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os bioprocesos son una rama de la biotecnologia enfocada en el empleo de bioinsumos (células o sus derivados)

y tecnologias para la produccién y purificaciéon de bioproductos de interés comercial a partir de materias primas.

Estos bioproductos pueden clasificarse en commodities, como probidticos o biocombustibles, y specialties, como
anticuerpos monoclonales o terapias génicas. Por otro lado, los avances cientificos y tecnolégicos han impulsado el
desarrollo de la inteligencia artificial (IA), una herramienta disruptiva que forma parte de la Revolucién 4.0 y que esta
transformando midiltiples sectores, integrandose incluso en la vida cotidiana. En este contexto, la IA también tiene el
potencial para ser integrada en los bioprocesos para mejorar indicadores clave relacionados con el bioproducto y las
materias primas, como la produccién, la productividad, el rendimiento y la conversion.

La IA, en particular mediante el aprendizaje automatico (Machine Learning, ML) y el aprendizaje profundo (Deep Lear-
ning, DL), se estd posicionando como una herramienta Gtil para abordar desafios inherentes a los bioprocesos. Entre
estos desafios se encuentran la complejidad de los sistemas bioldgicos, la variabilidad de las materias primas y la necesi-
dad de optimizar multiples parametros interdependientes. Las principales aplicaciones de la IA en bioprocesos incluyen
por un lado el modelado, la simulacién y la optimizacion de distintas etapas del bioproceso, que van desde el pretrata-
miento (upstream processing), pasando por el cultivo en el biorreactor hasta la purificacion (downstream processing).
Por otro lado, la IA ha sido empleada en el desarrollo de estrategias para la deteccién, el monitoreo y el control de
bioprocesos.

Las técnicas de IA mas utilizadas en el modelado, la simulacién y la optimizacién de bioprocesos incluyen redes neuro-
nales artificiales (Artificial Neural Networks, ANN), maquinas de vectores de soporte (Support Vector Machines, SVM),
légica difusa (Fuzzy Logic, FL), algoritmos genéticos (Genetic Algorithms, GA) y optimizacién por enjambre de particulas
(Particle Swarm Optimization, PSO), cada una con sus ventajas y limitaciones. La aplicacion mas relevante de la IA en el
modelado es la prediccién del crecimiento microbiano y la formacién de bioproductos y coproductos en el biorreactor
en funcién de diversas variables, como las fuentes de carbono y nitrégeno. Ademas, la A ha sido utilizada para prede-
cir la produccion y productividad a escalas superiores a partir de ensayos prototipo.

Referente a la optimizacion de bioprocesos, la 1A ha demostrado ser dtil no solo en el biorreactor, sino también en
todas las operaciones unitarias del bioproceso, incluyendo intercambiadores de calor, separacién y purificacion me-
diante destilacién, extraccion, intercambio idnico y cromatografia. En este sentido, técnicas como PSO y modelos multi-
objetivo han sido clave en la identificacién de condiciones 6ptimas del bioproceso, permitiendo incluso su integracién
con ANN y GA, las cuales han sido empleadas para modelar el biorreactor.

Ademas, la IA ha avanzado en el desarrollo de tecnologias de deteccién y monitoreo. Por ejemplo, se ha estudiado la
combinacion de la IA con métodos basados en espectroscopia, como la espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo
cercano (Near Infrared Reflectance Spectroscopy, NIRS) y la espectroscopia UV-Vis, para el andlisis cualitativo y cuanti-
tativo de componentes en tiempo real, como la concentracién de metabolitos. De forma similar, el andlisis de imagenes
mediante redes neuronales convolucionales (Convolutional Neural Networks, CNN) ha demostrado ser util para la de-
teccion de espuma en biorreactores o la prediccion de la madurez del compost. Una estrategia innovadora en este
campo es el uso de sensores blandos asistidos por IA, los cuales emplean sensores de bajo costo y alta precisién, como
pH-metros y sensores de oxigeno disuelto, para monitorear pardmetros como la concentracién de biomasa y el creci-
miento en biorreactores, asi como los niveles de demanda quimica de oxigeno (DQO) en plantas de tratamiento de
aguas residuales (PTAR).

* Bioprocesses and Bioprospecting Group, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional de Colombia, Ciudad Uni-
versitaria, Carrera 30 No. 45-03, Bogota D.C., Colombia. Imserranob@unal.edu.co.
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Otro campo en el que la IA ha mostrado progresos significativos es el control de bioprocesos, el cual esta estrechamen-
te vinculado con las tecnologias de monitoreo. Un ejemplo de ello es el desarrollo de estrategias basadas en redes neu-
ronales artificiales, recurrentes y profundas (ANN, Recurrent Neural Networks - RNN, Deep Neural Networks - DNN,
respectivamente) para la optimizacién dindmica y el control en tiempo real de variables, como mecanismo de alimenta-
cién de sustrato en biorreactores de lote alimentado. Estas estrategias incluyen el ajuste de trayectorias 6ptimas vy la
implementacién de sistemas de control con retroalimentacién. Adicionalmente, la l6gica difusa ha demostrado ser efi-
caz en el desarrollo de estrategias de control en escenarios con alta incertidumbre. Estos avances sugieren que las estra-
tegias de control asistidas por IA mejoraran la estabilidad, eficiencia y productividad de los bioprocesos industriales.

A pesar de su potencial, la implementacion de la IA en bioprocesos enfrenta desafios importantes. La calidad y cantidad
de datos disponibles para entrenar modelos de ML son factores criticos, mientras que la obtencion de datos en condi-
ciones industriales sigue siendo un reto. Ademads, la interpretabilidad de modelos complejos, como las DNN, puede ser
limitada, lo que dificulta su adopcion en entornos industriales. Otros desafios incluyen la convergencia prematura en la
optimizacion, el sobreajuste en redes neuronales y los altos costos computacionales. Asimismo, la aplicacién industrial
de la IA en bioprocesos sigue siendo incipiente debido a la falta de hardware especializado y a la necesidad de mayor
validacion experimental.

No obstante, estos desafios representan oportunidades para continuar avanzando en la integracion de la IA en los bio-
procesos a través de soluciones innovadoras. Por ejemplo, en el modelado y la simulacién, los modelos hibridos combi-
nan la IA con modelos mecanicistas del biorreactor, la poblacién o la célula. Esta integracion mejora la precision de las
predicciones del bioproceso y reduce la carga computacional. Un ejemplo de modelos mecanicistas aplicados a bio-
rreactores son los modelos cinéticos convencionales de “caja negra”, como el modelo de Monod. Por otro lado, un
ejemplo de un modelo mecanicista celular es un modelo de biologia de sistemas construido a partir de datos émicos,
como los gendmicos, transcriptomicos o proteémicos. Asimismo, la integracion de IA con modelos de dinamica de
fluidos computacional (Computational Fluid Dynamics, CFD) es un drea prometedora para optimizar tanto el disefo de
biorreactores como el escalamiento de bioprocesos. Finalmente, la formacién de profesionales con conocimientos en
IA y en bioprocesos serd clave para la implementacion efectiva de estas tecnologias en la industria, impulsando la transi-
cion hacia bioprocesos mas eficientes, sostenibles y sustentables.

Resumiendo, la integracion de la inteligencia artificial en los bioprocesos representa una oportunidad tecnolégica con el
potencial de optimizar la produccion, reducir costos y mejorar los tiempos de operacién en la industria biotecnoldgica.
A pesar de los desafios existentes, el desarrollo de enfoques hibridos y la creciente accesibilidad a herramientas compu-
tacionales permitirdan una adopcion mas eficiente de la IA en este campo. Para ello, sera fundamental contar con talento
humano capacitado que facilite su implementacion y maximice su impacto. Estos avances contribuirdn al desarrollo de
bioproductos que fortalezcan la bioeconomia de manera mas sostenible y sustentable.
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ogies for the production and purification of commercially relevant bioproducts from raw materials. These bioprod-

ucts can be classified into commodities, such as probiotics or biofuels, and specialties, such as monoclonal anti-
bodies or gene therapies. On the other hand, scientific and technological advances have driven the development of artifi-
cial intelligence (Al), a disruptive tool that is part of the Fourth Industrial Revolution and is transforming multiple sectors,
even integrating into daily life. In this context, Al also has the potential to be integrated into bioprocesses to improve key
indicators related to the bioproduct and raw materials, such as production, productivity, yield, and conversion.

B ioprocesses are a branch of biotechnology focused on the use of bioinputs (cells or their derivatives) and technol-

Al, particularly through machine learning (ML) and deep learning (DL), is positioning itself as a useful tool for addressing
challenges inherent to bioprocesses. These challenges include the complexity of biological systems, the variability of raw
materials, and the need to optimize multiple interdependent parameters. The main applications of Al in bioprocesses
include, on one hand, modeling, simulation, and optimization of different stages, ranging from upstream processing to
bioreactor cultivation and downstream processing. On the other hand, Al has been employed in developing strategies
for detection, monitoring, and control of bioprocesses.

The most widely used Al techniques in bioprocess modeling, simulation, and optimization include artificial neural net-
works (ANN), support vector machines (SVM), fuzzy logic (FL), genetic algorithms (GA), and particle swarm optimization
(PSO), each with its advantages and limitations. The most relevant Al application in modeling is the prediction of microbi-
al growth and bioproduct and coproduct formation in the bioreactor based on various variables, such as carbon and
nitrogen sources. Furthermore, Al has been used to predict production and productivity at larger scales based on proto-
type trials.

Regarding bioprocess optimization, Al has proven useful not only in the bioreactor but also in all unit operations of the bio-
process, including heat exchangers, separation, and purification through distillation, extraction, ion exchange, and chroma-
tography. In this regard, techniques such as PSO and multiobjective models have been key in identifying optimal biopro-
cess conditions, even allowing their integration with ANN and GA, which have been used to model the bioreactor.

Moreover, Al has advanced in the development of detection and monitoring technologies. For instance, the combination
of Al with spectroscopy-based methods, such as near-infrared reflectance spectroscopy (NIRS) and UV-Vis spectroscopy,
has been studied for real-time qualitative and quantitative analysis of components such as metabolite concentration. Simi-
larly, image analysis using convolutional neural networks (CNN) has proven useful for detecting foam in bioreactors or
predicting compost maturity. An innovative strategy in this field is the use of Alassisted soft sensors, which employ low-
cost, high-precision sensors, such as pH meters and dissolved oxygen sensors, to monitor parameters like biomass con-
centration and growth in bioreactors, as well as chemical oxygen demand (COD) levels in wastewater treatment plants
(WWTPs).

* Bioprocesses and Bioprospecting Group, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional de Colombia, Ciudad Uni-
versitaria, Carrera 30 No. 45-03, Bogota D.C., Colombia. Imserranob@unal.edu.co
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Another field where Al has shown significant progress is bioprocess control, which is closely linked to monitoring tech-
nologies. An example is the development of strategies based on artificial, recurrent, and deep neural networks (ANN,
RNN, and DNN, respectively) for dynamic optimization and real-time control of variables such as substrate feeding
mechanisms in fed-batch bioreactors. These strategies include optimal trajectory adjustment and the implementation of
feedback control systems. Additionally, fuzzy logic has proven effective in developing control strategies in highly uncer-
tain scenarios. These advances suggest that Al-assisted control strategies will enhance the stability, efficiency, and
productivity of industrial bioprocesses.

Despite its potential, Al implementation in bioprocesses faces significant challenges. The quality and quantity of data
available for training ML models are critical factors, while data acquisition under industrial conditions remains a chal-
lenge. Furthermore, the interpretability of complex models, such as DNNs, can be limited, hindering their adoption in
industrial environments. Other challenges include premature convergence in optimization, overfitting in neural net-
works, and high computational costs. Additionally, the industrial application of Al in bioprocesses remains incipient due
to the lack of specialized hardware and the need for further experimental validation.

Nevertheless, these challenges present opportunities to continue advancing Al integration in bioprocesses through
innovative solutions. For instance, in modeling and simulation, hybrid models combine Al with mechanistic models of
the bioreactor, population, or cell. This integration improves the accuracy of bioprocess predictions and reduces com-
putational load. An example of mechanistic models applied to bioreactors includes conventional "black-box" kinetic
models, such as the Monod model. On the other hand, an example of a cellular mechanistic model is a systems biology
model built from omics data, such as genomic, transcriptomic, or proteomic data. Additionally, Al integration with com-
putational fluid dynamics (CFD) models is a promising area for optimizing both bioreactor design and bioprocess scal-
ing. Finally, training professionals with expertise in Al and bioprocesses will be key to effectively implementing these
technologies in industry, driving the transition towards more efficient, sustainable, and environmentally friendly biopro-
cesses.

In summary, the integration of artificial intelligence into bioprocesses represents a technological opportunity with the
potential to optimize production, reduce costs, and improve operational times in the biotechnology industry. Despite
existing challenges, the development of hybrid approaches and the increasing accessibility of computational tools will
enable more efficient Al adoption in this field. To achieve this, it will be essential to have skilled professionals who can
facilitate its implementation and maximize its impact. These advances will contribute to the development of bioprod-
ucts that strengthen the bioeconomy in a more sustainable and environmentally friendly manner.
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RESUMEN

Debido a la creciente resistencia de microorganismos patégenos a los antibioticos, se ha visto la necesidad de encon-
trar nuevos compuestos antimicrobianos como opciones de tratamiento. En respuesta, se han adoptado enfoques al-
ternativos, entre los cuales se encuentran los péptidos antimicrobianos (PAMs) que son parte natural del sistema inmu-
nolégico de todos los organismos. Existen estudios que han demostrado las ventajas que presentan los PAMs en com-
paracién con los antibidticos habituales como su actividad de amplio espectro, mecanismos de accién y selectividad
hacia las células bacterianas sobre las células huésped y menor probabilidad de generar resistencia. Razones por las
cuales esta investigacion se enfoco en la identificacion, seleccion, modificacion y evaluacion in silico de los PAMs en-
contrados en el proteoma de virus, bacterias y hongos mediante el uso de herramientas bioinformaticas y de inteligen-
cia artificial especificas, que estimaron parametros como estructura, funcion, posible modo de accion, capacidad he-
molitica, toxicidad, capacidad de unién a membrana, y su capacidad antimicrobiana. Lo que sugiere que los nuevos
péptidos encontrados en este estudio sean candidatos a futuros ensayos in vitro e in vivo como una alternativa efecti-
va a los antibiéticos tradicionales.

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos, inteligencia artificial, resistencia antimicrobiana, bioinformatica.
ABSTRACT

With the increasing resistance of pathogenic organisms to antibiotics, the need to find new antimicrobial compounds
as treatment options has increased. In response, alternative approaches have been adopted, among which are antimi-
crobial peptides (AMPs). AMPs are a natural part of the immune system of all organisms. Several studies have shown
that AMPs have a great advantage compared to usual antibiotics based on their broad-spectrum activity, mechanisms
of action, and selectivity to bacterial cells over host cells, and less likely to generate resistance. For these reasons, this
research aimed at the identification, selection, modification, and in silico evaluation of AMPs found in the proteome of
viruses, bacteria, and fungi through the use of specific bioinformatics and artificial intelligence tools that assessed pa-
rameters such as structure, function, possible mode of action, hemolytic capacity, toxicity, membrane binding capacity,
and mainly its antimicrobial capacity. Whence, the novel peptides found in this research are expected to be candidates
for future in vitro and in vivo trials as an effective alternative to traditional antibiotics.

Keywords: Antimicrobial peptides, artificial intelligence, antimicrobial resistance, bioinformatics.
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INTRODUCCION

En los ultimos ochenta anos, los antibi6ticos han desem-
pefado un papel crucial en la preservacion de la vida y
la salud humana, asi como en el impulso de la produc-
cién animal, lo que ha tenido un impacto significativo en
el desarrollo socioeconémico. No obstante, el uso inde-
bido de estos medicamentos ha exacerbado el proble-
ma de la resistencia bacteriana, lo que representa una
amenaza creciente. La resistencia compromete la efica-
cia de los tratamientos y puede conducir al fracaso tera-
péutico y al aumento, tanto de la morbilidad como de la
mortalidad, lo que a su vez se traduce en costos sanita-
rios mas elevados. La Organizacion Mundial de Sanidad
Animal estimé que el consumo mundial de antibiéticos
veterinarios alcanzé las 76.704 toneladas en 2018
(Gehring et al., 2023). Ademas, se estimé que el consu-
mo mundial de antibiéticos en entornos clinicos aumen-
t6 de 9,8 dosis diarias definidas (DDD) por 1000 habi-
tantes por dia en el aflo 2000 a 14,3 DDD por 1000
habitantes por dia en el 2018 (Browne et al., 2021). La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el 2021 ha
sefalado que la resistencia a los antimicrobianos figura
entre las diez principales amenazas para la salud publica
a nivel global. El abuso y el uso excesivo de antimicro-
bianos son los factores primordiales que impulsan la
seleccion de patégenos resistentes a los medicamentos.
La falta de antimicrobianos eficaces compromete los
avances de la medicina moderna en el tratamiento de
infecciones, especialmente durante procedimientos qui-
rdrgicos importantes. Con el incremento de la resisten-
cia a los antibidticos, se vuelven mas frecuentes las in-
fecciones dificiles de tratar, lo que contribuye al aumen-
to de la mortalidad. PorPor lo que se requieren nuevas
alternativas a los antimicrobianos tradicionales.

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son reconocidos
como moléculas con actividad antimicrobiana, con
baja toxicidad y baja probabilidad de generar resisten-
cia. (Makhlynets y Caputo, 2021). Algunos PAMs pue-
den actuar con un efecto letal directo, mientras que
otros tienen actividad como antibiofilm, neutralizacion
de toxinas o actividad inmunomoduladora. En el pri-
mer caso, su principal modo de accién es la alteracion
de la integridad de la membrana (Weeks et al., 2021).
Los PAMs tienen aplicaciones en dreas agricolas, bio-
[6gicas, médicas y fisioldgicas, ademas de tener uso
potencial en produccion animal (Xiao et al., 2015). En
enero de 2025, la base de datos de péptidos antimi-
crobianos APD3 reporta 5099 péptidos, incluidos
3306 péptidos antimicrobianos naturales.

La bioinformatica ha surgido como respuesta al creci-
miento exponencial de datos generados por técnicas de

secuenciacion de proteinas y de genomas, lo que ha
llevado a la construccién de bases de datos y al desarro-
llo de algoritmos informaticos eficientes (Ebrahimi et al.,
2023). Estas bases de datos contienen informaciéon di-
versa, desde funciones y estructuras, hasta similitudes de
secuencias y estructuras tridimensionales de moléculas
(Radusky, 2017). La bioinformatica ha evolucionado
rapidamente y se ha convertido en una herramienta cru-
cial en diversas areas, como biologia molecular, quimica
computacional, genética, farmacologia, agricultura vy
medicina (Patel et al., 2021). Por otra parte, los péptidos
antimicrobianos ofrecen una alternativa farmacéutica
prometedora, pero pueden ser sensibles a condiciones
ambientales, tener potencial de toxicidad y ser costosos
de producir (Pfalzgraff et al., 2018). Para su aplicacion
clinica es esencial desarrollar andlogos sintéticos esta-
bles que superen estas limitaciones. Con el objetivo de
acelerar este proceso y reducir costos, este estudio des-
cribe la seleccion, andlisis y modificacion in silico de
péptidos antimicrobianos encontrados en proteomas de
virus, bacterias y hongos, utilizando herramientas bioin-
formaticas y de inteligencia artificial.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de proteomas y de posibles PAMs

Se seleccionaron proteomas de virus, bacterias y hongos
de UniProtKB (The Universal Protein Knowledgebase,
2024) para ser analizadas con PepMultiFinder 2.0
(Branch et al., 2022a) con las variables de budsqueda
seleccionadas de acuerdo a la metodologia de Duque-
Salazar et al. (2020), salvo el tamafo de los péptidos, ya
que el costo de sintesis es menor para péptidos mas
cortos cuando se realizan ensayos in vitro. Ademas, los
péptidos pequenos tienen menos probabilidad de ser
degradados por proteasas. La clasificacion de los pépti-
dos como posibles PAMs se realizé con herramientas de
inteligencia artificial disponibles en CAMPR3 (Waghu e
Idicula-Thomas, 2020), AmpClass 1.0 (Branch et al.,
2022b) y AMP Scanner Vr.2 (Veltri et al., 2018). Se se-
leccionaron péptidos con probabilidad antimicrobiana
igual o superior al 98%.

Evaluacion de seguridad, indice de inestabilidad de los
péptidos y anclaje en membranas

Los péptidos seleccionados se evaluaron en las platafor-
mas HAPPENN (Timmons y Hewage, 2023) y HEMOPI-
3 (Chaudhary et al., 2016) valorando su capacidad he-
molitica y la prediccion de la toxicidad se realizé en TO-
XINPRED (Gupta et al., 2013). En ProtParam (Gasteiger
et al., 2005) se evalud el indice de inestabilidad de los
péptidos, también se estim6 la prediccion de anclajes
anfipaticos en membranas con AMPHIPASEEK (Sapay et
al., 2006) y en AllerTOP v.2 (Dimitrov et al., 2014), se
realizo la prediccion de alergenicidad.
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Modificacion de los péptidos antimicrobianos

Se seleccionaron y modificaron 10 péptidos, con el ob-
jetivo de mejorar sus propiedades fisicoquimicas con
ayuda de TYPE-PEPTIDE (Tamayo et al., 2018) y de Heli-
Quest (Gautier et al., 2008), identificando sus principales
propiedades fisicoquimicas. Las modificaciones no abar-
caron mas del 50% de los aminoacidos de cada péptido
verificando que conservaran sus efectos citotoxicos,
antimicrobianos, no hemoliticos y no alergénicos.

Prediccion de la actividad antimicrobiana con patoge-
nos especificos y determinacion de estructura 3D

Finalmente, los péptidos resultantes se analizaron en la
plataforma DBAASP v3, (Pirtskhalava et al., 2021) para
predecir el potencial antimicrobiano de los PAMs contra
microorganismos patégenos particulares y se utilizd Alp-
haFold2 (Mirdita et al., 2022) para predecir la estructura
3D de los péptidos y sus homologos modificados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Organismos evaluados y péptidos resultantes

Para evaluar la eficacia del andlisis de proteomas y asegurar
un anadlisis confiable y preciso, se establecié6 como minimo
examinar 150,000 proteinas. Este umbral permiti6 la selec-
cion de 65 proteomas que dieron lugar a un total de
195,258 proteinas para ser analizadas mediante herramien-
tas bioinformaticas. De este total, 126,167 fueron de bacte-
rias, 58,748 de hongos y 10,343 de virus.

Se analizaron los proteomas con PepMultiFinder 2.0,
que identificaron 741,791 péptidos, 468,620 de bacte-
rias, 249,065 de hongos y 24,106 de virus. Estos pépti-
dos se evaluaron utilizando los clasificadores de CAM-
PR3, AmpClass 1.0 y AMP Scanner Vr.2, estableciendo
como criterio que la mayoria de los algoritmos de cada
clasificador tuviera una probabilidad mayor o igual al
98%; como resultado se seleccionaron 318 péptidos.

Tabla 1. Péptidos seleccionados en el analisis bioinformatico de proteomas con PepMultiFinder 2.0 y su informacién de origen.

e Organismo Nombre del N° de C6digo del N i d c
Nombre Péptido Lo Lo S proteoma en péptidos
B 5 P UniProt encontrados
Brevibacillus fago 217
BfP1 GGIFKKTFALLKKI Virus Emery 102 UP000015097
Orpheovirus
OvP2 LVLKKLKKLIKOLPNA Virus IHUMI-LCC2 1.199 UP000236316 2.354
Alteromonadaceae
AbP3 GLKRALTLFKWI Bacteria bacterium 9.474 UP000318527 22.402
Alkaliphilus
metalliredigens
(strain QYMF)

AmP4 LRLFKGSIKAFIK Bacteria 4.467 UP000001572 15.904
BsP5 FSKAFGWVKKIF Bacteria Bacillus safensis 3.746 UP000325032 18.284
BsP6 IGKRIKKYIVWLV Bacteria Bacillus safensis 3.746 UP000325032 18.284

LKKLSAAFKKLVA Fomitopsis pinicola 52.044
FpP7 Hongo (strain FP-58527) 13.806 UP000015241
IGGRSVKWLKKLIVTA
CsP8 Hongo Cochliobolus sativus 12.174 UP000016934 53.267
Moniliophthora
roreri (strain MCA
MrP9 VPKVLGLLKKVFAKR Hongo 2997) 17.976 UP000017559 72.088
Moniliophthora
roreri (strain MCA
MrP10 LKKFGKALFKPLI Hongo 2997) 17.976 UP000017559 72.088

Disefio de péptidos antimicrobianos in silico




Tabla 2. Predicciéon de la actividad antimicrobiana de los péptidos encontrados en el anélisis bioinformatico con los algoritmos de
inteligencia artificial disponibles en AMP Scanner Vr.2, CAMPR3, y AmpClass 1.0.

CAMPR3 AmpClass 1.0
AMP
Péptido | Scanner Support Artificial | Discrimi
Vi.2 Vector | Random | Neural nant Regresion Red Arbol de | Bosque XGBoosk
Machine | Forest | Network | Analysis | Logistica | Neuronal | Decisién | Aleatorio
(SVM) (ANN)
1 L 7* ? ? 2 L} ' 1'

BfP1 0,99 ,00 0,9 AMP 1,00 0,99 0,99 0,99 0,98 00

* * *
OvP2 1,00 0,99 0,97 AMP 1,00 0,97 0,99 0,99 0,97 1,00

7* * * *
AbP3 0,99 0,99 0,99 AMP 0,9 0,96 0,97 0,98 0,97 1,00
AmP4 1,00 0,96* 1,00 AMP 0,99 0,98 0,99 0,99 0,98 1,00
BsP5 1,00 0,98 0,98 AMP 0,98 0,98 0,99 0,98 0,98 1,00

*

BsP6 0,99 1,00 0,99 AMP 0,98 0,95 0,98 0,99 0,99 1,00
FpP7 0,98 0,98 0,97* AMP 1,00 0,99 0,99 0,99 0,99 1,00

* *
CsP8 1,00 0,99 0,99 AMP 0,99 0,95 0,98 0,99 0,96 1,00
MrP9 1,00 0,98 0,99 AMP 1,00 0,98 0,99 0,99 0,98 1,00

* *

MrP10 1,00 0,97 0,99 AMP 1,00 0,96 0,99 0,99 0,99 1,00

* Valores por debajo del punto de corte (0,98) que representan de manera integral alto valor predictivo y en conjunto con los otros predictores

estimados cumplen con las propiedades requeridas para considerarse como péptidos antimicrobianos.

Para predecir la bioseguridad de los péptidos, se utilizé
HAPPENN para identificar posibles efectos hemoliticos,
eliminando 85 péptidos. Luego, se aplico HEMOPI3,
confirmando que los 233 péptidos restantes son consi-
derados no hemoliticos. Se utilizaron otras herramientas
para evaluar toxicidad y estabilidad. TOXINPRED, deter-
mind que ninguno de los 233 péptidos tuvo una proba-
bilidad significativa de ser téxico, mientras que ProtPa-
ram revel6 que 14 péptidos eran potencialmente inesta-
bles. Para evaluar la probabilidad de anclaje en membra-
nas, se utiliz6 AMPHIPASEEK, identificando 85 péptidos
con alta probabilidad de anclaje, los 134 que se descar-
taron tenian una capacidad media o baja de unirse a
membranas. Ademas, se evalué el potencial de alergeni-
cidad con AllerTOP v.2, donde se descartaron 28 pépti-
dos con esta caracteristica.

Para mantener dnicamente los péptidos con baja simili-
tud a los ya reportados, se descartaron péptidos con
similitud superior al 70% con péptidos antimicrobianos
conocidos en APD3, resultando en la eliminacién de 20

péptidos. Luego, los 37 restantes se evaluaron con
DBAASP v3 para predecir su potencial antimicrobiano.
Después de este andlisis, solo se seleccionaron 10 pépti-
dos con las caracteristicas deseadas para ser considera-
dos PAMs, que se pueden visualizar en las Tablas 1y 2.

Los péptidos BsP5 y MrP9 tuvieron probabilidad de ser
PAMs mayor o igual al 98% en todos los clasificadores
de CAMPR3, AmpClass 1.0 y AMP Scanner Vr.2, mien-
tras que los otros ocho tuvieron probabilidades de ser
antimicrobianos mayores o iguales al 98% en la mayoria
de los predictores. Los péptidos seleccionados se nom-
braron con las primeras letras del nombre cientifico del
organismo de origen y se les asigné un ndmero de refe-
rencia para una mejor organizacion (Tabla 1).

Evaluacion de la capacidad hemolitica y de toxicidad
de los péptidos seleccionados

Timmons y Hewage (2020) encontraron que la hidrofo-
bicidad cuantificada parece ser critica para la actividad
hemolitica, y que generalmente las secuencias mas hi-
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CONVENCIONES

@ Aminoécidos catiénicos
Aminoécido hidrofébicos
Aminoacidos neutros polares
con cadena lateral amidica

@ Aminoacidos neutros polares
cadena lateral hidroxilica
Aminoéacidos con cadenas laterales
alifaticas no ramificadas

{ Momento hidrofébico

Figura 1. Rueda helicoidal de los péptidos originales y de los modificados obtenidas con HeliQuest, donde se aprecia la distribucién de

los aminodacidos en un circulo hipotético.

drofébicas son mas hemoliticas que las secuencias me-
nos hidrofobicas. Ademas, encontraron que debido a su
composicion en diferentes lugares del péptido son indi-
cativos de tendencia hemolitica. Revisando estos crite-
rios, se encontré que los 10 péptidos seleccionados en
este estudio poseen en su estructura entre 50% y 60%
de hidrofobicidad, y la porcion hidrofilica con aminoéaci-
dos cationicos como R y K, pero también con S, Ty G,
lo que probablemente ayude a que la prediccion de
hemolicidad sea baja.

En la evaluacion de toxicidad se determiné que proba-
bilidad de los péptidos de ser toxicos fue nula. Este ha-
llazgo coincide con estudios similares, como el de
Khabbaz et al. (2021), quienes con un conjunto de da-
tos desarrollaron un modelo de aprendizaje que extrae
PAMs con baja toxicidad para aplicaciones clinicas y
con Madrazo y Campos (2022), quienes utilizaron he-
rramientas bioinformaticas para predecir péptidos anti-
microbianos no téxicos. Estos resultados destacan la
importancia de evaluar la toxicidad de los péptidos co-
mo un obstaculo critico para el uso clinico.

indice de inestabilidad de los péptidos y anclaje en
membranas

De los 10 péptidos seleccionados, la prediccion del indi-
ce de inestabilidad mas alta fue para BsP6 y MrP9 con
valores de 24,21 y 26,93, respectivamente. El analisis
estadistico de varias proteinas sugiere que su estabilidad
esta influenciada principalmente por su estructura prima-

ria, incluyendo la presencia de ciertos dipéptidos. Otros
factores como la estructura secundaria, los puentes di-
sulfuro y la unién a ligandos también afectan la estabili-
dad de las proteinas en el organismo (Gasteiger et al.,
2005). En cuanto al anclaje en membranas, todos los
péptidos seleccionados y modificados tuvieron resulta-
dos admisibles.

Prediccion in silico de la probabilidad de los péptidos
como alérgenos

Algunos PAMs poseen propiedades alergénicas que
no deben pasarse por alto, especialmente cuando se
considera su posible uso médico (Guryanova vy
Ovchinnikova, 2022). Arora et al. (2020), investiga-
ron 19 clases de proteinas pertenecientes a 11 fami-
lias de plantas con potencial alergénico utilizando
herramientas bioinformaticas, incluyendo AllerTOP
v.2, sus resultados indicaron que solo dos de ellas
podrian tener efectos alergénicos. En este contexto,
ninguno de los 10 péptidos seleccionados se consi-
der6 alergénico de acuerdo con AllerTOP v.2.

Modificaciones de los péptidos

La modificacion de los 10 péptidos seleccionados se
realizo teniendo en cuenta sus propiedades fisicoquimi-
cas como carga, longitud, porcentaje de hidrofobicidad,
indice de Boman, punto isoeléctrico y la rueda helicoi-
dal que se puede visualizar y analizar en los programas
TYPE-PEPTIDE y HeliQuest; ademas se tuvieron en cuen-
ta los parametros iniciales predichos.

Disefio de péptidos antimicrobianos in silico




Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de los péptidos originales y de los modificados.

Péptido Secu;r:’(;iaﬁc;ralglanal y % de similitud (APD3) | Longitud | Carga | pI* % hidrofobicidad I';;:::a:e
BfP1 GGIFKKTFALLKKI 43.75% 14 4 1453 50 -0.33
BfP1M KIFKKTFALLKKI 53.85% 13 5 114 53.85 0.22
OvP2 LVLKKLKKLIKOLPNA 50% 16 5 114 50 0.28
OvP2M KVLKLLKKLIKRLPGLY 52.94% 17 6 114 47.06 0.20
AbP3 GLKRALTLFKWI 46.67% 12 3 12 58.33 0.07
AbP3M WLKKGLRLLKKI 53.33% 12 5 12.1 50 0.77
AmP4 LRLFKGSIKAFIK 47.06% 13 4 12 53.85 0.51
AmP4AM LRLFKKYIKAFIK 43.75% 13 5 11.3 53.85 0.75
BsP5 FSKAFGWVKKIF 38.46% 13 5 12.1 53.85 0.92
BsP5M FKKIFKWVKKII 50% 12 5 114 58.33 0.06
BsP6 IGKRIKKYIVWLV 42.86% 13 4 T2 53.85 0.05
BsP6M IGVKVIKKLIKWLK 47.06% 14 5 114 57.14 -0.59
FpP7 LKKLSAAFKKLVA 50% 13 4 113 61.54 -0.12
FpP7M LKKLSKIFKKLVA 53.85% 13 5 114 53.85 0.2
CsP8 IGGRSVKWLKKLIVTA 38.1% 16 4 12 50 0.24
CsP8M IGGRSVKFLKKLIK 47.06% 14 5 12.1 42.86 0.85
MrP9 VPKVLGLLKKVFAKR 52.94% 15 5 12.1 53.33 0.30
MrPOM VGKVIKLLKKVFRKL 50% 15 6 12.1 53.33 0.46
MrP10 LKKFGKALFKPLI 46.15% 13 4 11.3 53.85 -0.48
MrP10M | LIKFGKKLFKPLKK 53.33% 14 6 11.5 42.86 0.48

*pl= Punto isoeléctrico

Como primer paso, se visualizaron y analizaron las rue-
das helicoidales de cada péptido con HeliQuest (Figura
1). Cada aminodcido es representado por un circulo de
color, lo cual nos permite apreciar la distribucion catiéni-
ca e hidrofébica en las caras opuestas del circulo, en
tanto mejor distribuidos se encuentren en cada una de
las caras de la hélice, mejor serd su anfipaticidad. En
este primer andlisis se realizé un mapa que conduce a la
primera apreciacion de los péptidos, identificando los
posibles aminoacidos que podrian ser sustituidos, inter-
cambiados, adicionados o eliminados con el fin de gene-
rar un nuevo péptido con una correcta formacion de las
dos caras del péptido (Figura 1). Una de las propiedades
clave relacionadas con la actividad biolégica de cual-
quier secuencia es la anfipaticidad, descrita como la
distribucion topografica de los residuos polares e hidro-
fébicos, lo que resulta en una separacion espacial mas o
menos marcada en la estructura de los PAMs activos. En
una conformacién helicoidal, los residuos polares/
cargados e hidrofébicos se agrupan en lados opuestos, a
través de un cilindro hipotético, alrededor del cual se
enrolla la hélice (Roncevi¢ et al., 2019).

También se empleé TYPE-PEPTIDE para analizar la
distribucion de aminodcidos en los péptidos, permi-
tiendo ajustes en su configuraciéon. La herramienta

ofrece visualizacion 2D y muestra los cambios en los
parametros fisicoquimicos de los péptidos en tiempo
real. Se asegurd que las modificaciones realizadas no
afectaran negativamente las propiedades del péptido
original, como se muestra en la Tabla 3 y se relacio-
nan todas las modificaciones (letras en color rojo)
que se realizaron a cada péptido.

El objetivo final del disefo de PAMs es optimizar la
selectividad, la eficacia, la estabilidad, la formulacion y
la administracién de los péptidos con el objetivo de
mejorar su actividad farmacolégica (Wang, 2010). En
estudios previos, Hincapié et al. (2018), utilizaron he-
rramientas bioinformaticas y algoritmos de inteligencia
artificial de CAMPR3 para identificar y mejorar pépti-
dos antimicrobianos a partir del analisis de proteinas,
donde encontraron que 2 de 12 PAMs disefados mos-
traron concentraciones inhibitorias minimas (CIMs)
entre 3 y 20 uM contra al menos 3 especies de bacte-
rias. Duque-Salazar et al. (2020), validaron in vitro una
estrategia computacional similar y obtuvieron 11 pép-
tidos con probabilidad del 97% para ser considerados
como antimicrobianos. En ensayos in vitro se encontré
que 10 de los 11 PAMs disefiados tuvieron CIMs entre
4 y 64 uM contra al menos una especie bacteriana.
Finalmente, Monsalve et al. (2024), analizaron proteo-
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Tabla 4. Determinacién de la probabilidad como antimicrobianos de los péptidos modificados en diferentes plataformas de inteligen-

cia artificial.
CAMPR3 AmpClass 1.0
— S rt Artificial
i Sc\all:;er \l/l:c[:zr Random Nelul:::ll Discriminant| Regresion Red Arbol de Bosque
Machine Forest Network Analysis | Logistica Ne‘&‘;"al Decision | Aleatorio AgB0ase
(SVM) (ANN)

BfPIM | 97+ 0,98* 0.99%* AMP 1,00 0,99 0,99 0,99 0,99** 1,00
OvP2ZM | 100 0,96* 0,99%* AMP 1,00 0,99** 0,99 0,99 0,99** 1,00
ADP3M | 1 00%* | 1,00%* 0,99 AMP 0,99** 0,99* 0,99%* 0,99 1,00+ 1,00
AmPAM | 0g9* | 0.99** 0.99* AMP 1,00%* 0,99* 0,99 0,99 0,99** 1,00
BSP5SM | 100 1,00%* 0.97* AMP 1,00%* 0.99%* 0,99 0,99 1,00%* 1,00
BSPEM |4 oo+ 1,00 0,99 AMP 1,00%* 0,99** 0,99** 0,99 0,99 1,00
FPP7TM | q00** | 0.96* 1,00%* AMP 1,00 0,99 0,99 0,99 0,99 1,00
CsP8M | 100 0,99 0,99 AMP 1,00 0,99** 0,99%* 0,99 0,98** 1,00
MrPSM | 4 00 0.98 0,97* AMP 1,00 0,99** 0,99 0,99 0,99 1,00
MrP10M | 4 00 1,00%* 0,99 AMP 1,00 0,99** 0,99 0,99 0,98* 1,00

*Valores inferiores al péptido original. ** valores superiores al péptido original. M= modificado

mas de ocho especies, identificando alrededor de
500,000 péptidos con PepMultiFinder 1.0, que fueron
evaluados con CAMPR3, AMP Scanner Vr.2 vy
AmpClass 1.0, con probabilidad >97%; y se encontré
que 10 de los 18 PAMs tuvieron CIMs entre 0.89 y 15
UM en al menos tres especies bacterianas. En resu-
men, estas estrategias computacionales demostraron
ser rapidas y efectivas para disenar nuevos PAMs, lo-
grando obtener moléculas activas y potentes sin un
uso significativo de recursos y de tiempo.

Como resultado de las modificaciones en la secuencia
de los PAMs de este estudio (Tabla 3) se mantuvieron
las propiedades fisicoquimicas en los rangos propuestos,
teniendo una distribucién hidrofébica mas definida, me-
jorando su anfipaticidad y manteniendo, en su mayoria,
la integridad del péptido original en al menos 50%. Para
llegar a estos resultados se realizaron cambios que ayu-
daron a equilibrar las propiedades anfipaticas del pépti-
do y una estructura helicoidal definida, que se ve favore-
cida por la presencia de residuos estabilizadores de héli-
ce distribuidos a lo largo de la secuencia como L, Ay K;
ademas, el agrupamiento de residuos hidrofébicos en

un lado de la hélice, favorece la insercién en la bicapa
de la membrana objetivo (Roncevi¢ et al., 2019).

Las modificaciones realizadas en la secuencia de los
péptidos mantienen una prediccion de actividad antimi-
crobiana en la mayoria de los predictores (Tabla 4). Des-
tacan particularmente AbP3M, AmP4M, BsP6M, CsP8M
y MrP10M, que en algunos algoritmos lograron superar
los valores de prediccion de 0.98 reportados para el
péptido original, siendo este valor predictivo 6ptimo en
nuestro estudio. Otros péptidos también mostraron valo-
res similares, aunque en algunos casos se observé una
ligera disminucién en este umbral éptimo de 0.98, sin
embargo, no por debajo de 0.95, un valor adn conside-
rado aceptable. Este fenémeno se evidencié en los pép-
tidos BfP1M, OvP2M, BsP5M, FpP7M y MrPI9M. A pe-
sar de ello, estos péptidos contindan siendo fuertes can-
didatos para ser considerados como PAMs.

