como se muestra en la figura 1.

2.3.3 Familia Mucoraceae
Hongos con esporangios provistos de columela, formada por la pared
transversal que separa el esporangiéforo del esporangio hacia el interior, a fin
de constituir una estructura vesicular o con forma de cupula, zigésporas
desnudas o ligeramente cubiertas por apéndices, caracterizados por tener el
talo no segmentado o ramificado. Los géneros incluyen a:

e Absidia

e Apophysomyces

e Mortierella

e Mucor

e Rhizopus

e Rhizomucor

En la tabla 2 se resumen los rasgos que ayudan en la diferenciacion de estos

generos.



Tabla 2. Familia Mucoraceae

Crecimient Iy ) ._ .. | Stylo-

. - En forma de En forma de R
Absidia 45°C Ramificadas, hialino- capula pera |nd|§tlnt B
Normalmente no
ramificado Por lo general en En forma de
Apophysomyces >42°C de color marrén- forma de cupula, pera + -
grisaceo rara vez alargada

. Ramificado, hialina Esférica
Mortierella

+, En diferentes Esférica
formas - -

Ramificados o no,
hialina

. Ramificado, de color - Esférica

Mucor <37°C

Rhizopus 45°C La mayoria marron Formas esféricas Esférica +
no ramificado elongadas

Tomado de Weitzman, et al 1995

2.3.4 Género Mucor

La especie mas conocida y ampliamente distribuida es Mucor mucedo, se
puede obtener con facilidad a partir de estiércol de caballo, donde abundan las
esporas; tiene enzimas proteoliticas que desintegran las grasas, lo que

ocasiona descomposicion de alimentos.

M. rouxxi es dimorficos: presenta estadios micelial y levaduriforme, el oxigeno
favorece el desarrollo micelial, en tanto que la anaerobiosis y el didxido de
carbono promueven la formacién de levaduras gemantes. Productor de
amilasa, por lo que se usa industrialmente en la elaboracion de alcohol; en
oriente se utiliza en la preparacion de bebidas alcohdlicas, se obtiene a partir
de arroz; es vendido como “levadura china”. Se -caracteriza por sus
esporangioforos ramificados y por producir clamisosporas negras en el micelio

aéreo (Wiedermann, 1998).

Las especies de este género, pueden ser heterotdlicas como M. genevensis y
homotalicas como M. miehei; otras son excepcionalmente partenogenéticas,

cada gametangio se desarrolla sin previa fecundacion dando origen a una
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zigospora, caso tipico para M.azygospora y M. bainieri, la primera con

esporangioforos sencillos y la segunda con esporangiéforos ramificados.

» Rasgos macroscépicos del género: Las colonias crecen rapidamente a
25-30°C y rapidamente cubren la superficie del agar. Su apariencia algodonosa
presenta una altura de varios centimetros; el color es inicialmente blanco y se

vuelve castafio grisaceo con el tiempo (Figura 2).

Miucar racemasis Mucor hiema

s

Figura 2. Apariencia Macroscépica de especies del género Mucor
Tomado de Kendrick B. The Fifth Kingdom. 2008, on-line, http:// www.mycology.com.

Los hongos filamentosos de este género, pueden ser mantenidos en medios
relativamente pobres, estos no son exigentes, un medio que induce una buena
esporulacion es ideal. A continuacion se hace referencia a algunas condiciones

que favorecen el crecimiento (Deacon, 1993):
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1. Humedad: La mayoria crecen a partir de 0.7-0.8. El limite maximo de la ay
es de 0.999 (Alexopoulos; et al, 1996).

2. Temperatura: La mayoria son mesofilicos, crecen entre 10-35°C. Su
temperatura Optima esta entre 15-30°C. Pueden crecer y esporular a
temperaturas de 45°C y superiores, pero su crecimiento decrece en

temperaturas por debajo de 20°C (Wainwright, 1992).

3. Oxigeno: Los organismos obtienen su energia por metabolismo oxidativo
(respiratorio) o por fermentacion. En bajas concentraciones de oxigeno, pueden
utilizar nitrato como oxidante. Pueden crecer en condiciones estaticas o de
agitacién. El aporte de O, en general, aumenta el crecimiento (Carlile y
Watkinson, 1996).

4. Luz: En muchos estudios se reporta que la iluminacion puede incrementar o
reducir la tasa en que se propaga el hongo, este factor puede interferir en el
metabolismo, los cuales pueden inducir la biosintesis de carotenoides. Es el
caso de Mucor circinelloides. Es en las longitudes de onda del azul sugieren

que el fotorreceptor es una flavina (Silva y Martinez, 2006).

2.4. METABOLISMO DE LOS HONGOS FILAMENTOSOS

Los hongos son generalmente quimioheterétrofos, pero muchas especies
filamentosas pueden oxidar fuentes reducidas de nitrégeno (nitrificacion),
oxidar azufre, hierro y manganeso, y pueden participar en los procesos de
desnitrificacion. Los hongos participan en estas transformaciones a velocidades
mas lentas que las bacterias. Se observa, que mientras la mayor parte de los
hongos crecen en condiciones aerdbicas, muchos hongos filamentosos pueden
crecer en condiciones microaerofilicas, pocos, como los miembros del rumen

pueden crecer en condiciones anaerébicas (Wainwright, 1992).
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2.4.1 Metabolismo primario.

El mecanismo por el cual el microorganismo realiza reacciones metabdlicas
necesarias para que pueda crecer y mantenerse vivo, reacciones anabdlicas y
catabdlicas necesarias para el mantenimiento y crecimiento de la célula es

conocido como metabolismo primario (Owen, 1989).

Industrialmente los metabolitos primarios son de interés para la elaboracién de
aminoacidos, nucleétidos, vitaminas, solventes y acidos organicos. La mayoria
de estos metabolitos son elaborados por fermentacién microbiana en lugar de
sintesis quimica, debido a que las fermentaciones son procesos
economicamente mas competitivos y biolégicamente utiles (De Baets; et al,
2000).

Las células vivientes derivan la energia a través del metabolismo empleado en
las reacciones de oxido-reduccion (redox). La oxidacion de fuentes de carbono,
como por ejemplo la glucosa, y el traslado de electrones involucra dos caminos:
la biosintesis y el metabolismo de energia. Solo una pequefa parte de los
electrones se usan en el suministro del nuevo material celular (biosintesis). La
gran mayoria se pasa a los aceptadores terminales de electrones o

directamente a las reacciones del redox. (Demain, 1996).
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2.4.2 Metabolismo secundario

El metabolismo secundario incluye aquellos procesos metabdlicos que tienen
lugar después de terminado el crecimiento, a través de vias biosintéticas
especificas que no tienen funcidén estructural ni de reserva (De Baets et al.,
2000).

Los metabolitos secundarios no son necesarios para la biosintesis celular, no
tienen por tanto un papel directo en el metabolismo energético en
consecuencia, no se conoce con claridad la razén de su existencia. (Estrohl,
1997). Algunos de estos compuestos principalmente los antibiéticos, son utiles
para el organismo puesto que pueden inhibir a otros organismos de su entorno.
Ademas tienden a ser sintetizados como familias de compuestos relacionados
(Demain. 1996).

a: Metabolismo primario o tropofase
b: Metabolismo secundario o idiofase

Biomasa

Tiempo

Figura 3. Esquema general del metabolismo fungico.
Fuente Nickin 2000
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Otro indicio de esta relacion radica en que algunos metabolitos secundarios se
producen por ramificaciones de vias biosintéticas primarias, que se inician al
no sintetizarse mas el metabolito primario. Asi mismo, la presencia de algunos
metales como manganeso, hierro y zinc inducen la produccion de metabolitos

secundarios en bacterias y hongos (Bentley, 1997).

Los metabolitos secundarios son productos de bacterias, hongos y plantas.
Estos tienden a ser biosintetizados después de que la tasa de crecimiento
durante. Aunque se desconoce en la mayoria de los casos, la funcion del
metabolito secundario, la bioactividad de estos compuestos ha sido explotada
como medicamentos, venenos, agentes saborizantes en alimentos,

fitohormonas y otros de aplicacion industrial (Bentley. 1997)

Segun Demian 1996 y Madigan et al., 1998, los metabolitos secundarios
poseen las siguientes caracteristicas:

e Son productos naturales elaborados por grupos microbianos
pertenecientes a ciertas especies.

e Generalmente sintetizados como compuestos quimicos con diversidad
estructural por ejemplo: Alcaloides, flavonoides, Benzoquinonas,
glucédsidos, tetraciclinas, cumarinas, aminoazucares, macrolidos,
salicilatos, e.t.c.

o Parece que no se encuentran relacionados con los procesos de las vias
biosintéticas de macromoléculas como proteinas acidos nucleicos y
polimeros.

e En su mayoria son excretados al exterior, lo que puede estar
relacionado con la eliminacion de material toxico.

e Producciéon de componentes estructurales de cubiertas fungicas.

e Captacion de minerales indispensables para otros microorganismos, lo

que los hace competitivos.
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e La formacion de sefales de diferenciacion (esporulacion y acumulacion
de productos de reserva).
e La produccion de elementos que contribuyan a la colonizacién de

espacio y nutrientes (antibiéticos y toxinas).

2.5 BIOPROCESOS

Un bioproceso se lleva a cabo en un recipiente llamado fermentador o
biorreactor, en el cual determinados sustratos que componen el medio de
cultivo son transformados por accion microbiana. ElI microorganismo va
aumentando en su concentracidn en el transcurso del proceso al mismo tiempo
que el medio se va modificando con formacion de productos como
consecuencia de las actividades catabdlicas y anabdlicas. Los dos fenédmenos
tienen lugar durante el desarrollo del proceso simultdneamente. (Baughman Y

Liu. 1995) como se ilustra en la figura 3.

Substratos Biomasa (= Celulasg) Productos

- Carbono - Productos utiles

- Mitrogenao - Productos de Deshecho
- Oxigeno

- Factores de Crecimiento

Figura 4. Esquema general de un bioproceso
Tomado de Baughman, 1995.
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e Efectores internos y externos

El comportamiento del microorganismo en el reactor, es el resultado de los
llamados efectores intra y extra celulares. Los efectores internos estan
representados por la dotacion genética del organismo y por sus mecanismos
de regulacion metabdlica. Los ultimos pueden ser modificados por alteraciones
del medio o mas precisamente por los efectores externos mientras que la
existencia de un gen depende de la especie del microorganismo (McNeil y
Harvey. 1990).

