UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

?ﬂ‘TONOMq
Ol Tz nmme
S [~ %
n
% @)
) 5
-\ ~

"Extraccion, Purificacion y Cuantificacion de Metabolitos de mutantes de Ustilago
maydis (Stevenson and Jonhson 1944) (Ustilaginales, Ustilaginacea)”

POR

QBP. GABRIELA SANCHEZ CASTILLO

COMO REQUISITO PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS CON ORIENTACION EN MICROBIOLOGIA
2023



"Extraccién, Purificacién y Cuantificacién de Metabolitos de mutantes de Ustilago
maydis (Stevenson and Jonhson 1944) (Ustilaginales, Ustilaginacea)”

Comité de Tesis

“JBDIRECCION
Dr Emﬁum
Subdirector de Posgrado




"Extraccion, Purificacion y Cuantificacion de Metabolitos de mutantes de Ustilago
maydis (Stevenson and Jonhson 1944) (Ustilaginales, Ustilaginacea)”

Director de Tesis

Dra. Elva teresa Aréchiga Carvajal
Director




DERECHOS RESERVADOS®
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta Tesis esta protegido, el uso de imagenes, fragmentos
de videos, y demés material contenido que sea objeto de proteccion de los derechos de
autor, sera exclusivamente para fines educativos e informativos y debera citar la fuente
donde se obtuvo mencionando al autor o autores.

Financiamiento
Este trabajo fue financiado por el Programa SEP-CONACY, No. 252373.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACY T-México) por el apoyo
brindado durante la realizacion de este proyecto, porque gracias a esto fue posible para mi
dedicarme a el desarrollo de mi educacion finalizada con el CVU 1006464..

Agradezco a la Universidad autonoma de Nuevo Leon, por permitirme matricularme

1529094, para cumplir mis metas de vida.

Agradezco a la Facultad de Ciencias Bioldgicas, esta institucion de enorme calidad, que me
brind6 todo el apoyo durante el desarrollo de mi maestria. Quiero agradecerle a mi asesora de
tesis, la Doctora Elva Teresa Aréchiga Carvajal, por creer en mi potencial para desarrollar el
proyecto, por apoyarme, comprenderme y por su amistad.

Agradezco enormemente a todos mis amigos que me ayudaron en el desarrollo del proyecto,a
Mares, por compartirme su conocimiento, por brindarme su amistad siempre, por ayudarmea
ver y comprender, no solo del proyecto si no en vision de vida, también quiero agradecerles a
Juan y a Katia, por todo el apoyo , por aguantarme toda la maestria en mis altas y bajas, por
hacerme reir y compartir entre los 4 la hora de cafecito , por apoyarme con mis experimentos
dandome su guia y conocimientos, a los 3 los aprecio mucho y les agradezco infinitamente
amigos, pues cuandonecesite una mano ustedes me brindaron dos.
A mis compafieros de maestria Cristina, Saul, Ceci, Ana Karen, Enrique, Oscar, Esteban y
Nancy, quiero agradecer por apoyarme, ya fuera prestandome algln reactivo, algun equipo o
alguna instruccion, por los momentos de risa y de frustracion que compartimos como grupo,

les agradezco y les deseo mucho éxito.

Agradezco al laboratorio de la Dra. Patricia Tamez, al laboratorio de la Dra. Norma L. Heredia
y el Dr. José Santos G. y al laboratorio del Dr. Moisés Franco Molina que me prestaron muchas
veces equipos desde una balanza a una centrifuga, sin estos muchas vecesme habria truncado

el avanzar con mi proyecto.

Agradezco infinitamente a mis padres Mario y Silvia, por su apoyo, con el que eh logrado

tantos suefios, por ensefiarme a luchar por lo que uno quiere, por su carifio y amor siempre.



Agradezco a Dios por permitirme estar aqui hoy dando fin al proyecto.

Y, por ltimo, pero no menos importante, quiero agradecerme a mi por vencer el autosabotaje

y lograr avanzar en la vida.



DEDICATORIA

Este proyecto se formo gracias a la colaboracién de muchos amigos que me brindaron su
apoyo, por esto le dedico principalmente mi trabajo a la colaboracion cientifica.

A mi familia, mis padres Silvia y Mario, a mis hermanos Vivian y Mario, este proyecto no se
habria realizado sin ustedes en cada paso de mi vida.

A mis sobrinos Maximiliano y Miranda, quiero que sepan que lo que se propongan lo pueden
lograr, no siempre lo lograran solos, se ocupa gente que te apoye, crea entiy te guie, pero la
voluntad propia te llevara lejos, los amo.



INDICE

AGRADECIMIENTOS ..ot e e e e e e e e e s s s ea e e e e e s s astb b e e e e e aaeeesaassaaraeeeens i
(] = 1 [ @ N @] o OSSR i
INDICE ...ttt bbb bbbt bbb iv
INDICE DE TABLAS ... ettt e e e e e e e e e e e e e s s st a e e aeee e e s s s s nnbbeaereeeeaeaans \
INDICE DE FIGURAS.......cooiiiiiieitieietie ettt sttt vi
RESUMEN ... e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e s st et e e e aeaee e e s e sstbeaaaaeeeeesaannnnees X
N = S I ¥ S OSSP Xi
INTRODUCCION ..ottt ettt 1
ANTECEDENTES. . ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e s e st b aeeeeeeeessnnneaneeeeeas 4
R =110 o] oo [0 [od (0 L PO PP TRTOPROP 4
4.1.1 Clasificacion de bioproductos (Shan et al. 2020). .........cooviiiiiiiieiie e 4
4.2.1 EXOPOHSACAITUOS ...ttt ettt ettt ettt e st ettt e bt e bb e e nbe e nbe e 7
4.2.3 BiopOlimEroS MICIODIAN0S. ......cciuviieiiieeiit e et e et e e s e e st e e et e et e e a e e snae e e snteeesneeeanes 8
o = To] o Yo {10 g T=T €0 TS ] o oo LSRR 8
4.3.1 BIOSUITACTANTES ... .ottt ettt et e bt e et et e e st b e be e st e e nree s 11
4.3.2 Clasificacion de DIOSUITACTANTES.........ccuiiiiiiiiieiie et 12
0 TR €1 0ol o] 0] [0 [ 1RSSR USRI 13
4.3.3. 1RAMNOIIPIAOS. ....eee ettt e e e st e e st e e e ta e e e sta e e e st e e e snbeeesnteeeanreaeas 14
0 TR A I 10T 1 (0] 1] o [0 PSSP SUSRSUSRTIS 14
T O 110 ) 0] (0] 1] T [0 1S USSR SRR SUSRTI 14
4.3.3.4Lipid0os de manoSIHEritritol ............ooiiriiiee et 15
A O 1S 1 = To o I 7= 1Y LSS 16
JUSTIFICACION ...ttt ettt ettt es e s e e st ettt es s e neeens 20
HIPOTESIS ..ot 21
(@S | I AV LSRR RS 22
MATERIAL Y METODOS.......cooiiiiieeeeeceeee ettt en sttt en st eassss et as s s e 23
DISCUSION ...ttt 39
PERSPECTIVAS . ..ottt bbbt et e s e b e bt e be et e e st e e seeste e beesteenbeereenreentes 44
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt sttt n ettt s st 45



Tabla
No

INDICE DE TABLAS

Titulo

Biopolimeros polisacéaridos con caracteristicas funcionales para la
industria (Harada et al. 1968; Kulicke et al. 1982; Barrér et al. 1986; Daniel
etal. 1994; Wan et al. 2004; Hassan et al. 2005; Chang et al. 2006; Adibkia
2007, Chang 2016).

Clasificacion de biosurfactantes (Khan et al. 2014; Jiménez-Pefialver
2019).

El indice de emulsificacion (% de IE) se midié en el sobrenadante en
diferentes horas de cultivo FMA2 y U. maydis WT (FB2) y TX-100 y
Solucion 1 x 101 de TX-100 en agua destilada como control. El porcentaje
medido con Xileno.

Pagina

22

29

48



INDICE DE FIGURAS

Figura Titulo

No
1

2

10

11

12

Figura 1. Estructuras quimicas generales de los glicolipidos microbianos.
(YYafiez y Wong 2013).

Estructura general de los lipidos manosileritritol (MEL). MEL-A: R1/R2
= acetil-; MEL-B: R1 = acetilo-, R2 = H; MEL-C: R1 = H, R2 = acetil-;
MEL-D: R1/R2 =H (Silva et al. 2020).

Estructuras quimicas de (A) Acidos ustilagicos y (B) Ustilipidos (Hewald
et al. 2005).

Figura 4. Microscopia del biopolimero deshidratados. A) Biopolimero
seco en placa Petri previo a tratamiento de purificacion microscopia 40x.
B) Biopolimero después del tratamiento de purificacién microscopia 40x.
Comparacion de la produccién del biopolimero en peso seco a diferentes
periodos de incubacion de la cepa BMA2 (Aréchiga y colaboradores
2005).

Comparacion de la Viscosidad aparente a diferente tiempo de incubacion
de las cepas BMA2 y FB2 (Aréchiga y col. 2005).

Caracterizacion de la digestion de B-glucanos. Cromatografia en capa fina
realizada después de la digestion enzimatica de 10 h y 24 h del biopolimero
recuperado en MM pH9 con BMA2 a 72h de cultivo. Carril G-: glucosa
sin tratamiento enzimatico, Carril B-:  biopolimero sin digestion
enzimatica, Carril G+: glucosa con tratamiento enzimatico 10 h, Carril B+:
biopolimero con tratamiento enziméatico 10 h, Carril G2+ glucosa con
tratamiento enzimatico 24h y Carril B2+ biopolimero con tratamiento
enzimatico 24h.

Efecto del pH, fuente de carbono y de nitrégeno sobre la produccion del
biopolimero B-1-3 Glucano con las cepas U. maydis WT y BMA2. A:
SacarosayureaapH 3,6y9; B: Dextrosay ureaapH 3,6y 9; C: Sacarosa
y Nitrato e amonio a pH 3, 6 y 9; D: Dextrosa y Nitrato de amonio a pH 3,
6y9.

Efecto del pH, fuente de carbono y de nitrogeno sobre la Viscosidad
aparente del medio libre de células a 72 h de incubacion a 28°C con las
cepas U. maydis WT y BMA2. A: Dextrosa y Nitrato de amonio a pH 3, 6
y 9; B: Dextrosay UreaapH 3,6y 9; C: Sacarosa y Nitrato de Amono o
Nitrato de Potasio a pH 3, 6 y 9 y D: Sacarosay UreaapH 3,6y 9
Microscopia de cultivo de FMA en medio YEPS a las 96 h, con presencia
de los Glicolipidos insolubles (Escala 10 pum).

Actividad inhibitoria (mm) con los extractos obtenidos de Anrgl en medio
YEPS a24 h,48h, 72hy96 h.

Cromatografia en capa fina de extractos obtenidos de la cepa FMA2 en el
medio de cultivo YEPS a diferentes periodos de incubacion. Las flechas
indican diferentes fracciones de Manosileritritol (MEL) y é&cidos
ustilaginicos (UA) (Hewald et al. 2005).

Pagina
30

31

34

44

44

45

45

46

47

48

50

Vi



13

14

15

16

indice de Emulsificacion (%) a diferentes pH, fuentes de carbono y de
nitrégeno sobre sobre el en los cultivos de las cepas U. maydis WT y FMA.
Influencia de la composicion de los medios de cultivo y pH de los extractos
obtenidos de U. maydis WT, FMA y BMA sobre la Actividad inhibitoria
de E. coli. A: Extracto de Levadura y Sacarosa, B: Extracto de levadura y
Dextrosa, C: Dextrosa y Nitrato de Amono o Nitrato de Potasio, D:
Dextrosa y Urea, E: Sacarosa y Nitrato de Amono o Nitrato de Potasio y
F: Sacarosa y Urea

Cromatografia en capa fina para observar el efecto de las diferentes
composiciones del cultivo (fuente de C, N y pH), en la produccion de
Glicolipidos. Carril A). Control: FMA2 en YEPS 96 h sin modificar, Carril
B). FMA2 en YEPS pH6, Carril C). FMA2 en MM con NH4NO3 y
Dextrosa pH6, Carril D). U. maydis WT YEPS en pH3, Carril E). FMA2
en MM con NH4NO3 y Sacarosa pH6, Carril F). FMA2 MM con
NH4NO3 y Dextrosa pH6, Carril G). FMA2 WT YEPS pH9, Carril H). U.
maydis WT YPD en pH6, Carril 1). FMA2 en MM con NH4NO3 vy
Sacarosa pH9, Carril J). U. maydis WT YEPS en pH 6, Carril K). FMA2en
MM con Urea y Sacarosa pH9, Carril L). U. maydis en MM con Urea y
Sacarosa pH9, Carril M). BMA2 MM con Urea y Sacarosa pH9 (Hewald
et al. 2005).