Al realizar el analisis de prediccién de la capacidad he-
molitica, toxicidad y alergenicidad de los péptidos modi-
ficados se encontré que estan en el rango establecido
para considerarlos como no hemoliticos, no téxicos y
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Tabla 5. Prediccion de la actividad antimicrobiana de los péptidos originales y modificados con la plataforma DBAASP v3, utilizando

el método Machine Learning.

e _ Pseudomonas aeruginosa | | Staphylococcus aureus ATCC
‘ Escherichia coli ATCC 25922 ATCC 27853 Klebsiella pneumoniae 25923
Péptido
Valor Clise Valor e Valor e Valor Clase
Predictivo Predictivo Predictivo Predictivo

BfP1 0.58 Activo 0.56 No Ac 0,68 Activo 0.59 Activo
BfP1M 0.78 Activo 0.7 Activo 0.83 Activo 0.64 Activo
OvP2 0.66 Activo 0.91 Activo 0.5 Activo 0.63 No Ac
OovP2M 0.87 Activo 0.9 Activo 0.63 Activo 0.56 Activo
AbP3 0.64 Activo 0.58 Activo 0.85 Activo 0.75 Activo
AbP3M 0.77 Activo 0.78 Activo 0.87 Activo 0.52 Activo
AmP4 0.72 Activo 0.74 Activo 0.57 Activo 0.63 Activo
AmP4AM 0.65 Activo 0.72 Activo 0.54 Activo 0.6 Activo
BsP5 0.67 Activo 0.78 Activo 0.62 Activo 0.73 Activo
BsP5M 0.81 Activo 0.96 Activo 0.78 Activo 0.62 Activo
BsP6 0.57 Activo 0.55 Activo 0.77 Activo 0.58 Activo
BsP6M 0.53 Activo 0.81 Activo 0.55 Activo 0.67 No Ac
FpP7 0,69 Activo 0,63 Activo 0.76 Activo 05 Activo
FpP7M 0.79 Activo 0.93 Activo 0.85 Activo 0.53 No Ac
CsP8 0.59 Activo 0.55 Activo 0.61 Activo 0.59 Activo
CsP8M 0,61 Activo 0.81 Activo 0.63 Activo 0.51 No Ac
MrP9 0.59 Activo 0.74 Activo 0.52 Activo 0.55 Activo
MrPOM 0.61 Activo 0.9 Activo 0.67 Activo 0.58 No Ac
MrP10 0.5 Activo 0.51 Activo 0.61 Activo 0.51 Activo
MrP10M 0.58 Activo 0.83 Activo 0.53 Activo 0.65 No Ac

Si el resultado de la prueba es “activo”, significa que el microorganismo en cuestion se inhibird con un MIC < 25 pg/mly por el contrario si
el resultado es "no activo” (No Ac) implica que los microorganismos probablemente no sean sensibles al efecto inhibitorio del péptido a 100

pg/ml.

tampoco alergénicos, solamente el péptido AmP4M
tuvo un valor levemente superior a 0.3 en la plataforma
HAPPENN, pero es un valor permisible para que no sea
considerado como hemolitico. Los resultados del indice
de inestabilidad concuerdan con los péptidos originales,
ya que todos los péptidos fueron clasificados como esta-
bles. Después de obtener los resultados 6ptimos para
los péptidos modificados se observaron nuevamente en

la plataforma HeliQuest, donde se comprobdé que la
representacion helicoidal de cada péptido mejora de
manera significativa la separacién de las caras hidrofili-
cas e hidrofébicas (Figura 1).

Prediccion de la actividad antimicrobiana especifica
Los péptidos se evaluaron en la plataforma DBAASP v3
para predecir el potencial antimicrobiano contra espe-
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cies como Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae y Sta-
phylococcus aureus ATCC 25923 (Tabla 5).

Si el resultado de la prueba es “activo”, significa que el
microorganismo en cuestion se inhibird con un MIC <
25 pg/ml y por el contrario si el resultado es “no acti-
vo” (No Ac) implica que los microorganismos probable-
mente no sean sensibles al efecto inhibitorio del péptido
a 100 pg/ml.

DBAASP v3 en una de sus metodologias utiliza el mé-
todo Machine Learning descrito por Vishnepolsky et
al. (2022), que esta basado en propiedades computari-
zadas para secuencias de PAMs y caracteristicas de
genomas, calculadas para una especie microbiana ob-
jetivo entre las cuales estan E. coli ATCC 25922, P.
aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae y S. aureus
ATCC 25923 con aplicacién de algoritmos de aprendi-
zaje automdtico para identificar los PAMs. Con rela-
cion a estos resultados Kim et al., (2020) utilizaron
diferentes herramientas de inteligencia artificial para
desarrollar el péptido PA2-GNU7 con alta especifici-
dad para P. aeruginosa, actuando sobre la porina OprF
para eliminar selectivamente las células, mientras que
Maturana et al., (2020) estudiaron el péptido P6.2, que
mostré amplia actividad antibacteriana contra E. coli y
S. aureus. Al-Khdhairawi et al., (2023) utilizaron diver-
sos algoritmos de inteligencia artificial, entre los cuales
se encuentra DBAASP v3, para predecir 18 péptidos
activos contra K. pneumoniae, de los cuales ocho fue-
ron considerados no téxicos ni hemoliticos.

El valor predictivo de la actividad antimicrobiana evalua-
da mediante Machine Learning (Tabla 5) se basa en la
precision de las predicciones en comparacion con datos
experimentales. Se utiliza una escala del 0 al 1, donde
valores mas cercanos a 1 indican mayor precision. Los
resultados que se muestran tanto para los 10 péptidos
originales, como para los 10 péptidos modificados tie-
nen un valor predictivo igual o superior a 0.5, lo que
indica una alta precisién en la prediccion de la actividad
antimicrobiana. En los péptidos originales se encontré
que BfP1 y OvP2 no tenian efecto sobre las cepas P.
aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 25923 res-
pectivamente, después de las modificaciones tuvo un
efecto contrario, por lo cual ahora tienen una mayor
probabilidad de ser activos sobre todas las cepas bacte-
rianas en estudio, mientras que hubo un efecto opuesto
en los péptidos modificados BsP6M, FpP7M, CsP8M,
MrP9M y MrP10M que no son activos frente a la cepa
S. aureus ATCC 25923, pero los péptidos originales si lo
fueron, no obstante siguen siendo péptidos con un alto
potencial antimicrobiano (Tabla 5).

Estructura tridimensional de los péptidos originales y
modificados

Se utilizé el programa AlphaFold2 junto con ColabFold
para determinar la estructura tridimensional de los pépti-
dos. Esta combinacién, acelerada por MMseqs2, permi-
te predecir cerca de 1000 estructuras al dia. Se encon-
tré que tanto los péptidos originales como los modifica-
dos adoptan una estructura de alfa-hélice, importante
para las interacciones con las membranas de los patége-
nos, por lo tanto, se validan las modificaciones realiza-
das para mejorar la separacion de los aminodacidos pola-
res cargados y los hidrofébicos. La distribucion de ami-
nodcidos influye en la estabilidad de la hélice y en la
interaccion péptido-membrana. Se ha determinado que
la conformacién de hélice anfipatica es crucial para la
interaccion vy la selectividad de los péptidos, y que las
modificaciones pueden afectar este equilibrio delicado
(Ciumac et al., 2019).

CONCLUSIONES

La metodologia utilizada para identificar PAMs me-
diante herramientas in silico se ajusté para su desa-
rrollo, aplicando limites rigurosos para aumentar la
probabilidad de éxito. La seleccion de herramientas
bioinformaticas avanzadas permitié buscar, disenar y
perfeccionar PAMs cortos, de manera eficiente, obte-
niendo 10 péptidos con probabilidad igual o superior
a 98 % de ser clasificados como antimicrobianos y
ademads 5 péptidos modificados con alta probabilidad
de tener actividad antibacteriana con las cepas E. coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumo-
niae y S. aureus ATCC 25923. Las estrategias compu-
tacionales y de inteligencia artificial involucradas
ofrecen la posibilidad de seleccionar, modificar y pre-
decir PAMs de manera &gil, rentable y confiable, po-
tenciando su aplicabilidad en diversas areas.
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RESUMEN

El cultivo de cacao ha ido in crecento durante los dltimos afios, posicionando a Colombia en el concurso internacional
Cacao of Excellence “como el mejor del mundo” en 2024. No obstante, en la cadena productiva del cultivo, el pais ain
tiene varios desafios, dentro de los que se destaca la proliferacion de hongos patégenos que pueden desarrollarse en las
diferentes etapas de su produccion. En la presente investigacion se evalué el efecto inhibitorio de 4 aceites esenciales so-
bre el crecimiento de Aspergillus flavus y Fusarium solani (Mart.)Sacc., hongos patégenos nativos aislados de cultivos de
cacao, en el departamento Norte de Santander, Colombia. Los andlisis in vitro se hicieron empleando la técnica de difu-
sibn en medio PDA a través de unidades experimentales conformadas por el agente patégeno, los cuatro aceites esencia-
les, tres concentraciones por aceite, con tres réplicas, para un total de 54 unidades experimentales incluidos los controles,
mientras que los ensayos in vivo, fueron realizados directamente sobre la corteza de mazorca de cacao, siguiente el mis-
mo diseno. El porcentaje de inhibicion (% PICR) se calcul6 a partir del crecimiento micelial y usando métodos estadisticos
basados en las caracteristicas y distribucion de los datos se determiné la dosis letal 90 (DL90) para cada aceite por medio
de un modelo de regresion dosis respuesta ajustado a partir de un modelo no lineal de regresion. Los resultados indican
que los aceites de anis, eucalipto y pronto alivio, inhibieron efectivamente el crecimiento de los dos patégenos en concen-
traciones que oscilaron entre 20 ul/mL y 48 ul/mL, con lo cual podrian ser empleados como una alternativa eco-amigable
que requiere escalarse a fase de campo, para evaluar su efectividad in situ.

Palabras claves: Agentes, biocontroladores, hongos patégenos, Theobroma cacao.
ABSTRACT

Cocoa cultivation has been growing in recent years, positioning Colombia in the international competition Cacao of
Excellence “as the best in the world” in 2024. However, the country still faces several challenges in the production
chain of the crop, including the proliferation of pathogenic fungi that can develop in the different stages of production.
This research evaluated the inhibitory effect of essential oils on the growth of Aspergillus flavus and Fusarium solani
(Mart.)Sacc., native pathogenic fungi isolated from cocoa crops in the department of Norte de Santander, Colombia.
The in vitro analyses were performed using the technique of diffusion in PDA medium through experimental units con-
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sisting of the pathogen, the four essential oils, three concentrations per oil, with three replicates for a total of 54 experi-
mental units including controls, while the in vivo assays were performed directly on the cocoa pod rind, following the
same design. The percentage inhibition (% PICR) was calculated from mycelial growth and using statistical methods
based on the characteristics and distribution of the data, the lethal dose 90 (LD90) was determined for each oil by
means of a dose-response regression model fitted from a non-linear regression model. The results indicate that anise,
eucalyptus and soon relief oils effectively inhibited the growth of the two pathogens at concentrations ranging from 20
p L/mL to 48 u L/mL, which could be used as an eco-friendly alternative that needs to be scaled up to the field phase

to evaluate its effectiveness in situ.

Keywords: Agents, biocontrollers, pathogenic fungi, Theobroma cacao.

Recibido: noviembre 10 de 2024

INTRODUCCION

El mayor productor de Theobroma cacao a nivel mundial
es el continente africano con un 77,4%, seguido del
continente americano con un 17,8% y por ultimo Asia y
Oceania con un 4,8% (ICCO, 2022). En Colombia, el
cultivo de cacao ha ido in crecento durante los dltimos
anos, pasando de 59.740 toneladas (t) en 2019 a
63.416 Tn en 2022, otorgandole el décimo puesto a
nivel internacional. Cabe resaltar que en febrero del
2024, la muestra de la Asociacion Agroguamal ubicada
en el departamento del Meta, obtuvo la mejor puntua-
cion en el concurso internacional Cacao of Excellence,
en Amsterdam, posicionando el cacao colombiano
“como el mejor del mundo” (Sanchez, F.V., 2023).

No obstante, en la cadena productiva del cacao existen
aun muchos desafios. Uno de ellos es la susceptibilidad
de varios materiales biologicos distribuidos y sembrados
en los diferentes departamentos (30 de los 32 que hay
en el pais) a una gran diversidad de patégenos. Este as-
pecto se ve favorecido por practicas agroculturales
inadecuadas, pero sin duda se verd aumentado en los
proximos anos por los efectos negativos producto del
cambio climético en regiones tropicales, como en la que
se encuentra ubicada Colombia. Cientificos predicen
que la concentracion de CO,para finales de siglo llegara
a niveles entre 490 y 1370 ppm, lo cual producira cam-
bios en la temperatura global (entre 1.4 a 4.8 °C) y en
los patrones de precipitaciones (Lahive et al., 2019), fa-
voreciendo la expansion de enfermedades y el incre-
mento en la resistencia de los patégenos.

Los hongos, son microorganismos, cuyo crecimiento se
ve favorecido por la elevada humedad relativa y vientos,
que facilitan la produccién y diseminacién de sus estruc-
turas reproductivas (esporas). Estos pueden desarrollarse
en las diferentes etapas de su producciéon, que incluyen
desde el establecimiento del cultivo, la cosecha, la fer-
mentacion, el secado, el almacenamiento, hasta la obten-
cion del producto final. Especies del género Aspergillus

Aprobado: marzo 10 de 2025

spp. y Fusarium spp. han sido reportadas por formar parte
de la microbiota endofitica y epifitica del cultivo de ca-
cao, pero también se han encontrado durante la fermen-
tacion y el secado en semilla. En el caso de Aspergillus
spp. incluso se ha encontrado en almacenamiento y en el
producto final (Delgado Ospina, et al., 2021).

Una de las principales preocupaciones a nivel de salud
publica sobre la presencia de mohos filamentosos en las
diferentes etapas de produccién de cacao y especialmen-
te en el producto final, es su potencial micotoxigénico.
Dentro de las micotoxinas mas frecuentemente encontra-
das en cultivos de cacao se ha reportado la Ocratoxina A
(OTA), aflatoxinas (AFs) y recientemente la citrinina (CIT)
la cual es nefrotéxica (Delgado Ospina, et al, 2021). La
literatura indica que el chocolate contribuye con cerca de
un 6% del total de exposicion a Ocratoxina A (OTA) en la
dieta alimentaria, con lo cual la comision del Codex Ali-
mentarios del 2013 ha recomendado reducir al maximo
al presencia de infecciones por hongos en los cultivos de
cacao (Codex Alimentariux, 2013).

La contaminacién por esporas flingicas ocurre principal-
mente durante el proceso de abertura de las mazorcas
(cacotas), lo cual justifica la necesidad de encontrar mé-
todos para eliminar y/o reducir la presencia de estos
patégenos en el fruto antes de ser beneficiado, a fin de
evitar que estos hongos y/o sus productos metabdlicos,
puedan potencialmente llegar al consumidor a través del
producto transformado en chocolate y/o sus derivados.

A través de este estudio, se aborda el uso de aceites
esenciales (AE) como agentes inhibidores eficientes y
eco-amigables, para el control del crecimiento de Asper-
gillus flavus y Fusarium solani (Mart.)Sacc., hongos pato-
genos autéctonos, aislados del cultivo de cacao. Los AE,
se definen como mezclas complejas de bajo peso mole-
cular, volatiles y con propiedades aromaticas (Parrish et
al, 2020). Su actividad antifingica se atribuye a la rela-
cion de terpernos/terpenoides, los cuales debido a su
naturaleza altamente lipofilica y su bajo peso molecular,
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son capaces de causar disrupcién a nivel de membrana
celular, produciendo la muerte o inhibiendo la esporula-
cién y germinacion de las esporas fingicas (Nazzaro et
al, 2017). El uso de AE para inhibir mohos filamentosos
procedentes de diferentes cultivos ha sido reportado a
nivel in vitro (Raveau et al.,, 2020) incluyendo especies
de Fusarium spp. y Aspergillus spp. productoras de mi-
cotoxinas (Xiang et al.,, 2020). No obstante, para nuestro
conocimiento, esta es la primera investigacion que bus-
ca evaluar el efecto inhibitorio de 4 tipos de aceites
esenciales diferentes a saber; lllicium verum, Eucalyptus
globulus, Rosmarinus officinalis cineoliferum y Lippia alba
carvoniferum, sobre el crecimiento in vitro e in vivo de
Aspergillus flavus y Fusarium solani, hongos patégenos
autéctonos, aislados a partir de cultivos de cacao en
fase de cosecha, en el departamento de Norte de San-
tander, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de los hongos patogenos. Aspergillus flavus y
Fusarium solani (Mart.)Sacc. fueron provistos por el La-
boratorio de Nanotecnologia y Gestién Sostenible de la
Universidad de Pamplona, Norte de Santander, Colom-
bia, quienes reportaron su aislamiento e identificacion
molecular (Villamizar et al., 2016) a partir de mazorcas
de cacao en fase de cosecha, provenientes de diferentes
fincas cacaoteras del departamento Norte de Santander,
las cuales tienen una media de 1 ha sembrada y un ren-
dimiento promedio de 2000 kg/ha/ano en condiciones
Optimas de manejo de cultivo; esto quiere decir manejo
agrocultural y aplicacion profilactica de control quimico
Ridomil (mancozeb+metalaxyl) y oxicloruro de cobre
siguiendo las instrucciones del fabricante que usualmen-
te es de 1 kg/ha. Las cepas de los patégenos se preser-
varon como cultivo monospérico en medio de cultivo
PDA hasta su uso.

Obtencion de aceites esenciales. Los aceites esenciales
utilizados en esta investigacion fueron adquiridos a tra-
vés de la empresa Aromatma https://aromatma.com/,
ubicada en la ciudad de Bogota, Colombia. En la tabla 1
se indica el nombre, la parte de la planta de donde se
obtuvo asi como el proceso de obtencion.

Tabla 1. Aceites esenciales empleados en este estudio.

Determinacion in vitro de la actividad antifingica de
los aceites esenciales frente a Aspergillus flavus y Fusa-
rium solani (Mart.) Sacc.

Se empled la técnica de difusion en agar reportado por
da Silva Bomfim y colaboradores con algunas modifica-
ciones (da Silva Bomfim et al., 2015). Las soluciones oleo-
sas originales y concentradas, fueron diluidas empleando
una solucién estéril de Tween 80 al 0.1 % (Sigma Al-
drich) y fueron adicionadas al agar patata dextrosa (PDA-
Oxoid) hasta producir concentraciones finales asi: AEOT
(30 uL/mL, 25 pl/mL, 20 puL/mL ); AEO2 (50 pL/mL, 45
ul/mL, 40 pl/mL); AEO3 (35 plL/mL, 30 ulL/mL, 25 pl/
mL), AEO4 (25 ul/mL, 20 pL/mL, 15 pl/mL). Las concen-
traciones empleadas, son el producto de investigaciones
preliminares propias no publicadas. El agar PDA modifica-
do con las diferentes concentraciones de aceites y solidifi-
cado, fue inoculado con un trozo de 7 mm de didmetro
que contenia el crecimiento de un cultivo joven de 57
dias de los respectivos patégenos (A. flavus y F. solani
(Mart.) Sacc.). Como controles positivos se emplearon
cajas de agar PDA sin modificar, a las cuales se les inocu-
|6 directamente los patégenos, mientras que cémo con-
troles negativos se tomaron cajas de agar PDA modifica-
dos con los diferentes aceites a las cuales no se les realizé
ningun inéculo. Los ensayos fueron incubados a 25°C/10
dias. Los analisis in vitro se hicieron empleando la técnica
de difusion en medio PDA a través de unidades experi-
mentales conformados por dos agentes patégenos, cua-
tro aceites esenciales, tres concentraciones por aceite,
con tres réplicas, para un total de 54 unidades experimen-
tales incluidos los controles.

El efecto inhibitorio se determiné midiendo el crecimiento
de cada patégeno a través de cuatro radios perpendicula-
res hasta alcanzar el extremo de la caja de Petri utilizando
un caliper digital. Se calculé el porcentaje de inhibicién
en el dia 10 de incubacién, empleando la férmula PICR
(%) = ((RC - RT) / RC)100 , donde RC es el radio del con-
trol (promedio de los 4) y RT el radio de los diferentes
tratamientos, de acuerdo con lo descrito por Gémez
Lépez, et al., 2020. La actividad antifingica de los aceites
esenciales fue evaluado inicialmente in vitro, cuyo objeti-
vo ultimo fue determinar la dosis letal 90 (DL90).

CODIGO | NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE VULGAR ORGANO DE LA PLANTA/METODO DE EXTRACCION
AEO1 Illicium verum Anis estrellado Semilla, destilacion por arrastre de vapor

AEO02 Eucalyptus globulus Eucalipto Hoja, destilacion por arrastre de vapor

AEO3 Rosmarinus officinalis cineoliferum | Romero Sumidades floridas, destilacion por arrastre de vapor
AE04 Lippia alba carvoniferum Pronto alivio Hoja, destilacion por arrastre de vapor

Aceites esenciales frente a patégenos del cacao



Determinacion in vivo de la actividad inhibitoria de los
aceites esenciales frente a los diferentes fitopatogenos

Se realizé directamente sobre corteza de cacao. Para
ello se utilizaron placas estériles de 24 pocillos con tapa
TC (Cellstar, Sigma Aldrich, EE.UU.) en las cuales se co-
locaron piezas de 0.125 cm® de corteza de cacao, res-
pectivamente, previamente esterilizados mediante UV
durante toda una noche. Cada trozo de corteza fue
impregnado con 100 pL de la DL90 obtenida a partir de
los resultados del ensayo anterior. Seguidamente, los
trozos de corteza de cacao fueron contaminados artifi-
cialmente con una solucion de esporas de cada uno de
los patogenos de estudio. Para obtener los in6culos se
adapt6 la metodologia propuesta por Santos y colabora-
dores (Santos et al,, 2012). Se partié de cultivos jévenes
(5-7 dias), los cuales fueron depositados en un tubo de
ensayo conteniendo 10 mL de solucién salina 0.85 %
con ayuda de un asa micoldgica. El contenido se agité
vigorosamente aplicando vortex a maxima revolucién
durante 120 segundos. Seguidamente, se realizaron dilu-
ciones en base 10 y se procedio a realizar el conteo de
esporas empleando la camara de Neubauer, visualizan-
do a través de microscopio 6ptico (Nikon Eclipse E100),
objetivo 40 X. El ndmero de esporas fue calculado me-
diante la férmula mostrada abajo. El inéculo fue ajustado
hasta obtener una concentracion final entre 3*10° espo-
ras/mL de cada uno de los patégenos analizados

esporas Recuento obtenido

T Nimero de cuadros contados. factor de dilucién * factor de la camara
Las placas se incubaron a 25 °C durante 10 dias. Como
control positivo, se inocul6 corteza de cacao con los res-
pectivos patégenos. Como control negativo se empled
corteza de cacao sin inoculo (Villamizar et al., 2016). Se
evalué visual y cualitativamente, la eficiencia de la DL90
de los respectivos aceites, para inhibir el crecimiento fdn-
gico aparente. Los ensayos in vivo, fueron realizados di-
rectamente sobre corteza de cacao, empleando el mismo
disefio que los ensayos de difusién en PDA.

Caracterizacion Microscopica

A través de microscopia Optica se visualizé el efecto de
los aceites esenciales sobre la ultraestructura celular. Se
empleé el método de microcultivo reportado por da
Silva Bomfim y colaboradores con algunas modificacio-
nes (da Silva Bomfim et al., 2015). Se tomé una porcién
de agar PDA de 1.5x1.5 cm?el cual se deposité en el
centro de un portaobjetos. Seguidamente, se le inoculo
en el centro con ayuda de un asa micolégica A. flavus
procedente de un cultivo joven de no mas de 5 dias. El
mismo procedimiento pero esta vez con agar PDA mo-
dificado con AE 04 a una concentracién de 15 pL/mL

fue inoculado de igual forma a la descrita previamente
con A. flavus, se llevé a incubacion a 25 °C/10 dias y
seguidamente se realizé tincién simple con colorante
azul de lactofenol y se observaron empleando Microsco-
pio Nikon Eclipse E100, en objetivo de 100 X. El mismo
procedimiento se realizé con F. solani (Mart.)Sacc.

Diseno de Experimentos y Analisis Estadistico de datos
Se aplico la prueba de normalidad Shapiro-Wilk a la va-
riable de porcentaje de inhibicion (% PICR) por cada
patégeno. Se encontré que la distribucion de los datos
de A. flavus fue normal (p = 0.067) mientras que los de
F. solani no fue normal (p = 5.523e-06), por lo que se
analizaron con métodos paramétricos y no paramétri-
cos, respectivamente. Para A. flavus se aplicé la prueba
de ANOVA y la prueba post - Hoc de Tukey (andlisis de
rangos mudltiples) para determinar las diferencias a la
hora de inhibir el crecimiento de este patégeno entre
los cuatro aceites. Para F. solani, se aplicé la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis. En cuanto a la determinacién
de la DL 90 se ajusté un modelo de regresién dosis-
respuesta, utilizando un modelo log de 4 parametros,
donde el % PICR fue la respuesta y por tanto la variable
dependiente, mientras que la concentracion del aceite
esencial fue la variable independiente. Se realizé un ana-
lisis de regresiéon mudiltiple para determinar la influencia
del tipo de aceite y concentracién en el % PICR. El mo-
delo se evalué mediante el coeficiente de determinacién
(R2). Los andlisis estadisticos se realizaron en el Softwa-
re R studio version 3.4.1, y los andlisis DL 90 se realiza-
ron con el paquete DRC, paquete que se enfoca en el
andlisis dosis respuesta (Ritz & Streibig, 2005).

RESULTADOS

Los aceites esenciales tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de los hongos al producir en ellos cambios
en su cinética de crecimiento y sus caracteristicas mor-
folégicas macro y microscépicas. En la Figura 1, se
muestran los resultados del ensayo de inhibicién en pla-
ca realizados frente al patégeno A. flavus. Se puede ob-
servar que después de los 10 dias de incubacién, los
aceites AE 01, AE 02, AE 4 lograron inhibir significativa-
mente el crecimiento flngico en todas las concentracio-
nes ensayadas, comparado con el control. En el caso de
AE 03, donde la inhibicién no fue total, especialmente a
bajas concentraciones (25-30 pL/mL), se logré eviden-
ciar cambio en la pigmentacion asi como en la cinética
de crecimiento caracteristica de este hongo.

A nivel microscépico se observdé como el aceite AE 04
se fija a las hifas e ingresan debilitando la formacion de
estructuras fungicas como los septos (Figura 1), despla-
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Figura 1. Efecto inhibitorio de los aceites esenciales AEO1, AEO2,
AEQ3 y AEO4 sobre a). A. flavus en agar PDA. b). Efecto a nivel de la
ultraestructura fangica de A. flavus antes (1) y después (2) de ser
expuesto a 15 pL/mL de AE 04.

zando el contenido celular interior y ocasionando una
escasa conidiacion en A. flavus como puede apreciarse
en el numeral b-2.

El porcentaje de inhibicion (% PICR) para A. flavus se
muestra en la Figura 2. Se determiné que el AEO4 en
promedio, fue el aceite que tuvo un mejor desempeno
con un % PICR de 84.13 en las tres concentraciones
ensayadas, con una desviacion estandar (SD) de 2.32,
siendo este directamente proporcional. Es decir a mayor
concentracion del aceite, mayor % PICR. El aceite
AEOQ3, presenté lo menores porcentajes de inhibicion
con un promedio de 77.43 % en las tres concentracio-
nes ensayadas. Entre tanto, los aceites AO1 y AO2 pre-
sentaron resultados mas similares con un % PICR de
83.37 y 83.40, respectivamente. A través del andlisis de
rangos multiple (post -Hoc Tukey test), se confirmé que
el AE 03 presenté diferencias significativas en la inhibi-

A. flavus ~ Aceite

AE 01 AE 02 AE 03 AE 04 p- )

Variables N=3 N=3 N=3 N=3 value
Inhibicién 0.003

NN 3.00 3.00 3.00 3.00
m\ssmg

Mean(SD)  83.80(0.69) 8337(038) 7743(215) 8413 (232)

Median (Q1, 83.40(83.40, 83.20(83.10, 77.60(75.20, 83.80 (82.00,
Q3) 84.60) 83.80) 79.50) 86.60)
! One-way analysis of means

ANOVA p-value: 0.00291 |

AE 01 AE 02 AE 03 AE 04
Aceite esencial
Figura 2. ANOVA de medias de inhibicién de A. flavus (a) Box-
plot de los niveles de inhibicion de cada aceite para A. flavus (b).
Letra distinta indica diferencia significativa.

cién del patégeno (p = 0.003) con respecto a los demas
aceites (Figura 2b).

Los resultados del ensayo de inhibicion en placa realiza-
dos frente al patégeno F. solani (Mart.) Sacc., después
de los 10 dias de incubacion permitieron determinar
que los aceites AEOT, AEO2 y AE04, redujeron significati-
vamente el crecimiento fungico con respecto al control
en todas las concentraciones ensayadas, mientras que el
AEO3 tuvo un menor efecto inhibitorio, especialmente
en la mas baja concentracion (25 pl/mL) con un %
PICR promedio de 77.43. No obstante, se logré apreciar
que ocasioné cambios en la pigmentacion y en el creci-
miento aéreo caracteristico de este patégeno (Figura 3).

A nivel microscépico se observé que AE 04 impidio la
formacién de macroconidias (Figura 3-3.1), estructuras
reproductivas del hongo, apareciendo en su mayoria
solo hifas (Figura 3-3.2). El aceite permea la membrana
celular, ingresa al interior de la ultraestructura celular y
desplaza el contenido citoplasmatico (Figura 3-3.2_b),
ocasionando su engrosamiento (Figura 3-3.2_b*c*),
adelgazamiento de la estructura hifal (Figura 3-3.2_d*) y
por tanto, pérdida de la integridad celular.

Aceites esenciales frente a patégenos del cacao
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Figura 3. Efecto inhibitorio de los aceites esenciales AEO1, AEO2, AEO3
y AEO4 sobre a) F. solani (Mart.) Sacc. en difusién en agar PDA b). Efecto a
nivel de la ultraestructura flingica de F. solani antes (1) y después (2) de ser

expuesto a 15 puL/mL de AE 04.

Para F. solani (Mart.) Sacc. se encontré que no hay dife-
rencias estadisticamente significativas entre los tipos de
aceite AEOT1, AEO2 y AE04 en el % PICR (p = 0.212). No
obstante, al igual que en el test de inhibicion de A. flavus,
el AEO3, fue el que presenté menor porcentaje de inhibi-
cién con un promedio de 71.73 % (Figura 4a y 4b).

Para calcular la dosis letal (DL 90), se estimaron los ran-
gos mediante intervalo delta y se aplicé likelihood ratio
test para corroborar el efecto de la dosis, encontrando
un valor p < d para ambas cepas, por lo que se pudo
concluir que las dosis estimadas si afectan la inhibicién
de ambos patégenos (Tabla 2).

Con base en el modelo para estimar la DL90 se realizaron
las curvas dosis - respuesta por cepa, donde se corroboré
que el aceite AO4 es el mas recomendado para la inhibi-
cién constante de ambas cepas, mientras que el aceite
A03 es el menos efectivo especialmente a bajas concen-
traciones. Adicionalmente se realizé un modelo de regre-

sion lineal mudltiple para determinar la relacion entre la
inhibicion de las cepas con respecto al tipo de aceite esen-
cial y su concentracion. Para A. flavus, el modelo determi-
né que los aceites AEOT y AEO04 aumentan la inhibicién
2.1 y 1.4 unidades respectivamente, donde el AEO1 pre-
senta una significancia marginal de p= 0.06 y A04 una
significancia de p= 0.002. En contraste con los aceites
AE02 y AEO3 la disminuyen 4.6 y 7.4 unidades respectiva-
mente, siendo el aceite AO3 el que tuvo un menor desem-
peno con un nivel de significancia p = 0.002.

Con el fin de visualizar el efecto inhibitorio in vivo de la
DL90 calculada para cada cepa (tabla 2), se procedié a
ensayar directamente sobre corteza de cacao. Los resul-
tados se muestran en la figura 5 y permiten concluir que
las concentraciones calculadas a través del modelo esta-
distico empleado son efectivas a la hora de inhibir los
patégenos, ya que no se evidencié crecimiento fldngico
aparente sobre la corteza del cacao.
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Tabla 2. Estimacién DL 90 de los cuatro aceites esenciales (AE 01-AE 04) por cepa.

Estimacion DL 90
Cepa Aceite Intervalo Likelihood ratio test
AEO1 DL 90 = 23 pL/mL
AEO2 DL 90 = 48 pL/mL
A.
oS p = 0.0001
AEO3 DL90 =31 pL/mL
AE04 DL 90 = 22 ulL/mL
AEO1 DL 90 = 22 pL/mL
E solani | AEO2 DL 90 = 45 pL/mL
5 2 -7
AEO3 DL90 - 27 ul/mL | P~ 41¢
AE04 DL 90 = 20 plL/mL
3 entre 20-48 plL/mL para inhibir el 90% del crecimiento
F. solani ~ Aceite fingico. A este respecto, se indica que todos los aceites
AEOY Q2 AEG3 AEO fueron adquiridos comercialmente y en el caso de /i
Variables N=3 N=3 N=3 N=3 poalue cium verum, la casa fabricante reporta que se extrajo a
- partir de semillas de anis, por la técnica de destilacion
Inabickn i por arrastre de vapor y que su composicién molecular
N Non-missing 300 300 300 300 estd basado en los quimiotipos trans-Anetol (88.82 %),
estragol (4.03 %), linalool (1.28 %) y foeniculin (1.07 %)
Mean (SD) $27(16) 860070 BRI 850087

)
Median (Q1, Q3) 86.20 (8340,86.20) 86.40 (85.30, 86.60) 81.70 (47.30, 86.20) 86.30 (8490, 86.50)

Kruskal-Wallis rank sum test
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Figura 4. Kruskal Wallis de medianas de inhibicién de F. solani
(a) Boxplot de los niveles de inhibicion de cada aceite para F. solani

(b).

DISCUSION

En esta investigacion, se comprob6 que los aceites /lli-
cium verum (AE 01) Eucalyptus globulus (AE 02) vy Lippia
alba carvoniferum (AE 04) exhibieron el mayor efecto
inhibitorio frente a Aspergillus flavus y Fusarium solani
(Mart.)Sacc., requiriendo concentraciones que oscilaron

(datos complementarios no mostrados). La literatura
reporta que este aceite, tiene como principales com-
puestos quimicos fenilpropanoides, flavonoides, neolig-
nanos, monoterpenoides y sesquiterpenoides, siendo el
componente dominante el fenilpropanoide transanetol
con un rango de concentracion 72-92 % (Sharafan et al,
2022) al que se le atribuye su efecto fungicida.

Esto explicaria el resultado observado en esta investiga-
cién, en la cual se requierieron entre 22 pl/mLy 23 ul/
mL de [lllicium verum para inhibir el 90 % del crecimien-
to de Aspergillus flavus y Fusarium solani (Mart.)Sacc.,
respectivamente. Estas concentraciones fueron 10 veces
menores a las reportadas por Soher y colaboradores,
quienes encontraron que un aceite esencial de anis cu-
yos quimiotipos predominantes fueron  transanetol
(82.7%), cariofileno (4.8%) y limoneno (2.3%), inhibie-
ron el crecimiento Aspergillus flavus y Fusarium vertici-
llioides, provenientes de maiz colectado en Egipto, en
un 83.2% y 65.11%, usando concentraciones de 100
mg/mL, respectivamente. Para lograr una completa inhi-
bicion, los autores usaron concentraciones de 200 mg/
mL (Soher et al., 2016). La diferencia en los resultados se
podria atribuir a la concentracion del quimiotipo mas
predominante del aceite (trans-Anetol), ya que el em-
pleado en esta investigacion, estaba un 5 % mas con-
centrado comparado al el utilizado por Soher et al.
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Figura 5. Efecto de inhibicién in vivo de las dosis letales DL90 de 4 aceites esenciales sobre patégenos
crecidos en corteza de cacao. a) F. solani (Mart.)Sacc. b) A. flavus. C(-) corresponden a los trozos de
pulpa sin inocular (controles negativos) mientras que C(+) corresponden a los trozos corteza inocula-
dos con los respectivos patdgenos (controles positivos). r1, r2, r3 (nimero de réplicas hechas).

Se pudo evidenciar ademds, que las concentraciones
empleadas del aceite esencial Lippia alba carvoniferum
(AE 04) aunque fueron mas bajas con respecto a los tres
aceites restantes (AE 01, AE 02 y AE 03), su actividad
inhibitoria fue la mejor frente a los dos patégenos. Este
aceite esencial se caracteriza por la variabilidad en la
composicion quimica dependiendo del origen del mate-
rial vegetal, de la etapa de crecimiento que se colecta la
planta, asi como la parte seleccionada para la destila-
cion del aceite, por lo cual se ha reportado la existencia
de al menos siete quimiotipos. Pandey et al., analizaron
el efecto de 11 tipos de aceites contra el hongo micoto-
xigénico A. flavus, demostrando que Lippia alba, fue el
aceite esencial que exhibié una inhibicion absoluta del
crecimiento flngico a una concentracién de 0,28 pl/
mL, lo cual fue atribuido por los autores a la presencia
de citral (36.9%) y neral (29.3 %) como quimiotipos
predominantes, seguido de mirceno (18.6 %). Los auto-
res concluyeron que aplicando 80 ulL/0.25 L de aire, se
inhibia significativamente la proliferaciéon fingica y la
produccion de aflatoxina B1 en el almacenamiento de
semillas verdes (Pandey et al., 2016). Fontana y colabo-
radores, mostraron que el aceite Lippia alba obtenido
por hidrodestilacion a partir de plantas de un jardin me-
dicinal ubicado en la Universidad Federal de Santa Ma-
ria en Brazil, eran capaces de inhibir el crecimiento de
varias especies fungicas incluyendo F. solani aisladas a
partir de cultivos de soya y fresa, en concentraciones
que oscilaron entre 0.2 a 1.4 plL/mL. Los autores lo atri-

buyeron a la naturaleza lipofilica de los aceites y a su
capacidad para fusionarse con la membrana citoplasma-
tica de los hongos, ejerciendo accidon desestabilizante
(Fontana et al,, 2020). Esto coincide con los resultados
obtenidos en esta investigacion, ya que se logré obser-
var como el AE 04 en F. solani (Mart.)Sacc. y A. flavus,
permeod la ultraestructura y causé afectacion en la inte-
gridad celular (Figuras 1y 3, respectivamente), corrobo-
rando la interaccién hidrofébica con los grupos no pola-
res de la membrana plasmatica de los hongos estudia-
dos. La fuerte actividad de los aceites esenciales sobre
la germinacion de las esporas de hongos, esta relaciona-
da con algunos componentes que afectan principalmen-
te la pared y membrana celular de las conidias, impi-
diendo su germinacion y crecimiento (Tariq et al, 2019).

Eucalyptus Globulus es un aceite cuya composicion esta
basada en monoterpenos oxigenados y no oxigenados,
asi como los sesquiterpenos oxigenados, que constitu-
yen la mayor parte del aceite esencial. Los monoterpe-
nos mas oxigenados son el eucaliptol (51,62%) vy el ter-
pinen-4-ol (2,74%), mientras que los principales mono-
terpenos no oxigenados son el a-pineno (23,62%), el p-
cimeno (10%) y el B- mirceno (8,74%). En este aceite
esencial, el contenido de los principios activos varia en
funcién del periodo de recoleccién de érganos de las
plantas (Almas et al.,, 2021). En esta investigacion se lo-
graron porcentajes de inhibicion de A. flavus y F. solani
(Mart.) Sacc. superiores al 80 % al usar el aceite esencial
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Eucalyptus globulus en concentraciones que oscilaron
entre 40-50 pl/mL. Estos resultados son ligeramente
similares a los reportador por Pujiarti y colaboradores,
quienes evaluaron el efecto inhibitorio del aceite esen-
cial Eucalyptus urophylla frente a especies de Fusarium
oxysporum y Aspergillus niger, demostrando que a ma-
yor concentraciéon del aceite, mayor inhibicion, requi-
riendo hasta 20 mg/mL para obtener un 74.74 % y
77.29 %, respectivamente, con un IC 50 de 1.61 mg
para Fusarium oxysporum y 13.56 mg/mL para Aspergi-
llus niger (Pujiarti et al, 2018). La diferencia en concen-
traciones inhibitorias, puede atribuirse a la especie de
eucalipto trabajada, asi como a la técnica de extraccién
del aceite. Es bien sabido por la literatura que el método
de destilacién por arrastre de vapor es mas eficiente
para extraer aceites esenciales, con una eficiencia de
hasta el 93 % (Villamizar & Gonzélez, 2023) en compa-
racion con la hidrodestilacion.

Rosmarinus officinalis cineoliferum contiene 1,8-cineol, a-
pineno, verbenona, alcanfor y borneol, pero las compo-
siciones pueden variar ampliamente, lo que hace que
existan mas de 13 quimiotipos de este aceite esencial
basandose en los porcentajes relativos de a pineno, 1,8-
cineol, alcanfor, borneol, verbenona y acetato de borni-
lo (Satyal et al., 2017). En esta investigacion, los provee-
dores de AE 03, indican que el aceite fue obtenido a
partir de sumidades floridas procedentes de Tunisia. Este
aceite logré porcentajes de inhibicion % PICR de 77.43
y 71.73, respectivamente frente a A. flavus y F. solani
(Mart.) Sacc., empleando concentraciones que oscilaron
entre 25-35 pl/mL. Esto es ligeramente diferente a lo
reportado por Ben Kaab y colaboradores, quienes em-
plearon aceite de romero obtenido a partir de hojas
procedentes de la misma zona geogréfica e indicaron
que concentraciones de 6 pL/mL inhibian mas del 80 %
de la germinacién de esporas de Fusarium oxysporum,
Fusarium culmorum y Penicillium italicum después de
120 horas de incubacion (Ben Kaab et al, 2019). Lo
anterior se podria atribuir a la especificidad que puede
darse entre los aceites empleados y los patégenos obje-
to de estudio. La toxigenicidad de los hongos endofiti-
cos y epifiticos del cacao asi como de otros cultivares,
se ve influenciada por la zona geografica y las condicio-
nes edafoclimaticas en las que se establecen los cultivos
(Perreno et al., 2020). Las practicas agroculturales, asi
como el uso de fungicidas, hacen que incrementan o
atenue su patogenicidad.