Un gen estda o no esta, sb6lo su expresion puede modificarse. Las cepas
empleadas pueden someterse a tratamiento fisico o quimico de mutacion que
al alterar algun sector del genoma logran aumentar la produccion de un
metabolito aunque también pueden disminuirla o incluso suprimirlo. También se
efectia la insercion de sectores del genoma de una especie en un
microorganismo, haciéndose capaz de producir metabolitos que desde el punto
de vista genético de su especie no podria hacerlo. Es decir que los efectores
internos pueden modificarse para lograr la optimizacion de un proceso
fermentativo (Doran, 1998). Se puede representar esquematicamente como se

muestra en la figura 5

EFECTORES INTERNOS
(Dotacidn Genética)

l

EFECTORES QUIMICOS —» —_—
(Nutrientes) | CELULA|___ _EXPRESION — = PRODUCTO

|

EFECTORES FISICOS
(Temperatura, Viscosidad,
Agitacidn, etc.) F

igura 5. Esquema general de efectores en un bioproceso

Tomado de Baughmany Liu, 1995
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o Reactores: Los reactores estan vinculados al manejo o manipulacién de
los efectores externos, pues ademas de la regulacion de las variables fisicas.
Son los reactores quienes determinan el tipo de fermentacion. Para tal efecto
cuando se operan los reactores en "batch" o en forma discontinua (todos los
componentes son colocados desde un comienzo en el medio de produccion) o
cuando se opera el reactor en "batch alimentado" donde los componentes se
alimentan en forma controlada durante el proceso. Finalmente cuando se opera
el reactor en continuo, se alimenta medio a una determinada velocidad al
mismo tiempo que se deja salir con la misma velocidad medio fermentado, lo

que permite tratar la velocidad de crecimiento especifico (Doran, 1998).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCALIZACION

El desarrollo de la investigacién fue realizado en la Universidad Javeriana, en
los laboratorios de microbiologia quimica y fitoquimica; tomando la cepa SPG
321 del banco de cepas del GIBUJ (Grupo de investigacion de
Biotransformacion) cepa aislada del paramo de Guasca por Cabrera y Chitiva,
2001.

3.2 SELECCION DEL MICROORGANISMO

La cepa utilizada en este estudio fue previamente aislada del paramo de
Guasca por Cabrera y Chitiva, 2001, y pertenece al Banco de cepas del GIBUJ

denominada como SPG321.

Figura 6. Cepas aisladas del Banco de cepas del GIBUJ

La cepa conservada en suelo, se activo esparciendo granos de suelo sobre
cajas de petri en agar selectivo para hongos. En este caso se uso agar papa
dextrosa (PDA), agar Czapeck (Cz), agar extracto de malta (MEA)(Anexo A) y

se incubo a 25 "C por 6 dias para su posterior estudio (Demain, 1986).
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3.3 IDENTIFICACION DE LA CEPA DE Mucor circinelloides SPG 321

3.3.1 Cultivos monospaoricos.

Para obtener cultivos axénicos a partir de un conidio o una célula hifal, se
realizd en tubos con agar inclinado, se transfiri6 una pequefia porcion de la
colonia con una aguja micolégica a un tubo con tween 80 al 0.5%, se realizaron
diluciones seriadas (1/10, 1/100, 1/1000), se mezcloé y sembrd por agotamiento
en una caja petri con PDA. Se llevo a incubar a 25°C hasta que se observo la
germinacion de una espora, inmediatamente se transfirié asépticamente a un
tubo inclinado con PDA, Agar extracto de malta y Agar Czapeck, se continuo

hasta obtener el desarrollo total del hongo (Mayea, 1983).

Estos cultivos permitieron la obtenciéon de conidias con un solo genotipo, para
procedimientos posteriores; se comprobd la pureza de la cepa, mediante
montaje en azul de lactofenol y verificando las estructuras propias del género
Mucor, y descartando por coloracion de gram contaminacion bacteriana y /o de
levaduras (Mayea, 1983).

3.3.2 Clasificacién taxonémica de Mucor SPG 321

Se realizé la observacion macroscopica durante la primera y la segunda
semana de incubacion en cuanto a forma, color superficial, textura, produccion
de pigmentos; paralelo a esto se realizd la identificacion microscépica,
utilizando azul de lactofenol, con los aumentos 10X, 40X, y 100X. Para esto se
tuvo en cuenta forma, color, tamafio de las conidias, la disposicion de las hifas,
las caracteristicas de estas en cuanto a: tabiques, ramas, diametro, color y

naturaleza de las paredes.
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La cepa se sembr6é en medios de Agar extracto de malta 2% (MEA), extracto
de levadura Czapec (Cz), Agar saboroud, inoculadas en tres puntos e
incubadas a 5°C, 25°C y 37°C; para la identificacion del género Mucor se
empleo claves taxondmicas (Gilman, J, 1963, Samson, et al., 2000). Se inoculd
en tres puntos para observar las variaciones morfolégicas entre las colonias
(Pitt, 1985).

o Confirmacién de la clasificacion. Frente a la dificultad para la
identificacién de las mas de 50 especies validas para el género Mucor como lo
confirman y segun metodologia Weitzman et al 1995, se estudio el crecimiento

de la cepa en luz azul y se realiz6 prueba de termoresistencia.

3.3.3 Recoleccién y preservaciéon de conidios.

Para fermentaciones posteriores la cepa de Mucor SPG 321. Se centrifugd, las
esporas a 10.000 rpm durante una hora; el sobrenadante se descartd las
esporas se recolectaron con pipeta pasteur estéril, en tubos eppendorf con
glicerol y se almacena a —-5°C; Como también se utilizé la preservacion en
suelo estéril colocando 1 ml de suspension de conidios por 5 g de suelo
(Demain, 1996).

3.3.4 Banco de células de la cepa SPG 321

Con el fin de contar con una fuente pura y viable de la cepa nativa de Mucor
SPG 321, se conservo la cepa en un banco celular a una concentracion celular
de 10 7 conidias/ml, para esto se utilizé glicerol como crioprotector en una
relacion 1:1, (Dupré & Espinoza, 2000), se guardd a una temperatura inferior a
los -5°C. (Monroy y Meza, 2002).

21



3.4 CINETICA DE CRECIMIENTO.

A partir de la suspension de conidios, se llevo a un volumen de 45 ml de caldo
papa-glucosa-sulfato de amonio (PGS), compuesto por 40% de papa, glucosa
2% vy sulfato de amonio 0.3% a pH 7.0 £ 0.2 y 5 ml del in6culo utilizando 16
erlenmeyer de 250mL por un periodo de 384 horas, con relacién 1/5 de
aireacion. Se determind el crecimiento del microorganismo, realizando recuento
de conidios en camara de Newbauer para determinar la concentracién de

conidios. (Vélez et al., 1997).

e Determinacion de parametros cinéticos Con los datos obtenidos de la
curva de crecimiento en erlenmeyer y en fermentador de 5L, se determinaron
parametros cinéticos como rendimiento de biomasa a partir de sustrato Y
x/s(g/g), velocidad especifica de crecimiento px(h-1), tiempo de duplicacion
td(h) y productividad (Doran, 1998). La curva de crecimiento se realiz6 por

triplicado para obtener datos estadisticamente representativos.

° Recuento de conidios.

Se realizaron diluciones por duplicado 107", 102, 10° de la suspension de
esporas con tween 80 al 0.5% y se realiz6 el conteo en camara de Newbauer,

basandose en la siguiente formula (Bauer, 1986)
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Células contadas
Area contada x profundidad de Ta camara x dilucidon del recuento

0.1 mm: profundidad de la camara.
area contada: # de cuadrantes contados / # de cuadrantes totales.

e Determinacion de peso seco

Se aplicoé el método universal de determinacion de peso seco, este método
se considera el mas exacto para medir crecimiento. Este se separo por
filtracion para secarla en horno a 60°C - 80°C hasta obtener un peso

constante.

Figura 7. Biomasa seca en papel de filtro a 60°C

Paralelamente a la aparicidén de la biomasa, se aplicé un método indirecto en
funcién del estudio de las variaciones de estos parametros; que permite seguir
la evolucion de la biomasa, midiendo la dosificacion de azucar (sustrato)

(Scriban Rene, 1985) para el cual se aplico:
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o La Técnica del Acido 3,5 dinitrosalisilico (DNS). Esta es una técnica
de oxido-reduccidén que se basa en la capacidad de la glucosa para reducir el
acido 3,5 dinitrosalisilico en determinadas condiciones (anexo B), esta
reduccion produce una coloracidon que se hace mas intensa a medida que
aumenta la concentracién de azucares reductores. Se evidencia por medio de
la lectura de la absorbancia en espectrofotdmetro a 540nm segun la aplicacién
de la ley de Beer-Lambert (Miller, 1959), dando lugar a una reaccién de

oxidacion como se observa en la figura 8.

CH.OH CH,OH

i ]
A—C 0
H H
{ Calor oH

\NOH M/dy 1

=z

L}

z

oM |
H CHEL ks —

Glucosa Grupo aldehido libre

Figura 8. Estructura del anillo antes y después de ser sometido a un
proceso de calentamiento

http://www.infoagro.com/viticultura/vino/analisis

3.5 CONDICIONES DE CRECIMIENTO Y FERMENTACION

Se realiza una fermentacion discontinua o en batch en la cual, a tiempo cero, la
solucién esterilizada de nutrientes se inocula con el microorganismo de interés
y se permite que se lleve acabo la incubacion en condiciones optimas de
fermentacion. A lo largo de toda la fermentacion no se afiade nada (Owen,
1991).
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3.5.1 Preinéculo

Se manejo un volumen efectivo de trabajo (VET) de 25 ml, preparados a partir
de 24.5 mL de medio papa-dextrosa-sulfato de amonio (PGS) (Carranza, 2005)
, al que se le agreg6 0,25mL de una suspension de conidias a una
concentracion de 1x 107 conidias/mL. Se incubo a 25°C y con agitacién a 180
rom; por 3 dias conservando la proporcion de 1/5 en erlenmeyer de 125 mL
(Demain, 1996, Daza, 2001).