Influencia de la composicion del medio de cultivo sobre el peso seco
obtenido de los extractos de FMA2 y U. maydis WT. A: Extracto de
Levadura y Dextrosa, B: Extracto de Levadura y Sacarosa, C: Dextrosa y
Nitrato de Amono o Nitrato de Potasio, D: Sacarosa y Urea, E: Dextrosa y
Urea y F: Sacarosa y Nitrato de Amono o Nitrato de Potasio.

o1

52

53

54

vii



LISTA DE SIMBOLOS

1x10°
°C

%

I+

<

BLAST

c/ml
CAS
CAT
cm?

DE

100,000
Grados centigrados

Porcentaje
Maés menos
Menor o igual

Basic Local Alignment Search Tool

células por mililitro
Registro
Catalogo
Centimetro cuadrado

Desviacién estandar

DNA 6 ADN Acido desoxirribonucleico

EDTA
Fig.

g

mg

Hg

h

El%
ITS

mA
min
mi
mM
MM

Acido etilendiaminotetracetico
Figura

Gramo

Miligramo

Microgramo

Hora

indice de emulsificacion.
Espaciador Transcrito Interno / Internal Transcribed Spacer
Libra

Molar

Miliamperes

Minutos

Mililitros

Milimolar

Medio minimo

viii



PCR

pH

rpm
Tm

Tris

YEPS

Reaccion en Cadena de la Polimerasa / Polymerase Chain Reaction

Potencial de hidrogeno

Revoluciones por minuto

Temperatura de fusion / Melting temperature

Clorhidrato 2-Amino-2-hidroximetil-
propano-1,3-diol

Version
Volt
Yeast extract, Malt extract, Sucrose

Delta es el valor de referencia que se usé
para la viscosidad aparente.



RESUMEN

Los «bioproductos» o productos de base bioldgica son materiales, productos quimicos y
energias derivados de recursos bioldgicos renovables. Por eso, en los Gltimos afios se han
buscado alternativas renovables a diferentes areas de oportunidad en la industria. El almidén,
el alginato, la goma arabiga, el carragenano, el agar y la goma guar, son polisacéridos que se
emplean ampliamente en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética. Los
microorganismos sintetizan polisacéridos con diferentes complejidades estructurales, tienen
ventajas sobre los polisacaridos intracelulares y de la pared celular, desde el punto de vista
econdmico. Estos se clasifican en diferentes grupos de acuerdo con su afinidad sistematica,
estructura, composicion de azucar e incluso, tipo de enlaces.Otro bioproducto que los
microorganismos producen son los compuestos anfipaticos, estos son moléculas microbianas
extracelulares que disminuyen la tension superficial y las tensiones interfaciales en una
superficie, estos compuestos ayudan a establecer emulsiones entre dos fases liquidas
inmiscibles.

Ustilago maydis es un hongo dimorfo basidiomiceto, es el agente causal del carbén comdn
del maiz. Como otros hongos Ustilago maydis tiene la capacidad de sintetizar tensoactivos
naturales extracelulares (glicolipidos): lipidos o ustilipidos de manosileritritol (MEL)
ylipidos celobioses también conocidos como acido ustilagico. Ustilago maydis, como

muchos otros basidiomicetos produce f-glucanos.

La mutante BMA2 (ARim10) es productora de un betaglucano que al parecer no se deposita
en su pared, sino que se excreta al medio. Produce 12 mg/ml en 50 ml de medio MM a pH7
cultivado a 28°C en 120 rpm por 72 h. En este proyecto estandarizamos la produccién
reportada por Aréchiga-Carvajal & colaboradores (2005), asi como optimizamos la
produccién de 18 mg/ml del betaglucano al cambiar la fuente de nitrégeno de Nitrato de
potasio a Urea y controlar el pH a 6. La mutante FMA2 que Sanchez- Arreguin (2021) reporta
con desregulaciones en el claster de lipidos manosileritritol, es una cepa que produce MELS
y UA desde las primeras 24 h de cultivo en 50 ml de medio YEPS sin control de pH cultivada
a 28°C, con un maximo de produccion a las 96 h de cultivo, que a las 96h el extracto de
MELS a partir del medio de cultivo presenta capacidad inhibitoria del crecimiento de E. coli
y un indice de emulsificacion de 54%. Al cultivar FMA2 (-Nrgl) a pH6 en medio YEPS, la

capacidad inhibitoria del extracto se mantuvo y obtuvo un indice de emulsificacion de 59%.



ABSTRACT

"Bioproducts” or biobased products are materials, chemicals and energy derived from
renewable biological resources. For this reason, in recent years, renewable alternatives have
been sought in different areas of opportunity in the industry. Starch, alginate, gum arabic,
carrageenan, agar, and guar gum are polysaccharides that are widely used in the food,
pharmaceutical, and cosmetic industries. Microorganisms synthesize polysaccharides with
different structural complexities, called exopolysaccharides, they have advantages over
intracellular and cell wall polysaccharides, from the economic point of view. These are
classified into different groups according to their systematic affinity, structure, sugar
composition, and even type of bonds. Another bioproduct that microorganisms produce are
amphipathic compounds; these are extracellular microbial molecules that lower surface
tension and interfacial tensions. on a surface, these compounds help to establish emulsions
between two immiscible liquid phases.
Ustilago maydis is a basidiomycete dimorphic fungus, it is the causative agent of corn smut.
Like other fungi, Ustilago maydis can synthesize natural extracellular surfactants
(glycolipids): mannosylerythritol (MEL) lipids or ustilipids, and cellobiose lipids also known

as ustilagic acid. Ustilago maydis, like many other basidiomycetes, produces -glucans.

The BMA2 mutant (ARim10) produces a beta-glucan that apparently is not deposited in its
wall but is excreted into the medium. Produces 12 mg/ml in 50 ml of MM medium at pH7
grown at 28°C at 120 rpm for 72 h. In this project we standardized the production reported
by Aréchiga-Carvajal & collaborators (2005), as well as we optimized the production of 18
mg/ml of beta-glucan by changing the nitrogen source from Potassium nitrate to Urea and
controlling the pH to 6. The mutant FMA2 that Sanchez-Arreguin (2021) reports with
deregulations in the mannosylerythritol lipid cluster, is a strain that produces MELS and UA
from the first 24 h of culture in 50 ml of YEPS medium without pH control grown at 28°C,
with a maximum production at 96 h of culture, which at 96 h the MELS extract from the
culture medium shows inhibitory capacity for E. coli growth and an emulsification index of
54%. When cultivating FMA2 (-Nrgl) at pH6 in YEPS medium, the inhibitory capacity of

the extract was maintained and an emulsification index of 59% was obtained.
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INTRODUCCION

La produccion microbiana de productos quimicos se ha centrado tradicionalmente en un
Unico microorganismo a fin de permitir la bioconversion completa del sustrato al producto
final . Los principales obstaculos en la aplicacién industrial de bioproductos son la capacidad
para cultivar y producir de manera estandarizada los bioactivos de interés. La propuesta
actual es disminuir estos obstaculos mediante la aplicacién de técnicas genéticas modernas,
como la transformacién de organismos con genes codificadores de metabolitos y/o
pertenecientes a rutas metabolicas de importancia bioldgica, esta superando estos obstaculos
y podria ampliarse para la produccién industrial.

Como resultado de modificaciones genéticas en Ustilago maydis se han generado mutantes
con caracteristicas que podrian facilitar la produccion de distintos productos bioactivos.
Aréchiga y colaboradores (2005), al modificar a U. maydis en la ruta pal/Rim obtuvo
mutantes que expresan una desregulacién en la produccion de EPS. Fonseca y colaboradores
(2011), logro caracterizar el biopolimero producido por la cepa Arim13: cbx interrumpida en
el gen Rim13, corroborando una produccion desregulada de un biopolimero de interés en la
industria farmacéutica /alimenticia (B-D-glucano). Hewald y colaboradores (2005), identifico
los genes del cluster para la biosintesis de lipidos de manosileritritol (tensoactivo natural) en
Ustilago maydis y recientemente Sanchez- Arreguin y colaboradores (2021), interrumpieron

el gen NRGL1 en U. maydis, y observaron una produccién desregulada de unemulsificante.

En este proyecto se utilizaron dos mutantes de U. maydis (BMA:a2b2 Arim101::hyg
(Aréchiga 2005) y FMA2::a2b2Anrgl::Cbx (Sanchez- Arreguin et al. 2021), con el fin de
utilizar las caracteristicas de estas cepas, como ventaja para la produccion desregulada de un

polisacarido y un biosurfactante.

Los bioproductos o productos de base bioldgica son materiales quimicos derivados de
recursos bioldgicos renovables, que en los Ultimos afios se han buscado como alternativas en
diferentes &reas comerciales. La produccion y el consumo de bioproductos crea
oportunidades de trabajo, reducen la extraccién y el consumo de combustibles fésiles y los
impactos ambientales perjudiciales asociadas con él, mitigando asi la dependencia social a

dichos recursos. Expandir la industria con bioproductos tendria una variedad de impactos



positivos. La barrera clave para lograr estos impactos positivos es la falta de conocimiento
sobre los factores que impiden o permiten que los bioproductos lleguen al mercado comercial

y la falta de capital de riesgo para generar esta informacion.
A) Polisacaridos:

Los polisacéaridos son monosacaridos ligados entre si por enlaces glucosidicos. No solo tienen
diferentes secuencias de unidades monoméricas, sino que también tienen diferentes
secuencias de enlaces glucosidicos y diferentes tipos de ramificacién. Todos estos factores
juntos otorgan una gran diversidad de estructura, propiedad y funciones.

Entre las tres clases principales de polisacaridos microbianos, los EPS tienen ventajas sobre
los polisacaridos intracelulares y de la pared celular, incluida una gran produccién en poco

tiempo, facil aislamiento y purificacion.

Los productores de EPS microbianos incluyen eucariotas y procariotas. Existen EPS fungicos
que ya son de uso comercial producidos por especies como Aspergillus niger, Fusarium
solani, Botryosphaeria rhodina, Coriolus versicolor, Ustilago maydis, etc. Si bien los
microbios pueden variar sustancialmente en su fisiologia, el rendimiento en produccion de
EPS depende en gran medida de la optimizacion del crecimiento a partir de la variacion de
parametros fisicos / bioldgicos que influyen en el crecimiento. A partir de esto, se puede
disefiar meticulosamente las caracteristicas y contenidos de los medios de produccion. Por
ello, el conocer las propiedades estructurales, biologicas y el proceso de fermentacion de los
EPS microbianos con prospeccion biotecnoldgica, es muy importante para comprender sus

actividades fisioldgicas y al final del camino, su competitividad.

Los polisacaridos fangicos son objeto de investigacion en muchos campos de la ciencia, se
clasifican en diferentes grupos de acuerdo con su afinidad sistematica, estructura, tipos de

azUcar, tipo de enlaces entre los mondmeros, etc.

Por otro lado, los microorganismos también producen compuestos anfipaticos con fraccién
hidrofébicas e hidrofilicas, estos son compuestos microbianos extracelulares que disminuyen
la tensién superficial y las tensiones interfaciales, este tipo de compuestos les permite

absorber nutrientes hidrofébicos y mejoran la fijacion en superficies no polares. Ayudan a



formar emulsiones entre dos fases liquidas inmiscibles. Las propiedades quimicas y la
actividad bioldgica de estos tensoactivos naturales ha permitido su aplicacién generalizada
en las industrias alimentaria y quimica, pero también en la proteccién del medio ambiente y

como agentes de biocontrol.