CONCLUSION
Se logré evaluar la capacidad inhibitoria de cuatro (4)

aceites esenciales adquiridos comercialmente frente a
Aspergillus flavus y Fusarium solani (Mart.) Sacc., patoge-

nos autéctonos, aislados de cultivos de cacao del depar-
tamento N de S, Colombia. Se puede resaltar que los
aceites esenciales comparten un mecanismo de accién
comun, pero que su efectividad depende de su huella
dactilar y de las caracteristicas de resistencia y/o suscep-
tibilidad que exhiba el patégeno objeto de estudio. A
través de esta investigacion se genera una alternativa
efectiva y eco-amigable basada en el uso de los aceites
esenciales de lllicium verum (anis) y Lippia alba carvoni-
ferum (pronto alivio), como los agentes inhibidores con
mejor desempeno, que pueden escalarse a campo, a fin
de evaluar su efectividad in situ. Esto sin duda, podria
contribuir a la introduccion de estrategias verdes para
reducir los riesgos asociados a la presencia de hongos
patégenos con potencial micotoxigénico en las mazor-
cas de cacao y por tanto; en el chocolate y derivados
que se generan y comercializa en la region.
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Obtencion de enzimas celulasas a partir
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Obtaining cellulases enzymes from agroindustrial
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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo obtener enzimas celulasas a partir de residuos generados por actividades agroindus-
triales, como la cascarilla de café y las cascaras de naranja, mediante fermentacién sumergida. Esta estrategia se plan-
te6 como una alternativa para disminuir el impacto ambiental negativo asociado con la acumulacién de residuos orga-
nicos, y valorizacion de estos como sustratos mas econémicos para obtener enzimas. La metodologia aplicada inclu-
y6, en una primera etapa, la seleccién de hongos productores de celulasas utilizando placas con medio CMC, revela-
das con el reactivo Rojo Congo, los microorganismos fueron facilitados por el Cepario sede Campos Eliseos, UFPS, los
resultados obtenidos mostraron produccién de celulasas para los hongos Aspergillus niger y Aspergillus oryzae. Se
llevaron a cabo andlisis de sélidos en las muestras, seguidos de un pretratamiento oxidativo en autoclave utilizando
acido acético y peroxido de hidrégeno para eliminar la lignina presente en la biomasa. Posteriormente, se desarroll6 el
proceso de fermentacion, empleando un sustrato pretratado al 3% p/v enriquecido con medio Mandels (90 mL) al
que se inocularon 10 mL del hongo Aspergillus niger con una densidad celular de 10® esporas/mL. Los ensayos se rea-
lizaron en agitacién orbital a 160 rpm durante 12 dias. La actividad enzimatica obtenida fue de 0,370 FPU/mL para
cascarilla de café y de 0,400 FPU/mL para cédscaras de naranja a las 264 horas.

Palabras claves: celulasas, fermentacion sumergida, microorganismos, residuos
ABSTRACT

The objective of this work was to obtain cellulase enzymes from residues generated by agroindustrial activities, such
as coffee husks and orange peels, by submerged fermentation. This strategy was proposed as an alternative to reduce
the negative environmental impact associated with the accumulation of organic wastes, and to valorize them as more
economical substrates to obtain enzymes. The methodology applied included, in a first stage, the selection of cellulase
-producing fungi using plates with CMC medium, developed with Congo Red reagent, the microorganisms were pro-
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vided by the Cepario Campos Eliseos, UFPS, the results obtained showed cellulase production for the fungi Aspergillus
niger and Aspergillus oryzae. Solids analysis was carried out on the samples, followed by an oxidative pretreatment in
an autoclave using acetic acid and hydrogen peroxide to eliminate the lignin present in the biomass. Subsequently, the
fermentation process was developed, using a 3% w/v pretreated substrate enriched with Mandels medium (90 mL) to
which 10 mL of the fungus Aspergillus niger with a cell density of 108 spores/mL were inoculated. The assays were per-
formed under orbital shaking at 160 rpm for 12 days. The enzyme activity obtained was 0,370 FPU/mL for coffee

husks and 0,400 FPU/mL for orange peels at 264 hours.

Key words: Cellulases, sumerged fermentation, microorganisms, waste.
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INTRODUCCION

Las enzimas son catalizadores bioldgicos, que sirven
para acelerar reacciones con la finalidad de obtener un
producto, en el caso de las celulasas hidrolizan la celulo-
sa para producir glucosa por medio de la accion sinérgi-
ca de tres enzimas que son las endoglucanasas, exoglu-
canasas y B-glucosidasas, (Alvarado y Hernandez, 2018).

La biomasa lignocelulésica que se utiliza como sustrato
para obtener las enzimas, se encuentra conformada por
celulosa, hemicelulosas y lignina. La celulosa es un poli-
sacarido formado por largas cadenas de azicares de
seis atomos de carbono, por lo que se denominan hexo-
sas, unidas por enlaces glicosidicos B-1,4, (Liu, 2013),
(Puente-Urbina, 2022). La hemicelulosa es un polimero
conformado por azdcares de cinco y seis atomos de
carbono como D-xilosa, L-arabinosa, D-glucosa, D-
manosa y D-galactosa. La lignina es un polimero que se
compone de fenilpropanoides que son hidroxifenil (H),
guaiacil (G) y siringil (S), (Ralph et al., 2019). En relacién
a la biomasa que se utilizé para la elaboracion de este
trabajo y analizando la problemética ambiental por acu-
mulacién de residuos organicos en el medio ambiente,
se propuso realizar ensayos con estos residuos entre
estos las cdscaras de naranja y café. Respecto a lo ante-
rior se encontré que la acumulacion de residuos de citri-
cos a nivel mundial genera alrededor de 20 millones de
toneladas anuales de estos, en solo la ciudad de Bogota,
(Pefaranda et al., 2017) en la capital del pais se produ-
cen 6.300.000 de residuos solidos, de esta cantidad de
residuos el 53,22% corresponde a organicos y tan solo
el 17% del total de toneladas que se producen se reci-
clan, (Munoz et al., 2022).

La naranja es uno de los citricos que mas se producen
en ciudades como Bogota y Medellin, las anteriores ci-
fras nos indican el gran impacto que genera la acumula-
cion de estos residuos organicos, y el poco aprovecha-
miento que se les da, tan solo analizando las ciudades
principales del pais como Bogota y Medellin, (Mufoz et
al, 2022), por otra parte en la industria de produccion

Aprobado: febrero 25 de 2025

del café aproximadamente el 95% de lo que se obtiene,
confieren a residuos, teniendo en cuenta que Colombia
es un pais cafetero, se afirma que los principales subpro-
ductos generados en esta industria son: la pulpa, el mu-
cilago, el cisco (cdascara), las pasillas, y la borra, que son
considerados residuos del proceso.

Por lo anterior, es importante mencionar que en la pro-
duccién de café se generan impactos negativos ambien-
tales significativos, principalmente en fuentes hidricas,
suelos y aire, afectando los recursos naturales segun
(Rodriguez, 2007); (Alvarado y Hernandez, 2018), por
lo que proponer un aprovechamiento de residuos de
esta industria es interesante.

Teniendo en cuenta que la biomasa utilizada es lignoce-
lulésica, se recalca que la conversion de la celulosa a
mondmeros, conlleva a la realizacion de un proceso
denominado pretratamiento de la materia prima, el cual
permite la eliminacién de componentes como lignina y
hemicelulosas (Torres y Molina, 2012).

Para remover componentes de la biomasa utilizada en
este proyecto, se opté por aplicar el pretratamiento con
acido acético y peroxido de hidrégeno (la mezcla se
denomina acido peracético), debido a que son reactivos
biodegradables.

Finalmente la fermentacién en estado sumergido, la cual
es una técnica ampliamente usada para producir enzimas,
permitié obtener las celulasas, cabe destacarse que las
celulasas son enzimas que se comercializan en gran medi-
da a nivel mundial, dada su importancia en industrias co-
mo textiles, alimentos, detergentes, y produccion de bio-
combustibles, (Khatiwada et al., 2016; Sinjaroonsak et al.,
2020; Pangsri et al., 2021) sin embargo, los altos costos
involucrados en su produccién generan limitantes, esto se
debe a sustratos utilizados como el carboximetilcelulosa
y técnicas empleadas en la obtencion de estos catalizado-
res biolégicos (Bhardwaj et al., 2021; Coelho et al., 2021).
Por consiguiente, se determiné realizar este proyecto
para obtener enzimas celulasas a partir de residuos
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agroindustriales, ya que actualmente se busca la valoriza-
cién de estos, debido a que son de bajo costo, logrando
también generar un impacto positivo en el medio ambien-
te al disminuir la cantidad de residuos organicos que son
arrojados diariamente.

METODOLOGIA

En esta seccion se presenta la metodologia aplicada
para el desarrollo de este trabajo que cuenta con la
caracterizacion de microorganismos, biomasa, pretra-
tamiento de la biomasa, fermentacién y determinacion
de la actividad enzimética.

Caracterizacion de los microorganismos, produccion
de enzima en placa, preparacion y caracterizacion de
la biomasa

Se realiz6 la siembra en medio carboximetilcelulosa
(CMC) de los microorganismos utilizados, Aspergillus
oryzae y Aspergillus niger cedidos por el cepario de los
laboratorios de la sede Campos Eliseos de la Universidad
Francisco de Paula Santander, los cuales fueron puestos
en incubacion durante 5 dias, transcurrido este tiempo se
hizo lavado de las cepas con el reactivo Rojo Congo y se
llevaron a nevera 3 dias, después se observé y cuantifico
el halo de produccién de enzima celulasa en placa, la
observacién microscopica se realizé con la técnica im-
pronta utilizando azul de lactofenol, (Escudero, 2022). En
el caso de la biomasa, se recolecté una cantidad signfica-
tiva de cascaras de naranja y cascaras de café, que fueron
donadas por propietarios de la Finca El Paraiso de la vere-
da Barrientos, en el corregimiento de Arboledas, Norte de
Santander. Seguidamente se realizé la reduccion de ta-
mafo de las cdscaras de naranja obteniendo trozos de
0,5 cm x 0,5 cm, para las cascaras de café no se aplico la
reduccion de tamano, ya que estas naturalmente presen-
tan un tamano pequeno.

Se procedi6 a secar las cdscaras a temperatura ambien-
te, 30°C +/- 0,015, teniendo en cuenta que la ciudad de
Clcuta presenta clima célido, luego se determiné la hu-
medad que quedaba en la biomasa, por lo que se agre-
g6 1 o 2 gramos de cascara de café y naranja en una
capsula de porcelana, posteriormente se colocaron en el
horno a 110°C durante 1 hora, después se llevaron al
desecador las muestras y se realizaron pesadas hasta
obtener cantidades constantes. El ensayo se realizé por
duplicado, segin la norma NREL/TP-510-42621 (Sluiter
et al., 2008). Para la determinacién de celulosa, hemice-
lulosa y lignina de muestras analizadas durante el aho
2024, se utilizé el método de Van Soest, el cual es apli-
cado en el Laboratorio de Bromatologia (Janke et al.,
2016), de la sede de Campos Eliseos, Universidad Fran-
cisco de Paula Santander.

También se caracterizé la biomasa antes y después del
pretratamiento con microscopia electronica de barrido
SEM para observar la disposicion de la estructura interna
de la biomasa antes y después de ser procesadas. Para
hallar el % de humedad se utiliza la siguiente ecuacién (1).

peso de la muestra seca — peso de la capsula

YeHumedad = * 100

peso de lamuestra himeda

Para hallar la cantidad de lignina y celulosa en la bioma-
sa sin pretratar y pretratada se utilizan las siguientes
ecuaciones, (2) y (3):

%Hemicelulosa
LiHemicelulosas = %FDN — %FDA

%Lignina
%Llignina = %FDA — %celulosa

En donde:
%FDN: porcentaje fibra detergente neutra
%FDA: porcentaje fibra detergente acida

Pretratamiento de la biomasa

Las cascaras de naranja y café se sometieron a un pretra-
tamiento tipo oxidativo para remover lignina con 4acido
acético (vinagre comercial) y peréxido de hidrogeno
(agua oxigenada), se trabaj6 la dosificacion de reactivos
en relacion de 1:7, por cada gramo de residuo seco se
agregan 7 mL de agua (se tiene en cuenta la humedad
del residuo y los reactivos como el acido acético y peroxi-
do de hidrégeno)la relacion establecida para acido acéti-
co fue de 1:4, por cada gramo de residuo se agregan 4
mL de acido acético y el peréxido de hidrégeno se dosifi-
c6 en relacion de 1:0,5, por cada gramo seco de residuo
se agregaron 0,5 mL de perdxido. Los residuos fueron
dispuestos en erlenmeyers de 1000 mL durante 2 dias
a temperatura ambiente, y luego se llevaron a la auto-
clave durante 1 hora a 121°C. Terminado el pretratamien-
to, se retir6 el material del sobrenadante y se lavé con
agua destilada, posteriormente se secaron a temperatura
ambiente 30 °C+/- 0,15 los sustratos, y se realizé de nue-
vo la determinacion de humedad. Se hall6 el rendimiento
del proceso mediante los pesos por triplicado de la bio-
masa pretratada recién pretratada, y la biomasa pretrata-
da que se sec6 a temperatura ambiente 30 °C+/- 0,15,
teniendo en cuenta que, en el pretratamiento utilizado, se
remueve lignina y hemicelulosas.

La ecuacién (4) utilizada para hallar el rendimiento del
proceso es la siguiente, segtin (Kruyeniski, 2017):
peso inicial de la musstra pretratada

+ 100

f. Rmdlmmta =
GD
peso seco de la muestrapretratada
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Preparacion de la fermentacion en cultivo sumergido:
Los ensayos de fermentacion se realizaron por duplica-
do con el hongo Aspergillus niger, se preparé el medio
de cultivo correspondiente junto conel residuo pretrata-
do, el medio de cultivo utilizado denominado medio
Mandels, (Ospina, 2020), contenia 1,4 g/L de sulfato de
amonio, 2g/L fosfato monopotasico, 0,4 g/L cloruro de
calcio dihidratado, 0,3 g/L sulfato de magnesio, 0,5 g/L
sulfato ferroso heptahidratado, 0,2 g/L sulfato de manga-
neso hidratado, 0,2 g/L sulfato de zinc, 0,3 g/L de ureay
2 g/L de extracto de levadura, y buffer pH 4,8 citrato de
sodio. Teniendo en cuenta que se utiliz6 100 mL de
fermentacion en erlenmeyers de 250 mL con 3% p/v de
sustrato pretratado, el inéculo contenia 10% esporas/mL
aproximadamente (se preparé previamente en solucion
salina con Tween 80 al 0,1%), y correspondié al 10% v/
v del volumen total de la fermentacion. La fermentacion
se mantuvo en agitacion orbital a 130 rpm bajo condi-
ciones de temperatura ambiente por 12 dias, y se lleva-
ron a cabo cuatro muestreos para cuantificar la activi-
dad enzimatica posteriormente.

Determinacion de la actividad enzimatica: Se coloca-
ron duplicados junto con un blanco de residuos sin pre-
tratar. Se cuantifico la actividad de las celulasas genera-
das en el proceso de fermentacién durante 12 dias, to-
mando 3 mL del extracto enzimatico, el cual se centrifu-
go a 4000 rpm durante 30 min. El sobrenadante se utili-
z6 para medir las actividades junto con papel de filtro
Whatman N° 1 y DNS segtn indica la norma NREL/TP-
510-42628 (Adney et al., 2008). Se realiz6 la medicion
de la actividad por triplicado en diferentes concentracio-
nes de extracto enzimatico con su respectivo blanco,
segun indica la norma para determinacién de actividad
enzimatica de celulasas.

La ecuacién (5), utilizada para la determinacién de la
actividad enzimatica es la siguiente:

FPU = 237

y 5 ot a 'n_J iz
Concde enzima para producir 2,0myg de glucesa

FPU: Unidades de papel de filtro FPU/mL, de esta forma
se expresa finalmente el resultado.

Desarrollo de analisis estadistico: Se realizé la determina-
cion de la prueba del Test de Fisher de mudiltiples rangos, y
grafico correspondiente a los datos obtenidos en el segui-
miento de la fermentacion en estado sumergido, utilizando
el software estadistico Startgraphics Centurion version XV.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Seguidamente se detalla en la Tabla 1, caracteristicas
macroscopicas, microscépicas y medicién de los halos

enzimaticos de los microorganismos utilizados para los
ensayos realizados.

Caracterizacion de cepas y biomasa

Mediante el andlisis de la tabla 1, donde se evidenci6 simili-
tud en los resultados de produccion de celulasas, para los
dos microorganismos, se opt6 por realizar los ensayos de
fermentacion sumergida con Aspergillus niger.

Los resultados obtenidos en este trabajo, son compara-
bles con autores como (Tértora et al.,, 2023), quienes
hallaron halos de medicion de actividad enzimatica de
1,1 cm, 0,4 cmy 0,77 cm para las cepas HR5, HRE2, y
HR5E3 que son aislamientos fungicos en medio CMC,
por otra parte (Campuzano et al, 2017) encontraron
halos de 1,6 y 2,2 cm correspondientes a las cepas Rhi-
zopus sp S6 'y Rhizopus sp S14 en medio CMC, autores
como (Ramirez e Isaza 2019), definieron halos de 1,2 y
0,85 para Phanerochaete spp y Stereum spp en medio
Czapek”s Dox y finalmente en este trabajo de hallaron
halos de 0,45 y 0,40 cm para Aspergillus niger y Aspergi-
llus oryzae. Se afirma que esta prueba es de gran impor-
tancia debido a que evidencia la hidrélisis de la fuente
de carbono del medio generando un halo transparente
alrededor del crecimiento del microorganismo, permi-
tiendo asi elegir cual microrganismo presenta medicio-
nes significativas de produccion de la enzima.

Caracterizacion de la biomasa, determinacion de hu-
medad, lignina, hemicelulosa y celulosa

En este apartado se presentan en las tablas 2 y 3 los
resultados referentes a la caracterizacion de la biomasa,
cascaras de naranja y café, que han sido determinadas
previamente en el Laboratorio de Bromatologia sede
Campos Eliseos, UFPS.

Analizando las tablas 2 y 3, se destaca que en el caso de
las cascaras de naranja el efecto que ejercio el pretrata-
miento principalmente fue eliminar de forma significati-
va hemicelulosas y en menor cantidad lignina, el rendi-
miento del proceso fue del 36,42% , debido a lo nom-
brado anteriormente el pretratamiento no ejerce un
efecto significativo en remocién de lignina, pero si en
remocién de hemicelulosas, para el caso de las cascaras
de café se presenta mayor remocion de lignina y menor
de hemicelulosas, el rendimiento del proceso es del
41%, el resultado obtenido demuestra que se genero
una remocién de lignina aunque no significativa, tenien-
do en cuenta que las cdscaras de café presentan un con-
tenido representativo de lignina inicial (22)%, llegando
finalmente después del pretratamiento al 15%.

Segun lo anterior se indica que para mejorar los resulta-
dos de los tratamientos, inicialmente se debe tener en

29 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXVII No. 1 Enero - Junio 2025, 26 - 36



Tabla 1. Caracterizacién macroscépica y microscopica de cepas utilizadas.

Aspergillus niger

En el caso de Aspergillus niger en medio CMC, se observan
tres colonias grandes circulares con esporulado de color
negro. Las colonias de este hongo se caracterizan por poseer
textura polvorienta.

La observacién microscépica en el objetivo de 40X, presenta
el conidiéforo grande, de color café oscuro, biseriado con
métula y fidlides de color marrén oscuro que cubren toda la
vesicula dando la forma radiada tipica.

La medicién de los halos enziméticos formados alrededor del
crecimiento fungico es de 0,45 cm +/- 0,07.

Aspergillus oryzae

El hongo Aspergillus oryzae en medio CMC, presenta una
colonia grande de color beige, internamente con crecimiento
esporulado del hongo de color marrén -verdoso.

La caracterizacién microscépica con azul de lactofenol indica
la presencia de esporas del hongo, algunas se tifieron de azul
por el colorante y otras se visualizan de color marrén claro.

El didmetro de los halos es de 0,40 cm +/- 0,14.

Tabla 2. Caracterizacién cascaras de naranja

Humedad% Celulosa%  Lignina% Hemi %

Humedad% Celulosa% Lignina% Hemi %

13,40 4/-0,020  30+/-0,04 7+/-0,17 11,00 +/-1,0

294/-0,016 32 +/-0,95 4,4+[-1,0 4+/-1,2
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Tabla 3. Caracterizacion cascaras de café.

Cdscaras de café sin pretratar

Cdscaras de café pretratadas

Humedad% Celulosa % Lignina% Hemi %

Humedad% Celulosa% Lignina% Hemi %

8,35+/-0,023 36,31+/-1,12 22,00 +/1,17

13,6 +/- 0,75

27,55+/-0,01 42 +/0,51 13,00+/-0,9 15+/-0,35

cuenta que en el proceso se utilizé acido acético (vinagre
comercial) al 5% v/v y peréxido de hidrégeno (agua
oxigenada) al 3% v/v, por lo que se afirma que las con-
centraciones de los reactivos son bajas, por ende para
mejorar la efectividad del pretratamiento es necesario
mejorar sustancialmente las condiciones de este, aumen-
tando las cantidades de reactivo a utilizar, aplicando ma-
yor tiempo de reaccién en autoclave, y sometiendo la
biomasa inicialmente a una reduccién de tamaio, logran-
do de esta forma particulas mas pequenas de esta.

En el caso de las cascaras de naranja, se recomienda reali-
zar una extraccion de aceites esenciales antes de aplicar
el pretratamiento, ya que esto puede interferir en la remo-
cion de componentes. Es importante nombrar que, mejo-
rando los rendimientos de los procesos, se obtiene mayor
remocion de compuestos, ya que se facilita la actividad
del microorganismo, al hidrolizar la celulosa para producir
celulasas. Comparando con otros resultados de diferentes
autores que trabajaron con biomasa lignocelulésica, se
presenta en la Tabla 4.

En andlisis de los resultados presentados en la tabla 4, se
observa que los datos obtenidos en este trabajo son
comparables con los de otros autores, se evidencian
rendimientos que se encuentran dentro de los rangos de
varios autores, utilizando reactivos biodegradables, eco-
némicos y equipamiento de facil acceso en un laborato-
rio de biotecnologia.

Caracterizacion de la biomasa en microscopia SEM

La caracterizacion de la biomasa también se realiz6 en
microscopia de barrido electrénico, a continuacion, se
muestran las imagenes de la biomasa antes y despues
de pretratada.

Las imagenes en microscopia SEM evidencian la estruc-
tura interna de la biomasa de cascaras de café y naranja
sin pretratar y pretratadas, las imagenes revelan las fibras
de hemicelulosas, celulosa, lighina y estructuras de esto-
mas que conforman la biomasa lignocelulésica, en el
caso de la biomasa sin pretratar se puede visualizar cla-
ramente la presencia significativa de fibras, caso contra-
rio en la biomasa pretratada donde hay menos presen-
cia de fibras, debido al efecto que ejerce el pretrata-
miento en la estructura interna de estas, al eliminar parte

de la lignina y hemicelulosas contenidas en la biomasa.
La remocion de lignina y hemicelulosas, facilita la acce-
sibilidad a la celulosa por parte de los microorganismos
para producir enzimas.

Determinacion de la actividad enzimatica en cascaras
de naranja y café

La cinética correspondiente a la produccion de celulasas
a partir de cascaras de naranja se presenta en la Figura 1.

En base a los resultados que se presentan en la Figura 2,
se observa que a las 96 horas se presentan actividades
similares para los dos tipos de cascaras, a las 264 horas
en el caso de la cascara de naranja se ha presentado una
elevacion significativa en la actividad enzimatica, finali-
zando a las 312 horas, se genera un leve descenso de la
actividad, sugiriendo que seria necesario seguir mues-
treando después de este tiempo para determinar si conti-
nua disminuyendo la actividad o empieza a mantenerse
constante, caso contrario sucede en las cascaras de café
que a las que a las 264 horas llegan a su mayor actividad
enzimatica y de ahi en adelante el descenso de la activi-
dad es significativo, indicando que el tiempo éptimo de
produccién de la enzima para las cascaras de café es 12
dias, un dato interesante también en cuanto a la utiliza-
cién de las cascaras de naranja para produccién de enzi-
mas, es que estos residuos han sido principalmente estu-
diados para produccién de enzimas pectinasas, (Arellano
et al., 2015), pero en este trabajo se demostré que se
pueden obtener celulasas de esta materia prima.

En comparacién con la obtencién enzimatica de otros
autores como (Sosa 2019), también reportaron celulasas
a partir del Aspergillus niger, mediante el uso de residuos
como bagazo de cana, bagazo de sorgo, rastrojo de
maiz, cascara de arroz y paja de cebada, se generaron
resultados similares a esta investigacion con actividad
enzimatica de 0,215 FPU/ml. En otra investigacion
(Mueses et al., 2018), quienes trabajaron con el micro-
organismo, P. ostreatus, obtuvieron resultados significati-
vos en la produccién enzimatica con el bagazo de fique
con un total de 0,9978 FPU/mL con un intervalo de
tiempo de 20 dias, en comparacion a esta investigacion
que se trabaj6 durante 12 dias, y se cuantificaron resul-
tados considerables, por lo que se recalca que el tiem-
po es una variable muy importante a la hora de llevar a
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Cafe sin PT Cafe con PT
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15[KV] SP=5 WD=13.4 x200 100.0{um] HV 2024-11-02[ff 13[KV] SP=3 WD=14.4 x78 500.0[um] HV 2024-11-02

C) d)

N

Cascara naranja sin PT Cascara naranja con PT
15[KV] SP=5 WD=11.8 x87 500.0[um] HV -11- 13[KV] SP=3 WD=124 x84 500.0[um] HV 2024-11-02

Figura 1. a) Cdscara de café sin pretratamiento, b) Cdscara de café con pretratamiento, c) Cascara de naranja sin pre-
tratamiento, d) Cdscara de naranja con pretratamiento.

Actividad enzimatica vs tiempo
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Figura 2. Actividad enzimadtica vs tiempo
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Tabla 4. Comparacién pretratamientos para pretratar biomasa lignocelulésica

Pretratamiento

% Rendimiento del proceso

Referencia bibliografica

Bagazo de cafia panelera y hojarasca mezclados
en proporcién de 90:10 pretratados con perdxi-
do de hidrégeno alcalino, 40 min a temperatura
de 25°C, pH 11,5.

61,67% (Suédrez, 2017)

Tallos de yuca pretratados al 1% p/v, 5% de H2
02 y a un tamafio de particula de 0,6 mm,
hojas al 5% de H2 02 y 0,6mm de tamafio de
particula.

Hojas 8,52%, tallos 13%

(Nifioetal., 2013)

Hojarasca de residuos de poda reduciendo el
tamafio de particula de biomasa, y aplicando un

acido sulfarico diluido y alcali al 10% p/v, en
una relacién sélido-liquido de 1:10.

pretratamiento en condiciones de 50:50 v/v 80% (Kildegaard et al., 2021)
agua/dcido acético, a temperatura de 70°C,

tiempo de 90 minutos.

Cascarilla de arroz pretratada con acido y alcali,

mezclando el material seco con una solucién de 46,7% (Jaramilloetal., 2017)

do con bisulfito de sodio comercial al 4% p/p,
se oper6 en relaciéon sélido-liquido del 6% p/
v en un sistema de digestion en paralelo

Bagacillo de cafia, y polvillo de fique, pretrata- | 32,26% en bagacillo de cafia, y | (Pantoja-Matta et al., 2015)
62,72% en polvillo de fique

Céscaras pretratadas con &cido acético y peré-
xido de hidrégeno en autoclave durante 1 hora.

Céscaras de naranja 36%
Céscaras de café 41%

(Este trabajo)

cabo un proceso, ya que mayor tiempo puede implicar
mayor actividad enzimatica, pero se pueden elevar cos-
tos de produccion a la hora de pretender industrializar
el proceso. En la investigacion de (Cardona 2023), se
observa que los resultados que presentaron son meno-
res a los de este trabajo, en su procedimiento con me-
dios no convencionales obteniendo 0,130 FPU/mL de
actividad de celulasas a partir de residuos de la produc-
cion de flores y papa, lo anterior permite afirmar que el
proceso de fermentacion sumergido para produccion a

Tabla 5. Pruebas de Mdltiple Rangos para FPU/mL
por Tiempo hora.

Contraste | Sig. Diferencia +/- Limites
0-90 -0,225 0,0675099
0-264 -0,395 0,0675099
0-312 * -0,38 0,0675099
90 - 264 * -0,17 0,0551216
90-312 -0,155 0,0551216
264-312 0,015 0,0551216

Método: 95,0 porcentaje LSD
* indica una diferencia significativa.

partir de cdscaras de naranja y de café es promisorio, si
se desea continuar en la investigacion.

ANALISIS ESTADISTICOS

Analisis cascaras de naranja
Los resultados de la prueba de mdltiples rangos para las
cascaras de naranja son los siguientes.

En el caso de la prueba de mdltiples rangos de Fischer
se observa que existen diferencias significativas en todos
los tiempos excepto de las 264 a 312 horas, demostran-
do esta significancia con un valor -p de 0,0010 intra
grupal como se identificé en el andlisis de varianza.

En el caso de las cdscaras de naranja se observa que
existe diferencias significativas en las medias de todos
los tiempos, excepto de 264 a 312 horas. Del tiempo 0
a 90 horas va en aumento el promedio de la actividad
enzimatica de la celulasa, el tiempo donde el promedio
presenté el mayor aumento de la actividad enzimatica
es a las 264 horas, disminuyendo a las 312 horas.

Analisis para cascaras de café
Los resultados de los anélisis de la cdscara de café son
los siguientes.
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Figura 3. Actividad enzimdtica FPU/mL vs tiempo para cascaras de naranja.
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Figura 4. Actividad enzimatica FPU/ml vs tiempo para cdscaras de café.

Tabla 6. Pruebas de Mdltiple Rangos para FPU/mL
por Tiempo hora.
Método: 95,0 porcentaje LSD

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-90 -0,265 0,0795612
0-264 -0,39 0,0795612
0-312 -0,27 0,0795612

90 - 264 -0,125 0,0649615

90-312 -0,005 0,0649615

264-312 0,12 0,0649615

* indica una diferencia significativa.

En el caso de la prueba de mudiltiples rangos para la cas-
cara de café se observa que hay diferencias significativas
en todos los tiempos excepto en los tiempos de 90 a
312 horas, la significancia intra grupal se demuestra con
un valor- p de 0,0023 como se identificé en el andlisis
de la varianza.

En andlisis de la figura 4, se observa que el aumento del
promedio de la actividad enzimatica se da mayoritariamen-
te desde el tiempo 0 a 90 horas, seguidamente el mayor

resultado de actividad enzimética se reporta a las 264 ho-
ras, descendiendo significativamente a las 312 horas.

CONCLUSIONES

En base a los resultados que se obtuvieron en el trabajo
se puede concluir, que el pretratamiento propuesto para
este proyecto removié componentes de las biomasas,
sin embargo puede ser interesante seguirlo manejando
en futuros ensayos, si se mejoran las condiciones de
operacion, también se puede afirmar que la utilizacion
de céscaras de naranja y café son opciones llamativas
para producir extractos enzimaticos, ya que cabe desta-
carse que la opcion de producir enzimas a partir de es-
tos residuos, conllevaria a grandes impactos positivos a
nivel ambiental y econémico.
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Analisis In Silico de la molécula OmcZ
presente en los Nanocables Proteicos
Conductores de Electricidad en Geobacter sulfurreducens
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RESUMEN

Geobacter sulfurreducens es una bacteria anaerobia y mesofila que utiliza acidos grasos, alcoholes y compuestos mo-
noaromaticos como sustratos oxidativos, y 6xidos de hierro como aceptor de electrones. Se ha demostrado que esta
bacteria es eficiente en la generacion de electricidad y desempefia un papel importante en el ciclo del carbono vy la
biorremediacion. Se descubrié que este microorganismo produce y transfiere electrones a través de nanocables pro-
teinicos altamente conductores llamados pili; estos pili actdan como conductores metélicos, permitiendo que los mi-
croorganismos intercambien electrones con el medio extracelular.

El articulo se centra en el andlisis del gen y producto génico de una proteina llamada OmcZ, que desempena un papel
crucial en la transferencia de electrones entre G. sulfurreducens a los electrodos.

En este estudio, se llevaron a cabo varios pasos para investigar las secuencias de la proteina OmcZ en el género Geo-
bacter. Primero, se realizé una bisqueda en UniProt para obtener la secuencia del OmcZ de G. sulfurreducens. Luego,
se efectuaron alineamientos de secuencias con el programa BLASTp para identificar microorganismos ortélogos en el
NCBI. Se obtuvieron secuencias de 14 especies de Geobacter, las cuales se alinearon mudiltiples con el software ME-
GAT11. Se construy6 un arbol filogenético utilizando MEGA11 vy se realizé una prueba de reloj molecular de Tajima.
Ademas, se llevaron a cabo alineamientos y caracterizaciones de la secuencia OmcZ en G. sulfurreducens, incluyendo
el andlisis de su genoma vy la caracterizacién fisicoquimica de la proteina. Se usé el software RasMol para realizar pre-
dicciones y modelamientos de la proteina.

El estudio se centr6 en el alineamiento de las secuencias de la proteina OmcZ en diferentes especies de Geobacter spp,
ya que descubrié que los filamentos conductores de electricidad estan compuestos principalmente por OmcZ. Se en-
contré un nivel bajo de mutaciones y algunas deleciones en las secuencias analizadas. Se identificaron posibles domi-
nios conservados y se encontraron aminodcidos altamente conservados en la mayoria de las secuencias. El andlisis filo-
genético reveld dos clados principales y mostré la relacion entre las especies de Geobacter. El reloj molecular indicé
que la secuencia de la proteina OmcZ no se comporta estrictamente como un reloj molecular. Se caracterizé el geno-
ma de G. sulfurreducens y se identificé la region especifica que codifica la proteina OmcZ. Se realizé una caracteriza-
cion fisicoquimica de la proteina y se encontré que era estable y contenia grupos hemo. En general, este estudio pro-
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porciona una comprension de los nanocables proteinicos y su importancia en el metabolismo de Geobacter spp., con
implicaciones en tecnologias electroquimicas y biorremediacion.

Palabras claves: bioinformatica, Citocromo C, Geobacter, Electricidad, Nanocables.
ABSTRACT

Geobacter sulfurreducens is an anaerobic, mesophilic bacterium that uses fatty acids, alcohols and monoaromatic com-
pounds as oxidative substrates, and iron oxides as electron acceptors. This bacterium has been shown to be efficient in
electricity generation and plays an important role in carbon cycling and bioremediation. It was found that this microor-
ganism produces and transfers electrons through highly conductive protein nanowires called pili; these pili act as metal-
lic conductors, allowing the microorganisms to exchange electrons with the extracellular medium.

The article focuses on the analysis of the gene and gene product of a protein called OmcZ, which plays a crucial role in
electron transfer between G. sulfurreducens to the pili.

In this study, several steps were carried out to investigate the OmcZ protein sequences in the genus Geobacter. First, a
UniProt search was performed to obtain the OmcZ sequence of G. sulfurreducens. Then, sequence alignments were
performed with the BLASTp program to identify orthologous microorganisms in NCBI. Sequences of 14 Geobacter spe-
cies were obtained and multiple alignments were performed with MEGA11 software. A phylogenetic tree was construct-
ed using MEGAT1 and a Tajima molecular clock test was performed. In addition, OmcZ sequence alignments and char-
acterizations were performed on G. sulfurreducens, including genome analysis and physicochemical characterization of
the protein. RasMol software was used to perform protein predictions and modeling.

The study focused on the alignment of OmcZ protein sequences in different species of Geobacter spp, as it found that
the electrically conductive filaments are mainly composed of OmcZ. A low level of mutations and some deletions were
found in the analyzed sequences. Possible conserved domains were identified and highly conserved amino acids were
found in most of the sequences. Phylogenetic analysis revealed two major clades and showed the relationship between
Geobacter species. The molecular clock indicated that the OmcZ protein sequence does not behave strictly as a molec-
ular clock. The genome of G. sulfurreducens was characterized and the specific region encoding the OmcZ protein was
identified. A physicochemical characterization of the protein was performed and found to be stable and contain heme
groups. Overall, this study provides insight into protein nanowires and their importance in the metabolism of Geobacter
spp. with implications for electrochemical technologies and bioremediation.

Keywords: bioinformatics, Cytochrome C, Geobacter, Electricity, Nanowires,

Recibido: enero 17 de 2024 Aprobado: marzo 10 de 2025

INTRODUCCION

En la actualidad el modelo bacteriano de un microorga-
nismo electrogénico corresponde a la bacteria Gram
negativa, mesofila y anaerobia Geobacter sulfurreducens
(NCBI, 1995). Este es el primer microorganismo del que
se tiene constancia que produce grandes cantidades de
electricidad, reconociéndose como el mas eficaz en la
generacion de tal reaccion; ya que este es capaz de utili-
zar como sustrato oxidativo, acidos grasos, alcoholes y
compuestos monoaromaticos y usa Oxidos de hierro
como aceptor de electrones; adicionalmente, se ha iden-
tificado que esta reaccién es de gran importancia en el
ciclo del carbono y ha sido utilizada para procesos de
biorremediacién (Andrés et al., 2017).

G. sulfurreducens es una de las bacterias productoras de
electricidad mas importantes, y es la especie exoelectro-
génica mas comunmente identificadas en los modelos
de las Pilas de Combustible Microbiana (PCM) las cuales
son inoculadas con muestras microbianas diversas y
concentradas. En este tipo de estructuras se utilizan me-
dios con un pH casi neutro, agua dulce ligeramente sali-
na y temperaturas moderadas. Cuando el inéculo proce-
de de sedimentos o de aguas residuales y el reactor se
alimenta con acetato en un medio tamponado con bi-
carbonato o con fosfato en las condiciones menciona-
das, suele predominar G. sulfurreducens, en el modelo.
Este microorganismo se distingue por su capacidad para
reducir oxidantes insolubles incluidos minerales, sin de-
pender aparentemente de mediadores solubles de trans-
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ferencia extracelular de electrones (TEE) (Holmes et al.,
2004; Logan et al., 2019).

Se descubrié que este microorganismo produce y trans-
fiere electrones a través de nanocables proteicos alta-
mente conductores llamados pili. Estos pili actdan como
conductores metdlicos, permitiendo que los microorga-
nismos intercambien con el medio extracelular (Gu, Y. et
al., 2023). Geobacter spp. produce y transfiere electro-
nes a través de pili altamente conductores, permitiendo
una transferencia eficiente de electrones al anodo. La
mayoria de los otros microorganismos exoelectrogéni-
cos deben hacer contacto directo con el anodo o pro-
ducir y liberar lanzaderas de electrones que normalmen-
te no alcanzan concentraciones suficientes de electro-
nes en el anodo (Redondo, 2018). Basandose en la evi-
dencia cientifica recopilada, se ha concluido que la con-
ductividad de las biopeliculas se debe a la presencia de
una red altamente concentrada de pili que presenta con-
ductividad casi metadlica. Estos pili son esencialmente
nanocables, es decir, apéndices o filamentos que existen
fuera de las células microbianas y que son capaces de
conducir la electricidad de manera similar a cémo lo
hacen los conductores metalicos. En consecuencia, los
microorganismos pueden intercambiar electrones con el
medio extracelular a través de estos pili (Malvankar &
Lovley, 2014; Fu et al., 2020).

Distinguir a G. sulfurreducens de otras especies no siem-
pre es posible basdandose solamente en las secuencias del
gen del ARNr 16S, por ejemplo, los marcadores 16S
ARNr de G. anodireducens y G. sulfurreducens son idénti-
cos al 100%, sin embargo, se ha podido determinar que
la primera puede predominar en las PCM alimentadas
con acetato debido a su mayor tolerancia a salinidades
cercanas a las del agua de mar; adicionalmente, se ha
identificado que G. anodireducens no puede utilizar fuma-
rato como aceptor de electrones (Richter et al., 2008).

Actualmente, la transferencia extracelular de electrones
(TEE) tiene lugar a través de dos mecanismos distintos: la
transferencia directa de electrones (TDE) y la transferen-
cia indirecta de electrones (TIE). La TDE involucra a mi-
croorganismos que establecen contacto directo con los
aceptores de electrones insolubles, como electrodos u
otros sustratos. Esto se hace a través de las proteinas
que decoran la superficie celular, asi como apéndices
celulares como los pili o nanocables. Algunos de estos
apéndices también estin cubiertos de proteinas como
los citocromos C. Por el contrario, en la TIE esta se basa
en la capacidad de los microorganismos para emplear
compuestos activos redox solubles como transportado-
res de electrones (Costa et al., 2018). Estos transportado-
res median la transferencia de electrones entre las pro-

teinas conductoras expuestas en la superficie celular y
los aceptores de electrones insolubles como los electro-
dos, todos estos elementos a su vez hacen parte de las
tecnologias electroquimicas microbianas (Richardson et
al., 2012; Pirbadian et al., 2014; Santoro et al., 2017).

G. sulfurreducens ha sido objeto de amplios estudios,
estos cuentan con la asombrosa cantidad de 111 genes
que codifican los citocromos C, muchos de los cuales
portan mudltiples grupos hemo que actian como trans-
portadores de electrones (Santoro et al.,, 2017). Los pili
conductores de electricidad (E-pili) estan formados por
la proteina PilA truncada, que se considera que ha evo-
lucionado a partir de la pilina completa por fusion géni-
ca bajo selecciéon evolutiva positiva (Liu et al., 2020). El
flujo de electrones comienza desde la proteina de la
membrana interna MacA, continda hacia la proteina
periplasmica PpcA antes de transferirse finalmente a los
citocromos de la membrana externa en la superficie
celular (Omc) (Lovley, 2022); los mas notables entre
estos son: OmcS, OmcB y OmcZ. De estos, OmcZ se
destaca por ser responsable de la transferencia de elec-
trones entre la biopelicula de G. sulfurreducens al elec-
trodo presente en la PCM, lo que finalmente genera
altos niveles de corriente, donde el dltimo intercambio
de electrones, entre la célula y el electrodo, lo producen
las proteinas de membrana del citocromo C (Methé et
al., 2003; Sunil A. Patil, Cecilia Hagerhall, 2014; Santos
etal., 2015; Lovley, 2017).