SYROTOAY " SHAKER-MODEL G2

Figura 9. Preinoculo de la cepa nativa de Mucor circinelloide SPG 321
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Seleccién cepa
SPG 321

Confirmaciéon Taxondmica

Figura 10. Diagrama metodologia empleada. Cepa Mucor SPG 321

26



3.5.2 Proceso fermentativo

La fermentacion, se llevd a cabo en erlenmeyer de 5 litros, con un volumen
efectivo de trabajo (VET) de 1000 mL. Se in6éculo 50 mL a erlenmeyer con 950
mL de medio papa -dextrosa-sulfato de amonio (PGS). Se completo 20 Litros
de caldo de cultivo. (Demain, 1996; Daza, 2001). La fermentacion se llevo a
cabo a temperatura ambiente por 11 dias (264 horas) con agitacion de 120
rpom. (Figura 9) Para la aireacién se uso un motor ELITE 799 con una salida de
aire de 1000cc/min.

El proceso general se explica en la figura 10.

3.6 EXTRACCION Y AISLAMIENTO DE METABOLITOS

Los cultivos de cada fermentacién, se filtraron en un sistema al vacio, para
obtener caldo y biomasa (figura 11), posteriormente la biomasa retenida por el
sistema se llevé a un horno a 60°C por 24 h y se paso al desecador por 2 horas
para absorber la humedad. Se cuantific6 mediante la técnica de peso seco en
balanza analitica. El peso de la biomasa es la diferencia del peso total menos

el peso del papel. (Scragg, 1997).

La extraccion de los metabolitos, se realiz6 tanto del caldo como del micelio.
Los volumenes de caldo obtenido se trataron en un sistema de extraccion
liquido-liquido, con acetato de etilo (AcOEt); para retirar el agua, se le adicion6
sulfato de sodio anhidro (Na;SO,); la mezcla fue filtrada y concentrada en
rotavapor BUCHI-RE111; obteniendo extracto total de biomasa y caldo. La
biomasa seca se maceré y percold con diferentes solventes en técnica soxhlet
(Medina, 2001).
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Figura 11. Separacion caldo - biomasa.

3.6.1 Técnicas utilizadas para la elucidacién estructural de los

componentes.

La identificaciéon de los diferentes metabolitos se llevé a cabo por los siguientes

métodos:

Rf: se determin6 en placas de silica gel 60G (Kieselgel MercK 0,2-
0,060mm), corridas con CH,Cl;- MeOH (9:1)

. Punto de fusion: se realizé en un fusidmetro MEL-TEMP, laboratory.
Devices. Mass 02139

" Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).
Se realizo en un equipo de gases Agilent 6850N, acoplado a masas
Agilent 5975 VL MSD con una columna HP-1 de 10m en un tiempo de
corrida de 20 min con temperatura del inyector de 100° C, Temperatura
inicial de columna 25° C con una rampa de 10° C / 2 min. hasta 285° C.

" Espectrometria de rayos infrarrojos en un equipo FTIR-8300
SHIMADZU.
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= Resonancia magnética nuclear de RMN'H y de RMN equipo Bruker
300 MHz.

3.6.2 Purificacion e identificacion de sustancias.

La purificacion de las sustancias, se realizO por medio de técnicas
cromatograficas (capa delgada y columna). Para las cromatografias de capa
delgada se utilizé placas de silica gel como fase estacionaria y éter de petréleo
o acetato de etilo como fase moévil. Las placas se llevaron a una camara
saturada con el solvente seleccionado. Para ser visualizadas posteriormente

con luz ultravioleta y reveladas con vainillina (Torrenegra, 2000).

En las cromatografias en columna, se prepard, la suspension de la fase
estacionaria con un solvente no polar como éter de petréleo. La muestra se
aplico por la parte superior, formando un disco de 5 mm aproximadamente v,
se le agrega el solvente en porciones. Los componentes de la mezcla se
eluyen por el solvente y se recolectan en recipientes separados, tomando
porciones de distintos volumenes dependiendo del tamafo de la columna y del
numero de componentes; cada fraccion eluida de la columna, se examina para

determinar su composicién (Torrenegra, 2000).

e COMPUESTOS QUIMICOS AISLADOS EN CALDO

El extracto de AcOEt (4,899), se percold en dos fracciones CH,Cl, y PETROL

analizadas asi:

1. Fraccién CH.CI, (2,21g), esta se corrio, en una cromatografia en columna
empacada de (40 x 3 cm) con 100 g de silica gel 60 (Kieselgel MercK 0,2-
0,060 mm); la cual fue eluida con CHCI;, Me,CO (9:1); las fracciones se

monitorearon en CCD reveladas bajo luz ultravioleta y luego con vainillina en
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acido sulfurico. Se aislé una mezcla denominado M.c C2, solidé transparente

que cristalizé en forma de laminas, con un peso de 96 mg.

2. Fraccion PETROL a partir de 1,57 g de la fraccion, se corrié una
cromatografia en columna empacada de (40 x 3 cm) con 100 g de silica gel 60
(Kieselgel MercK 0,2- 0,060 mm), eluida con CHCI3: MeOH (8:2); monitoreadas
en CCD; reveladas bajo luz ultravioleta y luego con vainillina en acido sulfurico.
Se aislé una mezcla denominada M.c C1, sustancia grasa amarilla con un

peso de 85 mg. (Figura 12)
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CALDO DE CULTIVO DE LA
CEPA NATIVA DE
Mucur SPG 321

6,429
Fr. L/L
PRUEBAS
ANTIMICROBIANAS
EXTRACTO.
AcOEt
4,899 »| Fr.
PETROL
1,57 g
y CC.
Silica gel
Fr CH:CI; CHCl3: MeOH McC1A
2,21g 8:2 |_
Mezcla CG-EM
CC. M.c C1
Silica gel ‘
CHCI3 . Mezco Mc C1B
9:1

Mezcla M.c C2A
M.cC 2

96 mg
— CG-EM —————» M.cC2B

\—V M.c C2C

Figura 12. Procedimiento analitico en la obtencion de compuestos en el

caldo de cultivo.
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= COMPUESTOS QUIMICOS AISLADOS DE BIOMASA
De la biomasa se obtuvo 8,859, se percolaron 5g del extracto de biomasa del
cual se separd dos fracciones CHCIl; y PETROL analizadas de la siguiente

forma:

1. Fraccion CHCI; en biomasa, Se percolé 1,50g del extracto diluido con
CHCl,, a través de una cromatografia en columna de 40X 3 cm empacada con
80 g de silica gel 60 (Kieselgel MercK 0,2- 0,060 mm). La elusién se realizé con
CHCl3: Petrol (8:2). Se aislé una mezcla de denominada M.c B1, monitoreada

mediante cromatografias de capa delgada CCD (Figura 13).

2. Fraccién PETROL en biomasa, apartir de 3,41 g percolados en éter de
petréleo, se corridé una cromatografia en columna de 40 X 3cm , empacada con
100 gramos de silica gel 60 (Kieselgel MercK 0,2- 0,060 mm), eluida con
CHCI3 :MeOH (8:2) (Figura 13).

Las fracciones, se monitorearon mediante cromatografia de capa delgada
CCD; permitiendo la union de fracciones semejantes. Se aislé un cristal en
forma de agujas que se denomino M.c B3; se le realizd analisis de RMN' H y
CG-EM.
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BIOMASA DE LA CEPA
NATIVA DE
Mucur SPG 321
8,859
Fr. S/L
PRUEBAS
ANTIMICROBIANAS
EXTRACTO.
AcOEt
59 | Fr. - o
—| PETROL »> CG-EM McB
3,41 g 2A—2D
v cC.
Silica gel
Fr CHCl3 CHCl3: MeOH
8:2
1.5g g
Compuesto CG-EM
ce. M.c B3
Silica gel 6.6 mg q
CHCl;. PETROL RMN 'H
8:2

Mezcla
M.c B1 M.c B1A
CG-EM M.c B1B

A 4

Figura 13. Procedimiento analitico en la obtencion de compuestos en la

biomasa.
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3.7 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Se utilizd el ensayo de difusion en gel, por su aplicabilidad en la determinacién
de patrones de susceptibilidad antimicrobiana, ademas es un método sensible

y reproducible (Benveniste, 1973).

3.7.1 Actividad antibacteriana

Se realizd, pruebas de sensibilidad; por difusién en agar, donde fueron

evaluadas las siguientes bacterias:

= Bacilus subtilis: Bacilo Grampositivo, formador de endosporas
= Escherichia coli: Cocobacilo Gramnegativo.

= Stahylococcus aureus: Coco Grampositivo.

Para el ensayo se usaron cultivos de 18-24 horas en caldo nutritivo (pH 6.5+
0.2 a 25°C) de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922 y Bacillus subtilis ATCC 6633. La concentracion del caldo se
determina por comparacion de la turbidez del tubo con el estandar No 0.5 de
Mcfarland, que equivale a una concentracién de aproximadamente10 8UFC/m
(Koneman et al. 1999, NCCLS, 2003)

o Medio de cultivo .Se utilizé agar Mueller-Hinton, segun metodologia de
Hewit y Vincent (1989) y los criterios de la NCCLS (2003). En éste medio,
crecen bien, la mayor parte de las bacterias patégenas. Se adicionaron 20 mL
por placa, se solidifico y realizaron cinco perforaciones por caja con ayuda de

sacabocado.

o Controles. Como control positivo se utilizé cefalexina 15 ug/ 50 uL para
Staphylococcus aureus ; norfloxacina 30 ug/ 50uL para Escherichia coliy

para Bacilus subtilis penicilina 15ug / 50 uL. DMSO como control negativo.
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o Inoculacion en cajas. Los extractos de caldo y biomasa, se depositaron
2 horas antes, para que se difundieran en el medio; en las perforaciones
hechas previamente con ayuda de un sacabocado de 0.5 cm de diametro.
Posteriormente se sello con 10uL de agar en el fondo. Se colocaron en cada
pozo 50 uL de cada uno; a una concentracién de 2 mg/uL para los extractos vy

a 1'mg/uL para las fracciones,

Las cajas se incubaron a 37 °C por 24 horas. Se realizo la lectura a las 6, 8 y
24 horas de incubacion (Daza, 2001), (Ayala, 1999). Cada microorganismo se
evaluo por triplicado, en agar Mueller Hinton y la actividad antimicrobiana se

determiné por la presencia de halos de inhibicion.

o Pruebas antibacterianas. Con el extracto de caldo y biomasa, Se
determiné la actividad antibacterial a una concentracion de 2mg/uL; las
fracciones, a una concentracién de1mg/uL. Con las cepas de microorganismos
Grampositivos Staphylococcus aureus, y Bacillus subtilis, Gram negativos

Escherichia coli, utilizando el método de difusién en agar.