B) Tensoactivo: Los tensoactivos microbianos se pueden clasificar de acuerdo con la
estructura quimica. Los glucolipidos son carbohidratos que se asocian con &cidos grasos
hidroxilo o acidos grasos de cadena larga conectados con un grupo éster o éter, estan
compuestos de mono u oligosacéridos con una parte lipidica (Jala et al. 2022)



ANTECEDENTES

4.1 Bioproductos

Los bioproductos o productos de base bioldgica son materiales, productos quimicos y
energias derivados de recursos bioldgicos renovables, por ello, en los ultimos afios se han
buscado alternativas renovables a diferentes areas de oportunidad en la industria. Gracias a
el avance cientifico respecto a la fisiologia de microorganismos, se han reportado un gran
namero de alternativas para satisfacer o mejorar productos que cumplan con las necesidades
de la sociedad. La produccion e introduccion en el mercado de bioproductos crean
oportunidades de trabajo, reducen la extraccion y el consumo de combustibles fosiles y los
impactos ambientales perjudiciales (por ejemplo, la destruccion del habitat de la vida
silvestre, la contaminacion del aire y del agua, y el efecto invernadero por emisiones de gases)
asociadas con él. Expandir la industria con bioproductos tendria una variedad de impactos
positivos. La barrera clave para lograr estos impactos positivos es la falta de conocimiento
sobre los factores que impiden o permiten que los bioproductos lleguen al mercado comercial
(Goettel et al. 2008; Bonaterra et al. 2012; Liang et al. 2018; Shan et al. 2020).

4.1.1 Clasificacion de bioproductos (Shan et al. 2020).

En la actualidad no existe un sistema de clasificacion completamente aceptado para los
bioproductos, en general se podrian separar en categorias como: a) Bioquimicos: Los
productos bioquimicos se refieren a productos quimicos industriales refinados a partir de
materiales de biomasa o sintetizados con esos intermedios de base biologica, b)
Biopolimeros: se refieren a materiales poliméricos sintetizados industrialmente que consisten
en largas cadenas de unidades de construccion repetidas y unidas covalentemente derivadas
originalmente de la biomasa, como el &cido poliactico (PLA) (Li et al.2001), c)
Bioadhesivos: se refieren al pegamento y los productos de cemento originados por biomasa
(los llamados adherentes) capaces de mantener dos sustratos juntos a través de la fijacion de
la superficie y transferir la fuerza mecanica de un sustrato al otro, un ejemplo es la goma
Guar (Andrade et al. 2010), d) Biomedicinas: Son compuestos de competencia farmacéutica
y materiales terapéuticos fabricados, extraidos o semi - sintetizados con fuentes biologicas,

el quitosan (Pochana 2002) es un ejemplo; €) Bioplaguicidas: se pueden dividir en pesticidas



bioquimicos (sustancias naturales capaces de controlar las plagas mediante mecanismos no
toxicos), pesticidas microbianos (compuestos por microorganismos capaz de suprimir
plagas), y protectores incorporados a las plantas (producidos en plantas genéticamente
modificadas) (Cerda et al. 2019).

4.2 Biopolimeros (polisacéaridos)

Los carbohidratos (hidratos de carbono) son aldehidos o cetonas con maltiples grupos
hidroxilo, constituyen la mayor parte de la materia organica de la tierra debido a sus
funciones. Estos compuestos organicos evolutivos y bioldégicamente importantes estan
presentes en la Tierra en diferentes formas. En funcién del nimero de unidades de azUcar se
pueden clasifican como: oligosacaridos y polisacaridos. Se conocen como polisacaridos a las
macromoléculas naturales compuestas de varias unidades de monosacéaridos (mas de diez),
que se sintetizan en diferentes etapas del ciclo de vida de cada organismo vivo para diferentes

propositos (Pefa et al. 2007; Mahapatra y Banerjee, 2013).

Los polisacaridos, también conocidos como glucanos, son monosacaridos ligados entre si por
enlaces glucosidicos. Se clasifican como homopolisacaridos o heteropolisacaridos si
presentan un solo tipo de azlcar en su estructura 0 mas. No solo tienen diferentes secuencias
de unidades monoméricas, sino que también tienen diferentes secuencias de enlaces
glucosidicos y diferentes tipos de ramificacion. Pueden ser amorfos o incluso insolubles en
agua. Todos estos factores juntos les dan a los polisacaridos una gran diversidad de
estructura, propiedad y funciones. Los homopolisacaridos pueden clasificarse a su vez segin
la identidad de su unidad monomérica. Por ejemplo, los glucanos son polimeros de glucosa,
mientras que los galactanos son polimeros de galactosa. Aunque las secuencias de
monosacaridos de los heteropolisacaridos en principio pueden ser tan variadas como las de
las proteinas, suelen estar compuestas por solo algunos tipos de monosacaridos que alternan
una secuencia alternativa. Al contrario de las proteinas y los acidos nucleicos, forman
polimeros ramificados y lineales. La mayoria de los polisacaridos son lineales y los que estan
ramificados lo hacen solo de algunas formas que han sido bien caracterizadas (Pefia et al.
2007; Voet 2006; Mahapatra y Banerjee 2013).



En la naturaleza se encuentra ampliamente extendida la produccién de polisacéridos, se ha
encontrado en bacterias, algas, plantas superiores y animales. Estos polimeros de cadena
larga y alto peso molecular, como el almidon, el alginato, la goma arabiga, el carragenano,
el agar y la goma guar, se emplean ampliamente en las industrias alimentaria, farmacéutica
y cosmética, ya que se ven involucradas en actividades biolégicas y farmacoldgicas
importantes, incluida la inmunoestimulacién y como antitumoral, antiviral, antiinflamatoria,
antiulcerosa antioxidante e incluso como reguladores de la actividad biologica (Mahapatra y
Banerjee 2013; Kan et al. 2019, Xu et al. 2019).

Los microorganismos poseen la capacidad de sintetizar polisacaridos con diferentes
complejidades estructurales, estos permanecen unidos a la superficie celular o se encuentran
en el medio extracelular. Muchas propiedades de los PS ya han sido confirmadas y la lista de
funciones postuladas continia creciendo. Entre las tres clases principales de polisacaridos
microbianos, los EPS tienen ventajas sobre los polisacaridos intracelulares y de la pared
celular, incluida una gran produccion en poco tiempo, facil aislamiento y purificacion.
(Mahapatra y Banerjee 2013; Osinska-Jaroszuk 2015).

Tabla 1. Biopolimeros polisacéaridos con caracteristicas funcionales para la industria (Harada et al. 1968;
Kulicke et al. 1982; Barrér et al. 1986; Daniel et al. 1994; Wan et al. 2004; Hassan et al. 2005; Chang et al.
2006; Adibkia 2007; Chang 2016)

Biopolimero Composicion Caracteristicas

- Hidrofilico

Celulosa B-(1-4)-D -glucosa enlaces

- Propiedades dependen en la cadena longitud

Almidén D -glucosa residuos vinculado por - Scoluble calentado agua

enlaces a- (1, 4) glucosidicos - Viscoso, formacién de gel.
- Soluble en acido disolventes
Quitosano P-(1,4)-2-amino-2-desoxi- D - - Bioadhesivo por (-) cargado superficies
glucosa
- Biodegradable
Xantana C35H 490 29 - Alto viscosidad
Curdlan [CsH1005n - Formacion de gel a través de calefaccion en
acuoso soluciones
D -glucosa mondmeros - Capaz de dar inmunidad activa en humanos
Betaglucano . . . ‘s
vinculado por enlaces - Capacidades absorcién de colesterol
;3_
Poliacrilamida (C3HsNO) - Formacién gel

- Espesante




En otros casos, los productos microbianos tienen estructuras inusuales moleculares y
conformaciones peculiares que les confieren propiedades Unicas y potencialmente

interesantes con posibles usos industriales.

4.2.1 Exopolisacaridos

Los EPS son biopolimeros que contienen principalmente carbohidratos, se definen por el
meétodo de separacion / extraccion utilizada, contienen no solo exudados de compuestos
poliméricos de alto peso molecular, sino también productos de lisis celular e hidrélisis de
macromoléculas. Los EPS microbianos con alto peso molecular y estructura variable son

producidos y liberados en el ambiente externo por algunos microorganismos (Hussien 2019).

Existen EPS que por estudios en el area de biotecnologia alimentaria se consideran
prebidticos, por su naturaleza son biocompatibles y biodegradables, altamente hidrofilos, lo
que indica la posibilidad de utilizarlos como pseudoplasticos en agua. Estas caracteristicas
reoldgicas indican que son buenos candidatos en diferentes industrias debido a que la
viscosidad juega un papel importante en la aplicacion a cosméticos, alimentos etc., ademas
de ser utiles en la industria farmacéutica debido a sus particulares propiedades fisicas y
quimicas como que modifican de la textura, capacidad de sustituir estabilizantes y
emulsionantes, algunos EPS tienen propiedades biomédicas debido a su estructura molecular,
pues esto les permite interactuar con diferentes receptores y transportadores en tratamientos

contra el cancer (Tabernero y Cardea, 2020).

En la actualidad, se ha explorado el uso una gran cantidad de EPS comerciales de origen
microbiano como posibles biomateriales, algunos de ellos son el dextrano, pululano, alginato,
curdlan, xantana y gellan (Sarwat et al. 2008; Fuji et al. 2009; Jiang et al. 2010; Kuo et al.
2014; Zhang et al. 2018, Ostos-Ortiz 2019); abriendo la posibilidad de que tengan un papel

importante en diferentes industrias de importancia econémica.



4.2.3 Biopolimeros Microbianos

Los productores de biopolimeros microbianos incluyen eucariotas (fitoplancton, hongos,
algas) y procariotas (eubacterias y arqueobacterias). De entre las bacterias productoras de
EPS mejor estudiadas estdn: Leuconostoc mesenteroides, Xanthomonas campestris,
Acinetobacter calcoaceticus, Lactobacillus sp. y Alkaligenes sp. Algunos EPS-fungicos
prominentes son producidos por Aspergillus niger, Lentinula edodes, Fusarium solani,
Botryosphaeria rhodina, Coriolus versicolor, Ustilago maydis, etc., y también se han puesto
en uso comercial. Si bien los microbios pueden variar sustancialmente en su fisiologia, la
produccion de EPS depende en gran medida de la optimizacion del crecimiento, lo cual se
logra variando varios parametros que influyen en el metabolismo de su sintesis y el disefio
meticuloso de sus medios de produccion (Mahapatra y Banerjee, 2013; Osinska-Jaroszuk,
2015; Ostos-Ortiz 2019).

Las funciones notables de los EPS en los microorganismos implican: agregacion de celulas,
formacion de biopelicula, adhesion superficial, comunicacion célula-célula, retencion de
agua, barrera protectora, actividad enzimatica, fuente de nutrientes, lo cual confiere
proteccion contra la desecacion celular, inanicién, depredacion por protozoos, fagocitosis,
biocidas oxidantes, algunos antibioticos, radiacion UV y estrés ambiental como temperatura,
pH extremo, sustancias toxicas, desinfectante (Mahapatra y Banerjee 2013; Osinska-
Jaroszuk, 2015; Xu et al. 2019).

Conocer las propiedades estructurales, bioldgicas y el proceso de fermentacion de los EPS
microbianos con caracteristicas de interés biotecnoldgico, es muy importante, ya que, al
comprender sus actividades fisiologicas elevamos las posibilidades de escalamientos y se

facilita el proceso de transferencia de tecnologia su aplicabilidad industrial.

4.2.4 Biopolimeros Fungicos

Los polisacaridos (PS) fungicos son objeto de investigacion en muchos campos de la ciencia,
se clasifican en diferentes grupos de acuerdo con su afinidad sistematica, estructura (lineal y
ramificada), composicién de azucar (homopolisacaridos y heteropolisacaridos), tipo de
enlaces entre los mondémeros (B- (1-3), B - (1-6), y a- (1-3)) y su ubicacion en la célula (PS
de la pared celular, exoPS y endoPS). Dentro de los glucanos fingicos mas conocidos se

destacan la escleroglucana y pululano sintetizados por Sclerotium rolfsii y Aureobasidium



pullulans respectivamente (Queiroz y Fontes, 2008). El Pullulano es un a-glucano lineal, con
propiedades valiosas que incluyen alta resistencia mecéanica y adhesividad (Cheng et al.
2011; Prajapati et al. 2013). Es comercializado por HayaShibara Co., Ltd. (Japdn), como
agente espesante y recubrimiento comestible.