La célula de G. sulfurreducens expresa 2 citocromos C
multihemo, OmcS y OmcZ, los cuales se ensamblan en
filamentos conductores, se ha identificado mediante
microscopia de fuerza atémica que casi todos los nano-
cables que emanan de las células de G. sulfurreducens
son e-pili, incluso en células que producian pequefas
cantidades de OmcS y OmcZ. Ademas, estas proteinas
homologas son raras en el mundo microbiano, y mu-
chos de los microorganismos que producen nanocables
carecen de citocromos en la superficie externa, lo que
sugiere que los filamentos basados en citocromos son
de alta importancia (Lovley, 2022). Los apéndices extra-
celulares conductores de la cepa G. sulfurreducens son
principalmente filamentos OmcZ, estos son filamentos
polimerizados con caracteristicas estructurales dnicas
que también proporcionan una base molecular para
comprender el transporte electrénico de largo alcance
en las proteinas (Wang et al., 2019).

Las biopeliculas generadas por G. sulfurreducens contie-
nen una red conductora de mediadores de TEE unidos
en la que OmcZ (citocromo C de tipo Z de membrana
externa) participa en la TEE homogénea (a través de la
masa del biofilm) mientras que OmcB media en la TEE
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heterogénea (a través de la interaccion biopelicula/
electrodo). En el caso de los pili de tipo IV son importan-
tes ambas reacciones tanto la mediada por los OmcZ
como la facilitada por OmcB. Los OmcS desempefnan
un papel secundario en la TEE homogénea, sin embargo,
desempenan un papel valioso en la transferencia extra-
celular de electrones, ya que puede transferir electrones
a oxidos de Fes. insolubles, asi como a otros aceptores
de electrones extracelulares, incluidos el 6xido de Mny.
y las sustancias hdmicas (Wang et al.,, 2019). En el caso
de OmcE, se ha determinado que este es fundamental
en la reduccion del 6xido de Fe (lll), y que no interviene
en ninguna de las reacciones previamente descritas
(Richter et al, 2009; Gu, Y., Srikanth, V., Malvankar,
N.S.; Lovley & Walker, 2019; Samatey, 2021).

Se ha identificado que para este tipo de microorganis-
mos la superficie celular tiene 2 estructuras para los cito-
cromos de membrana externa las cuales presentan las
caracteristicas descritas en la Tabla 1, sobre la estructu-
ra, simetria, estequiometria, peso, nimero de atomos y
residuos de los citocromos 8D9M y 7LQ5. Estos datos
son importantes para comprender la organizacion vy las
caracteristicas de estas proteinas en el contexto de su
funcion biolégica (RCSB PDB, 2021, 2022; Lovley,
2022; Wang et al., 2022).

Se ha determinado que el género de proteobacterias
estd compuesto por 13 especies y al realizar la compara-
cién entre cada una de estas, en términos de produc-
cion de electricidad se identificé que las mas representa-
tivas son G. sulfurreducens y G. metallireducens. Estas
observaciones orientan a que existe diversidad en la
estructura genémica del citocromo OmcZ y que debido
a ello el resto de las especies no producen una genera-
cién de electricidad tan alta.

Por estas razones el objetivo de este articulo es efectuar
una comparacion in silico entre las secuencias de los
genes que codifican OmcZ en las diferentes especies de
Geobacter y caracterizar este citocromo en el microor-
ganismo electrogénico G. sulfurreducens.

MATERIALES Y METODOS

Busqueda de las secuencias de OmcZ en el género
Geobacter

Se efectué una bdsqueda en la plataforma UniProt
(https://www.uniprot.org/) para identificar la secuencia
de la proteina del OmcZ teniendo como organismo mo-
delo el genoma de la bacteria G. sulfurreducens, esta
secuencia se recuperé en formato FASTA.

Alineamiento por pares y miltiple de las secuencias de
Geobacter spp.

Se ejecuto un alineamiento de la secuencia previamente
obtenida con ayuda del Software Standard Protein BLAST
(BLASTp)  (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?
PROGRAM=Dblastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_
LOC=blasthome) para detectar los microorganismos orto-
logos disponibles en el NCBI que presentan una homolo-
gia con la secuencia de la proteina OmcZ, de alli se extra-
jeron las secuencias de 14 especies correspondientes al
género Geobacter y a partir de estos se realizé un alinea-
miento mudltiple con el programa bioinformatico Molecu-
lar Evolutionary Genetics Analysis 11 (MEGA  11)
(Koichiro Tamura, Glen Stecher, 2021) con los valores
predeterminados de la alineaciéon de proteina por codo-
nes seleccionados mediante el algoritmo Clustal W pre-
sente en MEGA 11.

Andlisis filogenético

Para ver la estructura de los genes ortélogos y la orienta-
cion de los organismos seleccionados se usaron las se-
cuencias de los ortélogos del alineamiento previamente
obtenido y se construy6 el arbol filogenético utilizando
el programa MEGA 11. La sesién de alineamiento se
guardd y se utilizé para construir el arbol filogenético de
maxima verosimilitud con 100 replicaciones del método
de Bootstrap y utilizando la matriz de sustituciones de
aminodcidos basada en el método Jones-Taylor-
Thornton (JTT). Se realiz6 una tabla de distancia o de
estimaciones de la divergencia evolutiva entre las 14
secuencias de Geobacter spp. con ayuda del programa
MEGA 11, utilizando la opcién para la estimacion de
distancia “Computer overwall mean distance” el cual
presentaba las siguientes caracteristicas: con alcance
pares de taxones, sin ningiin método de estimacion de
la varianza, modelo de sustitucion tipo aminoacidos con
distancia P, tasas entre centros uniformes, patrén entre
linajes homdlogo y el tratamiento de los espacios de los
datos que faltan fue por deteccion por pares.

Prueba de reloj molecular de Tajima

Se elabor6 la prueba del reloj molecular de Tajima con
ayuda del programa MEGA 11; ya que las 14 secuencias
recuperadas representan microorganismos con secuencias
ortlogas con la secuencia inicial del OmcZ, a partir de
una busqueda del alineamiento méas divergente a los antes
obtenidos con la secuencia previamente obtenida de
OmcZ; estas secuencias fueron analizadas con la aplica-
cion de Standard Protein en la plataforma BLAST (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) en la cual se modificaron
los pardametros de bidsqueda con el fin de obtener una pa-
labra con un tamano de 2 y el parametro “Expect thres-
hold” en 0,01, detectando nuevos microorganismos que
presentaban homologia con la secuencia de la proteina
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OmcZ. La secuencia “MAG: IPT/TIG domaincontaining
protein [Methanosarcinales archaeon]”, la cual presentaba
una puntuacién de 199, el valor E 8 E-55 y un porcentaje
de identidad de 35,17%; se adiciond a las secuencias de
las 14 especies correspondientes al género Geobacter y se
realizé un alineamiento mdiltiple en MEGA 11 con los valo-
res predeterminados del programa.

A partir del alineamiento se cre6 el arbol filogenético
con el método estadistico de maxima verosimilitud, 100
réplica de Bootstrap para la prueba filogenética, usando
todos los sitios para agregar espacios y el método de
sustitucion Jons-Taylor-Thornton (JTT); con el arbol filo-
genético obtenido se desarrollé el Ml Clock Test en el
cual se usaron los siguientes parametros: Modelo de
sustitucion de aminoacidos bajo el método de sustitu-
cion JTT, utilizando todos los sitios para agregar espa-
cios, con el método estadistico maxima verosimilitud y
con relojes moleculares globales; de alli se separaron 2
clados uno de los taxones en Outgroup donde se en-
contraba la secuencia de Methanosarcinales archaeon y
en el otro las 14 secuencias de Geobacter spp. en un
grupo denominado taxones no agrupados.

Alineamiento miiltiple de las secuencias de la proteina
OmcZ en G. sulfurreducens

Se seleccionaron las 3 secuencias de G. sulfurreducens
de las subespecies KN400 y PCA; estas proteinas se
alinearon con los valores predeterminados utilizando el
algoritmo ClustalW en MEGA 11.

Caracterizacion del gen donde se encuentra el OmcZ
en G. sulfurreducens

Se exploré el genoma completo de G. sulfurreducens en
el NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con el cédigo
GenBank AP017912.1, buscando en la seccién de ca-
racteristicas: localizacion y calificacion, rastreando el
producto “Citocromo OmcZ multihemo de tipo C” iden-
tificado con el cédigo GenBank BBA70571.1, el cual
tiene el registro del gen completo, el locus, la region de
codificacion con su codoén de inicio, tabla de traduccién
y el nimero de identificacion de la proteina.

Caracterizacion fisicoquimica y estructural de la pro-
teina OmcZ en G. sulfurreducens

El  servidor ProtParam de Expasy (https://
web.expasy.org/protparam/) se usé para predecir el
peso molecular, punto isoeléctrico (pl), indice de inesta-
bilidad, indice alifatico, media de hidropatia (GRAVY) y
la composicion de aminodcidos de la proteina OmcZ de
G. sulfurreducens.

De igual manera, se realizé un andlisis estructural de la
molécula con la ayuda de programa bioinformatico Ras-

Mol para representar, explorar las estructuras, caracteris-
ticas de la proteina y los aminoacidos que interactdan
con el grupo hemo, los tetrapirroles y los atomos de
hierro que los componen.

RESULTADOS

Secuencia de OmcZ en Geobacter spp

La secuencia proteica de la OmcZ pertenecientes a G.
sulfurreducens se recuperaron de UniProt donde de es-
tas secuencias se selecciondé en funcion de los pardme-
tros generales de calidad de la herramienta UniProt y la
secuencia recuperada fue la siguiente:

>t|Q74BG5|Q74BG5_GEOSL Cytochrome C OS=Geobacter sulfurreducens (strain ATCC 51573 / DSM 12127 / PCA)
0X=243231 GN=OmeZ PE=1 SV=1
MKKKVLIGASLAAVVLTGAAMVGAAVPPPPVNQFLGIYDTKFPNLTKADCLECHVSDTVLVQQHHALINTVTPP
ASCINTSGTVPPTLATGCHVMVPDGSGGFTFQDFRNCFNCHTQTPHHTSPAAVAKDCKY CHGNFIDNPLDGHYIP
TYSASSVTPMPSGRSVTATDGNVVIVQGCEACHQAAPNAIDPKTNTVRPIFSNQDTHHG TGITDCNLCHNTSSNV
PIRQCEVCHGVNSLHNIQKDSPNAANLGTVKPGLEDLGWGHIGNNWDCQGCHWSWFGNSSPY TNATVPAINGQ
SSYTVTAGKEAVLTIVGSSFVNVGPDGVTTYQPTVALVSGSTSLTLTPFSVTESEIKVSVPALVEGVYELRITKAN
KVSNLAKLTVAPARIASATLATGK TLTITGTGFGPAPSSEYDAGIGVYAGTTQANVISWSDTKVVATSPDFATNG
YVTVKTINGPLSGKILAAPKKVKR

Alineamiento por pares y miltiple de las secuencias de
Geobacter spp

El alineamiento de secuencias de la proteina OmcZ de
los 14 microorganismos reportados en la base de datos
pertenecientes al género; presentando una similitud en-
tre las secuencias, brindando los siguientes datos: pun-
tuacion mas alta de 964 y la mas baja de 321, valor E
entre 0 y 6 E-120, porcentaje de identidad entre 45% y
100% para la proteina en OmcZ de Geobacter spp. Este
andlisis revelé que hubo un nivel relativamente bajo de
mutaciones, principalmente puntuales en la especie de
G. sulfurreducens y en algunos microorganismos se pre-
sentaron inserciones y deleciones, que generaron un
ndmero de espacios varié entre 0% y 8% entre las 14
secuencias de especies analizadas.

En las 14 secuencias alineadas del género Geobacter se
detectaron posibles dominios conservados, con puntajes
de alineamiento mayores o iguales a 200, la secuencia
denominada “Cadena A, Citocromo C [Geobacter sulfu-
rreducens PCA]” es la que presenté mayor ndmero de
indoles desde 270 a mas de 450, posiblemente los do-
minios no estan presentes en la misma secuencia, pero
si en la posicion aunque no sean similares a la serie pue-
den tener composiciones similares de la naturaleza, pe-
ro no en la funcion final que se desarrolla en el ORF.

Las secuencias de: IPT/TIG domain-containing protein
[Geobacter sulfurreducens], IPT/TIG domain-containing
protein [Geobacter] y IPT/TIG domain-containing protein
[Geobacter pickeringii] presentan un nimero de espacios
desde 1 hasta alrededor de 30, estos dominios se encuen-
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tran en receptores de la superficie celular como Met y
Ron, asi como en factores de transcripcion intracelulares
donde participa en la unién al ADN, puede que por ello
presentan una diferenciacion antes las otras secuencias.

En el alineamiento brindado por ClustalW en MEGA 11
se realiz6 la busqueda de homologia y el alineamiento
de secuencias multiples de estas 14 secuencias de
OmcZ y se revelé un pequeio tramo de region conser-
vada entre cada uno de los alineamientos. También se
observaron unos pocos aminoacidos altamente conser-
vados en la mayoria de las secuencias el cual presenté
que el 25,44 % de los residuos son 100 % idénticos
entre las 14 secuencias analizadas. En la region alineada
se encontraron 129 posiciones conservadas al 100%
que comprende aminoacidos no polares como: alanina,
leucina, glicina, prolina y valina; aminoacidos polares:
asparagina y serina; aminodacidos acidos como el gluta-
mico y aspartico; aminoacidos basicos: arginina e histidi-
na y aminoacidos aromaticos como la tirosina.

Andlisis filogenético

Se construyé un arbol filogenético utilizando las 14 se-
cuencias de proteinas OmcZ en Geobacter spp. median-
te el software MEGA 11. Las secuencias de las proteinas
OmcZ empleadas para la construccion del arbol filoge-
nético se obtuvieron a partir de los resultados de
BLASTp, que procedian de especies de Geobacter spp.
Las ramas horizontales representaban linajes evolutivos
que cambiaban con el tiempo.

Los andlisis revelaron que las secuencias de aminodcidos
crearon un arbol filogenético coherente y se distribuyeron
en dos clados principales para las 14 especies evaluadas.
El clado dominante (A) estaba formado por secuencias de
aminoacidos en el que de la secuencia de Geobacter spp.
es la inicial y de alli se derivan la cepa de G. chapellei, C.
benzoatilyticus, G. sulfurreducens en conjunto con otras
subespecies y se unificaron G. soli con G. anodireducens,
lo que reveld la similitud a nivel de secuencia. En el clado
B se unificaron a partir de la secuencia de Geobacter spp.
AOGT1 de alli se derivaron G. pickeringii, G. hydrogenop-
hilus, G. grbiciae y se unificaron las subespecies de C.
metallireducens GS-15 y RCH13.

En el arbol filogenético nueve de las ramas presentaron
un alto soporte Bootstrap entre el 70% y el 100% consi-
derdndose mas robustas y confiables para el analisis.
Ademas, se observa que en el clado A la secuencia de
G. Sulfurreducens PCA y G. Sulfurreducens KN400 for-
maban parientes hermanos (100% de apoyo para maxi-
ma parsimonia). Luego, la secuencia de G. Sulfurredu-
cens cerrd a estos grupos hermanos con un 100%; indi-
cando que eran los parientes mas cercanos entre todas

100 G.sulfurreducensPCA
> G sulfurreducenskKN400
100 G.sulfurreducens
- G.anodireducens
100 G.soli

100 I
G.benzoatilyticus

Geobactersp
72 E G.chapellei

GeobacterspAOG1

G_pickeringii

G.hydrogenophilus

G.grbiciae
100 9

G.metallireducensGS-15

35 G.metallireducensRCH3

Figura 1. Arbol filogenético del alineamiento de las 14
secuencias de Geobacter spp. Fuente: MEGA11.

las 14 especies utilizadas para la reconstruccion filoge-
nética (Figura 1).

El andlisis evolutivo que se realiz6 en MEGA 11 para
analizar la distancia demostré el nimero de diferencias
de aminodacidos por sitio entre secuencias, este andlisis
incluyé 14 secuencias de aminoacidos, donde se elimi-
naron todas las posiciones ambiguas de cada par de
secuencias, encontrando finalmente que en el conjunto
de datos final habia un total de 507 posiciones.

Prueba de reloj molecular de Tajima

Para realizar esta prueba se realizé un alineamiento de las
14 secuencias iniciales de la proteina OmcZ en Geobac-
ter spp. junto con una secuencia denominada “MAG:
IPT/TIG domain-containing protein [Methanosarcinales
archaeon]” y a partir de estas secuencias se cre6 un arbol
filogenético, en este se crearon 3 clados donde las dos
iniciales pertenecian a las secuencias de Geobacter spp. y
el dltimo a Methanosarcinales archaeon, presentando una
distancia filogenética amplia (Figura 2).

Los analisis evolutivos que se realizaron en MEGA 11
para la prueba del reloj molecular la hipotesis nula de
igual ritmo evolutivo en todo el arbol se rechazé con un
nivel de significacién del 5% (P=7,579 E-185); este andlisis
incluy6 15 secuencias de aminoacidos, donde el conjunto
de datos final habia un total de 507 posiciones; en donde
el valor InL con reloj fue de -10000.360 con 14 parame-
tros, mientras que la prueba sin reloj presentaba un valor
de InL -9546.263 con 27 parametros, con estos resulta-
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Tabla 1. Caracteristicas estructurales de los citocromos identificados en RCSB - PDB con los cédigos 8D9M y 7LO5 (Koichiro
Tamura, Glen Stecher, 2021; Wang et al., 2022).

Estructura de los citocromos

Proteina 8D9M

Proteina 7LQ5

Cadena
Simetria
Estequiometria global
Peso total (kDa)

Nimero de dtomos
Nimero de residuos modelados

Ndmero de residuos depositados

Unica
Global helicoidal
Homo 7-mer-A7

54,37

2.281

258

473

Unica
Helicoidal - H
Homo 3-mer-A3
97,9
6.843
774

774

G.sulfurreducensPCA
G.sulfurreducenskKN400
G_sulfurreducens
G.anodireducens

G.soli

G.benzoatilyticus

Geabactersp

G_chapellei
GeobacterspAOG1
G.pickeringii

100

G.hydrogenophilus

G.metallireducensGS-15

G.metallireducensRCH3
37 G.grbiciae

100

100

Methanosarcinales archaeon

Figura 2. Arbol filogenético del alineamiento de las 14 secuen-
cias de Geobacter spp. mds la secuencia de Methanosarcinales
archaeon. Fuente: MEGA11.

dos se pudo inferir que la seccion del gen que contiene la
proteina de OmcZ en Geobacter spp. no se comporta
como reloj molecular, pero si de manera similar a uno.

Analisis de las secuencias de Geobacter sulfurreducens
El alineamiento de las 3 secuencias de la proteina OmcZ
en G. sulfurreducens conté con un total de 473 posicio-
nes con similitud de secuencia (puntuacién minima de
953 - 964, valor E de 0, porcentaje de identidad entre
99,58 % y 100 %). Se revel6 que las secuencias estaban
muy conservadas a lo largo de la evolucion, en donde el
91,3% de los residuos son 100% idénticos entre las 3
secuencias, adicionalmente hubo un nivel relativamente
bajo de mutaciones entre estos.

Caracterizacion del gen donde se encuentra el OmcZ
en G. sulfurreducens

En el NCBI se identific6 que el ADN de G. sulfurredu-
cens esta integrado por 3.726.411 pb, con un contenido
de G+C del 60,7% y no se encontraron plasmidos. El
cromosoma contiene 2 operones de ARNr, 49 genes de
ARNt y 3.327 secuencias codificadoras de proteinas
(CDS) (Inoue et al., 2018). La region que codifica la pro-
teina OmcZ en este microorganismo se encuentra en la
region entre 2.240.813 y 2.242.234 en el locus
“YM18_2051”, al traducir esta con el uso de la herra-
mienta  ORFider  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?Zmode=c#SG11) y el uso
del cédigo genético 11 de los pldsmidos de bacterias,
arqueas y plantas; esta proteina generada se identifica
en el NCBI como BBA70571.1 la cual consta de 473
aminodcidos (NCBI, 2018; NCBI, 2019).

Caracterizacion fisicoquimica y estructural de la pro-
teina OmcZ en G. sulfurreducens

Para la caracterizacién fisicoquimica se evaluaron todas
estas propiedades fisicoquimicas de la proteina OmcZ
de G. sulfurreducens utilizando el servidor Expasy Prot-
Param; identificando que esta proteina presenta un peso
molecular de 49.378,83 Da, contiene un total de ato-
mos de 6.884 y siendo la férmula quimica la siguiente:
C2172H3417N5990676520~

La proteina consta de 473 residuos de aminoacidos; el
punto isoeléctrico tedrico (pl) de esta proteina fue de
7,22, lo que sugiere que la proteina es neutra, esto debi-
do a la presencia de igual nimero de residuos de aminoa-
cidos cargados negativamente (dcido aspdrtico y glutami-
co) y de aminodcidos basicos (arginina, lisina) que fueron
29 para ambos. El indice de inestabilidad se calcul6 en
mas de 34,17, lo que clasific6 a la OmcZ como una pro-
teina estable. El indice alifatico fue de 79,96, lo que pue-
de considerarse un factor positivo para aumentar la termo
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Tabla 2. Composicion de aminoacidos de la proteina OmcZ de G. sulfurreducens. Fuente: RasMol.

Aminodcido Cantidad de Porcentaje (%) Aminodacido Cantidad de  Porcentaje (%)
dtomos dtomos
Ala (A) 240 4,1 Lys (K) 189 3,2
Arg (R) 132 2,2 Met (M) 48 0,8
Asn (N) 528 9,0 Phe (F) 297 51
Asp (D) 360 6,1 Pro (P) 462 7,9
Cys (O 288 4,9 Pyl (O) 0 0
Gln (Q) 297 5,1 Sec (U) 0 0
Glu (E) 108 1,8 Ser (S) 288 4,9
Gly (G) 252 4,3 Thr (T) 504 8,6
His (H) 510 8,7 Trp (W) 168 2,8
Ile (1) 288 4,9 Tyr (Y) 144 24
Leu (D 288 4,9 Val (V) 420 7,2

estabilidad de la proteina. Ademas, el valor Grand Avera-
ge of Hydropathy (GRAVY) result6 negativo (-0,028), lo
que indica que esta proteina es apolar.

Los aminoacidos mas abundantes en la proteina OmcZ
de G. sulfurreducens son: asparagina (9,0%), histidina
(8,7%), treonina (8,6%), prolina (7,9%), valina (7,2%) y
serina (4,9%); representando una proporcion significati-
va de la composicion total de la proteina. La histidina es
el segundo aminoacido que se encuentra en mayor pro-
porcién en la proteina 8,7%, ya que es importante en la
formacién de enlaces coordinados con iones metalicos.
Por otra parte, esta proteina no contiene los aminodci-
dos pirrolisina ni selenocisteina (Tabla 2).

La base de datos “Protein Data Bank (PDB)” caracterizo
la proteina identificada con el cédigo “8D9IM” denomina-
da “Cryo-EM de los nanocables OmcZ de G. sulfurredu-
cens”, e identifico las siguientes caracteristicas en la cade-
na A la cual cuenta con 16 puntos donde hay una coordi-

nacion metdlica y se encuentran entre las posiciones 54
a las 276 y estan directamente relacionadas con las histi-
dinas pertenecientes a la secuencia, esta estructura pre-
senta 7 enlaces covalentes entre las cisteinas y contiene
un péptido cis entre la treonina y la prolina.

Segun el programa RasMol la estructura de la proteina
fue generada mediante crioEM de nanocables OmcZ
de G. sulfurreducens y identific6 que estd compuesta
por 6 cadenas, 774 grupos funcionales con 21 hélices y
12 hebras; con un total de 6.843 atomos de los cuales
5.811 pertenecen a la proteina, 1.032 son dtomos desig-
nados al grupo hemo, con 54 atomos de azufre y 24
atomos de hierro (Figura 3).

La molécula cuenta con 24 grupos hemo los cuales es-
tan compuestos por tetrapirroles enlazados los unos con
los otros con un atomo de hierro coordinado a cada
hemo. El grupo hemo es un tetrapirrol, también conoci-
do como anillo porfirinico, que consiste en cuatro ani-

Figura 3. Visualizacion inicial de la proteina de la estructura crio-EM de nanocables OmcZ de G. sulfurreducens.
Fuente: RasMol.
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llos pirrdlicos unidos por enlaces covalentes. En el cen-
tro del grupo hemo se encuentra un atomo del tetrapi-
rrol actda como un cofactor esencial para la funcién de
la proteina, la presencia del atomo de hierro en el cen-
tro del grupo hemo permite que el citocromo C juegue
un papel clave en las reacciones de transferencia de
electrones en las células. El atomo de hierro puede alter-
nar entre diferentes estados de oxidacion (Fe,. y Fess) y
facilitar la transferencia de electrones entre proteinas y
complejos en la cadena respiratoria.

La histidina es un aminodcido que se encuentra en las
proteinas y tiene la capacidad de interactuar con tetrapi-
rroles y atomos de hierro en ciertas proteinas, como las
hemoproteinas. La histidina, especificamente la histidina
18, es un residuo de aminodcido que interactia con el
atomo de hierro en el centro del grupo hemo, a través
de uno de los atomos de nitrégeno de su grupo imida-
zol, forma un enlace coordinado con el atomo de hierro
y estabiliza la unién del dtomo de hierro en el grupo
hemo. La interaccion entre la histidina, el tetrapirrol y el
atomo de hierro es crucial en muchas proteinas que
contienen grupos hemo, como la hemoglobina y la mio-
globina, ya que estas proteinas estan involucradas en el
transporte y almacenamiento de oxigeno en los tejidos.

En esta proteina se ha identificado que el hemo C se
caracteriza por la presencia de dos enlaces tioéter cova-
lentes formados entre las cadenas laterales cisteina y los
grupos vinilo del hemo en las posiciones 2 y 4.

Las hélices de la proteina exhiben una caracteristica de
polaridad, lo que significa que estdn compuestas por
una cara que contiene la mayoria de los aminoacidos
polares con un 57,6% y la otra compuesta por un
42,38% de aminoacidos hidrofébicos. La polaridad de
las hélices puede estar relacionada con su funcién en la
proteina. Las regiones polares pueden estar involucradas
en interacciones con otras moléculas polares, como
proteinas o acidos nucleicos, mientras que las regiones
hidrofébicas pueden estar involucradas en interacciones
con lipidos o en el ntcleo hidrofébico de la proteina y la
interaccion con el grupo hemo.

DISCUSION

Analisis de la secuencia

Los resultados del anadlisis de las secuencias de OmcZ
en Geobacter spp. indican que esta proteina estd alta-
mente conservada entre las diferentes especies del gé-
nero. El alineamiento de las secuencias de OmcZ de
Geobacter spp. revelé que el 25,44% de los residuos
son 100% idénticos entre las 14 secuencias analizadas.
Ademas, el alineamiento de las 3 secuencias de OmcZ

de G. sulfurreducens revel6 que el 91,3% de los residuos
son 100% idénticos.

Estos resultados sugieren que OmcZ es una proteina
esencial para la funcion electrogénica de Geobacter spp.
la cual ha sido sometida a una fuerte presion selectiva
para conservar su estructura y funcion a lo largo de la
evoluciéon. Las mutaciones que se han producido en
OmcZ entre las diferentes especies de Geobacter spp.
son principalmente puntuales, y se han concentrado en
regiones no esenciales de la proteina OmcZ, sugiriendo
que estas mutaciones no han tenido un impacto signifi-
cativo en su funcién. El andlisis del gen que codifica
OmcZ en G. sulfurreducens revela que este se encuen-
tra en el locus “YM18_2051", este locus también contie-
ne genes que codifican otras proteinas involucradas en
la transferencia de electrones desde compuestos organi-
cos a electrodos, lo que sugiere que OmcZ esta involu-
crada en este proceso.

Andlisis filogenético

Los resultados del andlisis filogenético de las secuencias
de OmcZ en Geobacter spp. indican que estas proteinas
estan agrupadas en dos clados principales: el clado A,
formado por secuencias de G. soli, G. anodireducens, G.
benzoatilyticus, G. sulfurreducens y G. chapellei; y el cla-
do B, formado por secuencias de G. pickeringii, G.
hydrogenophilus, G. grbiciae, G. metallireducens GS-15,
Geobacter spp. AOG1 y G. metallireducens RCH13. El
hecho de que las secuencias de OmcZ de G. sulfurredu-
cens se encuentren en los dos clados principales sugiere
que esta especie es basal al género Geobacter. Esto es
consistente con los resultados de estudios filogenéticos
anteriores, que han encontrado que G. sulfurreducens es
la especie mas divergente del género (Mora Collazos &
Bravo Montano, 2017).

La prueba de reloj molecular de Tajima indicé que la
seccion del gen que contiene la proteina de OmcZ en
Geobacter spp. no se comporta como un reloj molecu-
lar, pero si de manera similar a uno. Estos resultados
sugieren que la evolucion de esta proteina ha estado
sujeta a una tasa mutacional relativamente constante a
lo largo del tiempo.

Los resultados del andlisis de la divergencia evolutiva
muestran que las bacterias del género Geobacter son un
grupo diverso, con una amplia gama de diferencias ge-
néticas. Las diferencias mas significativas se observan
entre las especies G. sulfurreducens y G. metallireducens,
que tienen un 37,71% de diferencias de aminoacidos.
Las especies G. soli y G. benzoatilyticus son las mas cer-
canas a G. sulfurreducens, con un 7,62% vy 37,71% de
diferencias entre los aminoacidos, respectivamente. Es-
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tas especies comparten algunas caracteristicas, como la
capacidad de reducir sulfatos y la presencia de una es-
tructura de pili en forma de hélice. Las especies Geobac-
ter spp., G. chapellei, Geobacter spp. AOG1, G. metalli-
reducens GS-15 y G. metallireducens RCH3 son mas
distantes de G. sulfurreducens, con diferencias de ami-
nodacidos que van del 40,62% al 52,49%.

Estas diferencias probablemente reflejan las adaptacio-
nes de estas especies a diferentes ambientes y condicio-
nes. El clado A esta formado por secuencias de especies
que habitan ambientes sedimentarios, mientras que el
clado B esta formado por secuencias de especies que
habitan ambientes acuaticos. Sugiriendo que las diferen-
cias en la distribucion ecolégica de las especies de Geo-
bacter pueden estar relacionadas con las diferencias en
la estructura de la proteina OmcZ. Por ejemplo, G. sulfu-
rreducens es una especie anaerébica que puede reducir
sulfatos, mientras que G. metallireducens es una especie
facultativa que puede reducir sulfatos o metales.

Caracterizacion fisicoquimica y estructural de la pro-
teina OmcZ en G. sulfurreducens

Se establece que esta proteina es una hemoproteina, es
decir, contiene 24 grupos formado por cuatro anillos
pirrélicos unidos por enlaces covalentes a los dtomos de
hierro, el cual se encuentra en el centro de la estructura,
siendo asi una proteina estable e hidrofébica. Estd com-
puesta por 473 residuos de aminodcidos, en donde la
histidina es el segundo aminodcido mas abundante en la
proteina, siendo algunas de ellas importantes en la for-
macion de enlaces coordinados con el ion hierro. Estruc-
turalmente se identifica que esta proteina contiene héli-
ces anfipaticas, la polaridad de las hélices esta relaciona-
da con su funcion en la proteina y la disposicion de los
grupos hemo que facilita el que estos pili se comporten
en procesos de transferencia de electrones de manera
casi metdlica. Los grupos prostéticos del hemo desem-
pefan un papel crucial al interactuar con el entorno pro-
teico, influyendo en su reactividad, los factores determi-
nantes incluyen el ndmero y tipo de ligandos axiales
donados por la proteina al hierro, la profundidad de in-
sercion del hemo en la proteina, la accesibilidad a ligan-
dos exégenos, la distribucion de grupos polares y carga-
dos alrededor del hemo, y otras propiedades del sitio de
unién al hemo y de la proteina. Por ejemplo, en el caso
del hemo ¢, el cual se caracteriza por enlaces tioéter
covalentes, establece enlaces con cadenas laterales de
cisteina en las posiciones 2 y 4 de los grupos vinilo.

Las proteinas que contienen hemo ¢, conocidas como
citocromos C, cumplen principalmente el papel de trans-
portadores de electrones. Su sitio de union al hemo sue-
le estar definido por un pentapéptido CXXCH, donde la
histidina actia como ligando axial, las cisteinas forman

enlaces tioéter con la porfirina y hay unién con los resi-
duos variables, desempenando un rol esencial en la fun-
cion bioloégica. Es asi como esta proteina se puede clasi-
ficar como un citocromo C de clase 4 donde hay una
alta proporcion de hemo en relacion con el polipéptido;
en estos citocromos, el ligamento axial puede ser Histidi-
na-Metionina o Metionina-Histidina, aportando versatili-
dad a su funcién bioldgica.

CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion han arrojado impor-
tantes revelaciones a nivel proteémico sobre la estructu-
ra y la evolucion de los nanocables proteinicos, conoci-
dos como E-pili, que desempenan un papel crucial en la
transferencia de electrones en este microorganismo.

El andlisis detallado de las secuencias de OmcZ en Geo-
bacter spp. ha demostrado la conservacién evolutiva de
esta proteina, asi como la existencia de posibles domi-
nios conservados que sugieren una diferenciacion fun-
cional. Asimismo, se han identificado aminodacidos alta-
mente conservados en la mayoria de las secuencias, lo
que indica su importancia en la funcion y estructura de
la proteina. El andlisis filogenético ha permitido identifi-
car las relaciones y la divergencia evolutiva entre las
secuencias de OmcZ en Geobacter spp., proporcionan-
do una visién mas clara de la evolucién de esta proteina
a lo largo del tiempo. Ademas, el estudio revel6 informa-
cion relevante sobre la ubicacién y caracteristicas del
gen que codifica la proteina OmcZ en el genoma de C.
sulfurreducens.

La caracterizacion fisicoquimica de la proteina OmcZ ha
destacado su composicion especifica, la presencia de
grupos hemo y la importancia de ciertos aminoacidos
como la histidina y la cisteina en su estructura y funcion.
En general, estos hallazgos proporcionan una mejor
comprension de la funcién y la importancia de la protei-
na OmcZ en el metabolismo de G. sulfurreducens al
igual que en el proceso de transferencia extracelular de
electrones en Geobacter spp.

Este estudio In Silico ha contribuido al conocimiento de
la estructura proteica de OmcZ que se encuentra en los
nanocables conductores de electricidad en Geobacter
spp. y abre nuevas perspectivas para futuras investiga-
ciones y aplicaciones en campos como la biotecnologia
y la bioenergia, en donde el entendimiento profundo de
estos mecanismos puede conducir a innovaciones tec-
nolégicas y soluciones sostenibles basadas en la activi-
dad metabdlica de microorganismos electrogénicos co-
mo G. sulfurreducens.
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RESUMEN

Este estudio evalu6 la actividad pectinolitica de las enzimas producidas por el aislado Aspergillus niger M6P21 (P. Micheli,
1729), utilizando albedo de pifia, albedo de maracuyd y una combinacién de ambos como Uunicas fuentes de carbono,
con pectina comercial como control. El aislado M6P21 fue obtenido de un cultivo de pifa en el distrito Sarandelo de
Lorica, Cordoba, Colombia. La produccién enzimética se evalué en cuatro tratamientos: albedo de pifa, albedo de mara-
cuya, su mezcla y pectina comercial. La actividad pectinolitica se monitoreé durante tres dias, y los resultados se expresa-
ron como concentracion de azucares reductores. Los hallazgos demostraron una actividad enzimatica notable: 0,2816 g/
L para el albedo de pifia, 0,2740 g/l para el albedo de maracuyd, 0,3923 g/l para la mezcla de sustratos y 0,3046 g/L
para la pectina comercial. El andlisis estadistico mediante ANOVA arrojé un valor - p de 0,9383, lo que indica que no
hubo diferencias significativas entre los tratamientos. Estos resultados resaltan el potencial de Aspergillus niger M6P21
para la produccién de pectinasas a partir de subproductos agroindustriales, ofreciendo un enfoque biotecnolégico soste-
nible para la valorizacién de residuos frutales en las industrias alimentaria y biotecnoldgica.

Palabras claves: Enzimas fungicas, Ananas comosus, Passiflora edulis, Aspergillus niger, Azucares.
ABSTRACT

This study evaluated the pectinolytic activity of enzymes produced by the Aspergillus niger M6P21 isolate (P. Micheli,
1729), using pineapple albedo, passion fruit albedo, and a combination of both as sole carbon sources, with commer-
cial pectin serving as the control. The M6P21 isolate was isolated from a pineapple crop in the Sarandelo district of
Lorica, Cérdoba, Colombia. Enzyme production was assessed across four treatments: pineapple albedo, passion fruit
albedo, their mixture, and commercial pectin. Pectinolytic activity was monitored over three days, with results ex-
pressed as reducing sugar concentration. The findings demonstrated notable enzymatic activity: 0.2816 g/L for pineap-

*

Docente asistente, Facultad de ciencias basicas, Grupo de investigacion GRUBIODEQ del programa de biologia y quimica,

Universidad de Cérdoba. https://orcid.org/0000-0002-4355-7824

** Docente titular, Facultad de ciencias basicas, Grupo de investigacion GRUBIODEQ del programa de biologia y quimica, Univer-
sidad de Cdrdoba. https://orcid.org/0000-0002-7797-1580

*** Docente asistente, Facultad de Ingenieria, Laboratorio de Biorpocesos y Fermentaciones, Grupo de investigacién GIPPAL del

programa de Ingenieria de Alimentos, Universidad de Cérdoba. https://orcid.org/0009-0000-5696-2549

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXVII No. 1 Enero - Junio 2025, 49 - 62

Licencia Creative Commons Atribucién 4.0 Internacional.



ple albedo, 0.2740 g/L for passion fruit albedo, 0.3923 g/L for the mixed substrates, and 0.3046 g/L for commercial
pectin. Statistical analysis using ANOVA vyielded a p-value of 0.9383, indicating no significant differences among the
treatments. These results highlight the potential of Aspergillus niger M6P21 for pectinase production from agro-
industrial by-products, offering a sustainable biotechnological approach for the valorization of fruit waste in the food

and biotechnology industries.

Keywords: Fungal enzymes, Ananas comosus, Passiflora edulis, Aspergillus niger, Reducing sugars.

Recibido: noviembre 7 de 2024 Aprobado: abril 22 de 2025

INTRODUCCION

En Cordoba la comercializacién de jugos constituye un
factor importante en el dmbito econémico, desde el afo
2022 se siembran aproximadamente 225 hectireas de
Pina (Ananas comosus) conformando el 2% de produc-
tores de pifa a nivel nacional (Granado & Aguillon,
2019; Ajayi et al., 2022; Agronet, 2024b). En el caso del
consumo maracuya (Passiflora edulis) la siembra fue de
1.024 hectareas aproximadamente para el 2022
(Agronet, 2024a), estas frutas son comercializadas por
sus propiedades nutricionales lo que lleva a la alta de-
manda de la produccién por pequefios agricultores.

La pectina es un polisacarido con estructura compleja
que hace parte de la pared vegetal de los frutos y plan-
tas, por su alta complejidad la degradacién de esta es-
tructura depende de enzimas producidas por microorga-
nismos filamentosos (Satapathy et al., 2020; Neves Ju-
nior et al., 2021). Estd constituido de unidades repetiti-
vas de residuos acido galactopiranosilurénico y unida-
des de galactosa, arabinosa, xilosa y fructosa (Ciriminna
etal., 2022; Zhong et al., 2021).

Las enzimas son herramientas biotecnolégicas muy va-
liosas en la elaboracion de alimentos (C. Li et al., 2020;
Boukid et al., 2023), particularmente las pectinasas se
emplean en la industria alimenticia para aumentar la
eficiencia de procesos extractivos, estabilizacion de pro-
ductos y mejoramiento del sabor. Su produccién a bajo
costo, de hongos filamentosos utilizando sustratos
agroindustriales afines con el microorganismo, como
este caso sustratos ricos en pectina Sharma et al,
(2022). Estas son producidas principalmente por micro-
organismos donde se encuentran bacterias, levaduras y
hongos filamentosos, hoy en dia esta enzima juega un
papel importante en las actividades metabdlicas de casi
todos los organismos vivos (Abdullahi et al., 2021; Lo-
zano & Lépez, 2001).

El microorganismo mas empleado en la industria para la
produccion de enzimas es Aspergillus niger, gracias a su
capacidad de secretar hasta un 70% de enzimas extra-
celulares, permitiéndole metabolizar diversas fuentes de

carbono (Sharma & Vimal, 2023). En este contexto, se
ha planteado el uso de enzimas producidas por hongos
del género Aspergillus en andlisis cualitativos de jugos
naturales de baja concentracién, con el propésito de
evaluar su potencial clarificante (Kirimura & Yoshioka,
2019; Garcia et al., 2023). Este hongo es facil de mane-
jar debido a su crecimiento rapido y a su capacidad de
fermentar cualquier materia prima (Viayaraghavan et al.,
2019; Mohammadi et al., 2023) y también ofrece rendi-
mientos constantes cuando es utilizado (Chergui et al.,
2021; Abarca, 2000; Weng et al., 2024).

Esta investigacion se realizé con el objetivo de determi-
nar la actividad enzimdtica mediante el método DNS
(acido 3,5- dinitrosalicilico) para un andlisis la produc-
cién enzimatica del hongo Aspergillus niger M6P21 nati-
va de cultivos de frutas de pifa, la cual fue sometida a
diversos tratamientos, empleando como sustratos modi-
ficados el albedo de pifia y maracuya. La tecnologia de
enzimas flngicas y especialmente las pectinoliticas es
utilizada para mejorar la calidad de productos alimenti-
cios ya que estas preservan las caracteristicas tanto nu-
tricionales y organolépticas de los mismos. Por lo que se
planteé la siguiente hipétesis.

La utilizacion de residuos de pifa (Ananas comosus) y
maracuya (Passiflora edulis) como sustratos en cultivos
del hongo M6P21 de Aspergillus niger actuard como
fuente de carbono, favoreciendo la actividad enzimatica
y promoviendo la produccién de aztcares reductores.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras y aislados directamente de cultivos
representativos de pifia y maracuya localizados en el
corregimiento Sarandelo - Lorica (9.110743° N,

75.828322° O) y el municipio de Purisima - Cérdoba
(9.282834° N, -75.767724° O). Durante el muestreo en
Sarandelo (abril de 2021), se registr6 una temperatura
promedio de 30 °C y una humedad relativa del 75 %. En
Purisima (mayo de 2021), las condiciones fueron de
aproximadamente 32 °C y 80 % de humedad relativa.