En este trabajo, se selecciono el método de difusién, uno de los mas usados en
investigacion y en literatura para la evaluacién de sustancias puras. Tiene
como ventaja el uso de una pequefia cantidad de muestra. Ademas, de su
posibilidad de probar varios compuestos contra un mismo microorganismo
(Rios y Recio 1989).

Las condiciones 6ptimas fueron establecidas por Bauer et al. (1966), los cuales
recomiendan utilizar el agar Mueller Hinton por su reproducibilidad, su baja
concentraciéon de inhibidores, el crecimiento satisfactorio de patdégenos no

fastidiosos y la gran experiencia en estudios de susceptibilidad.
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e Lectura: Se realizaron, tres repeticiones por prueba, dos mediciones desde
la linea que define el halo de inhibicion de un lado al otro. El tamafio de la
inhibicion, se tomd, como el valor promedio de estas mediciones (NCCLS,
2003).

o Bioautografia. Los compuestos que dieron positivos por el método
anterior, se le realizaron bioautografias por el método antisandwich, sembrando
una placa cromatograficas de 7 cm de largo x 2.5 cm de ancho.

Se corrio la fraccion CHCL3; de biomasa en la mezcla CH2Cl,- MeOH (9:1).
Luego, se coloco cada una de las placas en contacto con la caja que contenia
1 mL de la suspension bacteriana, y 20 mL de agar Mueller Hinton previamente
solidificado. Se incubd a 37 °C por 24, 48 y 72 horas. Se evalué la presencia de

halos de inhibicién en la caja de cultivo (Figura 14).

Figura 14. Bioautografia fraccion CHCIlz de biomasa.
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3.7.2 Actividad antifungica.

Se utilizé el método de difusién en pozo, en esta técnica los componentes de
un extracto o una sustancia pura, difunde a través de una placa de agar hacia
la colonia fungosa en crecimiento. Si hay compuestos activos presentes, el
crecimiento del hongo se disminuye o para, dando origen a la deformacién de

la colonia, esta técnica es cualitativa (Becerra y Segura 2003).
Se seleccion6 Fusarium oxysporum como microorganismo indicador, por ser

de crecimiento rapido y no poseer ciclo sexual definido (Koneman, 1999), la

técnica empleada fue macrodilucion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Reconstitucion de la cepa nativa Mucor SPG 321.
La cepa SPG 321 se reactivo en el medio PDA a 25 C, para la identificaciéon y

confirmacion de la clasificacion taxonémica de la cepa de Mucor.

4.2 ldentificacion de la cepa nativa Mucor SPG 321.

ST
-

Figura 15. Morfologia macroscopicay 14b.microscépica de Mucor

Fuente: Autora

Posterior, a la reconstitucién de la cepa y obtencion de cultivo monospdérico, se
procedié a la confirmacion de la clasificacion. En donde las colonias de este
genero, se describen con micelio aéreo compacto de color café intenso de 1
cm de altura entre 3 y 7 cm de diametro; microscépicamente se presenta
micelio hialino, esporangios globosos de 50-60 um café grisaceos; rectos o
ligeramente encorvados. Columellas libres, semiesféricas, esféricas u ovales,
incoloras, lisas; esporas globosas o elipticas de 3um diametro, lisas incoloras
individualmente, pero de color gris palido en masa. Semejante al genero Mucor
y la especie circinelloides segun las claves de Barnett and Hunter 1988.
Gilman, 1963, Hogg, 2000. Samson et al., 1981.
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Esta reclasificacion se realiz6 con base a lo referenciado por los autores
Weitzman et al., 1995, Chandra y Woodgyer 2002, Silva y Garre 2006
Martinez. & Valenzuela 2003.

(Figura 14 A)

o Caracteristicas microscoépicas. Se observo la presencia de columella
elipsoidal y globosa en esporangios, de color café- grisaceo. Esporangios sin
ramificar y tallos cortos ramificados de forma simpodial que en ocasiones se

curvan hacia abajo; Las esporangiosporas de pared lisa, elipsoidales (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas microscopicas en cuanto a su morfologia.

ESTRUCTURA IMAGEN DESCRIPCION

De pared lisa, elipsoidales

3 ¥ pueden llegar a medir hasta

‘ o 1 | 5um; de forma alarga; color

Esporangiosporas . .
P glosp café; superficie  rugosa.

I,”( d | (Gilman, 1963)
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Esporangio
Esporangios marrén palido;

se ven tallos curvados, sin
ramificar y ramificados, de
forma simpodial que en
ocasiones se curvan hacia
abajo; los  esporangios
miden entre 0-80 um.
Weitzman et al., 1995

Las hifas terminan en un

- esporangioforo uUnico. Se
Esporangioéforo

observa micelio de hifas muy
gruesas Yy cenociticas; con
presencia de  columella

Weitzman et al., 1995

Columella y, - La columella es obovoide
casi elipsoidal y globosa en

esporangios, hasta 50 um de

color café-grisaceo; hifas no
septadas, con longitud
entere15-45um. Moore And
Landecker (1996).

Fuente: Autora

Se encontraron, las mismas estructuras microscopicas en los medios de cultivo
empleados (PDA, MEA, Cz). Mostrando que a pesar de la variedad de
componentes de cada medio, no se produjo cambios morfolégicos durante su

crecimiento y permitio la observaciéon de columella, esporangios de color café-
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grisaceo, hifas cortas ramificadas de forma simpodial y esporangiosporas de
pared lisa, elipsoidales. Tipicas del microorganismo. De manera simultanea se

tuvo en cuenta las claves taxondémicas para su identificacion, tales como color,

forma y medidas de cada una de las estructuras (Figura 16).

Figura 16. Caracteristicas Microscépicas (100x) de Mucor en los medios
A.PDA, B Cz. C.MEA, D.Cz. E.PDA

Fuente: Autor

o Caracteristicas macroscopicas. Determinadas en tres medios de

cultivo diferenciales PDA, MEA y Cz, inoculados en tres puntos.
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e Caracterizacion en medio PDA.

PDA 5°C: Alos 7 dias. No hay crecimiento.

PDA 25°C: En medio PDA, la cepa SPG 321; A los 7 dias presentd un
diametro de 39 mm; colonia con bordes regulares; halos castafios al exterior y
al interior halos de color amarillo ocre, de textura polvorosa; colonias de micelio

aéreo abundante que al envejecer oscurecen. (Figura 17).

Figura 17. Caracteristicas Macroscoépicas de la colonia de la cepa SPG
321 de Mucor PDA A: (1) alos 7 dias de incubacién a 25° C. B: Reverso
Fuente: Autor.

PDA 37°C: El diametro de la colonia, después de 7 dias de incubacion fue de 4

cm; castano-amarillento con micelio levantado de color marréon palido, textura

algodonosa v formacién de exudados de color transparente a amarillo.

e Caracterizacion en medio de extracto de malta (MEA).

MEA 5°C: Alos 7 dias. No hay crecimiento.
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MEA 25°C: A los 7 dias la colonia, presenté un diametro de78 mm. Bordes
irregulares amarillos, con halos blancos, textura algodonosa, con exudados de

color transparente a amarillo. (Figura 18)

Figura 18. Caracteristicas Macroscopicas de la colonia SPG 321 anverso y

reverso

MEA 37°C: Crecimiento aéreo abundante que alcanza la tapa de la placa,

color café a los 7 dias de incubacion a 25°C

e Caracterizacion en medio CZAPECK.

Cz 5°C: Alos 7 dias. No hay crecimiento.

Cz 25°C: Colonias de crecimiento rapido, de aspecto algodonoso de color
amarillo marrén palido; con 35 mm de didmetro, bordes irregulares blancos,
halos en el centro color amarillo blancuzco, con canales radiales y exudados.
Envés café (Figura 19)

Cz 37°C: Alos 7 dias. Crecimiento moderado
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Figura 19. Caracteristicas Macroscépicas de la colonia de SPG 321 en Cz
alos 7 dias de incubacion a 25° C

Fuente: Autor

o Crecimiento de cepa SPG 321 de Mucor en luz azul Se evalud, el
crecimiento en luz azul de la cepa en agar PDA. Teniendo en cuenta
metodologia de Silva y Garre 2006. Como prueba confirmatoria para la especie

circinelloides. Como prueba confirmatoria para esta especie.
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Figura 20. Caracteristicas MacroscoOpicas de la colonia de SPG 321 en
PDA alos 7 dias de incubacion a 25° C, bajo luz azul.

Fuente: Autor

Frente a la dificultad para la identificacion de las mas de 50 especies validas
para el género Mucor vy listadas en el indice de la website de Fungorum
(www.indexfungorum.org/Names/Names.asp). Se tuvo en cuenta, crecimiento a
37°C estudios adelantados por Weitzman, et al., 1995, Ribes, et al., 2000.,

Iwen et al., 2005. Afirman, que solo 5 especies causan enfermedad humana y
sélo 3 especies de Mucor son reportadas como termotolerantes. Estos incluyen
las especies de Mucor circinelloides, Mucor indicios, Mucor ramosissimus.
(Patrick et al., 2006).
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Figura 21. Caracteristicas en Medio PDA A: 25°Cy B: 37°C

.

Figura 22. Caracteristicas en Medio Cz a A: 25°Cy B: 37°C

Se evaluo, el crecimiento de Mucor en luz azul, observando la presencia de
pigmentos naranjas en el micelio. Junto con las observaciones macroscopicas
y microscopicas; las claves taxondmicas utilizadas (Barnett y Hunter 1975; los
autores Weitzman et al., 1995, Chandra 'y Woodgyer 2002, se confirma, que
pertenece al género Mucor. La presencia de pigmentos naranjas bajo
condiciones de luz azul, confirman la especie circinelloides, que muestra,
sintesis de carotenos inducida por la luz azul (fotocarotenogénesis). Sus
esporangioforos, presentan fototropismo positivo (figura 19). Ambas
respuestas, dependen de la luz azul como se encontrd en el estudio de Fatima
Silva y Garre 2006. Datos que permiten realizar la clasificacion de la cepa SPG
321en la Tabla 4.
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Tabla 4. Taxonomia de Mucor circinelloides

Reino Fungi
pHylum Zygomycota
Clase Zygomycetes
Orden Mucorales
Familia Mucoraceae
Genero Mucor
Especies circinelloides

Fuente: Barnett y Hunter, 1988

. Banco celular. Después de confirmar la clasificacion taxonémica; de la
cepa nativa SPG 321 de Mucor circinelloides y con el fin de contar con una
fuente pura y viable para el estudio; teniendo en cuenta los problemas de
viabilidad y de pureza en los cultivos, con microorganismos que son comunes y
frecuentes, se implemento un banco de células, a una concentracion de 10
’(Garcia, 2000).