La produccion de PS a partir de hongos depende principalmente del tipo de cepa flngica
utilizada, las condiciones fisicas y su variabilidad durante la fermentacion y el tipo de
componentes que se encuentran en los medios de produccién. Las cepas fungicas que
producen EPS en la actualidad son un namero considerable de hongos, incluidos
basidiomicetos superiores, hongos filamentosos inferiores y levaduras de diferentes nichos
ecoldgicos. La sintesis de los EPS ocurre intracelularmente y se secretan a los alrededores.
La mayoria de las investigaciones sobre los EPS fungicos se han enfocado en la optimizacion
del medio de cultivo y las condiciones para produccion en diferentes cepas de hongos. El
estudio de las vias de biosintesis de los EPS de interés industrial sigue siendo investigado,
pero existen solo algunos EPS fungicos cuya via ya se ha reportado, en Ganoderma lucidum
(un hongo utilizado en la medicina tradicional china), al ser cultivado con lactosa en un
biorreactor se presenta la actividad de la f-galactosidasa elevada, lo que implica la existencia
de un sistema de lactosa permeasa encendido inducido por lactosa también aumentd la
actividad de la a-fosfoglucomutasa (catalizando la transformacion de la glucosa-1-fosfato al
carbono 6 de la glucosa-6-fosfato) lo que genera la acumulacion de EPS (Tang 2002). Las
condiciones de cultivo reportadas en diferentes estudios concuerdan en que el subcultivo
sumergido liquido para la produccion de EPS fungico es la mejor opcién, asi como otros
parametros como la oxigenacidn, agitacion de cultivo, la temperatura, la aeracion, fuente C
y N yel pH reflejan un impacto directo en elaumento de la produccion de los EPS. (Sandford
1979; Shu y Lung, 2004; Xu y Yun, 2004; Lim et al. 2004; Kim et al. 2005; Abdel-Aziz et
al. 2012; Mahapatra y Banerjee, 2013).

A su vez han reportado distintas aplicaciones biotecnoldgicas (en biomedicina, biopolimeros,
bioadhesivos y bioplaguicidas) para los PS fungicos. Por su bioactividad se estudian
propiedades antioxidantes de los compuestos fungicos, representados principalmente por
compuestos fenolicos, p-tocoferol y p-caroteno, complejos de proteinas endoPS y EPS
(Palacios et al. 2011).



Esta actividad antioxidante asignada a los PS consiste en la quelacion de iones ferrosos Fe?
o la prevencién de la reaccion de Fenton, la inhibicién de la peroxidacion de lipidos, asi como
la mejora de la actividad enzimatica del sistema antioxidante como el superdxido dismutasa,

la catalasa o el glutation peroxidasa (Kozarski et al. 2014).

La eleccion de un método adecuado de extraccion de los complejos PS y PS-proteina,
especialmente el tipo de solventes aplicados afecta la actividad antioxidante de las
preparaciones purificadas, las propiedades antibacterianas de los EPS fungicos,
especialmente las de cepas de Basidiomycota. EI EPS de Ganoderma applanatum mostro
propiedades antibacterianas contra Staphyloccoccus aureus y un efecto toxico contra las
células Vibrio fischeri, la via de efecto toxico sigue en descripcion, pero al realizar estudios
FT-IR se ha sugerido que sea debido a las fracciones similares a antibioticos aminoglucosidos
conocidos, en las muestras investigadas (Osinska-Jaroszuk et al. 2014).

Las actividades de inmunomoduladores e inmunoestimulantes de los PS fungicos confieren
propiedades antitumorales mediante la union de B-glucanos con enlaces glucosidicos
B(1—3). La accion de PS implica principalmente la estimulacion de macrofagos y células
dendriticas (Kim et al. 2010) para la produccién de varios tipos de citocinas, incluidas TNF-
a, IFN-c e IL-1b, y la estimulacion de células NK, T y B, que esta relacionado con la
inhibicion del crecimiento de células cancerosas (Lindequist et al. 2005; Lee et al. 2010: Kim
et al. 2010).

Otra propiedad farmacoldgica de los EPS de hongos es la capacidad de reducir el nivel de
colesterol y el contenido de lipidos en la sangre. Debido a que se ha comprobado que el
consumo de glucanos fangicos induce una mayor excrecion de acidos biliares y acidos grasos
de cadena corta, este proceso inhibe la incorporacion de acetato a los lipidos del suero, un
sustrato requerido para la sintesis de esteroles y acidos grasos. Esto probablemente esté
relacionado con las propiedades gelificantes de los glucanos, que también inhiben la

absorcion de colesterol y trigliceroles (Guillamon et al. 2010).
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4.3 Surfactantes

Los surfactantes tienen caracter anfipatico, esto les confiere propiedades que se encuentran
relacionados con fendmenos interfaciales tan importantes como la emulsificacion,
solubilizacion, dispersion, detergencia, adherencia y adsorcion, lo que permite un gran
campo de aplicacion como: la industria de jabones, detergentes, cuidado personal,
farmacéuticos, agricultura, plasticos, mineria, explotacion petrolera y pinturas, entre otros.
Es principalmente debido a su aplicacion diversa y extensa que existe una creciente
preocupacion por sus impactos ambientales (Alvarez 2004; Singh 2018).

Los tensioactivos al ser moléculas anfipaticas comprenden restos hidrofilicos e hidrofébicos,
estos que se dividen entre interfaces liquidas con diferentes grados de polaridad y puentes de
hidrogeno, como las interfaces de aceite / agua o aire / agua. La contraparte apolar es a
menudo una cadena de hidrocarburos, mientras que, la polar puede ser idnica (cationica o
anionica) o no ionica. La actividad de los tensoactivos aumenta la solubilidad de moléculas
hidrofilicas, ocasionando la disminucion de tensiones superficiales e interfaciales en la
interfaz aceite / agua. Actualmente la mayoria de los tensioactivos utilizados en las industrias
derivan quimicamente del petréleo, por ende, estos agentes sintéticos son toxicos y dificiles
de descomponer mediante la accion de microorganismos (Santos 2016; Sharma 2016; Shen
2019)

4.3.1Biosurfactantes

Los microorganismos producen compuestos que disminuyen la tension superficial y las
tensiones interfaciales (IFT), debido a su estructura anfipatica, y grupos funcionales
distintivos, presentan propiedades deseables para una variedad de aplicaciones, como
humectabilidad, micelizacion, disminucién de la tensién superficial y formacion de
microemulsiones entre dos fases diferentes. En una superficie, este tipo de compuestos les
permite absorber nutrientes hidrofébicos y mejoran la fijacion en superficies no polares.
Ademas de estas funciones mas generales, algunos biosurfactantes también se unen a metales
pesados, como el plomo (Pb), mercurio (Hg), arsénico (As), cadmio (Cd), cromo (Cr), zinc
(Zn), cobre (Cu) y niquel (Ni). La propiedad de hacer biodisponibles este tipo de
contaminantes hidrofébicos aumenta su biodegradacion mejorando la salud de los suelos

contaminados.(Khan et al. 2008; Parizanganeh et al. 2010; Pacwa et al. 2011; Soberén y
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Maier 2011; Ali y Al-Qahtani 2012 ; Luo et al., 2012; Amodu et al. 2014; Liu et al. 2015;
Tang et al. 2015; Hu et al. 2017, Liy Qian, 2017; Liu et al. 2017), también muestran actividad
antimicrobiana o juegan un papel importante en el desarrollo patogénico debido a la
inhibicién en la formacion de biopeliculas. La presencia de capsula de polisacéridos en la
fase saprofita protege al hongo o a la bacteria, contra varios tipos de estrés y deshidratacion,
ademas se ha demostrado que, en modelos murinos, la presencia de mutantes acapsulares de
Cryptococcus nefronans no causan criptococosis o tienen una virulencia reducida (Decote-
Ricardo et al. 2019). Por ello, sus propiedades quimicas y la actividad biolégica de estos
tensioactivos naturales han provocado una aplicacion generalizada en las industrias
alimentaria y quimica, pero también en la proteccion del medio ambiente y como agentes de

biocontrol.

Las propiedades bioactivas de los biosurfactantes aumentaron el interés de diferentes
industrias ya que presentan ventajas tales como diversidad estructural, baja toxicidad, mayor
biodegradabilidad, capacidad para funcionar en amplios rangos de pH, temperatura y
salinidad, asi como una mayor selectividad, menor concentracion critica de micelas y
produccién que involucra fuentes renovables / desechos y productos industriales. Esas son
las razones principales por las cuales los biosurfactantes se consideran los materiales
multifuncionales por excelencia en la industria (Ochoa-Loza 2001; Mulligan, 2004; Singh et
al. 2007; Sharma et al. 2014; Sharma et al. 2015).

4.3.2 Clasificacion de biosurfactantes

Los tensioactivos microbianos se identifican en ocasiones, de acuerdo con la estructura
quimica (glicolipidos, complejo que contiene polisacarido-lipido, lipopéptidos vy
fosfolipidos) y su origen microbiano. También se pueden clasificar de acuerdo con su peso
molecular como moléculas de alto peso y los tensioactivos de bajo peso (glicolipidos)
(Rosenberg y Ron, 1999). Los biosurfactantes incluyen al menos una fraccion hidréfilo y
otro hidrofobo que les confiere su efecto anfipatico. El resto hidréfobo contiene acidos grasos
saturados / insaturados, alcoholes y acidos grasos, hidroxilos de una cadena de 8 o 18 atomos

de carbono; El resto hidrofilico puede consistir en un éster simple, fosfato, carboxilo, grupo
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hidroxilo, carbohidratos como mono, oligo o polisacaridos, y algunas veces también péptidos

0 proteinas (Sharma 2016).

Tabla 2. Clasificacion de biosurfactantes (Khan et al. 2014; Jiménez-Pefialver 2019).

Grupo Sub grupo |Composicion |Clases

Ramnolipidos, Lipidos de
Glicolipidos Mono, di, tri o tetra sacaridos + acidos grasos manosileritritol, Soforolipidos,
etc.

Fraccién proteica unida a un acido graso; Una

Agentes activos de lipopéptidos & corta cadena lineal o ciclica de heptapeptidos Surfactina, Liquenisina, Viscosina,

superficie con bajo Lipoproteinas - o decapeptidos unidosa una longitud de Péptido-lipido, etc.

eso molecular. . .
p acidos grasos variable.

Acidos Grasos, Acido carboxilico de cadena alifética, lipidos Acido corynomycélico, Acido
Lipidos neutros y neutros, y una molécula de alcohol, a la que spiculispdrico,
Fosfolipidos  se unen dos acidos grasos y un grupo fosfato Fosfatidiletanolamina, etc.
Agentes activos de . i polimeros extracelulares compuestos por L
Tensioactivos Emulsan, Biodispersante, Alsan,

superficie con alto . polisacaridos, lipopolisacaridos, proteinas,
poliméricos

i 3 . Liposan, etc.
peso molecular. lipoproteinas o una mezcla compleja de estos

4.3.3 Glucolipidos

Los glucolipidos son carbohidratos asociados con acidos grasos hidroxilo o acidos grasos de
cadena larga conectados con un grupo éster o éter, estan compuestos de mono u
oligosacaridos con una parte lipidica. La parte de azlcar generalmente contiene unidades de
glucosa, galactosa, xilosa, ramnosa 0 manosa. La parte lipidica esta compuesta de moléculas
de &cidos grasos saturados o insaturados o de &cidos grasos hidroxilos. Los glicolipidos mas
estudiados son ramnolipidos, lipidos de trehalosa, soforolipidos y lipidos de manosileritritol
(Sharma 2016; Santos 2016).
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Figura 1. Estructuras quimicas generales de los glicolipidos microbianos. (Yafiez y Wong 2013).

4.3.3.1 Ramnolipidos

Los ramnolipidos contienen moléculas de aztcar ramnosa, presentan asociacion con el acido
B-hidroxidecanoico. Su enlace glucosidico se produce entre el grupo OH de los acidos grasos
(4cido hidroxidecanoico) y la formacion de enlaces éster involucran el extremo reductor del
azucar ramnosa Yy el grupo OH libre de otro acido hidroxidecanoico (Abdel-Mawgoud et al.
2010; Saharan et al. 2011). Se encontraron como exoproductos del patégeno P.aeruginosa,
pero también se han descrito en diferentes especies de bacterias pertenecientes a otras

familias, clases o incluso phyla (Chrzanowski 2012; Santos 2016; Sharma 2016).

4.3.3.2 Trehalolipidos

Los trehalolipidos consisten en un disacarido de trehalosa unido a grupos de &cidos grasos
por enlace éster. Se sabe que los diferentes tipos de trehalolipidos son producidos por varios
microorganismos, incluidos los géneros de Mycobacterium, Rhodococcus, Arthrobacter,
Nocardia y Gordonia. (Sharma 2016; Santos 2016).