Los experimentos in vitro se realizaron en las instalacio-
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nes del laboratorio de investigacion de Biotecnologia
(GRUBIODEQ), en la Universidad de Cérdoba, ubicado
en Monteria (8.792482° N, -75.862677° O), donde se
llevaron a cabo los procedimientos de aislamiento y
evaluacion enzimatica. Las muestras fueron recolectadas
con guantes, bolsas estériles y transportadas en una ca-
va térmica hasta el laboratorio. Se implementaron medi-
das de bioseguridad para evitar contaminacién cruzada.
Todo el material e instrumentos empleados fueron pre-
viamente desinfectados o esterilizados.

Caracterizacion del aislado Aspergillus M6P21 asocia-
do a los cultivos de frutos de pina y maracuya

Aislamiento de hongos del género Aspergillus. Se pre-
pararon trampas con contenido de frutos fisiol6gicamen-
te maduros de pina y maracuyd; en un recipiente con un
contenido de 10 g aproximadamente de residuos hume-
decidos con solucion de sales Czapek, cada trampa fue
ubicada dentro del cultivo de pifia y maracuya durante 1
hora aproximadamente (Ver Anexo 1).

Las trampas que fueron expuestas en los cultivos frutales
se les proporciono una incubacién a 30 £2°C de 3 a 8
dias para inducir crecimiento de los hongos. Luego de
esto, desde el dia 3 y hasta el dia 8 se hicieron observa-
ciones y aislamiento de microorganismos, estos fueron
creciendo en la superficie de la cascara de cada fruta. Al
obtener el crecimiento, fueron sembrados en Agar Cza-
pek modificado (Figura 1) a 30 £2°C por 8 dias; en el

Figura 1. Czapek modificado. Medio de cultivo preparado de manera
artesanal, donde se utilizan las sales del medio Czapek y en lugar de
usar sacarosa, se reemplaza por residuo de pifia o maracuyd en la
proporcién indicada para preparar el medio de cultivo.

caso de que los microorganismos no se encontraran
puro se realizaban repicas hasta obtenerlos puros para
después identificarlos por sus caracteristicas morfol6gi-
cas Arauz Cavallini (1998). Para la caracterizacién mole-
cular, se aisl6 ADN gendémico puro a partir de conidias
del cultivo fdngico (M6P21). La calidad del ADN extrai-
do fue evaluada mediante electroforesis en gel de agaro-
sa al 1,0%. La region del espaciador interno transcrito
(ITS) fue amplificada mediante PCR utilizando cebadores
universales especificos para esta region. El amplicon ob-
tenido fue secuenciado, y la secuencia resultante se ana-
liz6 mediante la herramienta BLAST en la base de datos
GenBank del NCBI, con el fin de establecer su identidad
molecular del hongo Aspergillus niger Wagh et al,
(2022). Cada aislado se sembré sobre medios de cultivo
agar Czapek modificado con albedo de pina y albedo de
maracuya respectivamente como unica fuente de car-
bono. Se llevé a cabo: siembra en placas, dilucion, y
siembra directa, para identificar sus caracteristicas morfo-
l6gicas (Q. Li et al., 2020; Madigan et al., 2003).

Determinacion la actividad pectinolitica de hongos selec-
cionados utilizando sus extractos enzimaticos en albedo:
pina, maracuya, pina/maracuya y pectina comercial

Preparacion de inoculos. La preparacién de inéculos
parti6 de la recoleccion de esporas del hongo aislada
seleccionada, los cuales presentaron mayor capacidad
de crecimientos en medio de agar Sabouraud (hasta la
esporulacién), con 10 mL de solucion salina (NaCl
0.85% + Twen 20 al 0.1%) y se realizé un conteo de
esporas por el método de dilucién seriada usando cama-
ra de Neubauer, para obtener las concentraciones de
conidias por mL Osorio & Cando (2017).

Introduccion a la produccion de enzimas. En este proce-
s0, se utilizé la técnica de fermentacion sumergida al 10%
de sustrato modificado de Oviedo y Ramos en el 2013
Ramos Galeano (2013). Se realizé un conteo de esporas y
estas soluciones se inocularon en un volumen de 25 mL
de medio liquido modificado Czapek al 2 % de pifia, ma-
racuyd, pina/ maracuyd y de pectina citrica comercial al
2% a un pH 5.6 con 0.5 mL de suspension de esporas e
incubados por un periodo de 3 dias (24, 48, 72) a 150
rpm a 30°C respectivamente Osorio & Cando (2017).

Ensayo poligalacturonasa. El extracto obtenido de la
fermentacion sumergida se empleé para evaluar la acti-
vidad enzimatica del hongo. Para cada prueba, se utilizd
un buffer citrato-fosfato (pH 5.6) en un medio estéril con
pectina, el cual fue incubado a 35°C durante 1 hora.

Andlisis de la actividad enzimatica por método DNS
(acido 3,5- dinitrosalicilico) de los azucares reductores.
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(2B): caracteristicas microscépicas de la aislado M6P21.

En tubos de cristal de 20 mL, se tomaron alicuotas ho-
mogéneas (0,5mL) de cada extracto incubado en buffer
con pectina y se aplica el reactivo DNS (acido 3,5- dini-
trosalicilico). Luego, los tubos se colocaron en bafio de
maria a 100°C por 5 minutos. Se dejaron enfriar en ba-
fio de hielo por 15 minutos y se le anadieron 5 mL de
agua destilada. Luego se agitaron para homogenizar y se
les tomo lectura a 540 nm en un espectrofotémetro UV-
VIS. Estos resultados se compararon con una curva pa-
tron del reactivo DNS (acido 3,5- dinitrosalicilico) con
un estandar de glucosa monohidratado (CsH1206 * H20)
para obtener las concentraciones en g/L de azucares
reductores Miller (1959).

DISENO EXPERIMENTAL

Se llevé a cabo un andlisis de datos con un disefo com-
pletamente aleatorio (DCA), con 4 repeticiones. Los
datos experimentales obtenidos se les aplico un anlisis
de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey, por el paque-
te estadistico STATGRAPHICS Centurién XVL.I, con un
margen de significancia de 0.05, seleccionando de esta
forma el mejor tratamiento para la producciéon enzimas
pectinoliticas en cada tratamiento aplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del aislado M6P21de hongos Aspergi-
llus niger con propiedades pectinoliticas. Para la carac-
terizacion del aislado de los cultivos de pifa y maracu-
y4, se tuvo en cuenta los aspectos de las colonias y el
analisis de la morfologia microscépica, especialmente en
la cabeza que contiene las esporas muy caracteristicas
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y ¥
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de este género. Se realizé una preseleccion de 6 aisla-
dos con las caracteristicas tanto macroscépicas como
microscopicas del género Aspergillus, mediante la medi-
da del halo de crecimiento sobre medio de cultivo de
pectina comercial al 2%, utilizando como indicador re-
velador rojo Congo, con un halo de crecimiento de 3,6
mm mayor que los otros aislados (Ver Anexo 2). En la
Figura 2 se puede observar las caracteristicas macrosco-
picas y microscopicas del aislado M6P21. Se observa la
abundancia de esporas de color negro oscuro, en algu-
nas cabezas dispersas, en la imagen se logra observar la
formacion de una vesicula esférica globosa, hifas tabica-
das, conidiéforos largos v lisos.

Para corroborar los resultados del aislamiento de hongos
nativos como Aspegillus niger con caracteristicas y condi-
ciones similares a las de este trabajo se comparé con
trabajos recientes como en trabajo realizado por Saif et
al(2021), que lograron aislar varias especies flngicas
directamente de las frutas de pifa y se lograron encon-
trar 15 especies del género Aspergillus siendo el género
mas dominante de estos aislamientos, los cuales fueron
sembrados en medio de agar patata dextrosa (PDA) lo
que seria caso contrario a este trabajo donde los medios
de crecimiento era a base de cascara de frutas. En cuan-
to al estudio de la morfologia se realizé una metodologia
similar mediante técnica microscopica y macroscépica,
cabe resaltar que las frutas desde el momento que se
encuentran en el cultivo hasta el punto de maduracion
estan expuestas al crecimiento de hongos, debido a que
son la principal fuente de alimentos de hongos del géne-
ro Aspergillus Eboighe & Omoregbe (2020).
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Por otro lado, Cavalieri de Alencar Guimardes et al.
(2022), lograron aislar una cepa de Aspergillus para pro-
duccién de enzimas pectinoliticas y utilizan como fuen-
te de carbono residuos de maracuya en solucién salida
para producir enzimas pectinoliticas, son resultados
muy similares a los de este trabajo porque también se
utilizan residuos de maracuya para el aislamiento y puri-
ficacion de los hongos nativos para realizar ensayos de
produccion de enzimas pectinoliticas. Asi mismo
Mahmoodi et al., (2017) obtienen aislados de la cascara
de naranja del género Aspergillus niger de tipo salvaje,
para produccién de enzimas pectinoliticas aplicables en
zumo de naranja, son resultados que al ser comparados
con los resultados obtenidos son muy parecidos. Sin
embargo, el género Aspergillus es un hongo comin que
se encuentra en el medio ambiente, desde cualquier
fuente de alimento en descomposicion y mas que todo
en las especies frutales en su proceso de maduracién o
putrefaccion, por lo que Krusong et al.(2019), logran
obtener Aspergillus de un pan contaminado sin conser-
vante, de una especie no frutal. Aspegillus niger es el
hongo mas comun del género porque se encuentra en
el medio ambiente, es utilizado en potencia para aspec-
tos ambientales y alimenticios Nosalj et al., (2021).

Para la identificacion del aislado M6P21, se realizé un
estudio molecular mediante PCR convencional, obtenien-
do una secuencia correspondiente al género Aspergillus.
El hongo, aislada de cultivos de pina, presenté fragmen-
tos de ADN que coincidieron en tamafo y secuencia con
especies del género Aspergillus, lo que sugiere una posi-
ble relacion con nuevas funciones o adaptaciones pro-
pias de Aspergillus niger en su ambiente de origen.

El andlisis molecular se basé en la amplificacion del gen
del espaciador interno transcrito (ITS), incluyendo el gen
5.8S del ARN ribosomal, lo que permitié una identifica-
cién precisa del aislado. Posteriormente, la secuencia
fue comparada en la base de datos GenBank del NCBI
mediante la herramienta BLAST, identificando alta simili-
tud con especies del género Aspergillus (Ver Anexo 3).

Una vez confirmada la identidad, la nueva secuencia fue
registrada en el Centro Nacional de Informacién Biotec-
nolégica (NCBI) bajo el codigo GRUBIODEQ M6P21. En
dicha base de datos, se encuentra disponible el fragmen-
to de anotacién genética correspondiente al gen 5.8S del
ARN ribosomal, con una longitud de 101 pares de bases.

El fragmento ITS (Internal Transcribed Spacer) es una
regién no codificante del ADN ribosomal ampliamente
utilizada como marcador molecular en la identificacién
de hongos, debido a su alta variabilidad entre especies.

En este estudio, el aislado M6P21 fue identificado me-
diante la secuenciacién del fragmento ITS, lo que permi-
tio su clasificacion dentro del género Aspergillus. Este
marcador, aunque Gtil con fines taxonémicos, no pro-
porciona informaciéon directa sobre la funcionalidad
genética del aislado. Por ejemplo, se ha documentado
que hongos filamentosos como los del género Aspergi-
llus pueden expresar genes asociados a enzimas de la
familia CAZy en presencia de pectina, incluyendo miem-
bros de las proteinas CH28 y MAPK, implicadas en la
degradacion de sustratos y en la respuesta al estrés Bal-
tussen et al.,, (2020). Desde el enfoque biotecnolégico,
esta informacién podria usarse para inducir la produc-
cién de enzimas especificas. Sin embargo, el fragmento
ITS no confirma la expresion funcional de genes. Se re-
quieren estudios adicionales como transcriptomica o
expresion génica.

Determinacion de la capacidad pectinolitica hongo selec-
cionado utilizando sus extractos enzimaticos en albedo
de pina, maracuya, pina/ maracuya y pectina comercial

El aislado M6P21 previamente aislada de cultivo de pifia
fue sembrada en medio de cultivo Czapek modificado
con albedo de pifia como Unica fuente de carbono para
conocer la cantidad de conidias por mL, la concentra-
cion del hongo fue de 5,30E+07 conidias /mL y fue eva-
luada en sustrato de albedos de: pifa, maracuyd, Mez-
cla de ambos y pectina comercial 2%.

A continuacién, se presentan los valores de azucares
reductores obtenidos en los tratamientos antes mencio-
nados, utilizando el método DNS (acido 3,5- dinitrosali-
cilico) como método indirecto para determinar la activi-
dad pectinolitica de los hongos. El primer tratamiento
es el de albedo de pina, el segundo es el tratamiento de
albedo de maracuyd, como tercer tratamiento la mezcla
de albedo de pifa/ maracuya y cuarto tratamiento pecti-
na comercial, durante un monitoreo de tres dias, dando
como resultado la cuantificacién de la actividad enzima-
tica de M6P21.

Acerca de los resultados obtenidos en el tratamiento 1
(Pina) se pueden observar en la Tabla 1 que la produc-
cién de enzimas expresadas en concentraciones de azu-
cares reductores, donde el aislado M6P21 obtiene la
mayor produccion enzimas a las 72 horas con una con-
centracion de 0,2816 g/L.

Con respecto a los resultados obtenidos del tratamiento
2 (Maracuya) también se pueden observar que el aisla-
do M6P21 obtiene la mayor concentracién de azucares
reductores de 0,2740 g/L, para este tratamiento, este
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Figura 3. Concentracién de azucares reductores. Tratamientos de residuos de pifia, maracuyd, pifia/maracuyd y

pectina comercial.

Tabla 1. Tratamientos de pifia, Maracuyd, pifa/Maracuyd y Pectina comercial

Pecti
HONGO Pifia Maracuy3 Pifial Maracuy3 LR,
comercial
tiempos
NATIVO Azucares Reductores (AR) g/L
24 0,2592+ 0,021 0,2055+ 0,022° 0,1865+ 0,033  0,1843+ 0,030°
0,2028+ 0,021 0,1949+ 0,409° 0,2045+0,021°  0,2468+ 0,021°
48
M6P21 0,2137+ 0,022 0,2264+ 0,041 0,3923+0,077°  0,3046% 0,029
0,2411+ 0,044 0,2119+ 0,030° 0,2036+0,029°  0,2482+ 0,016
72
0,2816£0,031°  0,2740+ 0,089° 0,181+ 0,033° 0,2064+ 0,021

a: no presentan diferencias significativas entre si (p > 0,05), segln la prueba de comparacién multiple.

valor se present6 al tiempo de 72 horas para la mayor
produccion enzimas flngicas.

Por un lado, en la misma tabla se puede observar el ren-
dimiento de la produccién de enzimas fingicas del trata-
miento tres (mezcla: pifia/maracuya), donde el aislado

M6P21 presenta una concentracién de 0,3923 g/L a las
48 horas. De forma semejante el tratamiento cuatro
(pectina comercial) el aislado M6P21 obtiene un valor de
0,3046 g/L, teniendo en cuenta lo anterior, para el ultimo
tratamiento estos aislados de Aspergillus niger presenta-
ron afinidad con pectina comercial donde la actividad
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enzimatica fue mayor que los demds tratamientos (Ver
Figura 3). El hongo M6P21, tras ser sometido a distintos
tratamientos con diversas fuentes de carbono y pectina
comercial, mostré produccion enzimatica, evidenciando
su especificidad y capacidad adaptativa para la degrada-
cion de polimeros, especialmente para el tratamiento
con albedo de pifa/maracuya (0,3923 g/L a las 48 ho-
ras), que fue superior al comercial en el mismo tiempo
(0,3046 g/L alas 48 horas).

Entre los tratamientos evaluados (Ver tabla 1), el albedo
de pifa destacé como el mas prometedor, con la media
mas alta (0,239691). El andlisis estadistico ANOVA (P-
valor 0,9383) confirmé la ausencia de diferencias signifi-
cativas entre los tratamientos, lo que indica la estabili-
dad del proceso enzimatico y su afinidad por fuentes
naturales de pectina (Ver anexo 4). Este resultado fue
respaldado por la prueba de Tukey, que ubicé a todos
los tratamientos (maracuya, P/M, PC y pina) en el mis-
mo grupo homogéneo. Por lo tanto, estos hallazgos re-
flejan la adaptabilidad del hongo y su alto desempefo
en la produccién de enzimas pectinoliticas en albedo de
pina y maracuya. Ademas, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la media de M6P21
y los distintos niveles de tratamiento, con un nivel de
significancia del 5%.

De los resultados obtenidos en cada tratamiento se pue-
de comparar con los resultados de Sandri & da Silveira
(2018) que lograron la obtencién de enzimas pectina-
sas, donde la produccion se vio reflejada en un pico
maximo a las 72 horas, similar a los tratamientos de Pifia
y Maracuya. Para los tratamientos de Pifia/ Maracuya y
pectina comercial, la produccion de enzimas se da a las
48 horas, como lo reporta un el trabajo reciente de Ca-
valieri de Alencar Guimar3es et al. (2022), que lograron
mayor concentracion de azucares reductores de la enzi-
ma (PGAj) de A. niger a las 48 horas, también utilizaron
como Unica fuente de carbono cascara de maracuya en
solucion salina. Se logré obtener actividad enzimatica
en tiempos similares a los reportados en el estudio en el
que se emplearon tratamientos con pifia y maracuya
para la obtencion de enzimas.

Se logré obtener actividad enzimatica en tiempos com-
parables a los reportados en un estudio previo, en el
cual se obtuvo la produccién de enzimas utilizando tra-
tamientos con piila y maracuya.

Adedeji & Ezekiel (2019) logré obtener enzimas poliga-
lacturonasas de medios de cultivos modificados de cas-
caras de platano y naranja, con texturas diferentes, unos
fueron procesados (en polvo) otros sin procesamiento,
realizando una inoculaciéon de esporas Aspergillus

awamori a las 120 horas, con un pH ligeramente acido,
diferente a este trabajo que usé menores tiempos (72
horas). Este estudio también evalué la actividad enzima-
tica mediante el método DNS (4cido 3,5- dinitrosalicili-
co) como método indirecto expresada en azucares re-
ductores. De hecho, Vaz et al. (2021) miden la actividad
enzimatica mediante el método DNS (acido 3,5- dinitro-
salicilico), logrando obtener una producciéon afectiva de
azucares reductores a una concentracion de 0,196 g/L,
por debajo de los resultados obtenidos en este trabajo.

De lo anterior, la produccion de enzimas esta influencia-
da directamente desde la fuente de carbono, los valores
de pH, las condiciones de humedad del medio, aireacién
y temperatura, la exposicion a la luz es un factor que
también afecta el crecimiento y metabolismo de los hon-
gos filamentosos, y esto resulta conveniente para algu-
nos microorganismos que se adaptan mejor que otros, es
por esto que algunos presentaron valores de actividad
enzimatica mayor como el hongo M6P21 que logro pre-
sentar buen rendimiento en los diferentes tratamientos a
los cuales fue sometido durante un monitoreo de 3 dias.

Con el objetivo de demostrar la capacidad de los aisla-
dos para producir enzimas, se realizd este proceso a
menor escala, cuyos resultados se presentan en las tablas
3 a 6. De igual forma, este tipo de ensayos puede ser
escalado, logrando una produccién de enzimas superior
al 70% bajo condiciones controladas (Grebechova &
Prieto contreras, 2006; Adedayo et al., 2021).

Las enzimas se utilizan en la industria de alimentos, su-
mandole a esto Dumorné et al. (2017), afirma que el
proceso industrial necesita biocatalizadores que sean
capaces de adaptar a diversas condiciones como pH,
Temperatura, aireacion y humedad y demas parametros
importantes para la produccion de estas. De ello, resul-
ta decir que a dia de hoy la necesidad de las herramien-
tas biotecnologias resulta provechoso y con ello es au-
mento del interés de aplicar enzimas pectinoliticas co-
mo estrategia para el area alimenticia, medio ambiente y
otros ambitos en lo que estas tengan la capacidad de
adaptarse Shet et al., (2022).

CONCLUSIONES

Los residuos pifia y maracuyd son sustratos que tienen
propiedades de fuente de carbono por medio de la de-
gradacion fungica para la producciéon de enzimas flingi-
cas, utilizando condiciones de fermentacion sumergida
dandole un valor agregado a estos residuos. El cultivo
de pifa / maracuya fue el mejor para la produccion de
enzimas pectinoliticas, dependiendo de un aislado fungi-
co M6P21, del medio de cultivo y de las condiciones de
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agitacion. Para determinar la actividad de las enzimas y
su produccién optima, se recomienda realizar estudios
adicionales para las enzimas y la utilizacién de diferen-
tes residuos agroindustriales. Se recomienda que las
enzimas sean identificadas para realizar estudio a escala
de biorreactores y conocer sus caracteristicas relaciona-
das en cuanto a la actividad y aplicacién. Estos resulta-
dos pueden ser aplicables en el drea de alimentos, me-
dio ambiente y farmacéutica.
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ANEXOS

Anexos 1. Recolecciéon de muestras
A: trampa con contenido de pifia en un cultivo de pifia; B: trampa con contenido de maracuyd en cultivo de maracuya.

Anexo 2. Media del halo de crecimiento para la seleccién de aislados del género

Aspergillus sp.
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Alignments

Aspergillus niveus strain PQJ-1 small subunit ibosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 588 ribosomal
RNA gene, and intemal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit nbosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: gi|2178227092]OM269036.1 Length: 603 Number of Matches: 1
Range 1: 303 to 403

Score Expect Identitles Gaps Strand Frame
175 bits(193) 1e-39() 98/101(97%) 0/101(0%) Plus/Plus

Features:

Query 1 AGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTAT TCCGGGGGGCATGCCT 60
sojct 303 AGTALIEAEGCHHGMESAHALEL L P HELE LA 562
Query 61 T TCATTGCT TT! KGYT 181

ot ittt linei e

Penicillium italicum isolate MTCHT137 intemnal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence;
and internal transcribed spacer 2, partial sequence

Sequence ID: gij2178135673]OM267705.1 Length: 600 Number of Matches: 1
Range 1: 260 to 360

Score Expect ldentities Gaps Strand Frame
175 bits(193) 1e-39() 98/101(97%) 0/101(0%) Plus/Plus

Features:

Query 1 AGTGAA GAGTCTTTGAACGCACAT GCATGC 60

CGGOGELCATECCT
et s

P
n—=n
-
N
n—0n
M-y
—
a=&
f——t
r—r
—f——
S S—
M—

T T
sbjct 260 4 4
Query 61 T Ti
o 11111111

Penicillium digitatum isolate MTCHT 135 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete
sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence

Sequence ID: gi|2178135670]OM267702.1 Length: 490 Number of Matches: 1
Range 1: 274 1o 374

Score Expect Identities Gaps Strand Frame
175 bits(193) 18-39()  9BM01(97%) 0/101(0%) Plus/Plus

Features:

Query GAATCATCGAGTCTTTGAAC CCCCTGGTATTCC

Sy vt invini sy
e 1)) e T R

Aspergilus awamori isolate Manjari Medika (MM 1) small subunit ibosoma| RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1,
5.8S ribcsomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence

Sequence 1D: gij2178105909|OM265281.1 Length: 635 Number of Matches: 1
Range 1: 335 to 435

Score Expect Kentities Gaps Strand Frame
175 bits(193) 1e-39() 98/101(97%) 0101(0%) Plus/Plus

Anexo 3. Aspergillus sp. isolate GRUBIODEQ M6P21 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, partial sequence.
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Query 61 GT CIGAGCGT AYTGCYGCCC]CAAGCCiGGCTTGKGKGVY 181

soject 305 SHUAUGIAHEHKEHMUHE Hrérdrt a3

Penicillium crustosum strain CIMO 19TLE18 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5,88 ribosomal RNA gene, complete
sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence

Sequence |D: gij2177707194|OM258237.1 Length: 339 Number of Matches: 1
Range 1: 188 1o 288

Score Expect ldentities Gaps Strand Frame
175 bits(193) 1839()  98/101(97%) 0/101(0%) Plus/Plus
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Continuacién Anexo 3. Aspergillus sp. isolate GRUBIODEQ M6P21 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, partial sequence.
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ANOVA Grafico para M6P21

TT0 | MARACEEHOA P=0983

Residuos

L
-0.15 0.05 0.25 0.45 0.65

Tabla ANOVA para M6P21 por TTO

Fuente Suma de Cuadrados | Gt Cuadrado Medio | Rozdn-F_|Valor-P
Entre grupos 0,00358634 3 0,00119545 0,14 0,9383
Intra grupos 0,668231 76 0,00879251

Total (Corr.) 0,671817 79

Madiasy $5.0%0s Tukey HSD

MARACUYA PM PC P

Tabla de Medias para M6P21 por TTO con intervalos de confi. del 95,0%

Error Est.
170 Casos Media (s agrup Limite Inferior | Limite Superior
MARACUYA 20 0,222542 0,0209672 |0,183557 0,261487
P-M 20 0,233579 0,0209672 [0,194633 0,272524
PC 20 0,238072 0,0209672 |0,199127 0,277018
PINA 20 0,239691 0,0209672 |0,200746 0,278636

Total 80 0,233471
Pruebas de Maltiple Rangos para M6P21 por TTO

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

110 Casos Media Grupos Homogéneos
MARACUYA 20 0,222542 X

P-M 20 0,233579 X

P.C 20 0,238072 X
PINA 20 0,239691 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
MARACUYA - P-M -0,0110365 0,0778904
MARACUYA - P.C -0,0155305 0,07789504
MARACUYA - PINA -0,017149 0,0778904
P-M-P.C -0,004454 0,07789504
P-M - PINA -0,0061125 0,0778904
P.C- PINA -0,0016185 0,07789504

* indica una diferencia significativa.

intervalos de confianza del 95,0%

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
MARACUYA - P-M 3,525 19,3872
MARACUYA - P.C -4,075 19,3872
MARACUYA - PINA -6,25 19,3872
P-M-P.C -76 19,3872
P-M - PINA -9,775 19,3872
P.C - PINA -2,175 19,3872

* indica una diferencia significativa.

Anexo 4. Anélisis estadistico de la actividad pectinolitica M6P21 por Tiempo (tratamiento 1, T1).
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ANOVA Grafico para M6P21

HORA §

Tiempo ‘ng G 24 HORRHORA §

P=0,1433
Residuos |, , o | Sooopmem g mg =™ , &,
0.1 -0,07 -0,03 0,01 005 0.09 0.13
Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio | Razdn-F Valor-P
Entre grupos 0,0131791 2 0,00658955 2,18 0,1433
Intra grupos 0,0513307 17 0,00301945
Total (Corr.) 0,0645097 19
Medias y 95,0% de Tukey HSD
0312 F ]
08| ¥
- O.E B —
§ L
0.8+ ]
02| e i
0.7 | -
24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Tiempo (Horas)

Tabla de Medias para M6P21 por Tiempo (Horas) con intervalos de confianza del 95,0%

Error Est.
Tiempo (Horas) | Casos | Media (s agrupada) | Limite Inferior | Limite Superior
24 HORAS 4 0,259153 0,0274748 |0,205288 0,305017
48 HORAS 8 0,208267 0,0194276 |0,173008 0,243527
72 HORAS 8 0,261384 0,01594276 [0,226125 0,296643
Total 20 0,235691

Los casos serian las repeticiones en cada tiempo

Anexo 4 A. Andlisis estadistico de la actividad pectinolitica M6P21 por Tiempo (tratamiento
1,T1)
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ARTICULO DE INVESTIGACION

Effect of fungal microorganisms
on promoting the growth of pepper
(Capsicum annuum L.) seedlings under controlled conditions

Efecto de microorganismos fiingicos
en la promocion del crecimiento de plantulas de pimiento
(Capsicum annuum L.) en condiciones controladas

*kkkk

Valeria Fernandez ’, Veronica Rodriguez”, Luberto Sanchez™~, Rossana Timaure™", Alexis Valery
DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v27n1.70662

ABSTRACT

The need for food production worldwide is constantly increasing, generating a deterioration of the environment,
which requires the implementation of less harmful crop management techniques, one of these strategies is the use of
microorganisms with the potential to increase plant growth. The evaluation of the effect of inoculation in pepper
(Capsicum annuum L.) seeds of nine fungal strains (HC1, HC2, HC3, HC4, LBH1, LBH33, LBH59, LBH9 and VP) was
proposed. The seeds were sown in two types of tray sizes (128 and 200 alveoli) and the percentage of germination,
stem length and diameter, root length, aerial and root dry weight were measured after five weeks of growth. The re-
sults show that the HC2 and LBH9 strains have the greatest potential to increase the variables evaluated under the
study conditions. Just as there are strains that increase the growth of plants, there are also those that inhibit it, which
makes it necessary to evaluate them in different crops to generate a proper management of them, optimizing the use
of resources and, in turn, producing crops with better development of aerial parts and roots and, consequently, higher
productivity.

Keywords: biofertilizers, crops, seed trays.

RESUMEN

La necesidad de produccion de alimentos en todo el mundo aumenta constantemente generando un deterioro del
medio ambiente, que requiere la implementaciéon de técnicas de manejo de cultivos menos dafinas, Una de estas

estrategias es el uso de microorganismos con el potencial de aumentar el crecimiento de las plantas. Fue propuesto la
evaluacion del efecto de la inoculacion en semillas de pimentéon (Capsicum annuum L.) con nueve cepas de hongos
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(HC1, HC2, HC3, HC4, LBH1, LBH33, LBH59, LBH9 y VP). Las semillas se sembraron en dos tipos de bandeja de
siembra (128 y 200 alvéolos) y el porcentaje de germinacién, longitud y diametro del tallo, longitud de la raiz, peso
seco aéreo y de la raiz, se midieron después de cinco semanas de crecimiento. Los resultados muestran que las cepas
HC2 y LBH9 tienen el mayor potencial para aumentar las variables evaluadas bajo las condiciones del estudio. Del
mismo modo que hay cepas que aumentan el crecimiento de las plantas, hay otras que las inhiben, lo que hace nece-
sario evaluarlas en diferentes cultivos para generar un manejo adecuado de las mismas, optimizando el uso de los re-
cursos vy, a su vez, produciendo cultivos con un mejor desarrollo de las partes aéreas y las raices y, en consecuencia,

una mayor productividad.

Palabras claves: biofertilizantes, cultivos, bandejas de siembra.

Recibido: noviembre 29 de 2024

INTRODUCTION

The rhizosphere is known as the fraction of soil next to
the roots of plants (Kuppe et al, 2022; Prasad et al.,
2019), where microorganisms are attracted by various
metabolites that are exuded by the roots. Most of these
nutrients not only benefit from nutrient secretion but
also have a positive influence on plants through mecha-
nisms involved in the stimulation of plant growth, such
as the germination of seeds, rooting, and elongation of
the stem, among other phenological and physiological
characteristics, due to the production of compounds
such as vitamins and phytohormones (Kloepper et al.,
1991; Santoyo et al., 2019), in addition to the dissolution
and mineralization of phosphates, sulfur oxidation, and
increased availability of nitrogen (Franco, 2008; Raj et
al., 2005; Reyes et al., 2002; Saharan and Nehra, 2011).
The relationships established in this context most of the
time between beneficial microorganisms and plants are
of the mutualistic type (Bastias et al., 2022).

One of these mutualistic relationships that occur in the soil
involves fungi and bacteria that are closely related to the
roots of plants and that produce substances that regulate
plant growth (Celis and Gallardo, 2008; Santoyo et al.,
2019); for example, Chang et al. (1986) refers to Trichoder-
ma harzianum and its mechanisms of action that are based
mainly on the stimulation of plant growth, which manifests
from the earliest stages of seedling development and al-
lows greater advantages when transplanting
(Jamiotkowska and Michatek, 2019; Galeano et al., 2002).

This potential has allowed a large number of species of
microorganisms with specific functions in agriculture to
improve plant productivity (Antén, 2004) through plant
nutrition programs in the field or in protected systems.
This new form of management promotes viable alterna-
tives to reduce production costs and the environmental
impact associated with chemical fertilization. According
to various studies, this technology allows for an increase
in the yield of crops between 17% and more than 50%,

Aprobado: 10 de abril de 2025

as well as an improvement in soil fertility and a reduc-
tion in the population of microorganisms damaging
crops (Liu et al., 2020; Morales, 2013; Rai et al., 2020).

Part of the success in the use of rhizospheric microorgan-
isms is related to the type of crop with which one works,
by presenting in many cases specificity between microor-
ganisms and plants (Thomson et al., 2010) as well as the
viability, diversity and functioning of these soil microor-
ganisms (Khenaka et al, 2019). These findings therefore
show that soil fertility depends not only on its chemical
composition but also on the quantitative and qualitative
nature of the microorganisms that inhabit it, among other
conditions (Giri et al., 2005; Shukla, 2019). The literature
contains a large amount of information on the beneficial
effects of the use of microorganisms on the growth and
production of a wide range of crops, such as tomato,
corn (do Amaral et al., 2022), rice (Lee et al.,, 2019), pep-
per (Linu et al, 2019), and potato (Trdan et al, 2019).
Among others, the most common of these include the
choice of microorganisms, potential for the crop and its
incorporation in crop management, starting with the
seed (Cisternas-Jamet et al., 2019).

The objective of this study was to evaluate the effect of
different strains of fungal microorganisms on the mor-
phological characteristics of pepper plants cultivated in
protected environments, with a view to determining the
optimal plantfungus ratio recommended for this growth
stage. Furthermore, the investigation incorporated the
utilization of trays of varying dimensions, with the aim of
ascertaining the impact of the volume available for root
growth on the seedlings.

MATERIALS AND METHODS

Fungal microorganism selection and inoculation of seeds.
Nine fungal strains were selected, all of them selected
with the criterion of phosphate dissolution under labora-
tory conditions, and with potential to promote plant
growth, being isolated from different plant rhizospheres:
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Figure 1. Percentage (%) of emergence of pepper plants according to treatment evaluated in
trays with 128 and 200 alveoli. Different letters represent significant difference (p_value < 0.05)

for each variable by tray type.

Penicillium spp strain HC1, HC2, HC3 and HC5 from
the rhizosphere of coffee plants (Coffea arabica L.); Peni-
cillium spp strain LBHO1, Aspergillus sp. strain LBH09
and Trichoderma spp strain LBH33 from vetiver plants
(Chryzopogon zizanioides); a strain of Bauberia bassiana
strain LBH59; and one of Trichoderma sp. strain VP,
which were obtained from the strain collection of Grupo
de Investigacion en Biotecnologia Agricola y Ambiental,
Universidad Nacional Experimental del Tachira.

All the strains were seeded in Petri dishes with potato
dextrose agar (PDA) for activation. In this phase, the
viability, purity and activity of the fungus were verified
by means of the texture and coloration on both sides of
the Petri dish, in addition to the production of resistance
structures. A solution with each fungal strain was pre-
pared at a concentration of 107 conidia.ml”.

The pepper seeds were washed with running water to
eliminate the chemical products present and then
with sterile distilled deionized water to eliminate the
residual traces of these products. They were then dis-

infected by immersion in 80% ethanol for two
minutes and washed five consecutive times with ster-
ile distilled and deionized water to remove residual
ethanol. finally, they were allowed to drain under ster-
ile conditions in a laminar flow chamber.

The disinfected seeds were placed in the different solu-
tions of pre-prepared fungal conidia, and sodium algi-
nate (2%) was added to the suspension as an adherent.
The suspensions were placed in an orbital shaker for
one hour, at a temperature of 25°C. Finally, the inoculat-
ed material was transported to a laminar flow chamber,
allowing the seeds to drain through a sterile medical
gauze strainer until the seeds were dried at the ambient
temperature of the laboratory (25°C).

Growth of pepper plants in trays of different sizes

The seeds were placed in horticultural trays of 128 and
200 cells, one tray per fungus strain, which were filled with
commercial substrate previously sperilized. Subsequently,
seven days after sowing, the evaluations began with the
percentage of emergence. After 5 weeks, stem diameter,
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Figure 2. Effect of inoculation with fungal microorganisms on the length (cm) of the stem and on the root of pepper
seedlings. Different letters represent significant difference (p_value < 0.05) for each variable by tray type.

stem and root length, and aerial and root dry weights of
the seedlings were determined. The trays were kept in a
greenhouse with constant irrigation management and tem-
peratures ranging between 22 and 28°C. The aerial and
root material, separately, was placed in labeled paper
bags, dried and previously weighed on an analytical bal-
ance, and placed in an oven with forced air circulation at
70 °C for 72 hours for dry weight determination.

Statistical analysis

Three seedlings were randomly selected from the central
part of each of the three trays, according to alveolus
size, for each inoculated fungus strain, including the con-
trol (non-inoculated seed), for a total of nine experi-
mental units per treatment. The results were analyzed
descriptively, followed by an analysis of variance using
the R-project/RStudio program.

RESULTS

Percentage of seedling emergence pepper

The percentage of emergence of the seedlings showed
that there was an interaction between the evaluated
factors and between the strains of the fungal microor-
ganisms used and the size of the alveoli of the tray, sug-
gesting that this variable responds randomly to both fac-
tors (Figure 1).

This led to the testing of media for each type of tray.
Treatments that allow an increase in emergence com-
pared to the control include, for example, treatments
with strains 59, HC3 and HC2 in both types of trays. In
contrast, there are treatments that seem to inhibit the
emergence of seedlings due to the effect of the inoculat-
ed strain, such as strains HC1 and HC5. On the other
hand, the favorable effect observed on the emergence
of pepper plants with the use of trays containing 200
alveoli could be related to better drainage after irriga-
tion, which was attributed to the lower proportion of
substrate per alveolus.

Length of the stem, diameter of the stem and length of
the root of pepper seedlings

The factorial statistical analysis revealed an interaction
between the variables of stem length and diameter, and
root length, with the strains and size of the alveoli. This
indicates that modifying one of the conditions leads to
alterations in the response, necessitating the evaluation of
results based on tray size, akin to the approach employed
for germination percentage. It is noteworthy that these
three variables presented the highest values, especially in
tray 128, compared to those of the 200 alveoli trays. A
comparison with the control treatment revealed that, in
both cases, the trays contained strains that enhanced the
measured variable and others that inhibited it.
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In the 128 alveolar tray, stem length exhibited an in-
crease in the presence of strains LBH33, LBH9, LBH1,
LBH59 and HC3 (Figure 2) in comparison to the control
and other strains. Furthermore, strain LBH9 resulted in
increased root length, while strain HC3 led to augment-
ed stem diameter (Figure 3). Conversely, strain HC1 ex-
hibited an inhibitory effect on these variables in this type
of trays (Figure 2 and 3).

In the case of 200-cell trays, stem length and diameter,
and root length exhibited an enhancement in response
to inoculation with fungal strain HC2 (Figures 2 and 3).
Conversely, fungal strain HC5 exerted a inhibitory effect
on stem and root length, while fungal strains LBH59 and
LBH33 demonstrated an inhibition on stem diameter.

Dry weight of the aerial parts and roots of the pepper plants
The factorial analysis related to the dry weight of the
aerial and root parts demonstrated no interaction be-
tween the factors evaluated, indicating a significant dif-
ference (p_value <0.05) for the size of the alveoli. The
results demonstrate that the trays exhibiting smaller alve-
oli produced plants with greater weight, both aerial and
root (Figure 4). This phenomenon may be attributed to

the rapid identification of root limits by the roots, which
stimulates increased root development towards the low-
er part of the alveolus in search of nutrients and water.
Consequently, this may promote more vigorous aerial
growth. Conversely, the increased planting density en-
genders competition among plants, thereby prompting
accelerated growth in pursuit of light, culminating in
enhanced aerial and root development.

When analyzing the type of tray separately, it was ob-
served that for both the evaluated variables and the
types of trays under study, there were no strains that
were significantly different from those in the control
treatment, and a numerical difference was presented on
average. Among the dry weight of the aerial parts of the
pepper plants planted in the trays of 128 alveoli, there
were strains 59 and LHB9, while in the trays of 200 alve-
oli, except for strain HC5, all of which had average dry
weights greater than that of the control. On the other
hand, the dry weight of the roots was similar to that of
the control plants, where for 128 trays, the average dry
weight was greater for the HC2 and 59 strains, and for
200 trays, and the average dry weight was greater for
the HC2 strain. It should be noted that depending on
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Figure 4. Effect of the inoculation of fungal microorganisms on the dry weight (g) of the stem and of the root of pepper
seedlings. Different letters represent significant difference (p_value < 0.05) for each variable by tray type

the type of tray, a strain that gives lower averages to the
control in both variables is presented for the trays of 128
the CH1 strain and for those of 200 the CH5 strain.

DISCUSSION

Percentage of seedling emergence pepper

The results of the effect on the inoculation of fungal mi-
croorganisms, of increase or inhibition of seed germina-
tion and emergence of seedlings, show the possible
specificity of the strains with culture in this stage; like-
wise, different authors, who point out the capacity of
certain microorganisms, for example, the Penicillium y
Trichoderma strains (Odon et al, 2020), of originating
products such as gibberellins and indole acetic acid,
among other compounds, which stimulate the germina-
tion of the seeds depending on the crop, are presented
(Abdenaceur et al, 2022; Tao et al, 2019). Similarly,
microorganisms have been reported to have negative
effects on seed germination and the emergence of
plants. An example of this phenomenon was presented
by Reyes et al. (2008), who evaluated the effect of rhizo-
spheric microorganisms on the germination of pepper
seeds and reported that 10% of them inhibited the ger-

mination of plants, which could be related, among other
conditions, to the production of substances such as
phosphinothricin (Venkatachalam et al., 2010).