Para el mes sexto, la concentracién celular disminuyd. Al observar esta perdida
se examino el conteo de otra de las alicuotas, se encontré una concentracion
de 10°. Con esta pérdida y descenso en la concentracion. Se procedid a la
implementacion del segundo banco de células de la cepa nativa de Mucor
circinelloides SPG 321; para lo que se utilizé crioprotector (glicerol) en una
relacion 1:1 (Dupré & Espinoza. 2000). El cual protege del dafio, que se pueda
producir en las células microbianas, en el momento en el que el agua se
congela formando cristales que afectan la pared célular y por ende la
viabilidad de las celulas congeladas; adicional a esto por no disponer de agua

en forma liquida no se presenta crecimiento.
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4.3 CINETICA DE CRECIMIENTO DE Mucor circinelloides.

Con el fin de determinar el comportamiento de la cepa nativa SPG 321 en
relacion con la cinética del microorganismo y su relacion con la produccion de
metabolitos secundarios, se procede al analisis de parametros que influyen en

el disefio de los procesos de fermentacion.

Biomasavs Tiempo

y =-1E-12x5 + 8E-10x* - 2E-07x® - 4E-06x2 +

1,4 0,0039x + 0,018
12 R? =0,9876
£ 1
E 0,8 —e— Biomasa
g 06 Polinémica (Biomasa)
5 04
© 02
0 ‘ T T T

0 100 200 300 400 500

Tiempo (horas)

Figura 23. Concentracion de biomasa vs tiempo.

La concentracién de la biomasa, cambi6 progresivamente en el tiempo, aunque
presentd una declinacién en la hora 240. Debido a que los nutrientes de
primera mano empiezan a agotarse (Litte y Gordon, 1967).

Como consecuencia de ello, la velocidad de crecimiento declina; sin embargo,
la biomasa, alcanz6é su maximo peso en la hora 384. Por la acumulacion de
productos de almacenamiento como lipidos y polisacaridos y la sintesis de

metabolitos secundarios. Figura 23.
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Determinacion de la curva patrén de Glucosa. Para aplicar la técnica de
DNS, se realizo la curva patrén, con la siguiente ecuacion: (los datos obtenidos

se encuentran en el anexo B).

Ecuacion 1

Y=mx+b
y = 0,2633x - 0,4867
R2 =0,9177

Curva patron glucosa

Fuente: Autora

Consumo de sustrato Al analizar el consumo de sustrato para la cepa nativa

SPG 321 de Mucor circinelloides se obtiene la gréafica 24

Consumo de glucosa

—e— Consumo de glucosa

Glucosa mg/ml

O P A P @ S

Tiempo (horas)

Figura 24. Consumo de sustrato

Se observa una disminucion de glucosa en el tiempo. Usada como fuente de
carbono. Disminuye al ser usado como sustrato, en la sintesis de nuevo
material celular, entre las horas 144 y 192, se observa un descenso, con un
aumento en la hora 216, lo que se asocia como una diauxia. Si se tiene en
cuenta que el medio PGS, contiene dos fuentes de carbono diferentes dextrosa

y almidén. Mucor circinelloides, utiliza aquella fuente que le proporciona
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mayor rendimiento energético en este caso la glucosa, cuando ésta se acaba,
hay un tiempo de adaptacion al segundo substrato que a continuacion es
consumido. El almidén. El rendimiento y velocidad de crecimiento es mayor

para el primer substrato que para el segundo (Miller, 1959).

Concentracion celular se realizé el recuento microscopico directo, figura 25.

Concentracion celular

5 00E+06
T 4.00E+06 M
B 3 00E+06 .
E 2 0E+05 ); \ —+— Zeriesl
S 1 O0E+06 / \\M
0, 00E+00 b=t —*—’J — e ne. S
RO T A R

Tiempo (horas}

Figura 25. Concentracién celular.

La cepa nativa, de Mucor circinelloides SPG 321, presento una curva tipica
de desarrollo; al inocularse en el medio liquido PGS. La tropofase de acuerdo
con la concentracién celular se inicio a las 72 horas, Por divisiéon celular y
formacion de nuevo protoplasma a partir de los componentes del medio PGS.
Se presentd la declinacion a partir de la hora 168 debido a que los nutrientes
sufren una perdida en la concentracion. La fase conocida como idiofase se
presentdé a partir de las 168, horas, para Mucor circinelloides SPG 321,

culminando a las 264 horas dia 11.
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¢ Identificacién tropofase. Para el resultado de la figura 26, semilogaritmica

los datos se presentan en el anexo D.

Tropofase cepa SPG 321

1.6 y = 0,0086x - 0,1082

14 R2 = 0,9579

1,2 P
% 1

0,8 >~
3 o6 o

o //

0,2 -

0 e ‘ ‘ :
0 50 100 150 200

Tiempo(horas)

Figura 26. Tropofase de la cepa SPG 321 de Mucor circinelloides

La fase de latencia, para la cepa nativa spg 321 de Mucor circinelloides.
Termina a las 48 horas e inicia la tropofase, una vez se adapta a las
condiciones de crecimiento, proporcionadas, por el medio PGS. El crecimiento
de la biomasa, es descrito cuantitativamente por unidad de tiempo. En una

grafica semilogaritmica y culmina a las 168 horas.
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Biomasay Glucosavs Tiempo

4,5

4 —e—Biomasa mg/L
3,5
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25 | §> = —=—glucosa mg/L
2 . 7 .
15 N\ ——Polindmica (glucosa
’1 \ mg/L)
0,5 Polinémica
0 4 (Biomasa mg/L)
0,50 100200300 400500

Tiempo(horas

Figura 27. Comparacion de biomasa y glucosa vs tiempo.

o Idiofase: En esta grafica se observa que para la hora 264 culmina la
idiofase; decae el consumo de glucosa. Lo que concuerda con el aumento de
biomasa, razén por la cual se tomo el dia 11(264 horas) ultima, hora de la

idiofase, como dia clave para la finalizacion de la fermentacion.

4.3.1. Determinacion de parametros cinéticos

Los parametros, a determinar en este estudio fueron, ux Velocidad especifica
de crecimiento (h-1), Y x/s Rendimiento de biomasa a partir de sustrato (g/g), td
tiempo de duplicacién (h) y productividad (gL-1/h). Para determinar los
parametros cinéticos en la fermentacion llevada a cabo en un biorreactor de

1,5L, se aplico la cinética de orden 1 con un R? = 0,9579
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y =0,0086x - 2,1484 orden uno
R? =0,9579

50 100 150 200
1 /
-2

Tiempo(horas)

orden uno

LnX

Lineal (orden uno)

Figura 28. Velocidad especifica de crecimiento de Mucor circinelloides en
biorreactor

En la tabla 8, se muestran los resultados de los parametros cinéticos de Mucor

circinelloides

Tabla 5. Parametros cinéticos

uX 0,0086 | mg/h-1
Td orden uno | 80,5985094 | h

umax 0,86550113 | mg/h
Ks 19,5689804 | h-1
Yx/s 0,18719512 | mg/mg
Productividad | 0,00255833 | mg/Lh-1

Analizando, los datos obtenidos se concluye que la velocidad maxima de
crecimiento es baja, esto dado, a las condiciones de fermentacién. Puesto que
la cepa de Mucor circinelloides, necesita energia adicional. Para degradar
substratos de cadena larga, el almidon de papa, presente en el medio.
Comparado con lo reportado por la literatura; para Mucor hiemalis, que tiene
una umax de 0,17 (Crueger, 1989). En comparacién con 0,0086 mg/h-1. Este
valor confirma que Mucor, estaba en condiciones de estrés. Teniendo en
cuenta que en la tropofase, el interés es el aumento de biomasa. Cuando los

microorganismos se cultivan en un medio rico, balanceado de nutrientes, éstos
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no producen metabolitos secundarios o si lo hacen es a un nivel muy bajo
(Vining y Taber 1979).

o Rendimiento de biomasa 0,187 mg/L, este valor confirma que el
medio PGS, aporta sustratos complejos en los requerimientos nutricionales
necesarios para la formacion de biomasa. La glucosa, normalmente es una
fuente de carbono excelente para el crecimiento; Pero a menudo interfiere con
la formacién de metabolitos secundarios. En cambio, polisacaridos como el
almidon, oligosacaridos como, lactosa y aceites como el aceite de soja se usan
para las fermentaciones debido a que presentan mejor, rendimiento de

metabolitos secundarios (Demain, 1996).

o Tiempo de duplicacion. 80,59 h™', se correlaciona con la productividad
de biomasa, y un tiempo de produccién prolongado. El control en la sintesis
enzimatica, generalmente se ejerce por el “pool” de nitrogeno intracelular.
Muchas vias del metabolismo secundario, se ven afectadas al manipular las
fuentes de nitrégeno por ejemplo, las sales de amonio bajan la asimilacién de
un aminoacido, es por esto que se usa a menudo para potenciar la produccién
de metabolitos secundarios. (Demain, 1986). Los niveles de oxigeno disuelto
no afectan la fermentacion. En este caso, se ha indicado niveles cercanos al
20% de saturacion necesarios para el mantenimiento de las células de Mucor
circinelloides. Debido a, que éste, presenta un sistema dimorficos reversible,
es decir, las células cambian a levaduras en un ambiente anaerobio (Archer,
2000).
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4.4 MEZCLAS AISLADAS DE LOS EXTRACTOS DE CALDO CEPA DE
Mucor circinelloides SPG321

De la cepa nativa de Mucor circinelloides SPG321, se identifico siguientes

sustancias con el extracto de caldo.