4.3.3.3 Soforolipidos
Los soforolipidos estan compuestos por un disacarido soforoso, B-glicosidico unido a un
acido graso hidroxilado de cadena larga. Se presenta en forma &cida, en la que la cola del

acido graso esta libre, o en su forma lactonica donde el extremo carboxilico del acido graso
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estd conectado a la cabeza de la soforosa por esterificacion interna. Son producidos
principalmente por levaduras como Candida sp. (Pekin et al., 2005; .(Sharma 2016; Santos
2016).

4.3.3.4 Lipidos de manosileritritol

Los lipidos de manosileritritol (MEL), consisten en un disacarido de manosileritritol acilado
(-COCHs3) con acidos grasos de cadena corta (C2 a C8) y de cadena media (C10 a C18).
Dependiendo del numero de grupos acetilo, los lipidos de manosileritritol pueden
diferenciarse en MEL A (totalmente acetilado), MEL B y MEL C (mono acetilado en R-6 y
R-4, respectivamente) y el MEL D completamente des acetilado (Fig 2). Se han identificado
una variedad de especies fungicas que son productoras de estos lipidos, como Schizonella
melanogramma, Candida antarctica, Kurtzmanomyces sp. , Pseudozyma aphidis y Ustilago
maydis (Hewald et al. 2005; Sharma 2016; Santos 2016; Shen 2019).

CHg (|3H3 CH3 (}‘3
) H>C<OH H-—c<OH
=0 <on H—- <0H
OfAc] ). Olfc)
)
CH2
/ 0
and o0 Ho~ ©

3 z v
Diacetilados (MEL A) Monoacetilado (MEL- B)

CH3 H3

(n |<OH

e T S

( Yo R |
oﬂ\ ¢ K /CH2
5 _|o
0R2/ o o
Estructura general MEL
CH3 CH3

Hs »i“3 é\ H»T<oH
, H ~4OH
»c«on
HC §: H—<::<:JH Z .
( )nHO
Og\é‘" % 2 ;(-o /CHZ &/ /
~ e}

1as O
OfA7)
) z 7t

Monoacetilado (MEL- C) No acetilado (MEL-D)

Figura 2. Estructura general de los lipidos manosileritritol (MEL). MEL-A: R1/ R2 = acetil-; MEL-B: R1 =
acetilo-, R2 = H; MEL-C: R1 = H, R2 = acetil-; MEL-D: R1/ R2 = H (Silva et al. 2020).

La importancia en la produccién ha generado atencion econdémica debido a sus caracteristicas
como antimicrobiano, excelentes propiedades interfaciales, activador celular y antioxidante,

por lo que se plantea como un importante producto para industrias farmacéuticas y
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bioquimica (Isoda y Nakahara, 1997; Takahashi et al. 2012; Cortes-Sanchez et al. 2013; Fan
et al. 2016; Nashida et al.2018; Wu et al.2018; Shu et al.2019).

Diferentes investigaciones han encontrado una relacion en las fuentes de nutrientes ideales
para los microorganismos productores mediante fermentacion de MEL vy sus diferentes
estructuras. Como ocurre con gran variedad de glicolipidos, la estructura confiere diferentes
actividades bioldgicas. Las fuentes de carbono principales que se han reportado para su
produccion se basan en aceites vegetales, como el aceite de soya para producir MEL con
cadenas hidrofobas de diferentes longitudes. Al utilizar aceite de ricino, P. tsukubaensis
produjo una forma diasterecisomero de MEL-B que contiene un acido graso hidroxi. La
produccién de MEL-A en Pseudozyma antartica y P. tsukubaensis reporta una modificacion
en las cadenas hidrofobas, cuando la fuente de carbono es aceite de soya la cadena contenia
33.1% de acidos grasos insaturados, utilizando cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)
para cuantificacion, la estructura del glicolipido purificado (MEL-A) se caracterizd por
resonancia magnética nuclear (RMN) de *H y *C con un Varian INOVA 400 (400 MHz) y
los acidos grasos en MEL se analizaron por cromatografia de gases-espectrometria de masas
con un Hewlett Packard, mientras que la cadena hidrofoba obtenida con fuente de carbono
por aceite de olivo contiene un 9.1% de acidos grasos insaturados, Morita y colaboradores
(2010) presentaron que el MEL-A obtenido de la fermentacion con aceite de soja aumenta
un 150% viabilidad de las células de fibroblastos en comparacion con la de las células de
control, por otro lado, no se observo activacion celular por el tratamiento con MEL-A
producido a partir de aceite de olivo. (Morita et al. 2006; Morita et al. 2013; Kitamoto et al.
2009; Cortes-Sanchez et al. 2013). El recurso de carbono como fuentes de aceites vegetales
presenta retos como la presencia de subproductos quimicos como &cidos grasos libres,
monogliceroles y diacilgliceroles, que no se obtienen cuando la fuente de carbono es
hidrofilica, por ejemplo, glucosa o glicerol. Moritay colaboradores (2009, 2010) presentaron
que U. scitaminea NBRC32730 tiene la capacidad de producir grandes cantidades de MEL-

B utilizando solo sacarosa, glucosa, fructosa o manosa como Unica fuente de carbono.

4.4 Ustilago maydis
Ustilago maydis es un hongo dimorfo basidiomiceto, es el agente causal del carbdn comun

del maiz (Zea mays), es reconocido como huitlacoche en México, donde se consume como
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un platillo culinario, ya que ofrece una composicion quimica muy atractiva y atributos
nutricionales deseables. Cuando se cultiva en el laboratorio, U. maydis muestra un ciclo de
vida complejo (dimoérfico), requiere de su hospedador para completar su ciclo de vida. En su
fase saprofita forma células haploides (levaduras) que cambia a un crecimiento patdgeno
filamentoso en la etapa dicariotica después de la singamia con la habilidad de invadir el
huésped (la planta) que finalmente se diferencia al formar teliosporas (también llamadas
clamidosporas). La genética de U. maydis es especialmente interesante, debido a que se han
logrado nuevos biotipos por hibridacion y mutacion, exhibiendo una variacion genética
considerable (Valverde, 1995; Banuett y Herskowitz, 1996; Bauer, 2001; Aréchiga, 2005
Juérez et al. 2011; Maribel 2012).

Es un microorganismo de interés biotecnoldgico, ya que los productos de fermentacion de
cultivos sumergidos de Ustilago pueden incluir aceites, aminoacidos esenciales, proteinas,

vitaminas y saborizantes, etc. (Valverde et al. 1995; Spoeckner et al. 1999).

De la misma manera que otros hongos de interés biotecnologico (Candida bombicola,
Schizonella melanogramma y Geotrichum candidum) U. maydis es productor de dos

biosurfactantes extracelulares de tipo glicolipidos:

A) Lipidos o ustilipidos de manosileritritol (MEL), 4-O-B-D-manopiranosil-derythritol que
se esterifica con cadenas cortas 0 medianas de acidos grasos (C2 a C8 y C10 a C18,

respectivamente), asi como grupos acetilo.

B) Lipidos celobiosos también conocidos como &cido ustilaginico, el disacarido esta unido a
través de un enlace o-glucosidico a un grupo w-hidroxi del 2,15,16-trihidroxi-o 15.16 - acido
dihidroxihexadecanoico (Spoeckner et al. 1999; Hewald et al. 2005; Bolker et al. 2008;
Cortés et al. 2011). (Fig. 3)
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Figura 3. Estructuras quimicas de (A) Acidos ustilagicos y (B) Ustilipidos (Hewald et al. 2005).

Ademas, Ustilago maydis, como muchos otros basidiomicetos produce -glucanos que son
depositados en su pared celular, la produccién y/o anclaje de esta molecula parece regulada
por el factor de transcripcion de respuesta a pH alcalino Rim101 y las condiciones de su
produccidn se encuentran bien establecidas (Fonseca et al. 2011), sin embargo, hasta ahora
solo se conoce que el polisacarido es un (1 — 3) B-d-glucano, y que no contiene (1 — 6) -
d-unido a glucosa. Basados en estudios in vitro las B-glucanos actdan sobre diferentes
receptores inmunes incluyendo la dectina-1 y el receptor de complemento (CR3) y TLR-2/6
y disparan la accion de macrofagos, neutréfilos, monocitos, células mortales naturales y
dendriticas. En estudios con animales, la columna principal de B-1-3glucanas, no se puede
digerir lo que la califica como fibra soluble que es benéfica para la salud intestinal
(Papaspyridi et al. 2005; Lee 2014).

En nuestro grupo de trabajo se han generado células modificadas de Ustilago maydis con
caracteristicas de alta produccion de distintos productos bioactivos. Aréchiga y colaboradores
(2005) al modificar a U. maydis en la ruta pal/Rim, demostraron que se generaba la
desregulacion en la produccion de exopolisacaridos. Fonseca y colaboradores (2011)
lograron caracterizar el biopolimero producido por Ariml3: cbx, corroborando una
produccion desregulada de un biopolimero de interés industrial (B-D-glucano). Por otro lado,
Hewald y colaboradores (2005) identificaron los genes del cluster para la biosintesis de
lipidos de manosileritritol (tensoactivo natural) Ustilago maydis. Otro grupo de trabajo se

encargd de interrumpir el gen NRG1 en mutantes de U. maydis, y observaron una produccién
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desregulada de un emulsificante y la sobreexpresion de la mayoria de los genes del Cluster
en esta mutante (Sanchez-Arreguin et al. 2020).

En este proyecto se utilizaron dos células modificadas de Ustilago maydis (BMA: a2b2
Arim101: hyg (Aréchiga 2005) y FMA2::a2b2Anrg1::Cbx (Sanchez- Arreguin et al. 2020),
con el fin de utilizar su capacidad de produccién desregulada de un polisacérido (B-Glucano)
y un biosurfactante.

El tamafio del mercado mundial para los bioproductos de interés que buscamos obtener en
este proyecto equivale para los f-glucano a $410,6 millones dls proyectado para 2020 y se
estima que alcanzara una valoracion de $ 476,5 millones dls para finales de 2025, registrando
una tasa compuesta anual de alrededor de 7,6% entre 2020 y 2025 (Market data Forecast
2019). Otra investigacion de mercado proyectd que el mercado global de biosurfactantes
superard los 5.52 mil millones para 2022, a una tasa compuesta anual de 5.6% de 2017 a
2022(Markets and Markets, 2017).
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JUSTIFICACION

La industrializacién de los metabolitos biotecnolégicos cuya capacidad de produccion es
factible dados los avances cientificos, se ve afectada debido a la falta de estandarizacion,
optimizacidn, caracterizacion y escalamiento de estos. Los procesos de produccion suelen ser
complejos y el llevarlos a nivel industrial por hoy tiene un alto costo y requiere de inversion
de riesgo. Es por esto por lo que el presente proyecto pretende estandarizar las condiciones a
nivel laboratorio que resulten factibles de escalar, utilizando sustratos accesibles y de bajo
costo. Los metabolitos de interés se producirdn a partir de las mutantes de Ustilago maydis
(B-glucano y del biosurfactante MEL)

Los bioproductos de interés para este proyecto se secretan al medio y pudiesen estar listos
para ser utilizados en diferentes industrias como biomedicina, bio adhesivos, biopolimeros y
bio plaguicidas. Emplear biotecnologia en la industria proporciona una produccion
sostenible, sin huella de contaminacion y con un impacto ecoldgico reducido o nulo, lo que

genera un beneficio para la sociedad, la industrial y economia.

Los puntos criticos de este tipo de aproximaciones son la obtencion de las condiciones de
fermentacion Optimas en escala matraz a fin de obtener concentraciones competitivas,
comparadas con cepas utilizadas a nivel industrial y madurar un escalon mas la biotecnologia

descrita.

Se estandarizaron condiciones de produccion eficientes para producir y caracterizar de -

glucanos y lipidos de manosileritritol a partir de cepas genéticamente modificadas.
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HIPOTESIS
Las mutantes de Ustilago maydis BMAZ2::a2b2 Ariml101::hyg (Aréchiga, 2005) vy
FMA2::a2b2Anrgl::Cbx (Sanchez-1Arreguin et al. 2021 ) son organismos que producen [3-
glucano y lipidos de manosileritritol, respectivamente de forma competitiva.
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OBJETIVO

7.1 Objetivo general

Estandarizar el proceso de produccion del biopolimero B-Glucano BMA::a2b2 Arim101::hyg
y del biosurfactante FMA::a2b2Anrg1::Cbx a nivel matraz.