Length of the stem, diameter of the stem and length of
the root of pepper seedlings

In various investigations, similar results have been
found for the use of strains of microorganisms to in-
crease and promote growth in different agricultural
crops (Alvarez and Reyes, 2015; Chakraborty et al,,
2010; Galeano et al, 2002; Linu et al.,, 2019) or, on
the contrary, their negative effect (Rokni et al, 2021).
It is important to note that the influence of each strain
on the variables is random. This means that an in-
crease in one variable can be accompanied by a great-
er or equal increase in another variable, or alternative-
ly, a negative effect may be exerted on the second
variable. The influence will depend on the effect of the
microbial strain on plants (Diniz et al., 2009; Tao et al.,
2019). According to the literature (Orozco-Mosqueda
et al., 2023; Sokolova et al., 2011), this type of behav-
iour is related to the compounds generated by micro-
organisms, such as phytohormones and organic acids.
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Dry weight of the aerial parts and roots of the pepper plants
Variables such as weight are related as part of the quali-
ty of the seedlings to be taken to the field and have a
greater probability of establishment, which is possible
with seed inoculation with growth-promoting microbial
strains, similar results are presented by Reyes et al.,
(2008) when finding microorganisms with biofertilizing
potential that increased variables of agronomic im-
portance in bell pepper, even when other microbial
strains inhibited some variables. This last inhibition may
be related, among other factors, to the sensitivity of the
seed to the substances generated by the microorgan-
isms and/or to the microbial concentration that com-
petes for nutritional resources (Cardarelli et al., 2022;
Xiao et al., 2020).

The response to microbial inoculation depends on the
stage at which the inoculation was performed; for exam-
ple, the results showed that the Trichoderma sp. strain
can be inoculated into seeds and produce seedlings,
although this approach is not among the best methods.
In other investigations carried out with the Trichoderma
sp. strain and rational applications of fertilizer, a tenden-
cy to increase yield per pepper plant under field condi-
tions up to 18% was shown (Sanchez et al., 2018). Simi-
larly, when this strain was applied in combination with
an Enterobacter sp. strain, the number of flower buds
significantly improved by 62%, the height of the plant
and the number of leaves by 23%, on average, com-
pared to those in the control treatment (Sanchez and
Reyes, 2018), which explains the effect that the inocula-
tion of a microorganism can generate individually or in a
microbial consortium on the growth of the plants ac-
cording to the growth stage.

Additionally, the size of the alveoli of the tray is im-
portant for the response of both the plant and the inocu-
lant (Vagnoni et al., 2014). These factors are related to
the volume of the alveoli of the trays and the increase in
restriction of the roots of the plants; therefore, plants
that grow in small volumes undergo morphological and
physiological changes in response to this reduction.
These changes affect the amount of compounds exuded
by the plant in the root system, which could in turn influ-
ence the effect of the inoculated strains, demonstrating
the complexity of the system (Chapin et al., 2002).

CONCLUSIONS

The factor “valuable size of the tray” showed a signifi-
cant difference in the morphological variables evaluated
in the pepper seedlings and in the effect of the inoculat-
ed strains, revealing that the tray with 128 alveoli pre-
sented the best behavior.

While various strains can be inoculated at the tray level,
various strains can be inoculated to improve the growth
of paprika plants. In this sense, the strain LBH9 influ-
ences the length of the stem, the radical length and the
dry weight of the aerial part of the plant, while for radi-
cal dry weight, the strain HC2 and the diameter of the
stem are the strains. This raises the possibility and need
to evaluate the use of these consortiums during the pro-
duction of seedlings.

The presence of strains that inhibit the variables evalu-
ated shows the need to evaluate the compatibility of
crops with potential microorganisms for plant develop-
ment, seeking to avoid production loss due to incom-
patibilities.
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Optimizing ex vitro Acclimatization of Cinchona spp.:
Towards the establishment of an industrial crop in Colombia
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ABSTRACT

Efforts to optimize ex vitro transfer techniques of un-rooted in vitro shoots of Cinchona spp. (Rubiaceae) a native tree
of the andean forests, are crucial for promoting sustainable cultivation practices of this medicinal plant. Renowned for
its historical significance and effectiveness in treating malaria and other ailments, the tree holds a prominent position in
botanical research, food industry, and pharmaceutical applications due to its production of alkaloids such as quinine
and quinidine. This study aimed to improve the acclimatization process of un-rooted in vitro shoots of Cinchona, facili-
tating their transplantation to field conditions for establishing a plantation in Colombia. The results revealed that com-
pared to commercial available substrates (pH higher than 5.5), the utilization of peat moss substrate (pH lower than 4
and electric conductivity lower than 100 uS / cm™) led to significantly higher survival rates (>87%) and improved
growth outcomes. This underscores the efficacy of peat moss in facilitating the acclimatization process of ex vitro
plants over a 12-week period, ensuring robust development and survival of the plants, which guarantees vigorous
specimens for field plantation.

Key words: Cinchona, Ex vitro transfer, Acclimatization, Unrooted shoots.
RESUMEN

Los esfuerzos para optimizar las técnicas de transferencia ex vitro de brotes no enraizados in vitro de Cinchona spp.
(Rubiaceae), un arbol nativo de los bosques andinos, son cruciales para promover practicas de cultivo sostenible de
esta planta medicinal. Reconocida por su importancia histérica y su eficacia en el tratamiento de la malaria y otras
dolencias, la planta ocupa una posicion destacada en la investigacion botanica, la industria alimentaria y las aplicacio-
nes farmacéuticas debido a su produccién de alcaloides como la quinina y la quinidina. Este estudio tuvo como objeti-
vo mejorar el proceso de aclimatacién de los brotes de Cinchona propagados in vitro no enraizados, facilitando su
trasplante a condiciones de campo y sentando las bases para establecer una plantaciéon en Colombia. Los resultados
revelaron que, en comparacién con los sustratos comerciales disponibles (pH superior a 5.5), la utilizacién de sustrato
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de turba (pH inferior a 4 y conductividad eléctrica inferior a 100 uS / cm™) condujo a tasas de supervivencia significati-
vamente mas altas (>87%) y mejores resultados de crecimiento. Esto destaca la eficacia de la turba en la facilitacion
del proceso de aclimatacion de plantas ex vitro durante un periodo de 12 semanas, asegurando un desarrollo y super-
vivencia robustos de las plantas, lo que garantiza especimenes vigorosos para la plantaciéon en campo.

Palabras clave: Cinchona, Transferencia ex vitro, Aclimatacion, Brotes no enraizados.

Recibido: enero 17 de 2025

INTRODUCTION

Originating in the Andean regions of Bolivia, Peru, Ecua-
dor, and Colombia, Cinchona spp. holds a profound
historical significance as a traditional remedy known as
"quina-quina" for treating symptoms of fever (Taylor,
1943). The bark of the Cinchona tree is highly valued for
its bioactive alkaloids —quinine, quinidine, cinchonine,
and cinchonidine— which confer its medicinal properties
(Schaepmeester, 2021). In addition, due to the bitter
taste, quinine is actively used in the beverage industry
for producing tonic water (Nikolaeva et al.,, 2019; Pain,
2019). Global production of Cinchona alkaloids is esti-
mated at approximately 600 tons per year, with 40%
destined to the food and beverage industry and 60% for
pharmaceutical applications (Schaepmeester, 2021; Yip
et al., 2023). This high global demand for Cinchona bark
and its derivatives underscores the critical need for sus-
tainable cultivation practices, to ensure the availability of
the resource.

The therapeutic use of cinchona trees dates back to the
early 16th century, when Spanish colonizers document-
ed that indigenous Andean civilizations used their bark
to treat fevers (Diaz-Piedrahita, 2003; Sandoval & Echan-
dia, 1986). By the 17th century, Jesuit missionaries in
Peru recognized its therapeutic effectiveness in combat-
ing malaria (Jaramillo-Arango, 1949; Achan et al., 2011),
in the following decades, the cinchona bark trade to
Europe became popular; however, concerns about over-
exploitation increased in the 18th century, prompting
scientific expeditions to the Andean mountains by
Dutch, English, and French scientists in the mid-19th
century, to obtain seeds and seedlings and start planta-
tions in their colonies (Taylor, 1943; Crawford, 2014,
2016). Subsequently, the establishment of Cinchona
plantations in Java (Indonesia), India, and Africa, during
the late 19th century transformed the global Cinchona
bark trade and malaria treatment (Roersch van der
Hoogte & Pieters, 2014).

In the 20th century, efforts to improve Cinchona planta-
tions productivity were established in central Africa by the
Dutch, Belgians, and Germans at Bukavu, Democratic

Aprobado: 10 de abril de 2025

Republic of Congo (Pharmakina SA, 2016). However, the
spread of Cinchona root disease caused by the soil-borne
pathogen Phytophthora cinnamomi led to high losses of
trees in certain plantations (Theiler, 2014). Pharmakina
S.A. initiated a project with ACW (Agroscope Changins-
Wadenswil, Switzerland) to identify and multiply P. cin-
namomi tolerant plants (mainly obtained by seed-grown
field plants) through in vitro techniques. Some of these P.
cinnamomi tolerant Cinchona genotypes were kept in
vitro at ACW and eventually transferred to the Tissue Cul-
ture laboratory at the Instituto de Biotecnologia (IBUN) at
the Universidad Nacional de Colombia for in vitro micro-
propagation and ex vitro acclimatization (Theiler, 2014).
This attempt is part of a broader initiative to establish a
small plantation in Colombia to produce cinchona bark.
These undertakings are indispensable for initiating a sus-
tainable cultivation and preservation of the Cinchona tree
in Cundinamarca, Colombia.

In vitro culture techniques provide a disease-free con-
trolled environment for the massive propagation of Cin-
chona plants in short periods (Armijos-Gonzélez & Pérez-
Ruiz, 2016; Moraes et al, 2021; Vivanco-Galvan et al.,
2022; Duta-Cornescu et al., 2023), setting the foundation
for subsequent transplantation to field conditions. Howev-
er, the transition from in vitro to ex vitro conditions poses
significant challenges. In vitro plants are characterized by
underdeveloped cuticles and low stomatal functionality,
making them highly susceptible to desiccation, transplant
shock, and nutrient deficiencies when transferred to ex
vitro environments (Perea Dallos et al., 2009; Mahendra
et al., 2020). Consequently, this step impacts plant surviv-
al and growth rates; thus, micropropagated plants often
lack the physiological adaptations necessary to survive ex
vitro, leading to reduced survival rates and hindered
growth (Oakes et al., 2020; Shiwani et al., 2022).

Therefore, optimizing ex vitro acclimatization techniques
becomes essential for starting sustainable cultivation and
conservation practices for Cinchona spp., improving
plant health and overall productivity. Several studies
have focused on the in vitro conservation of Cinchona
species (Hunter, 1972; Armijos-Gonzalez & Pérez-Ruiz,
2016; Lima-Jimenez, 2018; Serrano et al., 2019; Vivanco-
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Figure 1. Acclimatization ex vitro of Cinchona spp. genotypes. (a) Freshly subcul-
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ture shoots in vitro. (b) Clusters of micropropagated in vitro shoots after 12-week
culture period. (c) Un-rooted in vitro shoots were transferred to seedling trays for
the initial stage of the acclimatization phase. (d) After 12 weeks of acclimatization
with substrate S5. (e) Cinchona plants are ready for transfer to soil after 6 months

under shade conditions.

Galvan et al., 2022), nevertheless, there is a lack of re-
search related to the ex vitro acclimatization process in
cinchona. To address this knowledge gap, this study
aims to refine ex vitro acclimatization techniques for
Cinchona spp. by evaluating various substrates, facilitat-
ing the transition of in vitro plants to field conditions, as
well as the long-term preservation of this economically
significant plant species and establishing a future sustain-
able production system in Colombia.

MATERIALS AND METHODS

Selection of Plant Material

Four different genotypes of Cinchona spp. hybrids of
Cinchona calisaya (formerly C. ledgeriana) and Cinchona
pubescens (formerly C. succirubra) (Andersson, 1998;
Schaepmeester, 2021), were selected based on their
potential tolerance to the pathogen Phytophthora cin-
namomi. These selections were part of a research pro-
ject  between Pharmakina (DRC) and ACW
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Table 1. pH and Conductivity average values of each substrate evaluated during the acclimatization stage.

Electric Conductivity (EC)
Substrate pH :
uS/em”
(S1) Compost / Garden soil (1:1) 7.00 a0
(S2) Sandy Soil 5.10 <50
(S3) Commercial garden soil (Anasac™) 5.25 320
(S4) Peat substrate/ Commercial garden Soil (Anasac®) (1:1) 5.38 a10
(S5) Peat moss substrate (Pindstrub™) 3.73 86

(Switzerland), aimed at ensuring a sustainable quinine
bark supply in central Africa nearly four decades ago.
These genotypes, identified as LC29, LF211, LF40, LF74
and LF74GB (an in vitro selection of LF74 with larger leaf
blades), were transferred to the laboratory of Plant Tis-
sue Culture at the Instituto de Biotecnologia (IBUN) of
the Universidad Nacional de Colombia, in Bogotd, ap-
proximately ten years ago (Theiler, 2014).

Before acclimatization, the Cinchona plants were main-
tained and propagated in vitro by shoots in a modified
Murashige and Skoog (M&S) medium supplemented
with T mg/L of benzylaminopurine (BAP) and 0.1 mg/L
of indole-3-butyric acid (IBA) (Hunter, 1979), in glass jars
of 300 and 450 ml (Figure 1a), in vitro subcultures were
performed every 12 weeks to prepare the plants for
transfer to ex vitro conditions (Figure 1b). Maintaining a
temperature range of 24°C = 3°C, with a photoperiod
consisting of 14 hours of light and 10 hours of darkness
under white light, at an intensity of 25-35 pmol m-2 s-1
photon flux density (PFD).

Acclimatization and Substrate Selection

In vitro shoots from each Cinchona genotype, with a
minimum of three pairs of leaves, without roots and a
length of >2 c¢cm, were chosen for the acclimatization
and hardening phase. This selection process aligns with
established protocols recognized for enhancing plant
adaptability to external conditions (Jagieto-Kubiec et al.,
2021; Shiwani et al., 2022). The rootless shoots were
placed in seedling trays (Figure 1c) equipped with trans-
parent plastic covers , which created a microenviron-
ment conducive to maintaining humidity levels for four
weeks, facilitating a gradual transition from in vitro to ex
vitro conditions.

Initially, a preliminary experiment was conducted to as-
sess the survival rates of the selected shoots across five
substrate variations: compost and garden soil mix (1:1)
(S1), Sandy soil (S2), Commercial garden soil (Anasac®)

(S3), peat substrate mixed with commercial garden soil
(1:1) (S4), and peat moss substrate (Pindstrub®) (S5)
(Table 1).

The trays were placed in a greenhouse at the IBUN, to
maintain optimal controlled environmental conditions,
with a temperature range of 25-28°C during the day and
17-22°C during the night, and an exposure to 12 hours
of daily light with a light intensity between 16 to 24
umol m? s, and a relative humidity (RH%) level above
70%. After four weeks the survival rate was calculated
according to the equation: Survival Rate (%) = (Number
of surviving plants / Total number of plants) x 100.

Second stage of acclimatization

Upon completion of the initial acclimatization phase, the
plant shoots were exposed to ambient conditions by
gradually removing the covers, allowing them to adapt
incrementally to environmental conditions. Additionally,
plants were watered two times per week and received a
sprayed foliar fertilization with a diluted M&S medium
salts solution at pH 5.8 every two weeks. During twelve
weeks’ period, continuous monitoring of plant growth
parameters, including shoot length, nodes, and leaf
count, was conducted to evaluate the effectiveness of
the acclimatization technique employed.

Data collection, and statistics analysis

During the initial stage, 100 un-rooted in vitro shoots (20
per genotype) were planted in each of the five sub-
strates under evaluation to assess viability based on sur-
vival rates. After identifying the substrate with the high-
est survival rate in a period of four weeks, the main ex-
periment proceeded with 15 in vitro rootless shoots per
Cinchona genotype chosen as replicates, which was
repeated three times over the course of a year. Observa-
tions on shoot length, leaf pairs, and node number, were
recorded during 12th week after transfer to ex vitro con-
ditions. The final survival rate and growth parameters
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data were analyzed statistically using the nonparametric
Kruskal-Wallis Test (Kruskal & Wallis, 1952), as the data
did not meet the assumptions of normality and homoge-
neity of variances. The differences amongst the mean
values (P< 0.05) were calculated by Wilcoxon signed-
rank test using the using the R program (v.4.0.5. R De-
velopment Core Team, 2021). All the results are present-
ed in the form of mean £ SD.

RESULTS AND DISCUSSION

In vitro multiplication

Five in vitro genotypes of Cinchona spp. originating from
established Congolese plantations (Theiler, 2014), were
micropropagated using a modified MS medium (Hunter,
1979). The micropropagation resulted in plant clusters
with shoots ranging from 2 to 3 cm in length within a
three-month subculture cycle (Figure 1b). Before the
acclimatization phase, it was determined to exclude the
in vitro rooting phase as part of protocol optimization
efforts, recognizing the inherent complexities associated
with in vitro rooting, including plant recalcitrance and
slow root initiation particularly in woody plants species
including Cinchona tree (Abdalla et al., 2022).

Survival rates in the different substrates

Rootless shoots were transplanted into the five soil sub-
strates under evaluation (Table 1), throughout the initial
4-week acclimatization period in the greenhouse. Shoots
of Cinchona spp. were covered during this phase to facil-
itate the hardening process while maintaining high hu-
midity levels. After this period, the average survival rate

501

Survival Rate (%)

259

/T

[ ]

was assessed (Figure 2). The peat moss substrate (S5)
yielded an 87.3% survival rate, which was significantly
higher (P < 0.05) compared to the survival rates in the
other remaining substrates (S1, S2, S3, and S4). where
the survival rate dropped to below 20%.

Survival rates following the initial stage of acclimatiza-
tion exhibited a pronounced inclination towards acidic
soils, the experiment indicated the limitation to success-
fully establish in vitro shoots in soils where the pH con-
centration is above 5.5. Consequently, peat moss sub-
strate (Pindstrub®) (S5) was selected as the optimal
choice with an average pH of 3.65 and electrical con-
ductivity (EC) of 86 uS/cm™. S5 is characterized by hav-
ing a low pH, high water retention capacity, and high
porosity (Shin et al., 2012; Pandey et al., 2019). These
properties are advantageous for rootless shoots as they
ensure consistent moisture around the developing basal
area where root initiation typically occurs, accompanied
by the promotion of soil aeration ensuring sufficient oxy-
gen supply necessary for gas exchange and nutrient ab-
sorption (Clapa et al., 2013; Ben & Friedman, 2018).
Additionally, the combination of low EC and acidic na-
ture could probably have minimized salt stress in the
micropropagated plants and could have provided a
more balanced and readily available nutrient source
compared to higher EC substrates (Prasad, 2022). Fur-
thermore, in the peat moss substrate (S5), survival rates
were consistent across all genotypes, with no significant
differences in survival rates between them (P > 0.05).
This commercial substrate stood out for its performance
compared to others evaluated, emphasizing its uniform

a1 52

Subsfrate

Figure 2. Effect of different substrates on ex vitro survival percentage of Cinchona rootless
shoots during 4 weeks, S1 - Compost and garden soil mix (1:1), S2 - Sandy soil, S3 - Commercial
garden soil (Anasac®), S4 - Peat substrate mixed with commercial garden soil (1:1), and S5 - Peat

moss substrate (Pindstrub®).
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Figure 3. Growth variations among the Cinchona spp. genotypes after an acclimatization period of 12-weeks in the sub-

strate S5.

Table 2. Cinchona spp. growth by genotype over a period of 12 weeks of acclimati-
zation. Means in each column followed by the same letters are not significantly
different according to Wilcoxon's rank sum tests at P <0.05. Values are mean *

standard error.

Genotype | Shoots Height (cm) | Number of Nodes | Number of leaf pairs
Mean *SE Mean *SE Mean *SE
LC29 7.91+0.52a 5.35+0.18 a 5.3610.26 a
LF211 9.42 +0.46 b 5.67 £0.20 a 5.40+0.33a
LF40 8.5110.46 ab 5.12+0.16 ac 4.45+0.25b
LF74 561+0.35c 4.03£0.15b 437 10.21b
LF74GB 7.06 £+0.38 ab 4.86 +0.16 ¢ 4.72 +0.24 ab

efficacy in supporting survival across various genetic
backgrounds within the Cinchona genotypes.

Conversely, the low survival rates observed in substrates
S1,S2, S3, and S4 compared to peat moss (S5) are prob-
ably due to a combination of factors related to their pH
and electrical conductivity (EC). Most of the substrates
have a neutral to slightly acidic pH (around 7.0 and
5.25. respectively) which might not be optimal for Cin-
chona shoots development. This observation aligns with
existing reports highlighting the plant's preference for
acidic soils in its natural habitats (Gomez Silvera et al.,
2016; Villar Cabeza et al., 2018; Rufasto Peralta, 2021).
Additionally, Substrates such as S3 and S4, which have a
high EC value (320 and 910 pS/cm™ respectively) could
have induced salt stress in the rootless shoots, hindering
their ability to absorb water and nutrients (Zsolt et al.,
2020). While S2 has a more favorable pH (5.10), its very
low EC (<50 pS/cm™) might indicate a lack of readily
available nutrients, likely contributing to the poor surviv-
al rates seen in these substrates.

Second stage of acclimatization

Due to these results, the shoots were maintained in peat
moss substrate for an additional eight weeks, after this
period the growth of Cinchona spp. genotypes were
evaluated (Table 2). Wilcoxon's rank sum tests indicated
there were significant differences (P<0.05) between
genotypes in terms of shoot height, the number of
nodes and leaf pairs. Genotype LF211 stood out with
the tallest shoots (9.4 cm %3.0), the highest average
number of nodes (5.6 £1.3), and the most leaf pairs (7.0
12.5). Conversely, LF74 exhibited the lowest values in all
three categories: shoot height (5.6 cm +2.4), number of
nodes (4.0 £1.0), and number of leaf pairs (4.9 +1.0).
LC29, LF40 and LF74GB displayed intermediate values
for all parameters.

The variations in growth parameters among the different
Cinchona genotypes (Figure 3) underline the signifi-
cance of their distinct physiological responses and the
interplay between genetics and environmental factors
during ex vitro acclimatization. This diversity in growth
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Sasaima, Cundinamarca, Colombia.

attributes reflects the inherent variations dictating the
plants' growth patterns and resource allocation strategies
(Espinosa-Leal et al, 2018). LF211's taller shoot height
and greater number of nodes and leaves suggest a ro-
bust growth phenotype, potentially indicating an adapta-
tion to the peat moss substrate. In contrast, LF74's com-
paratively shorter shoot height and fewer nodes and leaf
pairs may imply a less vigorous growth phenotype, em-
phasizing the importance of genotype selection for opti-
mal cultural practices. However, the sustained high sur-
vival rates exhibited in all genotypes, despite differences
in growth parameters, demonstrate the promising poten-
tial of Cinchona genotypes to thrive under the con-
trolled ex vitro environmental conditions proposed in
this research.

Furthermore, a key aspect of successful ex vitro acclima-
tization involves gradually exposing the plants to fluctu-
ating humidity conditions (Hazarika et al., 2006; Perea
Dallos et al., 2009; Chandra et al, 2010; Deng et al.,
2015; Mahendra et al., 2020). By systematically remov-
ing the transparent covers for limited periods throughout
the last 8 weeks of the experiment, the plants progres-
sively acclimated to fluctuations in humidity and temper-
ature, mimicking the ex vitro environment. This approach
culminated in the complete removal of covers at week
10, signifying a milestone indicating sufficient adjust-
ment for field transplantation, and promoting enhanced
plant resilience and vitality. After twelve weeks the Cin-
chona spp. plants from the greenhouse at IBUN were
transplanted to plastic pots (Figure 1d) and relocated to

Figure 4. Acclimatized Cinchona plants after transplantation to field conditions in

a farm situated in the coffee production area of Sasaima,
Cundinamarca, where the acclimatized Cinchona plants
were carefully maintained under shaded and protected
conditions, in a substrate comprised of a (1:1) mixture of
peat moss substrate (S5) and field soil with a pH level
averaging 6.5 and EC concentrations ranging between
380-425 puS/cm™. Over the course of six months in this
environment, the plants grew to a height of >30 cm
(Figure Te), after which they were transplanted into field
conditions (Figure 4).

CONCLUSION

The optimization of ex vitro acclimatization techniques
for un-rooted in vitro shoots of Cinchona spp. genotypes,
particularly through substrate selection and systematic
management of environmental factors, underscore the
role of strategies in promoting survival rates on in vitro
plant shoots, maintaining high levels of relative humidity
(>90%) during this stage is essential to encourage plant
survival and facilitate the transition from rootless in vitro
shoots to ex vitro conditions. Likewise, the research high-
lighted the effectiveness of the peat substrate (pH 3.73
and EC of 86 puS/cm ') with a high survival rate com-
pared to other substrates. Furthermore, the analysis of
growth parameters showed variations between the gen-
otypes, indicating their different physiological responses
and their adaptability to the peat substrate. These condi-
tions during the acclimatization phase were essential
since it improved the resistance and vitality of the plants
for a successful transplantation to field conditions. These
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results can contribute to the establishment of a commer-
cial plantation in Colombia, generating a robust stock
material from hybrid plants. Likewise, our findings could
have a connotation for conservation efforts, in the rein-
troduction processes of threatened Cinchona species
through in vitro culture techniques.
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RESUMEN

La bioluminiscencia es un proceso bioquimico; que ocurre en vertebrados, invertebrados, plantas y bacterias, median-
te el cual estos organismos emiten luz. Se han empleado diferentes especies de bacterias en la deteccién de contami-
nacion ambiental, tanto en aguas como en sedimentos, pues al exponerse ante diferentes agentes téxicos disminuyen
su luminiscencia. En la presente investigacion se optimizé el crecimiento y la luminiscencia de la cepa de Vibrio harve-
yi CBM-992 a partir de la variacion de las concentraciones de triptona, extracto de levadura y glicerol en el medio
basal LM; mediante el método de superficie de respuesta. Ademas, en el medio 6ptimo para la bioluminiscencia, se
evalué su atenuacion frente a diferentes concentraciones de HgCl,, K,Cr,O; y Fey(SO,);, mediante un disefio en blo-
ques completamente aleatorizados. El andlisis matematico demostré que el valor 6ptimo de crecimiento y luminiscen-
cia se alcanza a concentraciones de los nutrientes inferiores a las del medio basal LM. En particular, se definié la com-
posicion de un medio que garantiza un aumento de la luminiscencia (5.3 %) con una reduccién de la concentracion
de los nutrientes entre un 6-18 %, que permitird disminuir costos de produccion a escalas superiores de fermentacién.
El andlisis de la ECs, frente a tres metales toxicos evidencia que la nueva formulacion del medio no afecta la capacidad
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de respuesta de Vibrio harveyi CBM-992, con una secuencia de toxicidad: Hg* > Cr®* > Fe3*. Estos resultados constitui-
ran informacién bésica imprescindible para el futuro disefio de un bioensayo para la deteccion de contaminantes.

Palabras claves: emision de luz; crecimiento microbiano; toxicidad; metodologia de superficie de respuesta.
ABSTRACT

Bioluminescence is a biochemical process that occurs in vertebrates, invertebrates, plants, and bacteria by which these
organisms emit light. Different species of bacteria have been used to detect environmental contamination, both in water
and sediments, because their luminescence decreases when exposed to different toxic agents. In the present investiga-
tion, the growth and luminescence of the Vibrio harveyi CBM-992 strain were optimized by varying the concentrations of
tryptone, yeast extract and glycerol in the basal LM medium using the response surface methodology. Furthermore, in the
optimal medium for bioluminescence, its attenuation against different concentrations of HgCh, K,Cr,O; and Fe,(SO,);
was evaluated using a completely randomized block design. Mathematical analysis showed that the optimum value of
growth and luminescence was obtained at nutrient concentrations lower than those of the basal LM medium. In particu-
lar, the composition of a medium that guarantees an increase in luminescence (5.3%) was defined, with a reduction of
the nutrient concentration between 6-18%, which will allow to reduce the production costs at higher fermentation scales.
The analysis of the ECs, against three toxic metals shows that the new formulation of the medium does not affect the re-
sponse capacity of Vibrio harveyi CBM-992, with a toxicity sequence: Hg?* > Cr®" > Fe®*. These results will constitute es-

sential basic information for the future design of a bioassay for the detection of contaminants.

Keywords: light emission; microbial growth; toxicity; response surface methodology.

Recibido: febrero 14 de 2024
INTRODUCCION

La emision de luz por bacterias luminiscentes es el resul-
tado del sistema enzimatico luciferina-luciferasa que se
encuentra intimamente relacionado con los procesos de
transferencia de energia en las células e indica el estado
metabdlico de la célula (Martin et al,, 2010). De esta
manera, una atenuacion de la luminiscencia evidencia
una afectacion en el proceso de respiracion celular.
Contaminantes quimicos y biolégicos, asi como algunos
factores fisicos del ambiente pueden afectar la respira-
cion celular y alterar la sintesis de proteinas y lipidos
modificando por tanto la luminiscencia.

Los andlisis de toxicidad mediante diferentes técnicas
han avanzado en los dltimos afos como una herramien-
ta eficiente para la evaluacién de riesgos ambientales
por el incremento de la actividad industrial (Park et al.,
2023; Blanco et al., 2017; Boehler et al.,, 2017). Estas
metodologias constituyen una alternativa de interés a los
andlisis fisico-quimicos que, por si solos, no brindan in-
formacién sobre la toxicidad de las muestras ambienta-
les, son mas laboriosos, consumen mas tiempo y requie-
ren de equipamiento altamente especifico y costoso
(Mahendran et al., 2022; Quinn et al., 2018).

Los bioensayos basados en la luminiscencia bacteriana
se caracterizan por ser rapidos, sencillos y de alta sensi-
bilidad y por tanto permiten reducir el costo y el tiempo

Aprobado: 18 de abril de 2025

de operacion (Mahendran et al, 2022; Halmi et al.,
2019; Halmi, 2016). Estos ensayos se fundamentan en la
sensibilidad de las bacterias luminiscentes a la presencia
de sustancias toxicas o a las condiciones adversas del
medio, que disminuyen su emision de luz.

El disefio de un bioensayo, a partir de un grupo de micro-
organismos tan diverso como las bacterias luminiscentes
marinas, requiere de investigaciones bdsicas que permitan
establecer con éxito las condiciones para su empleo co-
mo biosensores rutinarios. Estas investigaciones incluyen
la seleccion e identificacion taxonémica de la cepa de
bacteria, la evaluacion de condiciones de cultivo a dife-
rentes escalas de fermentacion, la estimacion de su sensi-
bilidad frente a agentes téxicos; asi como la formulacién y
establecimiento de condiciones para su empleo como
biosensores ambientales (Veysi & Zeinoddini, 2023; Mu-
neeswaran et al., 2021; Shanware et al., 2013).

En los procesos biolégicos resulta complejo establecer
condiciones 6ptimas para obtener mayor rendimiento
de un producto determinado. La identificacion y la se-
leccion de las variables independientes, asi como el mé-
todo de optimizacién empleado, dependeran de las ca-
racteristicas y condiciones de trabajo. En particular, la
fermentacién microbiana es un proceso complejo de
reacciones metabdlicas dependientes de varios factores
relacionados con los nutrientes del medio de cultivo y
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las condiciones de operacion, entre otras (Schlembach
etal., 2021, Pérez et al., 2019; Simutis & Liibbert, 2015).

Las investigaciones relacionadas con maximizar la luminis-
cencia en cultivos sumergidos han estado relacionadas
fundamentalmente con Photobacterium phosphoreum y
dirigidas a la evaluacion convencional de la influencia de
un factor sobre la variable respuesta (Parmar et al., 2020).
Esas investigaciones implican largos periodos de investiga-
cién y no permiten identificar las posibles interacciones
entre estos factores (Eisapour et al., 2013; Khani 2011). El
empleo de las metodologias de superficie de respuesta
han sido utilizadas en tecnologia de bioprocesos para la
obtencion de metabolitos de diferente naturaleza (Jacek
et al.,, 2021; Bilgi et al., 2016; Scordia et al, 2010) porque
evaldan el efecto que ejerce la variacion cuantitativa o
cualitativa de cada factor y la de sus interacciones sobre
la variable respuesta (Montgomery, 2004). Actualmente,
esta metodologia ha permitido establecer con éxito los
factores y las interacciones que mayor influencia ejercen
sobre la emisién de luz en cultivos de bacterias luminis-
centes (Muneeswaran et al., 2021; Parnar et al., 2020;
Adnan et al,, 2019).

La caracterizacién de bacterias luminiscentes aisladas de
la plataforma cubana se ha dirigido a su utilidad como
bioindicadores de calidad ambiental en ecosistemas
marinos de Cuba. Estas investigaciones han incluido
aspectos relacionados con el aislamiento, identificaciéon
y fisiologia de estos microorganismos (lglesias et al.,
2020a; 2020b; Delgado-Gémez et al., 2017). En particu-
lar, la evaluaciéon de cuatro medios de cultivos recomen-
dados en la literatura especializada para este grupo de
bacterias, permitié la selecciéon del medio basal LM
(Baumann & Baumann, 1981) para el crecimiento y emi-
sion de luz de la cepa de Vibrio harveyi CBM- 992
(Iglesias et al., 2020b).

La presente investigacion tiene como objetivo optimizar
el crecimiento y la luminiscencia de V. harveyi CBM- 992
mediante la evaluacién de la variacion de las concentra-
ciones de las fuentes de carbono y nitrégeno en el me-
dio basal LM (Baumann & Baumann, 1981).

MATERIALES y METODOS

Microorganismo empleado

La cepa luminiscente V. harveyi CBM-992 empleada en
este estudio fue aislada de las aguas de la plataforma no-
roeste de Cuba (Iglesias et al, 2020b). Se encuentra de-
positada en la Coleccién de Bacterias Marinas del Institu-
to de Ciencias del Mar (ICIMAR), La Habana, Cuba.

Condiciones de cultivo

Las variantes de medio de cultivo a evaluar fueron defi-
nidas en funcién de las concentraciones de triptona,
extracto de levadura y glicerol del medio basal LM
(Baumann & Baumann, 1981). Los experimentos fueron
desarrollados a escala de zaranda en Erlenmeyers de
500 mL de capacidad con 100 mL de medio de cultivo
e incubados de acuerdo a las condiciones propuestas
por lglesias et al. (2020b).

Diseno de superficie de respuesta para maximizar el
crecimiento y la luminiscencia

La optimizacion del crecimiento y la luminiscencia me-
diante la variacion de las concentraciones de las fuentes
de carbono y nitrégeno se realizé por el método de
superficie de respuesta del disefio central compuesto de
Box y Hunter (Jiménez, 2015; L6épez Planes, 1988). Para
calcular los niveles de concentracion de las variables
independientes: triptona, extracto de levadura y glicerol
se utilizé el medio basal LM (Baumann & Baumann,
1981) como centro del plan factorial. Las variantes de
medio de cultivo incluyeron valores minimos (-1), puntos
centrales (0) y valores maximos (+1) de los nutrientes de
acuerdo a las combinaciones del disefio central com-
puesto de Box y Hunter (Tabla 1).

Este disefo consistié en 19 corridas experimentales, que
incluyeron cinco repeticiones en el centro del plan
(medio LM). Para cada tratamiento se evaluaron como
variables respuesta la DO y la luminiscencia.

Para evaluar la significacion de los coeficientes en el
modelo de regresion se aplico el test de Student y el test
de Fischer para comprobar el ajuste del modelo. Los
valores optimos se calcularon al igualar a cero la prime-

Tabla 1. Concentracién de las fuentes de carbono y nitrégeno para optimizar el crecimiento y la luminiscencia
de V. harveyi CBM-992 mediante un disefio central compuesto de Box y Hunter.

Composicion del medio (g/L)
Nutriente Nivel bajo (-1) Centro del plan (0) Nivel alto (+1)
Triptona 3.0 5.0 7.0
Extracto de levadura 3.0 5.0 7.0
Glicerol 2.5 3.5 4.5
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ra derivada para las variables dependientes (crecimiento
microbiano y luminiscencia) en funcién de cada variable
independiente. La obtencién del maximo local se de-
mostré mediante la evaluacion de los valores éptimos
en la segunda derivada.

El crecimiento microbiano, expresado como unidades
de densidad éptica (DO) a 620 nm se determiné en un
espectrofotometro Shimadzu UV-1201. Por su parte, la
luminiscencia se determiné mediante el empleo de un
espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301pc, de manera
que la fuente de luz de excitacion fue bloqueada para
evitar que incidiera sobre la muestra.

Los valores de luminiscencia se determinaron a partir de la
integracion de los espectros de emision obtenidos entre
400 y 600 nm, mediante los programas Fluorescence Spec-
troscopy, Optima 2,20R2 y Origin 8.0 y fueron expresados
como unidades arbitrarias de luminiscencia (ual).

Los resultados de crecimiento y luminiscencia fueron
procesados con el programa Statgraphics 19, mediante
el cual se obtuvo la ecuacion de regresion con los coefi-
cientes significativos (Pareto estandarizado), la superficie
de respuesta y de contorno; asi como el valor éptimo
del modelo obtenido para cada variable dependiente.

Ensayo de toxicidad

A partir del cultivo V. harveyi CBM-992 en el medio ob-
tenido para maximizar la luminiscencia, se evalué su
atenuacioén frente a tres compuestos toxicos, que inclu-
yeron las sales de metales: HgCl,, K,Cr,O; y Fey(SO,)s.

El efecto de la concentracion de los compuestos toxicos
se evalué mediante un disefio en bloques completamen-
te aleatorizados para los metales seleccionados a dife-
rentes concentraciones (Tabla 2). Las diluciones de cada
sustancia fueron preparadas en solucién salina segin lo
descrito por Stuart et al. (1999).

Para cada evaluacién fue expuesto el cultivo en su maxi-
ma luminiscencia a las soluciones de los téxicos en una
relacion 1:1 (v:v) y como control del ensayo se utilizé
solucién salina por solucion del téxico. La luminiscencia

se evalué a los 5 y 15 min de incubacién para determi-
nar su atenuacion por efecto de los téxicos (Futra et al.,
2014; Villaescusa et al., 1997). La concentracion del
toxico que provocé una disminucién de un 50 % de la
luminiscencia original (ECs) se determiné de acuerdo a
la ISO-11348-1 (2007) para este tipo de ensayos.

Las evaluaciones se realizaron por triplicado. Para el
procesamiento estadistico de los datos se usé andlisis de
varianza de clasificacion simple con un coeficiente de
significacion del 95 % vy la prueba de comparacion de
medias de rangos mudiltiples de Duncan (Lerch, 1977).
Todos los resultados fueron procesados con el paquete
estadistico Spss v.21.0 y Excel 7.0 para Windows.

RESULTADOS

Optimizacion del crecimiento y la luminiscencia de V.
harveyi CBM-992

En todas las variantes de medio de cultivo del disefio
central compuesto de Box y Hunter se produjeron
variaciones del crecimiento microbiano y la luminis-
cencia del cultivo V. harveyi CBM-992. El procesamien-
to inicial de los resultados mediante regresion lineal
multifactorial determiné las ecuaciones para las varia-
bles dependientes (crecimiento microbiano y luminis-
cencia) en funcién de los nutrientes evaluados, de
acuerdo a las expresiones 1y 2.

Y, = 6,41323 + 0,0823092X, — 0,107472X, + 0,00865347X, — 1,35345X2 — 0,18X, X, — 0,0525X, X, — 1,20496X2 —

0,1X,X; — 1,10066X2 (1)
R= 0.963
¥, = 131.802 — 9.94863X, — 23.553X, — 2.68079X, — 30.8341XZ — 0.80125X,X, — 10.8313X,X, — 26.0841X% +
2.50125X,X, — 41.6528X2 @
R2= 0,910

Y,: DO Y,: Luminiscencia X;: Triptona X,: Extracto de levadura X;: Glicerol

El diagrama de Pareto estandarizado para cada varia-
ble dependiente muestra graficamente la magnitud y
direccion de los efectos de las variables independien-
tes sobre el crecimiento microbiano y la luminiscencia
de la cepa V. harveyi CBM-992 (Figura 1). El analisis
de varianza para la DO indic6 que tres efectos tienen
influencia significativa negativa en el crecimiento mi-
crobiano de la cepa evaluada para un nivel de con-
fianza del 95 % (Figura 1a). Por su parte, para la lumi-

Tabla 2. Concentraciones empleadas en la evaluacién del efecto de diferentes sales de metales sobre la luminiscencia V. harveyi CBM-992.

Compuesto Concentraciones (mg/L)

HgCl, 3.70 1.85 0.93 0.46 0.23 0.12 0.06 0.03 - -
K,Cr,0; 900.00 | 450.00 225.00 112.50 56.00 28.00 14.00 7.00 3.50 1.76
Fe,(SO4)s 370.00 | 185.00 92.50 46.25 23.13 11.56 5.78 2.89 145 | 0.72
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niscencia resultaron cuatro efectos significativamente
negativos para esta variable con un nivel de p< 0.05
(Figura 1b). En particular, la concentracién de tripto-
na, extracto de levadura y glicerol en su expresion
cuadratica tuvieron un efecto estadisticamente negati-
vo sobre el crecimiento y la luminiscencia de CBM-
992, que indica que la variable respuesta disminuye
cuadraticamente, a medida que el nivel de estos fac-
tores se incrementa (Rodriguez, et al. 2017).

El andlisis del diagrama de Pareto estandarizado de la
influencia de las fuentes de carbono y nitrégeno para el
crecimiento microbiano y la luminiscencia de V. harveyi
CBM-992 (Figura 1) determiné las ecuaciones de ajuste
para los coeficientes significativos (ecuaciones 3 y 4).

Las ecuaciones del modelo de regresiéon para las varia-
bles dependientes DO (Y;) y luminiscencia (Y,) permitie-
ron obtener las superficies de respuesta y de contorno,
donde se observa graficamente el comportamiento de
esas variables en funcién de los niveles de las interaccio-
nes: triptona-extracto de levadura, triptona-glicerol y
glicerol-extracto de levadura. Los resultados muestran un
optimo local de cada variable dependiente para la zona
de estudio (Figura 2 y Figura 3). En particular, como re-
sultado del andlisis del disefio para esa zona de 6ptimo
local se obtiene un maximo de crecimiento microbiano
de DO= 6.44, que no difiere del valor obtenido en el
medio basal LM (6.41). En contraste, para la luminiscen-
cia se alcanzo6 un valor maximo de 137.9 ual, superior al
del medio de cultivo LM (130.9 ual).