La mezcla M.c C1 fraccion PETROL, se identificé por medio de la técnica de
gases acoplado a masas CG-EM. Dos compuestos M.c C1A y M.c C1B con
las siguientes propiedades fisico-quimicas: Un peso de 85 mg, con una

apariencia grasa de color amarillo soluble en MeOH y CHCl;

De la fraccion CHCI; se aislé la mezcla M.c C2., por la técnica de gases
acoplado a masas CG-EM. Se identificod los compuestos M.c C2A, M.c C2B y
M.c C2C. Esta fraccion presentd las siguientes propiedades fisico-quimicas:
Un peso de 96 mg, con una apariencia soélida en forma de agujas con un punto
de fusién 160 C- 165'C soluble en CHCI3, CH2Cl, y Me>CO

4.4.1 Fraccion PETROL compuesto M.c C1A

Segun el espectro de masas el compuesto M.c C1A comparado con la base de
datos Nist-05, se identifico como acido oleico. Presentando un ion molecular de
282.3 m/z y un pico base de 55.1 m/z, con un porcentaje de coincidencia del
91%. Figura 29
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Figura 29. Espectro de masas M.c C1A a 17.544 minutos, comparado con

la base de datos Nist-05.
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4.4.2 Fraccion PETROL compuesto M.c C1B

Segun el espectro de masas el compuesto M.c C1B, se compar6 con la base
de datos Nist-05 identificado como Acido hexadecanoico, conocido como acido
palmitito. Este presenta un ion molecular de 258.3 m/z y un pico base de 258.3

m/z, con un porcentaje de coincidencia del 90%.

Library Searched 1 UrilDatabass HLISTULa. L
Qusl ity I L
D ! n=Hoxadsocanoic macid

Sourdarcs Scan 2585 {16 878 mink MCC1FFETROL DA data ma
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T T T T
320 340 330 3830 409

190 200 =ba  2da ad0 =80 abla aba als ado Tado ala

Figura 30. Espectro de masas M.c C1B a 16.978 minutos, comparado con

la base de datos Nist-05.
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4.4.3 Fraccion CH,CIl, Mezcla M.c C2. Compuesto M.c C2A

Por la técnica de gases acoplado a masas CG-EM, en esta mezcla, se
identificd el compuesto M.c C2A. Segun el espectro de masas se identificd
como Acido 9 hexadecanoico, conocido como acido palmitoleico que presentd
un l6n molecular de 264 m/z , un pico base 55 m/z, un porcentaje de

coincidencia del 97% en un tiempo de retencién de 17,594 minutos.

Library Ssarched ¢ DiwDatabass'HISTO0S5a.L
- o L oaT

I i S-Hexadscsnsiz asid

dlourdanos Scan 2815 {17 534 min): MCCIFMNCLORO. Dvdatn ms

e =0 43 0] 90 109 120 140 180 190 209 220 240 269 230 300 30 M0 IS0 I 400 420
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a
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Figura 31. Comparacion entre espectro de masas: compuesto McC2A a

17594 minutos y base de datos Nist-05
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4.4.4 Fraccion CH,Cl,compuesto M.c C2B

Segun el espectro de masas el compuesto M.c C2B, fue identificado, como
octadec-9 acido enoico 6 acido trans-9-octadecenoico, conocido, como acido
elaidico. Presentd un I6n molecular de 282 m/z; un pico base 55 m/z, un
porcentaje de coincidencia del 98%, en un tiempo de retencién de 17,599

minutos .

Library Ssarchad @ DiDatabssatHISTOSa.L
Qaml ity r 9B
ID 1 Ootadec—%-anolo acid

Bloundancs. Scan 2816 {17 599 mink MCCIRMNCLORO D datn ma

3103 3553 4453
T T T T T T T

2] 200 220 240 D250 280 300 320 40 350 390 400 420 440

# 113355: Ocladec-5-2 noic add

T
- 20 41 &q a9 120 120 140 180 1

Figura 32. Espectro de masas: compuesto McC2B 17.599 minutos y

Comparado con la base de datos Nist-05
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4.4.5 Fraccion CH,Cl,compuesto M.c C2C

Segun el espectro de masas el compuesto M.c C2C, fué identificado, como
acido oleico, con 16n molecular de 282 m/z, un pico base 55 m/z, un porcentaje

de coincidencia del 99%, en un tiempo de retencion de 17,599 minutos .
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Figura 33. Espectro de masas comparado con la base de datos Nist-05 del

compuesto McC2C a 17.610 minutos
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45 COMPUESTOS Y MEZCLAS AISLADOS DEL EXTRACTO DE BIOMASA
DE LA CEPA DE Mucor circinelloides SPG321

A partir de la cepa nativa de Mucor circinelloides SPG321, se identifico, las

siguientes sustancias en el extracto de biomasa.

De la fraccion CHCI3 se aislo la mezcla M.c B1., por la técnica de gases
acoplado a masas CG-EM, se identificd los compuestos M.c B1A y M.c B1B,
esta fraccion presento las siguientes propiedades fisico-quimicas: Un peso de

1.5 g, con una apariencia grasa de color amarillo soluble en CHCI;3,

En la fraccion PETROL, se aislo la mezcla M.c B2., se identificd por medio de
la técnica de gases acoplado a masas CG-EM, los compuestos M.c B2 A- 2D
con las siguientes propiedades fisico-quimicas: Un peso de 3.41 mg, con una
apariencia sélida amorfa de color amarillo soluble en CH,Cl, CHCIl3; y Me,CO,
punto de fusion 160°C — 165°C.

De la fraccion PETROL, se aislo el compuesto M.c B3, este se identificé por
CG-EM, RMN'H. Con las siguientes propiedades fisico-quimicas: Un peso de
6,6 mg, apariencia soélida, en forma de cristales de color transparente; soluble
en MeOH, CH,CI, CHCI; y , Me,CO con un punto de fusién 130°C presentando

un resultado positivo en la prueba de liebermann burchard.
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45.1

En la tabla 9 se presentan los compuestos comparados con la base de datos

Nist-05 para su identificacion.

Fraccion CHCI; Compuestos M.c B1A-1B-1B

Tabla 6. Compuestos de lafraccion CHCI; M.c B1A-1B-1C.

No de Nombre del Porcentaje de | 16n molecular | Pico base
picos compuesto coincidencias
McB1A Acido 98 % 270 m/z, 74 miz
16.552 .
hexadecanoico,
minutos .
metil ester
Mcb1B Acido 95% 312m/z, 88 m/z
17.709 octadecanoico etil
minutos ester
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454 Fraccion PETROL mezcla M.c B2

En la tabla 7 se presentan los compuestos comparados con la base de datos
Nist-05 para su identificacion.

Tabla 7. Compuestos de la fraccion PETROL

No de picos |Nombre del |Pico [l6n Porcentaje de
compuesto base |molecular|coincidencias
McB2A Acido 6- 55 m/z | 282mi/z, 94 %
17.522 Octadecenoico
minutos
McB2B Acido Oleico 55m/z | 284 m/z, 96%
6.714
minutos
McB2C 73m/z | 284m/z, 89%
17.533minutos | Acido octadecanoico
Neoergosterol 237m/z | 396 m/z 94%
McB2D
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Figura 36. Comparacién entre espectro de masas: compuesto McB2A
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Figura 37. Comparacién entre espectro de masas: compuesto McB2B
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Figura 38. Comparacién entre espectro de masas: compuesto McB2C
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Las tres familias o series de acidos grasos insaturados, con importancia
bioldgica se derivan del acido oleico (AO), del acido linoleico (AL) y del acido
linolénico (ALN); de los cuales la presencia de acido oleico, coinciden segun el
analisis por cromatografia de gases acoplado a masas (CG-EM). En los
compuestos y mezclas analizados en biomasa y extracto de caldo de la cepa

nativa de Mucor circinelloides SPG 321.

La identificacion fue realizada sobre la base de los tiempos de retencion y
confirmada por comparacion de los espectros de masas con los de la base de
datos Nist-05, de gran utilidad para caracterizar de forma rapida y eficiente los

compuestos organicos.

Los resultados dados por la técnica de gases acoplado a masas CG-EM,
confirman la importancia de Mucor circinelloides y su potencial como hongo
oleaginosos, (Mirosawa., et al 2002) reportado por su uso comercial en la
produccion de aceite rico en acidos grasos insaturados (Wynn et al., 1997),
ademas de esto tiene la capacidad para acumular lipidos en torno al 25% de su
peso seco (James et al., 1999). (Kendrick, & Ratledge, 1992).

Muchos hongos, acumulan lipidos como material de almacenamiento. Cuando
el crecimiento se ve limitado debido al agotamiento de nitrégeno, o de otro tipo
de nutrientes, esta actividad se desarrolla en presencia de fuente de carbono
(Ratledge, 1997). Esta capacidad llama la atencion, es asi como se ha
realizado el analisis de una serie de enzimas implicadas en la bioquimica y la
generacion de NADPH para la sintesis de acidos grasos (Evans & Ratledge,
1985).

El trabajo desarrollado por Wynn, Kendrick, A. & Ratledgel., 1997 sobre la
enzima malico en Mucor circinelloides, implicada en la acumulacion de lipidos
en hongos filamentosos, confirman su papel en la prestacion de NADPH para la

biosintesis y la desaturacién de acidos grasos, inhibidores de la enzima,
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conducen a la disminucién en la acumulacion de lipidos. La enzima cataliza la

reaccion:

[-Malato - NADP+1piruvato- CO2- NADPH

Se han reportado propiedades de M. circinelloides en la sintesis de ésteres
de &cidos grasos, glicerol y sacaridos Antczak, (1999). Asi como el aislamiento
de una lipasa intracelular de la biomasa, con actividad sobre la sintesis de
acido oleico y caprilico, demostrando su facilidad para la hidrdlisis de grasas, y
para llevar a cabo el proceso inverso, es decir, sintetizar enlaces éster. Ademas
de catalizar reacciones de transesterificacion e interesterificacion. Debido a su
estereoespécificidad el potencial biotecnolégico de la lipasa es enorme vy
despierta un elevado interés en muchos sectores industriales. (Evans &
Ratledge, 1985).

Los hongos filamentosos, Mucor circinelloides y M. racemosus. Tienen
capacidad de formar numerosos cuerpos lipidicos en su biomasa, ricos en
acidos grasos insaturados con produccién simultanea de lipasa intracelular
mejorando el rendimiento del bioproceso (Antczak et al., 2001), se reporta la
presencia de los acidos grasos: palmitico, palmitoleico, estearico, oleico; los
cuales coinciden con este estudio a excepcién del acido elaidico; lo cual puede
ser especifico para cada especie. Segun Du Preez et al., 1995 los resultados
obtenidos sugieren que los hongos filamentosos tienen diferentes perfiles de
acidos grasos y que esta puede ser una técnica confiable para caracterizar
especies y géneros. (Sthal Y Klug, 1996). Para ninguno de los espectros de
masas se hizo patrén de fragmentacién ya que la identificacion se hizo por

comparacion con bases de datos.