7.20bjetivo especifico

e Producir los metabolitos de interés (manosileritritol y p-glucano).

e Encontrar fuentes de Carbono y nitrégeno que optimicen la produccion de los
metabolitos

o Extraer, purificar y caracterizar analiticamente los metabolitos de interes.

e Caracterizar los puntos criticos de eficiencia en produccion de los metabolitos.
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MATERIAL Y METODOS

Crecimiento de las mutantes de U. maydis (Holliday, 1961; Ruiz y Aréchiga-Carvajal, 2005)

Las cepas se mantuvieron a -80 °C en glicerol al 50% (v / v). Las células de U. maydis se
activaron en Medio Completo (Holliday, 1961). Al medio de cultivo se afiadid higromicina
a una concentracion desde 500 ug/ml como agente selectivo para la mutante BMA (a2b2
Ariml01) y se afadio carboxina de 5 a 10 pg/ml para la mutante FMA2 (a2b2 Anrgl), se
agito (120rpm) a 28°C durante 24 h, se conté por Cdmara de Neubauer (Cepero et al. 2012).

. Medio Completo (MC) 11: Peptona de caseina 2.5 g, Extracto de levadura 10 g,
Nitrato de amonio 1.5 g, Solucién de sales 62.5 ml, Glucosa 10 g

. Medio Minimo 1 I: Nitrato de potasio 3 g, Solucion de sales 62.5 ml, Glucosa 10g

(esta serd variable en base a la concentracion que se requiera utilizar).

. Medio YEPS 11: 1% Extracto de levadura, 2% de Peptona de caseina y 2% de

Sacarosa.

. YNB-N fresco con 1,7 g/ | de base nitrogenada de levadura sin sulfato de amonio y

glucosa al 5% como fuente de carbono (BD; Franklin Lakes, Nueva Jersey, EE. UU.).

Optimizacion de nutrientes para produccion de biopolimero vy biosurfactante

La produccién de los metabolitos de interés se evalud con diferentes fuentes de C y N. Para
las fuentes de carbono se utilizd Glucosa y Sacarosa, las fuentes de nitrégeno que se
utilizaron fueron Urea, KNO3, NH4sNOz en base de Medio Minimo y en Medio YEPS
utilizando el Extracto de levadura como fuente de nitrogeno y fuente de C con Sacarosa y
Glucosa. Se tomo en cuenta la relacién estequiométrica respecto al medio minimo para
reemplazar las fuentes o (C y N) que participan en cada medio, siendo el mol la unidad de

medida.

Estandarizacién de procesos con variabilidad de pH.

El pH mostré una influencia en la expresion de los genes involucrado en la produccién demetabolitos
de ambas cepas, por ende, es necesario determinar los parametros de pH dptimos
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para la maxima produccion de metabolitos, por esto se compararan perfiles de produccién en

pH &cido [3], pH proximo a la neutralidad [6] y pH alcalino [9].
Polisacarido

Produccidn de polisacarido (Aréchiga-Carvajal y Ruiz- Herrera 2005)

La cepa BMAZ2 se activo en medio MC por 24 ha 120 rpma 28°C, se inocularon 1x10° ¢/ml
en medio MM pH?7, se incubo por 24, 48 y 72 h.

Optimizacién de la produccién del Betaglucano

Se optimizaron cuatro parametros diferentes que afectan la produccion (los nutricionalmente
maés importantes): fuente de C (Glucosa y Sacarosa), fuente de N (Nitrégeno como Urea, y
Nitrato de Amonio), tiempo de incubacion y pH (El rango de valores de pH se tomé de 3, 6
y 9) y el tiempo fue valorado en produccion a las 72 h. La concentracion en peso seco del

polisacarido fue utilizada como indicador.

Aislamiento del polisacarido (Fonseca et al. 2011)

El medio de cultivo se obtuvo después del tiempo de incubacidn, se coloco en tubos Falcon
(50 ml) 4:1 v/v agua bidestilada estéril para eliminar células al centrifugar a 14000 rpm por
30 min, una vez recuperado el sobrenadante con baja cantidad de células, se afiadio etanol
helado (concentracion final al 50%) al medio libre de células. Después de 24 h a 4°C, la
mezcla se centrifuga a 5.000 rpm durante 5 min, y el material precipitado se seca en estufa a
40°C.

Estudio reolégico

La viscosidad es una propiedad de los fluidos de gran importancia en mualtiples procesos
industriales, ademas de ser una variable de gran influencia en la fluidez del producto final, el
valor de viscosidad se usa como punto de referencia en la formulacién de nuevos productos,
facilitando la reproduccion de la consistencia de un lote a otro. Dicha medida de la resistencia
interna de un fluido a desplazarse o moverse. Tanto en el aire como el agua a pesar de fluir

con facilidad, presentan cierto grado de resistencia al flujo.
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La viscosidad se determin6 (Shearer y Hudson, 2008)

e Eldiametro de un perdigdn esférico.
e Ladensidad del material con el que estan hechos los perdigones (vidrio).
e Ladensidad del fluido.

e Con un crondmetro se mide el tiempo que tarda la pequefia esfera en recorrer una
distancia dada en el interior del tubo vertical que contiene el fluido.

e Se compararon los tiempos con respecto a un fluido control (Agua)

e Se aplica la formula:

v es la velocidad terminal

r es el radio del cuerpo esférico

g es la aceleracion de la gravedad

p es la densidad del cuerpo esférico
o es la densidad del liquido

n es el coeficiente de viscosidad

Cuantificacion en peso seco

El polisacéarido aislado se coloco en placas previamente pesadas, se dejo secar. Se tomo peso

final por triplicado.

Digestién de polisacaridos con (1 — 3) B-glucanasa (Fonseca et al. 2011)

El polisacarido se traté con 1 ml (0,4 mg por mg de polisacarido) de Lyticase (Sigma) en
tampon fosfato 50 mM pH 7, y se incuban a 25 °C. Después de 10 y 24 h de digestion, se

congelo para desactivar las enzimas.
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Cromatografia (Fonseca et al. 2011)

La muestra del polisacérido hidrolizado enzimaticamente se analiz6 por cromatografia de
capa fina (TLC). Utilizando como fase mévil con una mezcla de isopropanol — cloroformo —
agua (14: 8: 2, v/ v) durante 2-3 h. La columna de gel de silice se sec6 a temperatura ambiente
y se visualiz6 después de la exposicion a KMnO40,1 N en H2SO40.05 N (Sigma-Aldrich; St.
Louis, MO, EE. UU.).

Produccién del Biosurfactante

Se inocul6 Medio YEPS (50ml) bajo diferentes condiciones de pH (3, 6 y 9) con las cepas
correspondientes (FMA2, BMA2 y la cepa U. maydis wild type a 1x10° ¢/ml en 'y se incubd
a24, 48,72y 96 ha 28 °C en agitacion

Optimizacion de biosurfactantes

Se optimizaron cuatro parametros diferentes que afectan la produccion de biosurfactante
(fuente de C, fuente de N, tiempo de incubacion y pH). El rango de valores de pH se tomo
de 3,6y 9, el tiempo fue valorado en produccion a 24, 48, 72 y 96h , la fuente de carbono
fue: Dextrosa Glucosa y Sacarosa, asi mismo las fuentes de Nitrogeno como Urea, Extracto
de Levadura, peptona, y Nitrato de Amonio. El indice Emulsificacion se utilizd6 como

indicador de eficiencia de produccion.

Caracterizacion analitica de los Biosurfactantes

La caracterizacion de los biosurfactantes se realizd mediante cromatografia de capa fina con
un eluyente de cloroformo-acetona-agua (30:60:2). La columna de gel de silice se seco a
temperatura ambiente y se visualiz6 después de la exposicion a KMnO4 0,1 N en H.SO4 0,05
N (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE. UU.). (Hewald 2005).

Extraccién del biosurfactante en solvente

El cultivo se lleva una solucién 1:1 con acetato de etilo Jalmec E6845 (99.5% de pureza) el

acetato de etilo se evaporo6 a 60°C y se re suspendié en metanol (Hewald et al. 2005).
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Métodos de deteccién basados en el ensayo de inhibicion

Los biosurfactantes pueden tener actividad antimicrobiana (Kitamoto et al. 2002), por esto
se caracteriz0 la capacidad de inhibicién de crecimiento microbiano, en agar Luria (LB), se
inoculé por hisopado Escherichia coli, con discos impregnados con 10 pl de los extractos
por 24h a 37°C y se tomo registro del radio del halo de inhibicion, los extractos con mayor
inhibicién se llevaron a Cromatografia de Capa Fina (Por sus siglas en ingles Thin Layer

Chromatography).

Medida de emulsificacion (Samanta et al. 2012)

Se comprobd el potencial emulsionante de biosurfactante de las muestras frente a
hidrocarburos (xileno para todas las muestras y petroleo). Los sobrenadantes de cada
condicion de produccion se centrifugaron a 10.000 rpm durante 15 min a temperatura
ambiente. El indice de emulsificacién se midié combinando volimenes iguales de solucion
de biosurfactante y los sustratos de hidrocarburo en tubos 25 x 140 mm, mezclado
vigorosamente durante 10 min a temperatura ambiente 28 °C. Se determiné la actividad
emulsionante con el porcentaje de la altura total que fue ocupada por la emulsion después de

un tiempo de 24 h. Se calculo el% de EI utilizando la férmula:

EI% = (AE + AT) x 100

E1% es el indice de emulsificacion en porcentaje.
AE es la altura de la emulsion en cm.
AT es la altura total de la suspensién en cm.
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RESULTADOS

Biopolimero (B glucana): Aislamiento, Caracterizacion y Cuantificacion

La produccion del biopolimero reportada en la cepa se realizd primero comparando los
sobrenadantes del cultivo libre de células (Fig. 4). Las condiciones variaron el tiempo de
cultivo, se inocularon con 1x10° ¢/ml en medio MM pH7. Las cepas de Ustilago maydis WT
y BMA2 aumentaron su produccion en peso seco a las 72 h de cultivo (Figura 5), ambos
sobrenadantes elevaron su viscosidad aparente en comparacion con el control (agua) (Figura
6). El biopolimero obtenido a las 72 h se trat6 con B-1-3-D-glucanasas por 10 y 24 h, como

control se utiliz6 glucosa, se obtuvo una fraccién que coincide con la fraccién del control

(glucosa).

Figura 4. Microcopia del biopolimero eshidratados. A) Biopolimero seco en placa Petri previo a tratamiento
de purificacién microscopia 40x. B) Biopolimero después del tratamiento de purificacion microscopia 40x.
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Figura 5. Comparacion de la produccion del biopolimero en peso seco a diferentes periodos de incubacion
de la cepa BMA2 (Aréchiga y colaboradores 2005).
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Figura 6. Comparacion de la Viscosidad aparente a diferente tiempo de incubacién de las cepas BMA2 y FB2
(Aréchiga y col. 2005).

La caracterizacion de la digestion de B-glucanos (Figura 7) mostrando diferente grado de

digestion para el biopolimero a través de las horas transcurridas.

G- B- G+ G2+ B+ B2+

Figura 7. Caracterizacion de la digestion de B-glucanos. Cromatografia en capa fina realizada después de la
digestion enzimatica de 10 h 'y 24 h del biopolimero recuperado en MM pH9 con BMA2 a 72h de cultivo. Carril
G-: glucosa sin tratamiento enzimético, Carril B-: biopolimero sin digestion enzimética, Carril G+: glucosa
con tratamiento enzimatico 10 h, Carril B+: biopolimero con tratamiento enzimatico 10 h, Carril G2+ glucosa
con tratamiento enzimatico 24h y Carril B2+ biopolimero con tratamiento enzimatico 24h.