X4X4: Triptona*Triptona

X,X,: Ext. Levadura*Ext. Levadura
X3X;: Glicerol*Glicerol

X4X,: Triptona*Ext. Levadura

X,: Ext. Levadura

X;: Triptona

X,X;: Ext. Levadura*Glicerol

X,X5: Triptona*Glicerol

X3: Glicerol

efecto + sobre el crecimiento
mm efecto — sobre el crecimiento

T=EDEg

N

4 6 8 10 12
Efecto Estandarizado

X5X3: Glicerol*Glicerol

XX, : Triptona*Triptona

X,X,: Ext. Levadura*Ext. Levadura
X,: Ext. Levadura

X,: Triptona

X4X;: Triptona*Glicerol

Xs: Glicerol

X,X5: Ext. Levadura*Glicerol

X1X, : Triptona*Ext. Levadura

efecto + sobre la luminiscencia
=m efecto — sobre la luminiscencia

4 6 8

Efecto Estandarizado

Figura 1. Diagrama de Pareto estandarizado para la DO (a) y la luminiscencia (b) de V. harveyi CBM-992 para
un nivel de confianza del 95%. Las barras que sobrepasan la linea vertical representan los coeficientes signifi-
cativos para cada una de las variables dependientes (p< 0.05).

Y, = 6,41323 — 1,35345X2 — 1,20496X2 — 1,10066X2
Y, = 131.802 — 23.553X, — 30.8341X2 — 26.0841X2 — 41.6528X2

(3)
4)

Y;: DO Yi: Luminiscencia X;: Triptona X;: Extracto de levadura X;: Glicerol
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Figura 2. Superficies de respuesta de la optimizacién del crecimiento microbiano de la cepa V. harveyi CBM-992 para las interacciones a.
triptona-extracto de levadura, c. triptona-glicerol y e. extracto de levadura-glicerol. Transformaciones candnicas de la superficie de res-
puesta para las interacciones b. triptona-extracto de levadura, d. triptona-glicerol y f. extracto de levadura-glicerol.

Tabla 3. Concentraciones de las fuentes de carbono y nitrégeno que maximizan el crecimiento y la luminiscencia de V. harveyi
CBM-992 para el disefio central compuesto de Box y Hunter.

Nutriente Medio LM Medio 6ptimo de crecimiento Medio 6ptimo de luminiscencia
Triptona (g/L) 5.00 5.07 4.70
Extracto de levadura (g/L) 5.00 4.90 4.10
Glicerol (g/L) 3.50 3.01 2.97
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Figura 3. Superficies de respuestas de la optimizacién de la luminiscencia de la cepa V. harveyi CBM-992 para las interacciones a. trip-
tona-extracto de levadura, c. triptona-glicerol y e. extracto de levadura-glicerol. Transformaciones candnicas de la superficie de respuesta
para las interacciones b. triptona-extracto de levadura, d. triptona-glicerol y f. extracto de levadura-glicerol.

El calculo de la primera derivada de las ecuaciones de
ajuste para la DO (Y4) (3) y luminiscencia (Y,) (4) deter-
miné las concentraciones de las variables independien-
tes que maximizan el crecimiento y la luminiscencia de
la cepa V. harveyi CBM-992 (Tabla 3).

Las concentraciones de triptona, extracto de levadura y
glicerol reducidas en un 6 %, 18 % y 15 %, respectiva-
mente, maximizan la luminiscencia de V. harveyi CBM-
992 en un 5 % con respecto a la obtenida en el medio
basal LM (Baumann & Baumann, 1981). Por su parte, los
resultados del proceso de optimizacién del medio para

el crecimiento microbiano, no promovié un incremento
de biomasa, posiblemente asociado a la calidad del me-
dio original de partida para alcanzar un buen rendimien-
to. Sin embargo, es de notar que estos resultados se
alcanzan con una concentraciéon menor del extracto de
levadura (2%) y de glicerol (14%) lo cual tiene implica-
ciones importantes en los costos del medio de cultivo.

Efecto de diferentes compuestos toxicos sobre la lumi-
niscencia de V. harveyi CBM-992

La concentracién efectiva media (ECso) es ampliamente
utilizada para la evaluacion de la atenuacién de la lumi-
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Tabla 4. Valores estimados de ECsode V. harveyi CBM-992, basados en la atenuacién de la intensidad de la
luminiscencia a 5 y 15 min de exposicién a compuestos toxicos. Letras diferentes indican diferencias esta-
disticas entre los valores (p < 0.05; ANOVA y prueba de Duncan a posteriori).

Toéxico ECsoa 5 min (mg/L) ECsoa 15 min (mg/L)
HgCl, 1.64¢+0.74 1.52¢+0.25
K,Cr,0;, 60.79>+ 5.97 58.44b+ 4 .84
Fe,(SO4)3 168.412+ 15.64 158.532+ 10.31

niscencia frente a diferentes compuestos téxicos, ya que
indica la concentracion del téxico que provoca la ate-
nuacién de la luminiscencia en un 50 %.

En la Tabla 4 se muestran los valores de ECso a los 5y
15 min de exposicion al evaluar el efecto de tres com-
puestos toxicos sobre la luminiscencia de CBM-992 en
el medio de cultivo 6ptimo para la luminiscencia.

La atenuacion de la intensidad de la luminiscencia de
CBM-992 expresada como valores de ECs, no difiere esta-
disticamente a los diferentes tiempos de incubacién para
un mismo compuesto (Duncan, p < 0.05). Asimismo, la
secuencia de sensibilidad mostrada por el cultivo a la ex-
posicion de estos compuestos fue: Hg** > Cr®* > Fe*,
independientemente del tiempo de contacto evaluado.

DISCUSION

Los estudios sobre optimizacion del crecimiento y emi-
sién de luz por bacterias luminiscentes no aparecen am-
pliamente difundidos en la literatura especializada. No
obstante, existen evidencias de la influencia de diferen-
tes nutrientes y condiciones de cultivo en el crecimiento
y luminiscencia de estas bacterias. En particular, para
una cepa del género Vibrio se ha demostrado una corre-
lacion directa entre el crecimiento celular y la concentra-
cién de extracto de levadura en el intervalo de 1-9 g/L,
aunque a concentraciones de 1 g/L se produce el maxi-
mo de luminiscencia (Parmar et al., 2020). Por su parte,
para Photobacterium leiognathi cepa GoMGm1 se ha
demostrado que el extracto de levadura hasta concen-
traciones de 8 g/L produce un aumento de la luminis-
cencia, mientras el crecimiento se inhibe a concentracio-
nes superiores de 6 g/L (Muneeswaran et al., 2021).

En el caso de la triptona se ha informado que favorece
el crecimiento y la luminiscencia, probablemente por la
presencia de la arginina, que estimula la expresion de la
luciferasa; asi como la transcripcion del sistema biolumi-
niscente (Srivastava & Macleod, 1971). Asimismo, la
efectividad de varias fuentes de nitrégeno como acido
glutamico, peptona y triptona en la luminiscencia de
Photobacterium sp. cepa MIE, demostré que la triptona

es el componente mas favorable para la luminiscencia a
una concentracion éptima entre 30-40 g/L (Halmi et al.,
2014), que resulta superior a la que maximiza la luminis-
cencia de V. harveyi CBM-992.

Referido al glicerol, aparece ampliamente documentado
que no tiene un efecto significativo para el crecimiento y
la luminiscencia de estas bacterias (Parmar et al., 2020;
Nawaz & Ahmed, 2011). Sin embargo; se ha demostrado
su importancia para el crecimiento y la emision de luz en
determinadas cepas de bacterias luminiscentes (Adnan et
al., 2020; Iglesias et al., 2020b; Halmi et al., 2014).

Determinadas concentraciones de glicerol pueden inducir
o inhibir el crecimiento y la luminiscencia de estos micro-
organismos (Ramesh et al., 2014). El glicerol puede actuar
como una unica fuente de carbono utilizada por la enzi-
ma luciferasa para la produccion de luminiscencia. Frie-
drich y Greenberg (1983) reportaron que el crecimiento
de una cepa luminiscente del género Vibrio en ausencia
de glicerol causé la represion catabdlica de la enzima
luciferasa. Asimismo, se ha demostrado que la conserva-
cién de una cepa de P. phosphoreum en alginato-glicerol
al 3 % mantiene maximos de luminiscencia aproximada-
mente por cuatro semanas (Chun et al, 1996). Por su
parte, otros autores refieren concentraciones de glicerol
que maximizan la luminiscencia en el intervalo de 3-6 %
(Halmi et al., 2014, Ramesh et al., 2014).

Para el presente estudio se confirmé que las concentra-
ciones de nutrientes pueden diferir para alcanzar los
maximos de crecimiento microbiano y la luminiscencia,
aunque las interacciones de estos nutrientes no tuvieron
una influencia significativa sobre la variable respuesta;
los factores de manera independiente resultaron signifi-
cativos para el crecimiento y luminiscencia de V. harveyi
CBM-992. A pesar de la limitacion de los métodos de
optimizacion, para el presente estudio, se evidencié la
bondad del diseno central compuesto de Box y Hunter,
que permitié un aumento de la luminiscencia en un 5.3
%, con disminucion de las concentraciones de diferen-
tes nutrientes con respecto al medio basal LM. Esta nue-
va formulacion de medio de cultivo permitird un mayor
rendimiento a escalas superiores del proceso fermentati-
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vo, con la consiguiente reduccién de los costos de pro-
duccién. Asimismo, estos resultados confirman que las
condiciones de cultivo y en particular los requerimientos
de nutrientes dependen de la cepa seleccionada
(Schlembach et al., 2021). En este sentido, es necesario
continuar la evaluacién de la influencia de factores am-
bientales, como el pH y la temperatura, que permitan
establecer las condiciones de cultivo de una cepa aisla-
da de la plataforma cubana para incrementar los niveles
de produccién de luminiscencia.

Los estudios fisiologicos a escala de zaranda han permi-
tido la formulaciéon de un medio de cultivo que maximi-
za la luminiscencia de V. harveyi CBM-992. En esas con-
diciones de maxima luminiscencia mostré sensibilidad
frente a los tres compuestos téxicos evaluados, indepen-
dientemente del tiempo de contacto evaluado.

El mercurio es uno de los elementos téxicos mas abun-
dantes en la naturaleza y se encuentra entre los meta-
les cuyos efectos adversos sobre los organismos se
encuentran bien documentados (Jan et al.,, 2016). Sin
embargo, aliin es muy usado con fines industriales en la
produccién de baterias, combustién de carbon, indus-
tria de la pintura, papel, mineria, entre otras
(Ayangbenro & Babalola, 2017).

Los valores de ECs, de V. harveyi CBM-992 para el Hg**
a 5 min de exposicion (ECsosmin = 1.64 mg/L) se en-
cuentran por encima de lo reportado para una cepa de
P. leiognathi aislada de aguas marinas cubanas (ECsg.smin
=0.21 mg/L) (Stuart et al., 1999). Sin embargo, la toxi-
cidad de la cepa en estudio para el Hg** resulté similar
a la mostrada por V. fischeri en el ensayo Microtox pa-
ra este compuesto (ECspsmin = 1.6 mg/L y ECsoysmin =
0.8 mg/L) (Cho et al., 2004). Asimismo, la sensibilidad
V. harveyi CBM-992 frente a este toxico fue mas de
nueve veces superior a la de Vibrio alginolyticus PBR1
en un medio 6ptimo de luminiscencia (ECsoismin =
14.18 mg/L) (Parmar et al., 2020).

El cromo es un elemento natural abundante en la corte-
za terrestre; formando parte de diversos compuestos en
agua, suelos y efluentes de industrias, debido a que di-
cho metal es ampliamente utilizado en distintas activida-
des industriales (Ayangbenro & Babalola, 2017). Para
este compuesto toxico se han reportado valores de ECsg
similares a diferentes tiempos de incubacion en el ensa-
yo de Microtox (ECsosmin = 18.9 mg/L y ECspq5min = 17.2
mg/L) (Cho et al., 2004), en correspondencia con las
ECso de V. harveyi CBM-992 frente Cr®" para ambos
tiempos de exposicion. Los valores de ECs, mostrados
por la cepa en estudio se encuentran por debajo de los
referidos por otros investigadores para este metal, en

condiciones similares de evaluacion. Tal es el caso de
Lopez-Roldan et al. (2012) (ECsp15min = 190.4 mg/L), Fu-
lladosa et al. (2005a) (ECsq.15min >500 mg/L) y Villaescusa
et al. (1997) (ECSO-Smin =1 164 mg/L y EC5O-15min = 584
mg/L). Esto evidencia la sensibilidad de la cepa en estu-
dio para la deteccion de cromo en muestras de agua.

El hierro es uno de los metales trazas mas importantes
para la vida. Es un elemento que actda como cofactor
de disimiles enzimas que intervienen en procesos meta-
bdlicos esenciales para la vida como: respiracion, foto-
sintesis, fijacion de nitrégeno, metanogénesis, transporte
de oxigeno y regulacion genética (Mackenzie et al.,
2008). Sin embargo, en la actualidad se refiere un incre-
mento notable de las particulas de hierro que se vierten
en el mar a niveles téxicos, generadas por las ciudades y
la industria procedentes de la fabricacién de acero vy la
quema de carbon (Ayangbenro & Babalola, 2017).

Los valores de ECso para la exposicion al Fe’* en esta
investigacion (ECsosmin = 168.4 mg/L, ECsoi5min = 158.5
mg/L) se encuentran por encima de los descritos en la
literatura especializada, lo cual sugiere una menor sensi-
bilidad de V. harveyi CBM-992 a este compuesto. Ejem-
plo de ello son los valores referidos por Cho et al.
(2004) para V. fischeri con ECso de 15.9 y 16.5 mg/L a
los 5 y 15 min, respectivamente. Otros autores refieren
ECso de 70 mg/L a los 5 min (Futra et al., 2014) y de
52.08 mg/L a los 15 min (Lopez-Roldan et al., 2012).

El anélisis de la EC5, como medida indirecta de la toxici-
dad demostraron que el mercurio resulté ser el metal
mas téxico para V. harveyi CBM-992, similar para una
cepa de P. leiognathi, aislada de aguas de la plataforma
cubana (Stuart et al.,, 1999). Asimismo, la secuencia de
toxicidad coincide con la informada por Futra et al.
(2014) (Cu?* > Cr** > Ag* > Fe™).

En general, la atenuacion de la luminiscencia de V. har-
veyi CBM-992, expresado como ECs, para cada uno de
los metales evaluados constituye informacion basica de
su sensibilidad a compuestos toxicos. Sin embargo, es
necesario continuar la evaluacién de la atenuacién de la
luminiscencia frente a otros metales, plaguicidas, hidro-
carburos, entre otros, que permitan caracterizar la sensi-
bilidad de la cepa frente a posibles contaminantes am-
bientales. Asimismo, resulta imprescindible su evalua-
cion frente a combinaciones de estos tdxicos y a mues-
tras naturales con diferentes origenes de impactos, don-
de la combinacién de mudltiples compuestos toxicos pu-
diera modificar su respuesta.

Varios estudios han demostrado los efectos toxicos
sinérgicos de los compuestos xenobidticos sobre la
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atenuacion de la luminiscencia, donde la sensibilidad
de estos sistemas biolégicos dependera de diferentes
factores, como condiciones de cultivos, tipo y concen-
tracion respectiva de los toxicos, factores fisicos, entre
otros (Fulladosa et al., 2005b) Estos ensayos basados
en la bioluminiscencia bacteriana representan una al-
ternativa para evaluaciones de la calidad de ambientes
acuaticos por las ventajas que ofrecen en relacién a
otras metodologias (Mahendran et al., 2022; Halmi,
2016; Girotti et al., 2015).

CONCLUSIONES

La aplicacion del analisis multivariado a la influencia de
nutrientes del medio sobre el crecimiento y la luminis-
cencia permiti6 la formulacion de un medio que maximi-
za la luminiscencia de la cepa V. harveyi CBM-992 vy
garantiza su sensibilidad frente a compuestos téxicos.
Esta formulacién representa una disminucién en los futu-
ros costos de produccion con vistas a la implementacion
de un bioensayo para el monitoreo de ambientes mari-
nos contaminados.
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ARTICULO DE INVESTIGACION

Efecto inhibidor de los extractos oleaginosos
de Coffea arabica y Ananas comosus sobre Enterococcus faecalis

Inhibiting effect on oleaginous extracts
of Coffea arabica and Ananas comosus on Enterococcus faecalis
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RESUMEN

La resistencia de los microorganismos a los agentes antimicrobianos representa un desafio critico para la salud publi-
ca. Entre estos, Enterococcus faecalis destaca como una bacteria grampositiva, anaerobia facultativa y oportunista, re-
conocida como uno de los principales causantes de infecciones nosocomiales. El presente estudio tuvo como objeti-
vo evaluar el efecto inhibidor de los extractos oleaginosos obtenidos de la cdscara de café (Coffea arabica) y las hojas
de la corona de pifa (Ananas comosus) sobre el crecimiento de E. faecalis, con el fin de explorar alternativas naturales
para su control. Metodolégicamente, en la investigacion se recolectaron 6 kg de hojas de corona de pifa y cascara de
café; las hojas fueron deshidratadas en horno y luego molidas hasta obtener una harina fina. La extraccién de los com-
puestos oleaginosos se realiz6 mediante el método Soxhlet, La identificacion de compuestos fenélicos se llevé a cabo
mediante cromatografia liquida. En cuanto a la evaluacién de la actividad antimicrobiana, se utilizé el método de difu-
sién en disco sobre agar Mueller-Hinton, empleando oxacilina como control positivo y DMSO como control negativo.
Los resultados se expresaron en milimetros de los halos de inhibicién generados por cada concentracién de los extrac-
tos. A concentracion del 100%, el extracto de A. comosus presenté un halo de inhibicién de 2,34 mm, mientras que el
de C. arabica alcanzé los 3,11 mm, siendo esta la concentracion mas efectividad. Se concluyé que los extractos de
ambas fuentes vegetales presentan actividad antimicrobiana contra E. faecalis, y el andlisis ANOVA confirmé diferen-
cias significativas entre los tratamientos aplicados.

Palabras clave: antimicrobianos, compuestos fendlicos, extractos vegetales, microorganismos, residuos.
ABSTRACT

The resistance of microorganisms to antimicrobial agents represents a critical challenge for public health. Among
these, Enterococcus faecalis stands out as a gram-positive, facultative anaerobic and opportunistic bacterium, recog-
nized as one of the main causes of nosocomial infections. The present study aimed to evaluate the inhibitory effect of
oleaginous extracts obtained from coffee husk (Coffea arabica) and pineapple crown leaves (Ananas comosus) on the
growth of E. faecalis, in order to explore natural alternatives for its control. Methodologically, in the research 6 kg of
pineapple crown leaves and coffee husk were collected; the leaves were dehydrated in an oven and then ground to
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obtain a fine flour. The extraction of oleaginous compounds was carried out by the Soxhlet method. The identification
of phenolic compounds was carried out by liquid chromatography. As for the evaluation of antimicrobial activity, the
disc diffusion method was used on Mueller-Hinton agar, using oxacillin as a positive control and DMSO as a negative
control. The results were expressed in millimeters of the inhibition halos generated by each concentration of the ex-
tracts. At 100% concentration, the A. comosus extract presented an inhibition halo of 2.34 mm, while that of C. arabica
reached 3.11 mm, this being the most effective concentration. It was concluded that extracts from both plant sources
showed antimicrobial activity against E. faecalis, and ANOVA analysis confirmed significant differences between the

treatments applied.

Keywords: antimicrobials, phenolic compounds, plant extracts, microorganisms, residues.

Recibido: febrero 23 de 2025

INTRODUCCION

La resistencia a los antibiéticos es de las principales preo-
cupaciones de la salud pdblica a nivel mundial
(Singaravelu, 2019; Li et al., 2025). Este fendmeno ha sido
reconocido por la Organizaciéon Mundial de la Salud, co-
mo una de las mayores amenazas para la salud humana
(OMS, 2020), debido a su impacto en la eficacia de los
tratamientos y al aumento de la morbilidad y mortalidad
asociadas a infecciones bacterianas (Spellberg et al.,
2011). Entre los microorganismos que han desarrollado
resistencia a mdltiples antibiéticos destaca el género Ente-
rococcus, considerado uno de los principales patégenos
nosocomiales (Almeida-Santos et al., 2025). Su resistencia
intrinseca a la mayoria de los antibiéticos dificulta signifi-
cativamente su tratamiento (Cercenado, 2011), y lo con-
vierte en un agente causal de entre el 5% y el 15% de los
casos de enfermedades como la endocarditis (Escola et
al., 2020). La Organizacion Mundial de la Salud ha clasifi-
cado Enterococcus faecalis como un patégeno de alta
prioridad debido a su resistencia a miltiples farmacos, lo
que limita significativamente las opciones terapéuticas
disponibles. Este microorganismo representa un desafio
creciente en la medicina moderna, ya que estd asociado
con infecciones graves y de dificil tratamiento (Aguirre &
Huatuco, 2014), Se estima que aproximadamente el 80%
de las infecciones por Enterococcus son causadas por E.
faecalis , es importante resaltar que, aunque forma parte
de la microbiota normal del tracto gastrointestinal, geni-
tourinario y la saliva, puede actuar como patégeno opor-
tunista y provocar complicaciones severas en ciertas con-
diciones (Rufasto et al.,, 2023). Estos factores subrayen la
urgencia de desarrollar nuevas estrategias para su control.
Esta situacion ha impulsado la bisqueda de alternativas
terapéuticas eficaces y seguras, entre las cuales los extrac-
tos naturales han emergido como una opcién prometedo-
ra debido a su amplia gama de compuestos bioactivos
con propiedades antimicrobianas (Tril et al., 2014). Esta
actividad esta relacionada principalmente con el alto con-
tenido de compuestos fendlicos, autores como (Vega et
al.,, 2020), (Vega et al., 2024) y (Pérez y Tuberquia, 2023)
han demostrado en sus investigaciones que residuos co-

Aprobado: abril 25 de 2025

mo la pina (Ananas comosus) y el café (Coffea arabica),
poseen actividad antimicrobiana que puede inhibir el
crecimiento de microorganismos patégenos. El consumo
de estos alimentos se limita a su pulpa, desechando su
cascara y la corona en el caso de la pifa. Estos residuos
poseen una gran cantidad de beneficios que pueden ser
aprovechados en la industria alimentaria y farmacéutica,
entre otros (Cerquera & Ibarra, 2022). En consecuencia,
para el aprovechamiento de estos residuos organicos, el
presente estudio evalué el efecto inhibidor de los extrac-
tos oleaginosos de Coffea arabica y Ananas comosus so-
bre Enterococcus faecalis.

MATERIALES Y METODOS
FASE I: Recoleccion, secado y molienda

Se siguié la metodologia planteada por (Cangussu et al.,
2021), con algunas modificaciones para lo cual se reco-
lectaron 6kg de la cascarilla de café (Coffea arabica) y de
coronas de la pifia (Annanas comosus) a partir de los
desechos encontrados en la central de abastos, seguida-
mente se llevé a cabo el proceso de secado con las ho-
jas de la corona de pifia (Annanas comosus), en la cual
se utiliz6 un horno de secado especializado capaz de
deshidratar los alimentos, se ajusté a una temperatura
constante de 60°C por un tiempo de 72h (Johny et al.,
2023). Durante esta fase se control6 y registro el tiempo
de secado necesario para obtener una deshidratacién
adecuada y calcular el porcentaje humedad perdida de
la muestra inicial (%H:) aplicando la ecuacién T,
(Subdireccién de metrologia fisica, 2022). Posteriormen-
te se llevé a cabo la molienda y tamizado de las hojas
de (Annanas comosus), y la cascarilla de (Coffea arabica).
La molienda se realizé con el fin de obtener una harina
fina o polvo fino.

mp—mg

%th = TX].OO

(Ecuacion 1)
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FASE II: Extraccion, rendimiento e identificacion de
compuestos fenolicos

La extraccion de los compuestos fendlicos de la cascari-
lla de café (Coffea arabica) y la corona de pina (Ananas
comosus) se realizé mediante el método Soxhlet, utili-
zando una extracciéon sélido-liquido. Para cada proceso,
se empled 1 L de etanol al 96% como solvente. Al finali-
zar la extraccion, se llevé a cabo una destilacion simple
con el objetivo de concentrar y purificar el extracto olea-
ginoso. Posteriormente, las muestras obtenidas se alma-
cenaron en frascos dmbar para su conservacion. El ren-
dimiento del proceso se calculé utilizando la ecuacién 2
descrita por (Fuentes & Luis 2013).

mg —me

7
%R = x100

my

(Ecuacién 2)

La identificacion de compuestos fendlicos se llevé a ca-
bo mediante el andlisis de cromatografia liquida de ultra-
alta resolucion con detector de masas Orbitrap (UHPLC-
ESI-ORBITRAP-HRMS), las preparaciones de las muestras
analizadas se disolvieron en una muestra en mezcla de
metanol: Agua (1:1 v/v) con &cido férmico 0.2% v/v,
vortex (5 min) y sonicacién (5 min) y posterior inyeccion
al equipo cromatogréfico. Como estandares de referen-
cia se utilizaron las xantinas: cafeina (Part N° C8960-
250G, Sigma-Aldrich), teobromina (Part N° T4500-25G,
Sigma-Aldrich) y teofilina (Part N° T1633-25G, Sigma-
Aldrich); las catequinas: (£)-catequina (C) (Part N°
C1788-500MG, Sigma-Aldrich), (-)}-epigalocategina gala-
to (EGCG) (Part N° E4143-50MG, Sigma-Aldrich), (-)-
epicateqgina (EC) (Part N° E1753-1G, Sigma-Aldrich), (-)-
epicategina galato (ECG) (Part N° E3893-10MG, Sig-
maAldrich), (-)}-epigalocategina (EGC) (Part N° E3768-
5MG, Sigma-Aldrich); los flavonoides: acido caféico
(Part N° C0625, Sigma-Aldrich), dcido p-cumarico (Part
N° C9008, Sigma-Aldrich), acido rosmarinico (Part N°
536954-5G, Sigma-Aldrich), quercetina (Part N° Q4951-
10G, Sigma-Aldrich), naringenina (Part N° N5893-1G,
Sigma-Aldrich), luteolina (Part N° L9283-10MG, Sigma-
Aldrich), kaempferol (Part N° K0133-50MG, Sigma-
Aldrich), pinocembrina (Part N° P5239, Sigma-Aldrich),
apigenina (Part N° A3145-25MG, Sigma-Aldrich); las
antocianinas: cianidina 3-rutinosido (Part N° G36428,
Sigma-Aldrich), pelargonidina 3-glucésido (Part N°
53489, Sigma-Aldrich).Se utilizé6 un Cromatégrafo liqui-
do de ultra-alta eficiencia (UHPLC), Dionex Ultimate
3000 (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.), equi-
pado con una bomba binaria de gradiente (HP
G3400RS), un inyector automatico de muestras (WPS
300TRS) y una unidad termostada para la columna (TCC
3000). La interfaz del LC-MS fue la electronebulizacién
(ESI) y el espectrometro de masas fue de alta resolucion

con un sistema de deteccion de corrientes de iones Obi-
trap. Operado en modo positivo con un voltaje de capi-
lar de 3,5 kV. La fase movil fue A: una solucion de acido
férmico 0,2% v/v en agua, y B: acido férmico 0,2% v/v
en acetonitrilo. La condicion inicial de gradiente fue de
100% A, cambiando linealmente hasta 100% B (8 min);
se mantuvo durante 4 min; el retorn6 a las condiciones
iniciales en 1 min; el tiempo total de corrida fue de 13
min, con 3 min para post-corrida. La identificacion de los
compuestos se realizé6 usando el modo de adquisicién
full scan y la extraccién de corrientes iénicas (EIC) co-
rrespondientes a los [M+H]+ de compuestos de interés,
medicién de masas con exactitud y precision de Appm <
1 y usando una solucién-mix estandar de los compues-
tos (material de referencia certificado), para la cuantifica-
cion de los analitos de interés se usé el método de es-
tandarizacién externa.

FASE IlI: Analisis microbiologicos

Para el analisis microbiolégico del efecto antimicrobiano
se realizaron pruebas de difusion en agar Miiller Hinton,
las cuales se realizaron por triplicado con la utilizacién
del método de Kirby Bauer (Alhamadani y Oudah,
2022). Seguidamente, en el proceso de preparacion de
la suspension bacterioldgica se empled la escala de
McFarland (Kuete et al., 2006), como referencia estan-
dar para determinar la concentracién de la bacteria para
la cual, se midi6 la absorbancia a una longitud de onda
de 625nm, cominmente utilizada para para este propo-
sito, asimismo se tomaron alicuotas de 100 pL (1x10?
UFC/ml) de E. faecalis, las cuales fueron inoculadas en
cada una de las placas Petri con agar Miller Hinton,
sumergiendo asi, un hisopo estéril en la suspension bac-
teriana para distribuirlo uniformemente en tres direccio-
nes sobre el agar, se dejo secar la placa a temperatura
ambiente para que cualquier exceso de humedad super-
ficial. Para el control positivo se diluyé 5ml de agua des-
tilada en 1g de Oxacilina, obteniendo una concentra-
cién apropiada de 0,1% de antibiético. Para la prepara-
cion de los tratamientos tabla 1, se procedié a diluir los
extractos en dimetilsulféxido (DMSQO) y se prepararon
las concentraciones en tubos de Eppendorf estériles.
Seguidamente, los discos de papel filtro se anadieron
con una pinza estéril, los cuales eran embebidos con 10
uL cada uno con las concentraciones de los tratamientos
a (25%, 50%,75% y 100%). Se incubaron las placas en
posicion invertidas dentro de los 15 min posteriores de
la aplicacién de los extractos a evaluar, a una temperatu-
ra de 35+2°C durante 24h, pasado el tiempo de incuba-
cion se examind cada placa y se midieron los didmetros
(mm) de los halos de inhibiciéon de crecimiento alrede-
dor de cada disco, utilizando una regla milimétrica abar-
cando asi, el diametro del halo.
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Tabla 1. Preparacion de tratamientos.

Concentracion Extracto (L) DMSO (ulL)
25% 25 75
50% 50 50
75% 75 25
100% 100 0
Control positivo Oxacilina
Control negativo DMSO
FASE IV: Analisis estadisticos % HUMEDAD
Los datos obtenidos fueron analizados para evaluar la _°
variabilidad en la inhibicién de Enterococcus faecalis QE’
causada por los extractos de Ananas comosus y Coffea s’ 8
arabica en diferentes tratamientos. Para este andlisis, se &2 1,59 0,76
utilizé el software estadistico SPSS version 29, lo que 0
.y . 0 10 20 30 40 50 60 70 80
permitié evaluar los resultados obtenidos. .
Tiempo (h)

RESULTADOS Y DISCUSIONES
FASE I Recoleccion, secado molienda

En esta fase se registrd el tiempo de secado junto al peso
de las hojas obteniendo un resultado de 3,18kg a las 24h,
1,59kg a las 48h y a las 72h con un peso final de 0,76kg,
esto con el fin de obtener una deshidratacion adecuada y
conocer el dato de % de humedad perdida de este pro-
ceso, teniendo en cuenta que el resultado fue de 87,33%
humedad perdida, a la muestra inicial. En la figura 1 se
observa que el peso de la muestra himeda disminuye, lo
que indica la perdida de agua en la muestra.

Una vez completado el proceso de secado, se procedié
a obtener el polvo fino de las hojas de la corona de la
pina (Ananas comosus) donde se obtuvo 400 gr de hari-
na fina. A su vez se realizé la molienda de la cascara de
café (Coffea arabica), donde se obtuvo 350 gr de harina
fina. Segin (Contreras-Lopez, et al, 2019), se encontré
que la reducciéon del tamano del grano de café median-
te molienda fina aumenta significativamente el rendi-
miento en la extraccion.

FASE II: Extraccion, rendimiento e identificacion de
compuestos fenodlicos en extractos por cromatografia
liquida tipo HPLC

El proceso de extraccién se realizé en el quipo Soxhlet,
mediante el método de separacion solido-liquido, usan-
do 1L de etanol al 96% como solvente, al igual que la
metodologia propuesta por (Vega y Torres 2021), sien-
do esto de gran importancia ya que de acuerdo con

Figura 1. Curva de secado de las hojas de la corona de la pifa
(Ananas comosus).

(Fuentes & Luis 2013), el método de extracciéon por
Soxhlet posee mayor rendimiento a diferencia de extrac-
cion asistida por ultrasonidos y extraccion por microon-
das; estas diferencias observadas se deben a que la téc-
nica de arrastre con vapor no entra en contacto directo
con el solvente liquido inicialmente, lo que reduce la
degradacion de compuestos de interés al aumentar la
temperatura de operacion. Ademas, el tiempo de con-
tacto entre el solvente fresco y la matriz vegetal permite
una extraccién eficiente de los compuestos afines. Sin
embargo, este método requiere un alto consumo de
energia para volatilizar el solvente repetidamente me-
diante una manta de calentamiento, aunque permite
determinar condiciones de extraccién 6ptimas, su uso se
limita a la escala de laboratorio. No obstante, su aplica-
cién puede servir para aproximar condiciones para la
implementacién de otros métodos que pueden ser esca-
lados a nivel piloto o industrial. Se calcul6 el rendimien-
to de los extractos oleaginosos teniendo en cuenta la
ecuacion 2, en la cual se obtuvo 121,944% de rendi-
miento en el extracto de las hojas de la corona de la
pifa (Ananas comosus) lo que indica que los compues-
tos fendlicos presentes en las coronas de pifa se ex-
traen con alta eficiencia (Vega et al.,, 2024). En compara-
cion con el extracto de café (Coffea arabica) arroj6é un
rendimiento menor del 29,43%. Estos datos sugieren
que, aunque ambos residuos contienen compuestos
fendlicos bioactivos, la pina puede ser la fuente mas
eficiente en términos de cantidad de compuestos extrai-
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dos por unidad de peso. Seguidamente se seleccionaron
una muestra de 10ml de cada extracto para llevar a ca-
bo el andlisis cromatografico de tipo UHPLC. En este
analisis, se determinaron y cuantificaron diversos com-
puestos fendlicos presentes en los extractos oleaginosos
de las hojas de corona de pifia (Annanas comosus) tabla
2 y cascaras de café (Coffea arabica) tabla 3.

En la tabla 2 se presentan los resultados observados en
la identificacion de compuestos fendlicos en el extracto
de Ananas comosus, donde se detectaron 28 compues-
tos. Entre ellos la cafeina, acido vanilico y acido p-
cumarico se encontraron en mayor concentracién. El
acido rosmarinico es el polifenol con una mayor con-
centracion (< 2,0) presente en la tabla 2 y se han desta-
cado polifendlicos bioactivos naturales presentes en
numerosas especies vegetales (Sanchez, 2018), a su vez
posee propiedades antiinflamatorias y antioxidantes
(Almonacid, 2016). En los resultados del estudio realiza-
do por (Ramirez et al.,2019), para el acido rosmarinico
muestran valores inferiores a los obtenidos por (Mufoz
et al, 2013), quienes evaluaron distintos métodos de
secado y obtuvieron un promedio 20 ug mg” (-1) en
romero, lo cual, hace referencia a que esta planta es una
mejor fuente para la extraccion de este compuesto. Por
su parte (Li et al., 2014), realizé un estudio en el cual
identifico los principales polifenoles presentes en la cas-
cara de pifa donde en el cual obtuvo en mayor concen-
tracion en la cromatografia el dcido gdlico, catequina,
epicatequina y acido ferdlico.

El andlisis de los compuestos fendlicos en el extracto de
la cascarilla Coffea arabica se revel6 la presencia de va-
rios compuestos bioactivos como xantinas (cafeina, teo-
bromina y teofilina), catequinas y flavonoides, que son
responsables de las propiedades antioxidantes y antibac-
terianas del extracto (Biharee et al., 2020; Wu y Brown,
2021; Gorniak et al., 2019). Estos compuestos son am-
pliamente conocidos por su capacidad para combatir
una variedad de patégenos, incluidos los microorganis-
mos resistentes a los antibidticos. En este sentido, los
resultados hasta el momento muestran el potencial de
los extractos de café ardbica y pifia como agentes anti-
bacterianos naturales, destacando el extracto de café
por su efecto mas potente. De acuerdo a los resultados
observados en la tabla 5, se logra evidenciar que la cas-
carilla de Coffea arabica empleada en este estudio, pre-
senta en mayor proporcion los compuestos como la
Cafeina, teobromina, teofilina y acido gélico, con con-
centraciones de 19385 mg kg-1, 62 mg kg-1, 31 mg kg-1
y 8,0 mg kg-1. Siendo el compuesto principal en la cas-
carilla, la cafeina (19385 mg/kg), refleja su acumulacién
caracteristica en diferentes partes del café, particular-

mente en semillas y subproductos como la cascarilla. Asi
como en la investigacion realizada por (Ballesteros et al,
2017). Se reportaron valores similares, destacando que
la cascarilla del café puede ser una fuente rica y sosteni-
ble de cafeina. De igual manera el acido galico es un
polifenol ampliamente estudiado por sus propiedades
antioxidantes y antimicrobianas. Aunque presente en
menor proporcion (8,0 mg kg-1) en la cascarilla de Cof-
fea arabica, su capacidad para neutralizar radicales libres
y su sinergia con otros compuestos bioactivos lo con-
vierten en un ingrediente potencialmente valioso. Estu-
dios como los de (Murthy y Naidu, 2012), destacan que
los acidos fendlicos, incluidos el acido galico, son promi-
nentes en subproductos del café y contribuyen significa-
tivamente a su actividad antioxidante.

FASE 3: Analisis microbiologicos

En cuanto a la actividad antimicrobiana, los estudios
microbiolégicos demostraron que ambos extractos pre-
sentaron un efecto inhibidor sobre Enterococcus faecalis,
aunque existen claras diferencias en el alcance de este
efecto. La aplicacién del extracto en concentraciones
del 25%, 50%, 75% y 100% mostré un halo inhibidor
de Omm,1.33mm,1.88mm y 2.44mm del crecimiento
alrededor de los discos intervertebrales impregnados
con el extracto de Ananas comosus (figura 2). En el mis-
mo orden secuencial de concentraciones se presenté un
halo de inhibicion de 1.33mm, 1.66mm, 2mm vy 3.11Tmm
para el extracto de Coffea arabica el cual presenta un
halo significativo desde el primer tratamiento a una con-
centracion minima de 25%, en comparacién con el ex-
tracto de pifia que no presenta halo de inhibicion a esa
concentracion. El halo fue mayor en la concentracién
mas alta para ambos extractos, lo que indica que la acti-
vidad antimicrobiana depende de la concentracién del
extracto. Lo cual, corresponde con lo encontrado por
(Kim et al., 2015), donde El 4cido oleandlico mostré acti-
vidad antimicrobiana contra Enterococcus faecalis a par-
tir de concentraciones de 32 pg/mlL, inhibiendo el creci-
miento bacteriano. Sin embargo, dependiendo de la
cepa, la concentracion minima inhibitoria (MIC) vari6
hasta 64 pg/mL. Este compuesto actda dafando la mem-
brana celular bacteriana, lo que conduce a la muerte del
microorganismo. El uso de estos extractos en regiones
de concentracion creciente demostré una clara efectivi-
dad de una "respuesta a la dosis", donde los extractos
mas concentrados produjeron zonas de inhibicion mas
grandes, lo que respalda la posibilidad de que estos ex-
tractos puedan ser efectivos como antimicrobianos para
el control de Enterococcus faecalis bacteria muy resisten-
te a los antibiéticos (Paradella et al., 2013). Estos resulta-
dos indican que ambos extractos tienen un gran poten-
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Tabla 2. Nivel minimo de cuantificacion (NMC=2NMD), tiempo de retencién (tR) y resultados de la determinacién de
compuestos presentes en las hojas de pifia.

Compuesto ty, Min NMC*, Concentracién en las muestras, mg kg-1
mg Kg!
993315-01-EB
Muestra de extracto de corona de pifia Ananas Comosus

Teobromina 23 0.1 28
Teofilina 2.5 0.1 51
Epigalocatequina (EGC) 2,6 0.1 0.5
Catequina (C) 2.7 0.1 <0.1
Epicatequina (EC) 2.9 0.1 1.7

Acido p-hidroxibenzoico 2.9 0.1 <0.1

Cafeina 2.8 0.1 4899

Acido cafeico 3.7 0.1 <0.1
Acido vanilico 2.9 0.1 108
Epigalocatequina galato (EGCG) 3.0 0.1 <0.1
Acido p-cumdrico 3.3 0.1 193
Epicatequina galato (ECG) 34 0.1 <0.1
Acido ferdlico 3.4 0.1 9.5
Quercetina 3.2 0.1 52

Acido rosmarinico 3.7 2.0 <20
Cianidina 3.5 0.1 1.0
Luteolina 4.2 0.1 0.4
Kaempferol 4.6 0.1 0.1
Acido trans-cindmico 4.4 0.4 19
Naringenina 4.6 0.1 0.3
Apigenina 4.5 0.1 0.6
Pinocembrina 5.5 0.1 0.1
Acido ursélico 8.4 0.1 6.9

Cianidina 3-rutinosido 2.7 0.1 <0.1

Pelargonidinagg 3-glucésido 2.8 0.1 <0.1
Kaempferol 3-glucdsido 3.5 0.1 0.8
Rutina 3.2 0.1 21

Acido gilico 1.9 0.1 <0.1
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Tabla 3. Nivel minimo de cuantificacién (NMC=2NMD), tiempos de retencién (tR).