El hongo M.circinelloides es una cepa lipofilica. Los &cidos grasos
metabolizados a acetil-CoA por la via de la B-oxidacién. Las acetogeninas
(policétidos) son productos cuyo unico criterio de unificacion es su biogénesis.
El donante de unidades C, es malonilCoA (molécula elongadora) y el iniciador

es la acetilCoA. El iniciador y el elongador, son convertidos por separado en los
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respectivos tioésteres de proteinas transportadoras especiales (PT; SH) que
contienen un grupo B-alanilaminoetanotiol como la coenzima A. Los dos
tioésteres formados reaccionan entre si, dando origen al acetoacetil-SPT con la
liberacion de una molécula de PT-SH y otra de CO;; reducciones posteriores
transforman el aceotacetil-SPT en butiril-SPT, recirculado hasta obtener

cadenas Cq5 0 Cyqs.

455 Fraccion PETROL compuesto M.c B3

Presenta las siguientes propiedades fisico-quimicas. Peso de 6,6 mg, con una
apariencia soélida en forma de agujas brillantes incoloras, soluble en MeOH,
CHCl,, CHCI3 y Me,CO, con un punto de fusion 130°C y prueba positivo para

Liebermann Burchard.
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Tabla 8. Asignaciones de analogia del espectro de RMN'H del Compuesto M.c B3

RMN'H

p.p.m Multiplicidad Integracion
0.6
0.8
0.91
0.95
1.04
1.24
1.37
1.48
1.59
1.69
1.76
1.87
2.04
2.31
2.47
3.65
5.21
5.4
5.57
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Espectrometria de resonancia magnética nuclear protonica .El espectro de
RMN'H en (CD3),CO (Fig. 42, Tabla 8), presenta sefiales (5 p.p.m) de
multipletes a & 0.62 que integra para 3H; a & 0.83 que integra para 9H; & 0.91
integra para 5H; & 0.95 integra para 3H; ® 1.04 integra para 4H; & 1.24 integra
para 11H; & 1.37 integra para 4H; & 1.48 integra para 4H; & 1,59 integra para
3H; 81.69 integra para 2H; & 1.76 integra para 2H; & 1.87 integra para 6H; &
2.04 integra para 6H; & 2.31 integra para 3H y 6 2.47 integra para 1H. A campo
bajo se encuentra un multiplete integrando para 1H a & 3.6; a campo mas bajo
se encuentran tres multipletes que integra para 1H cadaunoad5.21, 5654y ®

5.57 p.p.m.

Por las caracteristicas del espectro este compuesto se asemeja a un esterol,
los espectros de resonancia magnética nuclear proténica de los esteroles
deben ser preferiblemente de alta resolucion (220, 360 MHz, etc.), debido al
numero y clases de protones que contienen. En forma general se observa las
sefales de protones metilicos en la regién de 0-1 ppm. EIl proton ligado al

carbono 3 se observa alrededor de 360 MHz como un "quintete" cuando el
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hidroxilo esta en posicion 3a.como en este caso. En el caso de esteroles con
enlaces dobles en C-5 y C-7 (esteroles con nucleo tipo ergosterol) los protones
H-6 y H-7 se observan como multipletes en 5.4 ppm y 5.5 ppm. Concuerda en
este caso, ademas en el espectro aparece la sefal del grupo metilo del acetato
alrededor de 1.8 ppm. La region de protones metilicos (0-1.2 ppm) es conocida

para varios esteroles.
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Figura 41. Espectro de RMN'H simulado de Ergosterol y formula quimica.
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Teniendo en cuenta lo anterior, se comparé con espectros de RMN'H
simulados de esteroles comunes en hongos como lo son ergosterol, zimosterol,
acosterol y fecosterol, se encontré que el espectro de RMN'H del compuesto
es semejante al espectro de ergosterol que se encuentra principalmente en
hongos y levaduras. Se confirmo con la base de datos Nist-05.del espectro de

masas del compuesto McB3 figura 44
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Figura 42. Comparacion entre espectro de masas: compuesto McB3 21.422

minutos y base de datos Nist-05.
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Se sabe que el ergosterol es un constituyente de las membranas del micelio,
esporas y células vegetativas Samsong 1981 y ha sido reportado como
metabolito secundario. Tiene una féormula condensada C,sH44O, estructura

quimica parcial (figura 45.)

CHj;

Ergosterol

Figura 43. Estructura quimica de Ergosterol.

Los hongos son conocidos como buena fuente de fitosteroles. Su interés
nutricional se deriva de la capacidad de reducir la absorcion de colesterol. El
fistosterol que se presenta con mayor abundancia en hongos es el ergosterol;
cuando éste se expone a la luz ultravioleta, debido a su fotolisis, se produce

pre-vitamina D2, taquisterol y lumisterol (Teichmann, A. 2007).

Biogénesis. Los esteroles se derivan biogenéticamente de la AcetilCoA (Ruta
del Acetato) via mevalonato y escualeno. Los esteroles vegetales tienen como
precursor inmediato al cicloartenol, mientras que los animales tienen al
lanosterol. De forma analoga se originan los triterpenoides.En la biogénesis de
los esteroles también estan implicados procesos tales como hidrogenaciones y

deshidrogenaciones, metilaciones (via-Sadenosilmetionina), hidroxilaciones,
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etc. Un hecho estructural notable es que la gran mayoria de esteroles naturales
tienen sustituyentes alquilicos sobre los carbonos 4 y 24 fundamentalmente, y
este hecho es justificado por la misma biogénesis. Los hongos son conocidos
como buena fuente de fitosteroles. Su interés nutricional se deriva de la
capacidad de reducir la absorcién de colesterol. El fistosterol que se presenta
con mayor abundancia en hongos es el ergosterol; cuando éste se expone a la
luz ultravioleta, debido a su fotolisis, se produce pre-vitamina D2, taquisterol y
lumisterol (Teichmann, A. 2007).

Para ninguno de los espectros de masas se hizo patron de fragmentaciéon ya

que la identificaciéon se hizo por comparacion con bases de datos.

4.6 PRUEBAS ANTIMICROBIANAS

Para las pruebas antibacterianas se utilizaron los microorganismos: E. coli
ATCC 25922 representante de bacterias gramnegativas, S. aureus ATCC
25923 y B. subtilis ATCC 6633 microorganismos grampositivo

(Fenical, 1993)

Tabla 9. Lectura extractos crudos biomasa y caldo

DIAMETRO PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION EN
mm (milimetros) A LAS 24 HORAS
2p/L
BACTERIA S. aureus B.subtilis E. coli

FRACCIONES

Extracto Biomasa 15.6 mm 13.3 mm -5.0 mm
Control positivo 28m.m 33mm 27mm
Extracto Caldo -5mm -5mm <5.0 mm
Control positivo 35mm 40mm 33mm
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Figura 44. Pruebas antibacterianas A. S. aureus B. B. subtilis y C. E.coli

Los resultados, muestran que solo el extracto crudo de Biomasa obtenido de la
cepa nativa de Mucor SPG 321 por extraccion con acetato de etilo, presento
actividad inhibitoria frente a bacterias Grampositivas Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Bacillus subtilis (ATCC 25921) y No frente a Eschericha coli
(ATCC 25922), se consideran positivos debido a que el halo presenta en
promedio un diametro de 15mm, se considera sensible cuando presenta un
halo mayor o igual a 15 mm, Indeterminado con un halo de 13-14 mm y
resistente cuando el halo es menor o igual a 12 mm (NCCLS 2003), los
resultados se relacionan en la Tabla 9, Figuras 44. Mientras que el extracto
crudo de caldo no ejerce actividad antimicrobiana contra Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Bacillus subtilis
(ATCC 25921)
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Tabla 10. Evaluacién de la actividad antibacteriana en las fracciones

petrol y CHCI; de la biomasa

DIAMETRO PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION EN
mm (milimetros) A LAS 24 HORAS
1w/l
BACTERIA S. aureus B.subtilis E. coli

FRACCIONES

Fraccion Petrol 12 mm 13 mm <5.0 mm
Control positivo 22m.m 30mm 35mm
Fraccion CHCL3 28m.m 25mm 13.5 mm
Control positivo 20mm 35mm 33mm

Figura 45. Pruebas antibacterianas a. S. aureus b. B. subtilis y c. E.coli

fraccion PETROL extracto de biomasa
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Figura 46. Pruebas antibacterianas a. E.coli b. S. aureus y c. B. subtilis

fraccion CHCI;

Se determind la actividad antibacterial de la fraccion PETROL y CHCIs. Los
datos encontrados para estas dos fracciones se consignan en la tabla 10. Se
consideraron Indeterminados los halos con diametro de 13-14 mm y resistentes
los menores o iguales a 12 mm. La fraccion CHCIl; mostré actividad inhibitoria
para los microorganismos Grampositivas Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Bacillus subtilis (ATCC 25921), Indeterminado para Eschericha coli
(ATCC 25922). Se procedié a probar el extracto de la fraccion CHCI; de la
biomasa a una concentracion de 0.5ul/50uL; pero a esta concentracion la
fraccibn no presenta actividad antibacteriana, con ninguno de los
microorganismos usados en la prueba. Como se aprecia en la tabla 11 y figura
47.

Los resultados permiten concluir que la fraccién CHCI; presentd actividad
inhibitoria contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 activa y contra
Bacillus subtilis (ATCC 25921). Lo que sugiere una fuente de productos
potenciales como antibacterianos frente a microorganismos Gram positivos

aunque se trata de fracciones organicas, cuya composicion se desconoce.

Lo anterior, esta relacionado con las diferencias que existen entre estos dos
grupos de bacterias en sus estructuras quimicas de superficie; como son la
estructura, composicion y permeabilidad de la pared celular. Las bacterias
Gramnegativas, contienen un alto porcentaje de lipidos (11-22%) que las

bacterias Grampositivas (1-4%) (Berdy, 1995), esto hace que las bacterias
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Gram positivas sean mas permeables que las Gram negativas, permitiendo el
paso de los compuestos a su interior. ElI control positivo para todas las
sustancias ensayadas funciono satisfactoriamente, ya que presenté un halo de

inhibicion sensible con los microorganismos probados como lo indica.