Optimizacion de la produccion del Betaglucano

Para la produccion del biopolimero con diferentes fuentes de nitrogeno y carbono, en
diferentes valores de pH (Figura 6), se obtuvo un aumento en peso seco en el pH acido (pH
3) con la cepa BMA2 cuando tiene como fuente de carbono a la sacarosa y fuente de
nitrégeno el Nitrato de Amonio, mientras que en esta condicion de pH el menor peso seco se
obtuvo de la cepa Ustilago maydis WT cuando la fuente de carbono es sacarosa y la fuente

de nitrogeno es urea. Con pH ligeramente acido (pH 6), se aumentd la produccién por BMA2
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(18 mg/ml) a 72 h de cultivo con dextrosa como fuente de carbono y urea como fuente de
nitrogeno ademas que fue la condicién con mejor rendimiento, el menor rendimiento con pH
6 se obtuvo con la cepa FB2 cuando tiene como fuente de carbono a la sacarosa y fuente de
nitrégeno el Nitrato de Amonio (Figura 8). La condicion de pH alcalino (pH9) mantuvo una
produccion de 10-13 mg/ml para BMA, la fuente que obtuvo menor produccién tanto para
BMAZ2 como Ustilago maydis WT, fue la fuente de carbono dextrosay la fuente de nitrégeno
Urea excepto para pH 6 en BMA.
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Figura 8. Efecto del pH, fuente de carbono y de nitrégeno sobre la produccién del biopolimero -1-3 Glucano
con las cepas U. maydis WT y BMA2. A: Sacarosay ureaapH 3,6y 9; B: Dextrosay ureaapH 3,6y 9; C:
Sacarosa y Nitrato e amonio a pH 3, 6 y 9; D: Dextrosa y Nitrato de amonio a pH 3,6y 9.

Estudio reoldgico

La viscosidad aparente del sobrenadante sin células se determind con lo que se llama un valor
adjudicado , como referencia se tomo el valor de viscosidad del agua como unidad principal,
la cual obtuvo un valor de 0.03 A (control A) , en el que solamente la condicion SN3 del
organismo Ustilago maydis WT obtuvo el doble del valor A del control , mientras que con el
organismo BMA obtuvimos el doble del valor A del control en las condiciones que utilizan

sacarosa como fuente de carbono en condicién de pH alcalino con Nitrato de potasio, con pH
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ligeramente acido y alcalino cuando se utiliz6 Urea como fuente de nitrégeno (SN9,

SU6,SU9), los mayores valores se obtuvieron del organismo BMA con dextrosa como fuente
de glucosa, con nitrato de potasio como fuente de nitrégeno y un pH alcalino (DN9) se obtuvo
4 veces el valor del control A, y en la condicion DU6 (Urea como fuente de nitrégeno en un
pH ligeramente acido) BMA obtuvo 11 veces el valor del control A (Figura 9).
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Figura 9. Efecto del pH, fuente de carbono y de nitrdgeno sobre la Viscosidad aparente del medio libre de
células a 72 h de incubacion a 28°C con las cepas U. maydis WT y BMA2. A: Dextrosa y Nitrato de amonio
apH3,6y9; B: Dextrosay Urea apH 3, 6y 9; C: Sacarosa y Nitrato de Amono o Nitrato de Potasio a
pH3,6y9yD: Sacarosay UreaapH 3,6y 9

Biosurfactante: Aislamiento, Deteccion y Cuantificacion.

En la Microscopia de cultivo de FMA se observé la presencia de glicolipidos insolubles
(Figura 10), los cuales se espera que su cantidad varien en relacion con el tiempo de vida del

medio de cultivo.
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Figura 10. Microscopia de cultivo de FMA en medio YEPS a las 96 h, con presencia de los Glicolipidos
insolubles (Escala 10 pm).

Meétodos de deteccion de biosurfactante
indice de emulsificacion %

El indice de emulsificacién aumenté conforme transcurria el tiempo del cultivo de FMA2 y
de FB2 (Tabla 3).

Tabla 3. El indice de emulsificacion (% de IE) se midié en el sobrenadante en diferentes horas de cultivo

FMA2 y U. maydis WT (FB2) y TX-100 y Solucién 1 x 101 de TX-100 en agua destilada como control. El
porcentaje medido con Xileno.

Cepa Tiempo (h) El%
FMA 24 24 11
FB2 24 24 4
FMA 48 48 21
FB2 48 48 12
FMAT2 72 50
FB2 72 72 12
FMA 96 96 54
FB2 96 96 23
TX-100 - 90
SLN 10 - 23

Ensayo de inhibicion
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Una vez corroborada la presencia de biosurfactante con el indice de emulsificacion (% de IE)
se mezclaron 2 ml de sobrenadante de cultivo a 2 ml de cada sustrato hidréfobo (xileno)
mezclado vigorosamente y la mezcla se dejo en reposo durante 24 h. Se calculd el E1%, los
extractos de FMA2 de la hora 72 h'y 96 h fueron los que presentaron el mayor porcentaje de
los sobrenadantes y fueron utilizados en las subsecuentes pruebas, el control usado fue TX-
100, este biosurfactante obtuvo una emulsificacion del 90% cuando se utilizd directamente.
Se utiliz6 un ensayo de inhibicion para detectar la presencia de extractos con actividad
antimicrobiana. El crecimiento de Escherichia coli. Los extractos obtenidos de FMA2 (medio
YEPS) presentaron capacidad inhibitoria de E. coli desde las 48 h, y con mayor claridad de
los biosurfactantes tomados a partir de los cultivos de FMA2 a las 96 h donde sedetectaron
glicolipidos insolubles en las microscopias (Figura 11). Se midié la actividad inhibitoria de
los extractos obtenidos contra E. coli, se compararon con la actividad inhibitoria del solvente

de las extracciones (Metanol). La mayor actividad inhibitoria se obtuvo del extracto de las

96 h.
72h 96h

Metanaol 24h 48h

P
=W RO WU

Didmetro de inhibicion (mm)

= L

Tiempo de incubacion (h)

Figura 11. Actividad inhibitoria (mm) con los extractos obtenidos de Anrg7 en medio YEPS a 24 h
,48h, 72 hy 96 h.
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La cromatografia de capa fina presenta fracciones de manosileritritol di acetilado, mono
acetilado y no acetilado (MEL-A, MEL B/C y MEL-D) (Hewald S. 2006). La fraccion de
acidos ustilaginicos también esta presente. La presencia de estas fracciones se ve conforme
el tiempo de cultivo de las extracciones, donde la presencia de MEL-A, MEL B/C, MEL-D
y UA esta presente desde las 48h de cultivo (Figura 12).

«— MEL-A
MELS
— <+—MEL-B/C
<«—MELD
UA
—

S

24h 48h 72h 96h

Figura 12.Cromatografia en capa fina de extractos obtenidos de la cepa FMA2 en el medio de cultivo YEPS a
diferentes periodos de incubacién. Las flechas indican diferentes fracciones de Manosileritritol (MEL) y acidos
ustilaginicos (UA) (Hewald et al. 2005).

Meétodos de deteccion de biosurfactante en la optimizacion de la produccion
indice de emulsificacion %

En un punto de vista termodindmico, la emulsion consiste en un sistema inestable, un sistema
liquido-liquido inmiscible naturalmente tiende a separarse, reduciendo la tension superficial.
Una caracteristica de biosurfactantes es que tienen la capacidad de disminuir la tension
superficial y aumentan la solubilidad entre soluciones que no son miscibles (Toribio Jiménez
et al. 2014). El ensayo de indice de emulsificacion se basa en que los biosurfactantes
producidos por estas cepas presenta la capacidad de reducir la tension superficial y aumentar
la solubilidad de hidrocarburos. Los sobrenadantes que presentan mayor indice de
emulsificacién son los que se obtuvieron con extracto de levadura en ambas cepas como
fuente de N (FMA2 y U. maydis WT), la comparacién se hizo con el surfactante TritonX-

100, el cual obtuvo un E1% al 90, mientras que los EI1% obtenidos de las muestras con mayor
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El% van de 40- 58 % + 2. EI menor rendimiento se obtuvo cuando la fuente de nitrégeno es

urea, nitrato de amonio y nitrato de potasio (Figura 13).

indice de emulsificacidn (%)

Medio de cultivo, Cepa y pH

YPD: Extracto de levadura y Dextrosa, YEPS: Extracto de Levaduray Sacarosa, SU: Sacarosa y Urea, DU: Dextrosa y Urea SN:
Sacarosa y Nitrato de Amono o Nitrato de Potasio. DN: Dextrosa y Nitrato de Amono o Nitrato de Potasio, TX-100: TritonX-100
surfactante, 3: pH3, 6: pH6 y 9: pH9. FB2: Ustilago maydis WT y N: FMA2.

Figura 13. indice de Emulsificacion (%) a diferentes pH, fuentes de carbono y de nitrégeno sobre sobre
el en los cultivos de las cepas U. maydis WT y FMA.

Ensayo de inhibicion

Elensayo de inhibicidn con frecuencia se encuentra influenciado por diferentes fuentes de C
y N, a valores de pH 3, 6 y 9, muestra tener una mayor actividad inhibitoria del crecimiento
de E. coli en todas las cepas, cuando la fuente de nitrégeno es extracto de levadura y de
carbono la Sacarosa la cromatografia presenta fracciones que coinciden con el patron para
MELA y MEL B/C que se presenta cuando Hewald S. et al. 2006 describe la cromatografia
del extracto de glicolipidos obtenidos de la cepas de U. maydis FB1, medio que contiene 1,7
g/l de base nitrogenada de levadura sin sulfato de amonio y 5% de glucosa como fuentede
carbono. Las condiciones de pH6, con esta fuente de nitrogeno extracto de levadura y de
carbono la sacarosa en la mutante, FMA2 muestra la mayor inhibicion en el ensayo. Los
extractos que mostraron actividad inhibitoria coinciden con la presencia de al menos MEL-
Ay UA. En condiciones donde la fuente de carbono fue sacarosa, el registro de inhibicién
fue mayor con diferentes cepas en pH alcalino, obteniendo mayor inhibicion cundo la fuente

de N fue urea para la cepa Ustilago maydis WT y cuando la fuente de Nitrogeno fue nitrato
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de potasio fue para la cepa FMA2 para los extractos que se obtuvieron cuando la fuente de
carbono es Dextrosa, se mantuvo una inhibicion entre cepas, la mejor condicion de inhibicion
se obtuvo en pH3 (Figura 14, 15).

pH3 pHE pHY
’E‘ 15 ,g s
% 20 1 E 1 =
S g i 5 . 1
2 i : i g
£ 1 i -
§ : o ¢ l \ ‘ ]
S 10 I .S_, ' l L v
o
£, l £ | -
a 1m0 1
a a
A " < . B oo ]
fRzy (PMAs BMA CFBZ FMA . BMA FE2  EMACIEMA FB2 FMA BMA FB2 FMA BMA FB2 FMA BMA
epa i
Ly I = X
1S3 1 i—: 20 | .
8 =P ’ 1
€, i % & 1
o v
T | l ! T - 10
o * 2
" - ! §o - B L :
£ ] \ £ I | 1
e | | L B o
C FE2 FMA BMA  FB2 FMA BMA FB2 FMA BMA FB2 FMA BMA FB2 FMA BMA FB2 FMA BMA
Cepa Cepa
E t
g £ 10
15 3 [ ‘5 ‘ 1
v v
S B 1
] c =
= [ £ i .
r F i
oW | o 10 S n ,
5 - & | .
E ' I 1' I :E . [ I i .
B {4 o e ! I |
E FB2 FMA BMA FB2 FMA  BMA FBZ FMA BMA F FB2 FMA BMA FB2 FMA BMA FB2Z FMA BMA
Cepa Cepa

Figura 14. Influencia de la composicion de los medios de cultivo y pH de los extractos obtenidos de U. maydis WT,

FMA y BMA sobre la Actividad inhibitoria de E. coli. A: Extracto de Levadura y Sacarosa, B: Extracto de levadura y
Dextrosa, C: Dextrosa y Nitrato de Amono o Nitrato de Potasio, D: Dextrosa y Urea, E: Sacarosa y Nitrato de
Amono o Nitrato de Potasio y F: Sacarosa y Urea.
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Figura 15. Cromatografia en capa fina para observar el efecto de las diferentes composiciones del cultivo
(fuente de C, Ny pH), en la produccion de Glicolipidos. Carril A). Control: FMA2 en YEPS 96 h sin modificar,
Carril B). FMA2 en YEPS pH6, Carril C). FMA2 en MM con NH4NOS3 y Dextrosa pH6, Carril D). U. maydis WT
YEPS en pH3, Carril E). FMA2 en MM con NH4NO3 y Sacarosa pH6, Carril F). FMA2 MM con NH4NO3 y
Dextrosa pH6, Carril G). FMA2 WT YEPS pH9, Carril H). U. maydis WT YPD en pH®6, Carril ). FMA2 en MM
con NH4NO3 y Sacarosa pH9, Carril J). U. maydis WT YEPS en pH 6, Carril K). FMA2en MM con Urea y
Sacarosa pH9, Carril L). U. maydis en MM con Urea y Sacarosa pH9, Carril M). BMA2 MM con Urea y Sacarosa
pH9 (Hewald et al. 2005).