El control negativo DMSO no presenté ningun tipo de reaccion nociva para los
microorganismos ensayados, se eligid como diluyente de los extractos ya que
no influye en el crecimiento de las bacterias u hongos, evitando asi la obtencién
de falsos positivos, por esta razén se tomé como control negativo y diluyente

de todas las fracciones extractadas. (Dreyfuss, 1994)

Tabla 11. Evaluacién de la actividad antibacteriana en las fracciones
CHCI; de la biomasa 0.5n/ 50uL

DIAMETRO PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION EN

mm (milimetros) A LAS 24 HORAS a una concentracion

0.5u/ 50uL
BACTERIA
S. aureus B. subtilis E. coli
FRACCIONES
Fraccion CHCl, 8.5mm 7mm 8 mm
Control positivo 35mm 40mm 33mm
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Figura 47. Pruebas antibacterianas a S. aureus. b. y c. B. subtllis E.coli

fraccion CHCL; a una concentracion de 0.5p/ 50uL

o Determinacion de la concentracion inhibidora minimo CMI y CMB:
Teniendo en cuenta el tamafio del halo que no es significativo a esta
concentracion y debido al desconocimiento de difusion de la fraccion CHCI; se
determiné la CMI y la CMB para S. aureus seleccionado por su importancia
clinica y por los resultados mostrados (Koneman, 1999).Para S. aureus la CMI
es de 12.5 ug/mL y CMB 25 ng/mL.

Bioautobiografia La fraccion CHCI3; que dio positivos por el método anterior,
se le realizé las contraplacas de la bioautografia se observo a simple vista la
zona de inhibicién. Se midieron los frentes de las bandas observadas de cada
cromatograma y se determino un Rf entre 1.7cm y 2.00 cm para la fracciéon
CHC I3, en medio con suspension de S. aureus figura 50 correspondiente a la
region de macrolidos. (Hewit and Vincent, 1989).

83



Figura 48. Zona de inhibicién en bioautografia para S. aureus

4.7 Actividad antifungica.

Los extractos totales de caldo de cultivo y biomasa de la fermentacién
probados frente a Fusarium oxysporum no presentaron actividad alguna a
estos, crecieron apropiadamente en el medio de cultivo donde se difundié
adecuadamente hacia la colonia fungosa, pero no ocasiondé deformacion
alguna, lo que demuestra que no presenta actividad frente a los extractos
probados. (Cole, 1999).

Figura 49. Actividad antifungica a. Control Positivo b. Extracto c. Control

Negativo
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5. CONCLUSIONES

Segun identificacion realizada con base en caracteristicas microscopicas y
macroscopicas, la cepa SPG 321 es semejante a Mucor circinelloides.

La biomasa de la cepa nativa SPG 321 de Mucor circinelloides presenta
actividad  inhibitoria para los  microorganismos  Grampositivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Bacillus subtilis (ATCC 25921),
lo que sugiere una fuente de productos con potencial biotecnolégico y
colocan a esta cepa como un microorganismo promisorio.

La cepa nativa de Mucor circinelloides SPG 321 reporta la presencia de
los acidos grasos: palmitico, palmitoléico, estearico y oleico, resultados
dados por la técnica de gases acoplado a masas CG-EM, que confirman la
importancia de Mucor circinelloides y su potencial como hongo
oleaginoso.

La cepa nativa de Mucor circinelloides presento una curva tipica de
desarrollo al inocularse en el medio liquido PGS con idiofase que culmino a
la hora 264.

A partir del micelio de la cepa nativa de Mucor circinelloides SPG 321 se
obtuvo el compuesto M.c B3 con una formula condensada CzsH44O y una

estructura quimica parcial de ergosterol.
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e El extracto crudo de caldo de fermentacion de la cepa SPG 321 de Mucor
circinelloides no tienen propiedades antibacterianas contra

E. coli, S. aureus y B. subtilis.

e Los compuestos de mediana polaridad no presentaron actividad

antibacteriana
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6. RECOMENDACIONES

Debido a la complejidad que existente entre el genero Mucor, se
recomienda, utilizar técnicas especializadas para la clasificacion taxonémica
(pruebas moleculares PCR) para la confirmacibn de la especie
circinelloides.

Optimizar el proceso de fermentacion para continuar el estudio de
composicién quimica de la cepa SPG 321 particularmente la fraccion CHCI3
que presentd actividad antibacteriana en microorganismos grampositivos,
partiendo de un mayor contenido de biomasa y caldo para asegurarse que
el rendimiento de los compuestos sea mas alto.

Se recomienda evaluar otras opciones de fermentacion para incrementar el
rendimiento de los metabolitos con el fin de evitar que cantidades limitadas
restrinjan la realizacién de pruebas espectroscopicas y antimicrobianas.

Se recomienda ampliar el estudio en las fracciones de menor polaridad, que

presentaron actividad antibacteriana
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ANEXO A. MEDIOS DE CULTIVO

AGAR EXTRACTO DE MALTA (MERCK)

Composicion (g/litro)

Extracto de Malta 30,0
Peptona de harina de soja 3,0
Agar-agar 15,0
pH: 5,6

Disolver 48 g/L, esterilizar con cuidado en autoclave (10 minutos a 121°C).
AGAR CZAPEK-DOX (MERCK)

Composicion (g/litro)

Sacarosa 30,0
Nitrato sodico 3,0
Sulfato de magnesio 0,5
Cloruro potasico 0,5
Sulfato de hierro (ll) 0,01
Hidrogenofosfato dipotasico 1,0
Agar-agar 13,0

Disolver 48 g/L, esterilizar en autoclave (15 minutos a 121°C) y verter en
placas. Las placas con medio de cultivo son ligeramente turbias.

AGAR PDA (PAPA DEXTROSA AGAR) (MERCK)

Composicion (g/litro)
Infusién de papa (preparada a partir de 200 g de papa) 4,0

D(+)glucosa 20,0
Agar-agar 15,0
pH: 5,6

Disolver 39 g/L y esterilizar en autoclave (15 min. A 121°C).

AGAR DEXTROSA SABOREAUD (PRONADISA)

Composicion (g/litro)

Dextrosa 40,0
Mezcla de peptonas 10.0
Agar 15,0
pH : 5.6

Disolver 65 g en 1 L de agua destilada, calentar en un bafio de agua hirviendo.
Autoclavar a 121°C por 15 minutos.
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AGAR MUELLER-HINTON (MERCK)

Composicion (g/litro)

Infusion de carne 2,0
Hidrolizado de caseina 17,5
Almidon 1,5
Agar-agar 13,0
pH:7,4

Disolver 21 g/L, esterilizar en autoclave (15 min. a 121°C).

MEDIO LIQUIDO PGS

Composicion (g/litro)

Papa 400
Glucosa 20
Sulfato de amonio 3
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ANEXO B. METODO DEL ACIDO 3,5 DINITROSALICILICO

Existen diferentes métodos analiticos para medir la cantidad de azucar en una solucion. En la
mayoria de ellos se mide la concentracion de aquellos azlcares que tienen en su estructura
quimica grupos funcionales aldehidos, los cuales son capaces de oxidarse en presencia de
algunas sustancias quimicas, dando como resultado productos cromogénicos. Es de notar que
en este caso se registran los grupos reducibles que puedan estar en la estructura
monosacarido, disacarida y oligosacarida. Esto conlleva a obtener una concentracion relativa
de los productos formados y registrados expresados en equivalentes de glucosa. La
proporcionalidad del color es directamente proporcional a la cantidad de azucar.

Tabla 1. Protocolo del método del acido 3,5 dinitrosalicilico.

Cantidad en mililitros Blanco Muestra
(ml)
Muestra - 0.25
Reactivo DNS 0.25 0.25
Agua destilada 0.50 0.25

Ebullir durante 5 minutos

Llevar a hielo durante 5 minutos

Agua destilada 2.5 25

Leer inmediatamente en espectrofotometro a 540 nm
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ANEXO C. CURVA DE CALIBRACION DE GLUCOSA

Curva de calibracién Glucosa y =0,2633x - 0,4867
R2=0,9177
2
. 1,5 1 /
>
2]
S 05 /
© 0 * . . . .
05 Gluc/cl)sa 0.5 0.7 1.0 1.5 2.0 3.0 4.0
g
Absorvancia 540
Absorvancia
Glucosa g/l 540
0.5 0,015 0,092 0,091
0.7 0,252 0,288 0,276
1.0 0,532 0,525 0,334
1.5 0,532 0,525 0,434
2.0 0,883 0,961 1,026
3.0 1,497 1,458 1,464
4.0 1,999 1,689 1,88
Absorvancia
540
Glucosa g/l | promedio
0.5 0,066
0.7 0,272
1.0 0,464
1.5 0,497
2.0 0,957
3.0 1,473
4.0 1,856
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ANEXO D

Datos cinéticos cepa nativa SPG 321 de Mucor circinelloides

TIEMPO Biomasa glucosa In (1+a
(H) mg/L mg/L T InS /So So-S (So0-9))
12 0,033 3,86 0,083333 0 0 0
24 0,035 3,56 0,041667 | -0,080907 0,3 0,00257668
48 0,13 3,73 0,020833 | -0,034259 0,13 0,00111738
72 0,17 2,41 0,013889 | -0,47104 1,45 0,01239289
84 0,25 2,6 0,011905 | -0,395156 1,26 0,01077771
96 0,34 2,6 0,010417 | -0,395156 1,26 0,01077771
72 0,36 2,22 0,013889 | -0,55316 1,64 0,01400546
96 0,49 2,45 0,010417 | -0,454579 1,41 0,01205307
108 0,56 0,59 0,009259 | -1,8783 3,27 0,02773384
120 0,54 1,15 0,008333 | -1,210905 2,71 0,02303856
144 0,54 1,15 0,006944 | -1,210905 2,71 0,02303856
168 0,81 1,15 0,005952 | -1,210905 2,71 0,02303856
192 0,9 0,95 0,005208 | -1,40196 2,91 0,02471798
216 1,01 0,82 0,00463 |-1,549118 3,04 0,02580809
240 1,24 0,42 0,004167 | -2,218168 3,44 0,02915484
264 1,23 0,2 0,003788 | -2,960105 3,66 0,03099079
288 1,15 0,05 0,003472 | -4,346399 3,81 0,03224064
312 1,35 0,05 0,003205 | -4,346399 3,81 0,03224064
336 1,57 0,03 0,002976 | -4,857225 3,83 0,03240717
360 1,55 0,02 0,002778 | -5,26269 3,84 0,03249042
384 1,66 0,02 0,002604 | -5,26269 3,84 0,03249042
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