Cuantificacion del biosurfactante

El peso seco se obtuvo después de realizar la extraccion organica (Hewald et al. 2005) se dejo
evaporar y se tomo el peso final por triplicado, con la fuente de nitrogeno; Extracto de
levadura (YEPS y YPD), a pH6 y pH9 se presentaron los pesos secos mas altos. La menor
produccidn se present6 cuando la fuente de Nitrogeno fue Urea en pH &cido o alcalino. En el
ensayo el mayor peso seco se obtuvo cuando la mutante FMAZ2 se cultivé en medio YEPS la
cepa FMAZ2 por 4 dias a 28°C y 120 rpm (Figura 16).
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Figura 16. Influencia de la composicion del medio de cultivo sobre el peso seco obtenido de los extractos de FMA2 y U. maydis
WT. A: Extracto de Levadura y Dextrosa, B: Extracto de Levadura y Sacarosa, C: Dextrosa y Nitrato de Amono o Nitrato de
Potasio, D: Sacarosa y Urea, E: Dextrosay Ureay F: Sacarosa y Nitrato de Amono o Nitrato de Potasio.
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DISCUSION

Biopolimero

Aréchiga y colaboradores (2005) reportaron la capacidad de la mutante BMA (ARim101) de producir
11 mg/ml del polisacarido, que con el proceso de cultivo medio minimo se estandariza a 12mg/ml del
biopolimero obtenido por la mutante BMA2 en medio MM pH7, cultivado a 28°C a 120rpm por72h

de crecimiento describe las caracteristicas del cultivo.
Fonseca y equipo (2011) analizaron el polisacarido producido por la mutante Arim13, y determinaron
que bajo sus condiciones de cultivo se producia B-glucano lineal, por lo que al tratarse Rim101 el
efector final de la ruta Rim se espera que la mutante BMA2 (rim101), produzca lo mismo. Enla TLC
comparamos el patrén de Glucosa y el glucano obtenido del cultivo y bajo nuestras condiciones el
polisacarido no parecio haber tenido ningln corte por parte de la beta glucanasas, por lo que se sugiere
que es un betaglucano lineal. Los mutantes Arim de U. maydis presentan hipersensibilidad a estrés
por acidos, oxidativo y choque térmico. S. cerevisiae se adapta a acidos débiles por la via Pal / Rim,
principalmente a través de la activacion transcripcional de genes implicados en el ensamblaje o
remodelacion de la pared celular (Mira et al., 2009). Las mutantes de U. maydis Arim secretan un
polisacarido, que se sugiere en condiciones silvestres esta asociado a la pared celular” Cervantes-

Chavez 2010.

Kayanna, N & colaboradores (2022) mencionan que el mayor rendimiento de f-glucano (37,73 g/L)
que obtuvieron fue en el medio que contenia sacarosa, NaNOg3y aceite de girasol en concentraciones
de 60 g/, 0,6 g/l y 81,7 ml/l, respectivamente, en 4 dias de cultivo. Al intentar optimizar la produccion
de biopolimero, tuvimos un aumento de 6 mg/ml cuando la mutante utiliza como fuente de nitrégeno
Urea y fuente de carbono Dextrosa a un pH6. Jing Wu (2006) y colaboradores encontraron unaumento
de concentracion de EPS cuando se utilizaron fuentes de nitrégeno organico,en comparacion con los
casos de uso de nitrégeno inorganico, aumento la produccién al cambiar de medio sin control de pH
(5) a un control de pH (5.5). En el trabajo de Wu, C.-Y. (2008) las fuentes de nitrégeno inorganico
dieron lugar a una produccion relativamente menor de biomasa micelial y EPS, por lo que sugieren
gue ciertos aminoacidos esenciales no pudieran ser sintetizados a partir de fuentes de nitrégeno
inorganico y que existia actividad proteolitica para la hidroélisis de proteinas en la fermentacién de
hongos superiores(U. Kiies & Y. Liu, 2000), algunos ejemplos de estos hongos son Paecilomyces
sinclairii, Phellinus gilvus, Cordyceps militaris NG3, Ganoderma lucidum y Antrodia cinnamomea
(Perret, J. et. al. 1993, Kim S. et. al, 2002,2003; Fang, Q et. al. 2002; Hwang,
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H. et. al. 2003; Shih, I. et al. 2006). Al utilizar la fuente de nitrégeno Urea con fuente de carbono por
dextrosa en un pH9, el rendimiento en peso seco fue bajo, la viscosidad se mantuvo como el control.

Park & colaboradores (1994) reportan que en cultivo de Coriolus versicolor el pH del cultivo afectd
la produccion de exopolisacaridos, siendo pH 5-6 el pH 6ptimo para la produccion, mientras que
aumentando pH mayor de 6 la produccion decreci6 rapidamente.

El ejercicio de viscosidad se midid basado en que el fluido que rodea a un objeto o cuerpo proporciona
una resistencia friccional en la que las fuerzas se equilibran, con lo cual el objeto alcanza una
velocidad terminal y constante. Los mayores valores se obtuvieron del organismo BMA con
dextrosa como fuente de glucosa, con nitrato de potasio como fuente de nitrégeno y un pH
alcalino (DN9) se obtuvo 4 veces el valor del control A, y en la condicion DU6 (Urea como
fuente de nitrégeno en un pH ligeramente acido) BMA obtuvo 11 veces el valor del control
A (Figura 8). Nachtigall, C., & colaboradores (2019) menciona que la disminucion de la
viscosidad de las soluciones de polisacaridos se relaciona con la disminucién observada en
la masa molecular, esto afecta las propiedades tecnofuncionales, como la contribucion a la
rigidez del gel durante la formacién de gel acido. Debido a que el B-glucano tiene buenas
caracteristicas industriales como viscosidad, capacidad de retencion de agua, poder de
hinchamiento y valores de solubilidad, el extracto de f-glucano se ha considerado como el
material mas elegido para productos de tipo fijo como el yogur. Kaur R. & colaboradores
(2020) evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas, reoldgicas y sensoriales del yogur con p-
glucano incorporado durante los dias 1, 7 y 14 de almacenamiento refrigerado, el efecto de
la adicién de B-glucano sobre la viscosidad del yogur mostraron mas viscosidad que las

muestras de control.

Biosurfactantes

El cluster de genes para la biosintesis de MEL se ha reportado en Ustilago maydis (Hewald
et al, 2005, 2006). Existen muchos reportes sobre la produccion de 4-O-B-D-
mannopyranosyl-D-erythritol en diferentes levaduras como Ustilago nuda, Candida
Pseudozyma antarctica, Ustilago maydis. Arutchelvi et al., 2008. Sanchez-Arreguin &
colaboradores (2021) reportan la produccion de MEL, debido a que durante el analisis

transcripcional de la mutante FMA, existe un incremento en la transcripcion de los genes
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Macl (seis veces) y Mac2 (dos veces) (Sanchez-Arreguin J. et al. 2021; ambos genes
codifican aciltransferasas). Ademas, el principal facilitador involucrado en el transporte de
MEL Mmfl se multiplicé cinco y siete veces en Emtl, que codifica la eritritol-manosil-
transferasa responsable de la produccion de MEL. Las aciltransferasas son las que permiten
la produccion de variantes de MEL como MEL- A y MEL-B/C, y la presencia de Mmfl y
Emtl permite la produccion de cualquier MEL y MEL-D. Es por ello, la produccion de los
manosileritritiol por parte de la mutante resultaba evidente.

Los lipidos manosileritritol (MEL) y los lipidos celobiosa (AU) producidos por C. antarctica
han mostrado actividad antimicrobiana, con una Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de
>400 mg/l de por MEL Ay MELB. MEL-A y MEL-B, 4-0- (di-O-acetil-di-O-alcanoil-13-D
manopiranosil) -eritritol y 4-0 - (mono O-acetil-di-O-alcanoil ~ 13-D-manopiranosil) eritritol,
respectivamente (Kitamoto D, 2002). Matsumura y col. (1993) reporté que los grupos
manopiranosilo son los mas eficaces entre los n-alquilglicésidos en ensayados contra
microorganismos Gram positivos y negativos. Becker F et al. 2021 al interrumpir los genes
en Ustilago Amat1AmaclAmac2, obtienen la mutante MB4059 que en medio YEPS produce
exclusivamente la variante MEL- D y UA. Sanchez — Arreguin (2021) demuestran la
transcripcion desregulada de estos genes en la mutante FMAZ2. En el presente trabajo se
encontré que FMA produce los lipidos de manosilteritrol comprenden MEL- A, MEL-B,
MEL-C, MEL- D, que conforme cambian las condiciones (fuentes de Carbono, Nitrégeno y
pH) cambia el patron de produccion lo que permite por ingenieria de fermentacion o
metabolica dirigir la produccion, estos aislados presentan caracteristicas de interés como

propiedades emulsificantes y actividad antimicrobiana a concentraciones bajas.

Zavala-Moreno, 2014 demuestra que en la presencia o ausencia de nitrogeno radican las
preferencias hacia la produccién de un tipo de glicolipido por parte de la cepa silvestre de U.
maydis, las células en medios que contenian nitrato o urea produjeron diferentes proporciones
de UA / MEL, pero bajo la falta de nitr6geno las células contenian solo UA a 7 dias de
cultivo. En la cromatografia (Figura. 15) todas las condiciones a 72h de cultivo mantienen la
produccion de UA, pero cambia el tipo de fraccion en las diferentes fuentes de nitrégeno y

carbono, asi como el diferente pH.
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El ensayo de EI1% se realiz6 debido a que la capacidad emulsificante es una caracteristica de
interés de los biosurfactantes de reducir la tension superficial y aumentar la incorporacion de
liquidos inmiscibles. U. maydis WT y FMA2 presentaron mayor indice de emulsificacion
con extracto de levadura (en ambas cepas) como fuente de N, los valores obtenidos fueron
de 40- 58% + 2 respectivamente. El menor rendimiento se obtuvo cuando la fuente de
nitrdgeno es urea, nitrato de amonio y nitrato de potasio (Figura 9). Becker F. & colaboradores
(2021) informan que cuando el microorganismo que produce MEL con cadenas laterales muy
largas las emulsificaciones son mas eficientes.
Los lipidos de manosileritritol exhiben diferentes fases cristalinas liquidas liotropicas, (fases
de esponja, clbica bicontinua inversa, o lamelar), por lo cual presentan niveles altos de
actividad superficial en concentraciones bajas, estas propiedades le permiten ser un
emulsificante de interés para la industria cosmética y farmaceutica, sumandole propiedades
hidratantes comparable con las ceramidas naturales (Kitamoto D. et. al. 2022; Zavala-
Moreno, A. et. al. 2014). Zavala Moreno et. al. 2014 obtiene una capacidad de emulsificacion
de los glicolipidos producidos por U. maydis WT en medios MM con o sin nitrogeno fue
similar al 72% - 76%. Con un promedio de produccién 0.381 mg. ml?. El indice de
emulsificacion (EI1%) que se obtuvo con la cepa FMA2 en medio YEPS, cultivado 4 dias, se

mantiene en un rango de 54 a 59%, con un peso seco en rango de 0.34 g/l.

42



CONCLUSION

A las 72h de cultivo obtuvimos 12+ 2 mg/ml del Beta glucano, la produccion de pB-glucano
en pH6 por BMA aumenta en peso seco a 18 mg/ml cuando la fuente de nitr6geno es Urea y
la fuente de C es Dextrosa y con un pH6. Se obtuvo la produccion de MELS y UA en los
cultivos de FMA (YEPS) desde las 24h, y con mayor presencia a las 96h. La sintesis UA por
las cepas FMA y U. maydis WT, no se vio afectada por la diferente fuente de C, N, y tampoco
pH del cultivo. La sintesis de MEL A, B/C se vio favorecida en FMA medio YEPS en pH6
alas 96h de cultivo. El sobrenadante con mayor EI% fue de la cepa FMA2 a condicién de
cultivo en medio YEPS con pH6.

43



PERSPECTIVAS

Al cambiar las condiciones de fermentacion como aireacion, temperatura y distintas
fuentes de nutrientes se podria aumentar aun mas los nimeros en produccion de
metabolitos fungicos, como han mencionado distintos autores, por lo que se proyecta en
la siguiente etapa de produccion, lograr escalar ala parte de biorreactores implementando
los factores que en este proyecto correlacionan una mejor y mas accesible produccion, asi
como los aspectos que no se tomaron en cuenta, principalmente la fase de aireacion y
capacidad de cultivo.
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