Compuesto te, Min NMC*, mg Kg Concentracion en las muestras, mg kg-1
993315-01-EB
Muestra de extracto de corona de pifia Coffea arabica
Teobromina 2.4 0.1 62
Teofilina 2,5 0,1 31
Epigalocatequina (EGC) 2.6 0.1 <0.1
Catequina (C) 2.7 0.1 0.4
Epicatequina (EC) 2.9 0.1 4.4
Acido p-hidroxibenzoico 2.9 0.1 6.8
Cafeina 2.8 0.1 19365
Acido cafeico 3.7 0.1 0.5
Acido vanilico 2.9 0.1 72
Epigalocatequina galato 3.0 0.1 <0.1
(EGCQG)
Acido p-cumirico 3.3 0.1 3.3
Epicatequina galato (ECG) 3.3 0.1 <0.1
Acido ferdlico 3.4 0.1 6.9
Quercetina 3.2 0.1 4
Acido rosmarinico 3.7 2.0 <20
Cianidina 3.5 0.1 2.5
Luteolina 4.2 0.1 0.2
Kaempferol 4.6 0.1 0.2
Acido trans-cindmico 4.8 0.4 3.2
Naringenina 4.6 0.1 04
Apigenina 4.5 0.1 0.1
Pinocembrina 5.5 0.1 0.5
Acido ursélico 8.4 0.1 <0.1
Cianidina 3-rutinosido 2.6 0.1 <0.1
Pelargonidina 3-glucésido 3.5 0.1 4
Kaempferol 3-glucésido 3.5 0.1 1.6
Rutina 3.2 0.1 15
Acido galico 1.9 0.1 8.0
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cial como alternativas naturales a los antimicrobianos
sintéticos, especialmente a la luz de la creciente resisten-
cia microbiana.

FASE 4: Analisis estadistico

En la tabla 4 se puede observar que existe variacion en
los tratamientos aplicados de Ananas comosus, con un
valor de Sig. (<0,001) es menor que 0,05, lo que confir-
ma que la diferencia entre los grupos es estadisticamen-
te significativa.

En la tabla 6 se puede observar que existe variacion en
los tratamientos aplicados de Ananas comosus, con un
valor de Sig. (<0,001) es menor que 0,05, lo que confir-
ma que la diferencia entre los grupos es estadisticamen-
te significativa.

Figura 2. Resultados de la aplicacion de los extractos en Enterococcus faecalis. A)
tratatamiento de Ananas comosus en Enterococcus faecalis. B) Tratatamiento de
Coffea arabicas.

Analisis Comparativo de Ananas comosus y Coffea
arabica

De acuerdo con Molina (2017), el p-valor es un indicador
estadistico que permite evaluar la validez de la hipétesis
nula. Los resultados del andlisis ANOVA presentados en
la Tabla 10 muestran un valor de p inferior a 0,05, lo que
sugiere que la hipétesis nula es falsa. Por lo que existen
diferencias significativas entre los dos extractos.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos destacan el potencial de aprove-
chamiento de estos subproductos agroindustriales en la
obtencién de extractos oleaginosos con posibles aplica-
ciones biotecnolégicas, demostrando que los polifenoles
presentes en los extractos de Ananas comosus y Coffea
arabica poseen un efecto inhibidor sobre Enterococcus

Tabla 4. ANOVA: Efecto inhibitorio del extracto oleaginoso de las hojas de la corona de la pifia

(Ananas comosus).

Halos Suma de gl Media cuadratica F Sig
cuadrados
Entre grupos 158.32 4 39.58 66.27 <.001
Dentro de grupos 19.11 32 .597
Total 177.43 36
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Tabla 5. ANOVA: Efecto inhibitorio del extracto oleaginoso de la cascara de café (Coffea arabica)

Halos Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig
Entre grupos 161.42 4 40.35 76.46 <.001
Dentro de grupos 16.88 32 .528
Total 178.31 36

Tabla 6. ANOVA: Efecto inhibitorio del extracto oleaginoso de la cascara de café (Coffea arabica) y efecto inhibitorio del extracto oleaginoso de las

hojas de la corona de la pifia (Ananas comosus).

Halos Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig
Halos café Entre grupos 16.08 3 5.36 10.15 <.001
Dentro de grupos 16.88 32 .52
Total 32.97 35
Halos Entre grupos 29.63 3 9.88 16.54 <.001
pifa
Dentro de grupos 19.11 32 .59
Total 48.75 35

faecalis, lo que sugiere su potencial aplicacion en el desa-
rrollo de productos biotecnolégicos destinados al trata-
miento de infecciones causadas por este microorganismo.
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Analisis y aplicacion del acoplamiento
molecular de serotonina para la caracterizacion
de dianas terapéuticas en trastornos depresivos

Analysis and application of molecular
docking of serotonin for the characterization
of therapeutic targets in depressive disorders
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RESUMEN

La serotonina es un neurotransmisor encargado de muchas funciones dentro del cuerpo humano, ademas tiene gran
influencia en el estado de animo de la persona. De otra parte, los farmacos ISRS tienen la funcién de inhibir el proceso
de recaptura de serotonina en la proteina 5HT, en este estudio validamos dicha condicién usando acoplamiento mole-
cular, encontrando la gran influencia que tienen estos farmacos en las dianas moleculares de esta proteina. Ademas,
analizamos si un factor epigenético externo como el cortisol, hormona generada en situaciones de estrés, influye en
los sitios de unién de la proteina 5HT. Como conclusién, se encontré que el acoplamiento de la hormona cortisol no
presento una congruencia con los acoplamientos moleculares de los demas farmacos, siendo esto relevante para de-
terminar que los sitios de unién de estos no se ven afectados directamente por la hormona, a pesar de que esta de-
muestra gran influencia en estudios realizados in vitro e in vivo.

Palabras clave: SERT, ISRS, acoplamiento molecular, protedmica, epigenética.
ABSTRACT

Serotonin is a neurotransmitter responsible for many functions within the human body and has a great influence on a
person's mood. On the other hand, SSRI drugs have the function of inhibiting the reuptake of serotonin in the 5HT
protein. In this study, we validated this condition using molecular docking, finding the great influence that these drugs
have on the molecular targets of this protein. In addition, we analyzed whether an external epigenetic factor such as
cortisol, a hormone generated in stress situations, influences the binding sites of the 5HT protein. In conclusion, it was
found that the coupling of the cortisol hormone did not present congruence with the molecular couplings of the other
drugs, being relevant to determine that the binding sites of these are not directly affected by the hormone, despite the
fact that it demonstrates a great influence in studies carried out in vitro and in vivo.
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INTRODUCCION

El estudio de las ciencias 6micas ha abierto nuevas posi-
bilidades para comprender la base molecular de mdlti-
ples enfermedades, incluyendo los trastornos mentales
como la depresidn, la ansiedad y la adiccién. Estas pato-
logias estan estrechamente ligadas a factores contextua-
les y ambientales, los cuales, mediante mecanismos epi-
genéticos, pueden inducir modificaciones en la expre-
sién génica y aumentar la vulnerabilidad a dichas enfer-
medades. Ejemplos de estas enfermedades son la depre-
sion, la ansiedad y la adiccién, asi como su relaciéon con
los factores contextuales, que proporcionan el escenario
apropiado para entender cémo, los cambios en los ge-
nes, dados por mecanismos epigenéticos, son efecto de
la exposicion a la adversidad ambiental, al estrés social y
a las experiencias traumaticas (Roth, 2013).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha estable-
cido que alrededor de 450 millones de personas pade-
cen trastornos mentales como depresion, trastorno bipo-
lar, demencia y otros desencadenando en tasas de suici-
dio elevadas (Evans-Lacko et al., 2018). Como se puede
observar en la Figura 1, la OMS ha revelado que las ta-
sas de suicidio (estandarizadas por edad, dado que no
se especifica si la edad influye en esta tasa) han tenido
una disminucién comparativa desde el afilo 2013 hasta
el 2019, siendo el continente americano el dnico que
muestra un aumento.

La distribucién especifica de este aumento se puede ver
reflejada en la Figura 2, evidenciando grandes falencias
en algunos sectores como Norteamérica y el caribe
(estandarizadas por edad, dado que no se especifica si
la edad influye en esta tasa).

En Colombia, el ministerio de salud y proteccién social
asocia los trastornos depresivos principalmente con ex-
periencias de violencia comunes dentro del territorio,
tales como: el desplazamiento forzado, violencia intrafa-
miliar y violencia organizada. (Ministerio de Salud y Pro-
teccion Social, n.d.).

En concordancia con el escenario descrito, se puede
explicar como el estrés cronico, los factores estresantes,
las circunstancias estresantes, la exposicion repetida al
estrés psicoldgico, los sistemas de estrés cerebral y las
condiciones de vida, son realidades que conducen a
cambios desadaptativos que, a largo plazo, aumentan la
vulnerabilidad a los trastornos psiquiatricos como la an-
siedad y la adiccion(Avery et al.,, 2016), que se asocian
con sintomas de depresion (Hayase, 2016), por el im-
pacto en los cambios neurobiolégicos subyacentes al
trastorno depresivo (Koob et al., 2014).

Sin embargo, los estudios in vitro no son los Gnicos que
han sido realizados, también existen los estudios in silico
que han demostrado explicitamente la generacion de
estos trastornos. Tal es el caso de la identificacion de
sitios de union del péptido LCGA-17 al receptor GABAA
y la subunidad a28 de VGCC(Voltage-Gated Ca2+ chan-
nels) mediante modelado computacional, demostrando
un gran potencial como ansiolitico y antidepresivo cau-
sando que los procesos de recaptacion de serotonina
sean mejores comparados con otros farmacos como el
diazepam o la sertralina (Malyshev et al., 2022).

El estudio de estos trastornos a nivel genético no ha sido
ajeno a la problematica planteada (Baena et al., 2013),
partiendo inclusive de analisis cuanticos estimando la ocu-
pacion del sitio de acoplamiento de proteinas, que pue-
den determinar la depresion a corto plazo en las sinapsis

Global
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B 2010
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Figura 1. Tasas de suicidio estandarizadas por edad por 100.000 habitantes, por regién de la
OMS, 2013 y 2019 (ambos sexos) (WHO, 2020).
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Figura 2. Tasas de mortalidad por suicidio estandarizadas por edad por 100.000 habitantes (IC
95%) en la Region de las Américas y sus subregiones, 2019 (WHO, 2023).

glutamatérgicas del hipocampo (Goode et al., 2020); este
andlisis determin6 que el receptor de serotonina 5-HTTA
(5-HT4R) es una G-proteina receptora ampliamente expre-
sada en el sistema nervioso central (SNC), donde intervie-
ne en la modulacion de estado animico.

En el campo de la proteémica tampoco ha sido ajeno al
uso de herramientas de aprendizaje de maquina dado que
precisamente alrededor de la prediccion del comporta-
miento del 5HT se han realizado estudios que han permiti-
do no solo determinar el proceso de inhibicién de la pro-
teina (Kong et al., 2020), sino también el descubrimiento
de potenciales nuevos farmacos que ayuden a controlar
este proceso de inhibicion (Stephenson et al., 2019).

Por todo lo anterior, una de las soluciones propuestas a
dicha problematica expone el uso de acoplamiento mo-
lecular para construir un analisis computacional descrip-
tivo que facilite la interpretabilidad y comprensién de los
datos, que permita encontrar una relacion directa entre
el tratamiento farmacolégico de la ansiedad y/o depre-
sion y los factores contextuales negativos(cortisol) y que
nos pueda brindar soluciones a la pregunta: ;Cémo el
modelado molecular de proteinas y su interaccién con
ligandos especificos (farmacos y hormonas) podrian de-
terminar la asociacién entre un trastorno mental especifi-
co con un factor contextual negativo y con un compo-
nente farmacolégico especifico aplicado en las dianas
moleculares?

MATERIALES Y METODOS

Identificacion de sitios activos de union

Las proteinas son macromoléculas que interactdan con
otras macromoléculas, y moléculas simples (Rangel-
Aldao, 2008), las cuales dependiendo de sus sitios acti-
vos de unién pueden inhibir o desarrollar las funciones
para las que estin destinadas (Stadtman & Levine,
2000). Se seleccioné como diana terapéutica el trans-
portador de serotonina humano (SERT, cédigo UniProt:
P31645), especificamente la cadena A de la proteina
5HT, cuya estructura tridimensional fue obtenida del
Protein Data Bank (PDB ID: 516Z).

Descarga del archivo fasta del PDB

El Protein Data Bank (PDB) (Burley et al., 2019) constitu-
ye uno de los repositorios mas importantes a nivel mun-
dial para la obtencién de estructuras macromoleculares
tridimensionales. Entre los formatos disponibles, se inclu-
ye el archivo FASTA, el cual contiene la secuencia pri-
maria de aminoacidos de cada proteina depositada en la
base de datos. La disponibilidad de estos archivos facili-
ta la identificacion, recuperacion y procesamiento de
secuencias proteicas para analisis posteriores. En el pre-
sente estudio, se llevé a cabo la descarga del archivo
FASTA correspondiente a la proteina 5HT seleccionada,
con el fin de realizar un andlisis detallado de sus sitios
activos de unién.

Acoplamiento molecular de serotonina
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Figura 3. Estructura tridimensional de receptor 5HT. Fuente: PDB (Coleman et al., 2016; Protein Data Bank, n.d.)

Dado que se encontré una diferencia entre el archivo
encontrado FASTA en el PDB y en el archivo tridimensio-
nal de la proteina de la misma fuente, se procede a reali-
zar un alineamiento de secuencias en Clustal (Clustal,
2023) para determinar si la diferencia era relevante en el
proceso de acoplamiento molecular posterior.

Ejecucion del alineamiento BLAST

Dadas las caracteristicas de influencia de los aminoacidos
en los sitios de unién posibles de la proteina usamos co-
mo referencia la cadena A de la proteina 5HT y realiza-
mos un Blast en UniProt (UniProt, 2023), esta busqueda
nos dara como resultado que sitios de unién de la protei-
na estan identificados por los Nucleétidos respectivos.

Se evaluaron las afinidades de unién (valores de binding
affinity en kcal/mol) para cada ligando, considerando co-
mo interaccion significativa aquellas con valores menores
a -7.0 kcal/mol. Las interacciones polares y los residuos
involucrados en la unién fueron identificados mediante
andlisis visual en PyMOL y comparados con la literatura.

Acoplamiento molecular de los ISRS en proteinas
SERT(5HT)

Se empleé AutoDock Vina 1.2.0 (Eberhardt et al., 2021)
para realizar el acoplamiento molecular entre los ligan-

dos y la proteina SERT. La preparacion de las estructuras
(eliminacién de agua, adicion de hidrégenos, carga de
Gasteiger, conversion a formato .pdbqt) se realizé con
AutoDock Tools. La visualizacién y andlisis de interaccio-
nes moleculares se llevé a cabo con PyMOL
(Schrédinger LLC, 2015).

Posteriormente se descargaron los ligandos de estructu-
ras farmacoldgicas de los ISRS, para eso usamos la base
de datos Zinc Docking, referenciados en la tabla 1, que
proporcioné la estructura (.mol2) de los farmacos ISRS
necesarios para el estudio (Wishart et al., 2006).

Acoplamiento molecular de hormonas liberadas en
situacion de estrés

Por dltimo, se utilizé de nuevo la base de datos de Zinc
Docking (Irwin et al., 2020) para encontrar la estructura
(.mol2) de la hormona Cortisol, eje central de nuestra
hipétesis y se realiz6 un acoplamiento molecular con la
proteina 5HT desvelando su influencia en los sitios de
union de la proteina.

Todos los archivos .pdbqt, logs y resultados de docking
fueron depositados en el repositorio publico: https://
github.com/willykaos/proteinsAndLigands.git
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Tabla 1. Composicién y enlaces de los farmacos ISRS. Fuente: Zinc Docking (Irwin et al., 2020)

Fdrmaco Composicién Descarga

Fluoxetina Clorhidrato de fluoxetina https://zinc.docking.org/substances/ZINCO00001530637/
Paroxetina Clorhidrato de paroxetina https://zinc.docking.org/substances/ZINC000000527386/
Sertralina Clorhidrato de sertralina https://zinc.docking.org/substances/ZINCO00001853550/
Citalopram Clorhidrato de citalopram https://zinc.docking.org/substances/ZINCO00003800706/
Venlafaxina Clorhidrato de venlafaxina | https://zinc.docking.org/substances/ZINCO00000006016/

RESULTADOS Y DISCUSION

Acoplamiento molecular de los ISRS en la proteina
5HT

Los resultados obtenidos mediante AutoDock Vina mos-
traron afinidades de unién consistentes con lo reportado
en la literatura, con valores de binding affinity por deba-
jo de -7.0 kcal/mol en todos los ISRS evaluados. La pa-
roxetina presenté la mayor afinidad (-10.1 kcal/mol),
seguida de la fluoxetina (-8.9 kcal/mol) y el citalopram (-
9.0 kcal/mol), lo cual respalda su uso clinico como far-
macos efectivos en el tratamiento de trastornos depresi-
vo(Agarwal et al., 2023; Chocrén Bentata, 2011).

El andlisis de interacciones mostré que los residuos pola-
res mas frecuentemente involucrados fueron Ala96, As-
p98, Serd38 y Thr439, los cuales coinciden con sitios
reportados previamente como claves para la inhibicion
de la recaptacién de serotonina. Dadas las caracteristi-
cas de influencia de los aminodcidos en los sitios de
unién posibles de la proteina se usé como referencia la
cadena A de la proteina 5HT y se realiz6 un Blast en
UniProt (UniProt, 2023), esta bisqueda dio como resul-
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tado que los sitios de unién de la proteina estan identifi-
cados por los aminoacidos: 94(G), 96(A), 97(V), 98(D),
101(N), 336(S), 368(N), 434(L), 437(D), 438(S), 439
(T), 494(E), 495(Y), 556(F) y 559(S) (Yang & Gouaux,
2021). Esto sugiere que los ISRS evaluados se unen de
forma efectiva a los dominios cataliticos de SERT, blo-
queando la funcién de recaptura.

La figura 4 muestra en color rojo la ubicacién de los
aminoacidos que son usados como dianas moleculares
de los ISRS y en color verde el resto de los aminoacidos
que componen la proteina 5HT. En la ubicacion de los
aminoacidos, se encontré que existe una diferencia da-
da por la secuencia de referencia encontrada en el PDB,
especificamente en el Nucle6tido 439(T) una Tiamina ya
que en la proteina del PDB esta representado por una
(S) Serina.

Posteriormente se realizé una alineacion de secuencias
multiple para comparar la referencia con la encontrada
en el PDB, para esto se usé la herramienta Clustal
(Clustal, 2023) para detectar dicha diferencia:

Figura 4. Sitios activos de unién de la Cadena A de la protefna SHT

Acoplamiento molecular de serotonina



Tabla 2. Alineamiento de secuencias FASTA del 5HT. Fuente Clustal (Clustal, 2023).

Fasta Nombre Secuencia Indicador
Referencia | sp|P31645|SC6A4_HUMAN | METTPLNSOKOLSACEDGEDCOENGVLOKVVPTPGDKVESGOISNGYSAVPSPGAGDDTR 60
5167 516Z_1|Chain 0
Referencia | sp|P31645|SC6A4_HUMAN | HSIPATTTTLVAELHOGERETWGKKVDFLLSVIGYAVDLGNVWRFPYICYONGGGAFLLP 120
5167 516Z_1|Chain |- GSOGERETWGKKVDFLLSVIGYAVDLGNVWRFPYICYONGGGAFLLP 47
Referencia | sp|P31645|SC6A4_HUMAN | YTIMAIFGGIPLFYMELALGOYHRNGCISIWRKICPIFKGIGYAICIHIAFYIASYYNTIM 180
5167 516Z_1|Chain YTIMAIFGGIPLFYMELALGOYHRNGCISIWRKICPIFKGIGYAICIHAFYIASYYNTIM 107
Referencia | sp|P31645|SC6A4_HUMAN | AWALYYLISSFTDOLPWTSCKNSWNTGNCTNYFSEDNITWTLHSTSPAEEFYTRHVLOIH 240
5167 516Z_1|Chain AWALYYLISSFTDOLPWTSCKNSWNTGNCTNYFSEDNITWTLHSTSPAEEFYTRHVLQIH 167
Referencia | sp|P31645|SC6A4_HUMAN | RSKGLODLGGISWOQLALCIMLIFTVIYFSIWKGVKTSGKVVWVTATFPYIILSVLLVRGA 300
5167 516Z_1|Chain RSKGLODLGGISWQLALCIMLIFTVIYFSIWKGVKTSGKVVWVTATFPYIALSVLLVRGA 227
Referencia | sp|P31645|SC6A4_HUMAN | TLPGAWRGVLFYLKPNWOQKLLETGVWIDAAAQIFFSLGPGFGVLLAFASYNKFNNNCYQD 360
5167 516Z_1|Chain TLPGAWRGVLFYLKPNWOQKLLETGVWIDAAAQIFFSLGPGFGVLLAFASYNKFNNNCYQD 287
Referencia | sp|P31645|SC6A4_HUMAN | ALVTSVVNCMTSFVSGFVIFTVLGYMAEMRNEDVSEVAKDAGPSLLFITYAEAIANMPAS 420
5167 516Z_1|Chain ALVTSVVNCMTSFVSGFVIFTVLGYMAEMRNEDVSEVAKDAGPSLLFITYAEAIANMPAS 347
Referencia | sp|P31645|SC6A4_HUMAN | TFFAIIFFLMLITLGLDSTFAGLEGVITAVLDEFPHVWAKRRERFVLAVVITCFFGSLVT 480
5167 516Z_1|Chain TFFAIFFLMLITLGLDSSFAGLEGVITAVLDEFPHVWAKRRERFVLAVVITCFFGSLVT 407
Referencia | sp|P31645|SC6A4_HUMAN | LTFGGAYVVKLLEEYATGPAVLTVALIEAVAVSWFYGITQFCRDVKEMLGFSPGWFWRIC 540
5167 516Z_1|Chain LTFGGAYVVKLLEEYATGPAVLTVALIEAVAVSWFYGITQFCRDVKEMLGFSPGWFWRIC 467
Referencia | sp|P31645|SC6A4_HUMAN | WVAISPLFLLFIICSFLMSPPOLRLFOQYNYPYWSIILGYCIGTSSFICIPTYIAYRLIT 600
5167 516Z_1|Chain WVAISPLFLLFIIASFLMSPPOLRLFOQYNYPYWSIILGYAIGTSSFICIPTYIAYRLIT 527
Referencia | sp|P31645|SC6A4_HUMAN | PGTFKERIIKSITPETPTEIPCGDIRLNAV 630
5162 516Z_1|Chain PGTFKERIIKSITPETPTLVPR-------- 549

El acoplamiento molecular realizado con citalopram
ilustrado en la tabla 3, mostro una gran afinidad hacia
los sitios de unién de la proteina 5HT, mostrando una
afinidad de union de 9.0 Kd ¢ (Gu et al., 2023; Kastritis
& Bonvin, 2013) en su mas alto acoplamiento.

El scitalopram ha sido ampliamente estudiado en pacien-
tes con desorden de ansiedad y depresion siendo uno
de los farmacos mas usados en la actualidad gracias a
sus efectos potenciales en la mejora de estos pacientes
(Agarwal et al., 2023) siendo inclusive usado para otros
tratamientos asociados a estos trastornos y comparados
con otros medicamentos (Straley et al., 2022).

Como se puede observar en la figura 6, el acoplamiento
con mas afinidad de unién también demuestra que los
sitios de union se ven influenciados por las cadenas po-
lares (Kumar et al., 2015) encontradas en el ligando.

Podemos observar que la Serina 438 y 439, y el Gluta-
mato 493 son los contactos polares que interactdan con
el Citalopram, confirmando asi que los encontrados en
la Literatura efectivamente tienen incidencia en el proce-
so de inhibicion de la recaptacién de serotonina (Yang
& Gouaux, 2021).

En el caso de la fluoxetina el resultado sigue siendo opti-
mo encontrando que la interacciéon con los sitios de
union refleja una afinidad de unién de 8.9 Kd dejando-
nos como resultado la tabla 4.

La fluoxetina a través de varios estudios de revisiéon ha
sido catalogada como el mejor farmaco recomendado
para el tratamiento de trastornos asociados a la depre-
sion y/o ansiedad (Chocron Bentata, 2011).
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Tabla 3. Afinidad de unién Citalopram, Fuente Autodock Vina (Eberhardt et al.,

2021).

Ligand Binding Affinity rmsd/ub rmsd/lb
ChainA_citalopram -9.0 0.0 0.0
ChainA_citalopram -8.5 5.597 242
ChainA_citalopram -8.5 5.318 2.748
ChainA_citalopram -8.3 3.302 2.885
ChainA_citalopram -8.2 5.483 3.451
ChainA_citalopram -8.1 5.233 3.554
ChainA_citalopram -7.9 6.872 4.652
ChainA_citalopram -7.8 6.631 4.063
ChainA_citalopram -7.7 7.517 5.142

CLUSTAL O(1.2.4) multiple seguence alignment

sp|P31845 | 50684 _HUMAN METTPLNSQKQLSACEDGEDCQENGYLOKVYPTPEDKVESGQISNGYSAVPSPGAGDDTR 68
SIGZ_1[Chain e @
sp|P31645 | 5Ce44_HUMAN HSIPATTTTLVAELHQGERETHGKKVDFLLSVIGYAVDLGNVHRFPYICYQNGGGAFLLP 128
S5I6Z_1[Chain  eeeeeeeeeees GEQGERETHWEKKVDFLLSVIGYAVDLGNVHRFPYICYQNGGGAFLLP 47

B e T e e S

sp|P31645 | SCEL4_HUMAN YTIMAIFGOIPLFYMELALGQYHRNGCISIWRKICPIFKGIGYAICITAFYIASYYNTIM 188

5I6Z_1|Chain YTIMAIFGGIPLFYMELALGQYHRNGCISIWRKICPIFKGIGYAICIIAFYIASYYNTIM 187
s s ok s s R B R R R R SRR S R R SRR R

sp|P31645 | SCEa4_HUMAN AWALYYLISSFTOQLPWTSCKMSWNTGNCTHYFSEDNITWT LHSTSPAEEFYTRHVLQIH 248

5I6Z_1|Chain AHALYYLISSFTOQLPWT SCKNSWNTGNCTNY FSEDNITWT LHSTSPAEEFYTRHVLQIH 167
L T L e T = TP L

sp|P31645 | SCEL4_HUMAN RSKGLODLGGISHOLALCIMLIFTVIYFSIMKGVETSGEVVINVTATFPYIILSVLLVRGA 388

5I6Z_1|Chain RSKGLQDLGGISHOLALCIMLIFTVIYFSIMKGVETSGEVVINTATFPYIALSVLLVRGA 227
B L L e P e P P e T e P

sp|P31645 | SCEa4_HUMAN TLPGAKRGYLFYLKPNWOKLLETGVIWIDAAAQIFFS LGPGFGVLLAFASYNKFNNNCYQD 368
5I6Z_1|Chain TLPGAKRGYLFYLKPNWOKLLETGVIWIDAAAQIFFS LGPGFGVLLAFASYNKFNNNCYQD 287

B e e e R e e e L e i e e s

sp|P31645 | SCEL4_HUMAN ALVTSVWHOMTSFVSGFYIFTYLEYMAEMRNEDVSEVAKDAGPSLLFITYAEATAMMPAS 428
5I6Z_1|Chain ALVTSVWHNCMTSFVSGFYIFTVLGYMAEMRNEDVSEVAKDAGPSLLFITYAEAIAMMPAS 347
B L e L =

sp|P31645 |5C6A4_HUMAN TFFALIFFLMLITLGLDYTRAGLEGVITAVLDEFPHVWAKRRERFVLAVVITCFFGSLVT 438

5I6Z_1|Chain TFFALIFFLMLITLGLDRSFAGLEGVITAVLDEFPHVWAKRRERFVLAVWITCFFGSLNT 487
g B e C PP L

sp|P31545 | SC6A4_HUMAN LTFGeAYVWELLEEYATGPAVLTVAL IEAVAVSWFYOITQF CROVKEMLGFSPGWFWRIC 348
5I6Z_1|Chain LTFGaAYVVELLEEYATGPAVL TVAL IEAVAVSWFYGITQF CROVKEMLGFSPGWFWRIC 467
B L L L L e P P e
sp|P31645 |5C6A4_HUMAN WVATLSPLFLLFIICSFLMSPPOLRLFOYNYPYWSIILGYCIGTSSFICIPTYIAYRLIIT 6848
5I6Z_1|Chain WVALSPLFLLFITASFLMSPPOLRLFOYNY PYWSIILGYAIGTSSFICIPTYIAYRLIIT 527

FkkEkEREkkERE skRridkdkskikkskskRiiiidt kkdkEkidkEkskiEi kst

sp|P31645 | SCEa4_HUMAN PGTFKERIIKSITPETPTEIPCGDIRLNAY 63@

5I6Z_1|Chain PGTFKERIIKSITPETPTLVPR-------- 543
Fopdkobddok sk dod b dkobdo kdedkook :$

Figura 5. Alineamiento de Secuencias del 5HT, Vision Simple, Fuente Clustal (Clustal, 2023).
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Figura 6. Sitios de unién Citalopram con el mayor Kd (Verde: Proteina, Azul: Ligando, Rojo: Sitios de unién), Fuente Auto-
dock Vina (Eberhardt et al., 2021).

Tabla 4. Afinidad de unién Fluoxetina, Fuente Autodock Vina (Eberhardt et al., 2021)

Ligand Binding Affinity rmsd/ub rmsd/lb
ChainA_Fluoxetine -8.9 0.0 0.0
ChainA_Fluoxetine -8.5 2.167 1.471
ChainA_Fluoxetine -7.8 7.378 4.977
ChainA_Fluoxetine -7.8 8.639 7.528
ChainA_Fluoxetine -7.5 5.605 4.293
ChainA_Fluoxetine -7.5 6.776 4.677
ChainA_Fluoxetine -7.3 15.88 13.207
ChainA_Fluoxetine -7.2 5.745 4.461
ChainA_Fluoxetine -7.0 15.403 12.155

Figura 7. Sitios de unién Fluoxetina con el mayor Kd (Verde: Proteina, Azul: Ligando, Rojo: Sitios de unién), Fuente Autodock
Vina (Eberhardt et al., 2021)
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Tabla 5. Afinidad de unién Paroxetina, Fuente Autodock Vina (Eberhardt et al.,

2021)

Ligand Binding Affinity  rmsd/ub rmsd/lb
ChainA_paroxetine -10.1 0.0 0.0
ChainA_paroxetine -94 6.026 3.38
ChainA_paroxetine -9.3 6.41 3.456
ChainA_paroxetine -9.0 6.126 3.523
ChainA_paroxetine -8.8 6.9 3.623
ChainA_paroxetine -8.6 7.468 4.576
ChainA_paroxetine -8.3 7.908 5.353
ChainA_paroxetine -7.8 9.486 7.225
ChainA_paroxetine -7.7 15.615 12.338

For Educational Use Only

Figura 8. Sitios de unidn Paroxetina con el mayor Kd (Verde: Proteina, Azul: Ligando, Rojo: Sitios de unién), Fuente Autodock
Vina (Eberhardt et al., 2021)

For Educational Use O

Figura 9. Sitios de unién Setralina con el mayor Kd (Verde: Proteina, Azul: Ligando Rojo: Sitios de unién), Fuente Autodock
Vina (Eberhardt et al., 2021)
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Podemos también observar en la figura 7 que la Alanina
96 vy el 4cido aspartico 98 son los contactos polares que
interactdan con la fluoxetina, confirmando asi que los
encontrados en la Literatura efectivamente tienen inci-
dencia en el proceso de inhibicién de la recaptacion de
serotonina (Yang & Gouaux, 2021).

La paroxetina se comporta igual que los demas ISRS,
encontrando que tiene en su maxima expresion de
calculo de energia libre 10.1 Kd correspondientes a la
tabla 5.

Este resultado se explica gracias a que el ISRS paroxeti-
na inhibe los canales Kv1.3 de una manera que depende
de la concentracion, el voltaje y la frecuencia (Hwang et
al., 2021).

En esta se pudo observar que, como lo muestra la figura
8, también tiene contacto polar con la Alanina 96 vy el
acido aspartico 98.

La sertralina, a pesar de que se encuentra en el sitio de
accion catalitico de la proteina, no refleja que tenga
contacto polar con ninguno de los aminodacidos encon-
trados en la literatura, sin embargo, la tabla 6 refleja que
de cdlculo de energia libre es considerable siendo el
més alto 8.5Kd.

La falta de contacto polar se puede explicar de varias
maneras, una es el BBB (blod-braib barrier) (Xiao et al.,
2023) o inclusive a su facil degradacién dentro del cuer-
po humano (Zhou et al., 2023).

El resultado de la interaccién lo podemos ver reflejado
en la figura 9.

For Educational Use Only

Por dltimo, la venlafaxina muestra un comportamiento
parecido a todos los elementos demostrados anterior-
mente, a pesar de que el célculo de energia libre mas
alto (7.6Kd) mostrado en la tabla 7 es un poco mas bajo
que los ISRS estudiados, igual se puede encontrar que
realiza su influencia en sitio catalitico de la proteina.

La venlafaxina en todos los escenarios mostro una afini-
dad cercana a los sitios de union, por eso su tratamiento
generalmente se asocia a trastornos depresivos mayo-
res, dado que su uso tiene varios efectos secundarios
asociados a diferentes casos clinicos reportados
(Albinana Pérez et al., 2012; Rodrigues et al., 2023; Ru-
bio Alvaro et al., 2014).

Por el lado de los contactos polares vemos de nuevo en
la figura 10 que la serina 438 y 439 vuelve a estar presen-
te lo que nos da una idea de la influencia de este aminoa-
cido en el proceso de inhibicion de la serotonina.

El cuadro comparativo de cada uno de los acoplamien-
tos, y sus contactos polares con los encontrados en la
literatura se puede observar en la tabla 8.

A pesar de las similitudes estructurales, cada ISRS mos-
tré un patrén de interaccion levemente distinto. Paroxe-
tina, fluoxetina y citalopram interactuaron directamente
con los residuos previamente descritos en la literatura,
mientras que la sertralina, aunque mostré buena afini-
dad, no establecié contactos polares relevantes, lo cual
puede estar asociado a sus propiedades farmacocinéti-
cas, como la facilidad de degradacion o el paso por la
barrera hematoencefalica (Xiao et al., 2023).

La venlafaxina, por su parte, mostré una afinidad mode-
rada (-7.6 kcal/mol), manteniendo contacto con Ser438

Figura 10. Sitios de unién Venlafaxina con el mayor Kd (Verde: Proteina, Azul: Ligando, Rojo: Sitios de unidn), Fuente Auto-

dock Vina (Eberhardt et al., 2021)
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— A
Figura 11. Sitios de unién con el mayor Kd, (Verde: Proteina, Rojo: Sitios de unién) Fuente Autodock Vina (Eberhardt et al.,
2021).

Tabla 6. Afinidad de unién Sertralina, Fuente Autodock Vina (Eberhardt et al.,

2021)

Ligand Binding Affinity rmsd/ub rmsd/lb
ChainA_Sertraline -8.5 0.0 0.0
ChainA_Sertraline -8.5 6.211 4.279
ChainA_Sertraline -8.5 4.042 2.623
ChainA_Sertraline -7.7 5.725 3.79
ChainA_Sertraline -7.5 5721 4.002
ChainA_Sertraline -7.2 11.851 10.208
ChainA_Sertraline -7.2 22.14 20.577
ChainA_Sertraline -7.1 18.783 17.247
ChainA_Sertraline -6.9 18.946 16.793

y Thr439, lo que sugiere una eficacia similar, aunque
menor en comparaciéon con otros ISRS. Estos hallazgos
coinciden con reportes clinicos que recomiendan este
farmaco para casos resistentes o especificos (Rodrigues
etal., 2023).

Los farmacos ISRS en efecto, tienen una influencia tanto
en el sitio catalitico de la proteina 5HT, como en sus
sitios de union, siendo principalmente el sitio central de
la proteina donde se inhibe el comportamiento de la
serotonina como neurotransmisor (Coleman et al.,
2016). La bdsqueda realizada y comprobada refleja que
el sitio catalitico de la proteina se encuentra entre los
sitios de unién 96 (A) y 439(T).

Acoplamiento molecular del Cortisol en la proteina
5HT

El acoplamiento de hormonas ha sido ampliamente estu-
diado para determinar la utilizacion de farmacos en dia-
nas moleculares de gran potencial (Abdulghani et al.,
2022; Arthur et al., 2022; Wu et al.,, 2009), El cortisol
(Hidrocortisona) también ha sido de gran interés por
parte de la comunidad cientifica, destacando su estudio
en desordenes asociados a la depresion y la ansiedad
(Levi et al., 2024), teniendo gran influencia en andlisis
estadistico y de revisiones (Wang et al., 2024). El acopla-
miento molecular del cortisol genero la siguiente tabla
de célculo de energia libre que revela la afinidad de
unién que se tiene con la proteina 5HT.

Acoplamiento molecular de serotonina



Tabla 7. Afinidad de unién Venlafaxina, Fuente Autodock Vina (Eberhardt et al.,

2021)

Ligand Binding Affinity rmsd/ub rmsd/lb
ChainA_venlafaxine -7.6 0.0 0.0
ChainA_venlafaxine -73 4.102 2.44
ChainA_venlafaxine -73 3.236 2.119
ChainA_venlafaxine -6.8 6.744 3.871
ChainA_venlafaxine -6.7 5.781 3.004
ChainA_venlafaxine -6.7 8.108 3.889
ChainA_venlafaxine -6.6 4.97 2.522
ChainA_venlafaxine -6.5 8.005 3.462
ChainA_venlafaxine -6.4 17.001 13.933

For Educational Use Only

Sitios de unién|
identificados y'
validados

Lugar de
acoplamiento de
la hormona
cortisol
(Hidrocortizona)

Figura 12. Sitio de unién de la hidrocortisona con el mayor célculo de energfa libre. Fuente Autodock Vina (Eberhardt et al.,

2021).

Inicialmente se observa que de las tablas analizadas has-
ta el momento es el ligando con menos Kd (7.0) que el
resto de las moléculas analizadas.

La influencia en los sitios de unién, es decir, los contac-
tos polares que tiene el cortisol con los nucleétidos mar-
cados como sitios de union de la proteina para lograr el
efecto inhibitorio de los farmacos ISRS, es nulo.

Esto indica que la hidrocortisona como respuesta natural
del ser humano a situaciones de estrés o ansiedad, no
tiene ningdn efecto en las dianas moleculares de los
farmacos ISRS.

Esto se puede justificar dado que la hidrocortisona y los
ISRS operan a través de mecanismos bioldgicos diferen-
tes (Pasquereau et al., 2021). La hidrocortisona se une a

los receptores de glucocorticoides, influenciando la
transcripcion de genes relacionados con la respuesta al
estrés, mientras que los ISRS especificamente inhiben la
recaptacién de serotonina en las sinapsis neuronales
(Deo & Redpath, 2022). Estudios han demostrado que la
hidrocortisona no modula directamente los transporta-
dores de serotonina, los cuales son las dianas molecula-
res principales de los ISRS (Holsboer, 2000).Sin embar-
go, existen evidencias que sugieren que la hidrocortiso-
na, a través de su accion en el eje hipotalamico-
pituitario-adrenal (HPA), puede modular indirectamente
la actividad serotoninérgica. El estrés crénico y los nive-
les elevados de cortisol han sido asociados con altera-
ciones en los receptores de serotonina y en la expresion
de genes relacionados con la serotonina, lo cual podria
interferir con la accién de los ISRS (Kiser et al., 2012).
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Tabla 8. Afinidad de unién farmacos, Fuente Autodock Vina (Eberhardtet al., 2021)

Fdrmaco/Sitio | 94 96 97 98 101 336 368 434 437 438 439 494 495 556 | 559
de Unidn (©) (A) ) (D) (N) ) (N) (9] (D) ) (m (E) (Y) (F) )
Citalopram X X

Fluoxetina X X

Paroxetina X X

Sertralina

Venlafaxina X X

Tabla 9. Afinidad de unién Hidrocortisona, Fuente Autodock Vina (Eberhardt et

al., 2021)

Ligand Binding Affinity rmsd/ub rmsd/lb
ChainA_Hydrocortisone -7.0 0.0 0.0
ChainA_Hydrocortisone -6.9 53.121 51.841
ChainA_Hydrocortisone -6.9 20.707 18.229
ChainA_Hydrocortisone -6.9 46.738 45.331
ChainA_Hydrocortisone -6.8 27.259 23.887
ChainA_Hydrocortisone -6.7 31.625 28.448
ChainA_Hydrocortisone -6.7 49.505 48.283
ChainA_Hydrocortisone -6.6 23.316 18.732
ChainA_Hydrocortisone -6.6 53.683 51.16

La serotonina, al actuar sobre los receptores 5-HT 1A en
el hipocampo dorsal, facilita la adaptacion al estrés seve-
ro e ineludible. Un fallo en este sistema inducido por un
estrés severo y/o niveles elevados de corticoides predis-
pondria al desarrollo de déficits conductuales inducidos
por el estrés. Este proceso se veria facilitado por el gluta-
mato y el 6xido nitrico. Los farmacos que facilitan la
neurotransmisiéon mediada por 5-HT 1A o atendan la
neurotransmisién glutamatérgica/nitrérgica en la forma-
cion del hipocampo, por otro lado, promoverian la
adaptacion al estrés e inducirian efectos similares a los
de los antidepresivos (Joca et al., 2007).

Ademas, este enlace de union esta solo evaluado como
consecuencia de un estrés moderado, lo cual puede ser
contrario a estudios in vitro donde tiene como muestra
el estrés como factor crénico, concluyendo inclusive
que: “el cortisol, al mejorar la expresion del transporta-
dor de serotonina, podria regular negativamente la dis-
ponibilidad de serotonina en la hendidura sinapti-
ca” (Tafet et al., 2011).

Por dltimo, algunos estudios clinicos han sugerido que la
administracion de glucocorticoides puede alterar la res-
puesta a los ISRS en pacientes con trastornos depresi-
vos. Esto se debe a que el estrés y la activacion prolon-
gada del eje HPA pueden llevar a cambios en la sensibi-
lidad de los receptores de serotonina o en la expresion
de los transportadores de serotonina, afectando asi la
eficacia de los ISRS (Anacker et al., 2011).

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio confirman que el acopla-
miento molecular es una herramienta valida y eficiente
para analizar la interaccién entre inhibidores selectivos
de la recaptacion de serotonina (ISRS) y la proteina
transportadora SERT (5HT). Se evidencié que los farma-
cos evaluados presentan alta afinidad de unién con los
sitios activos previamente reportados, especialmente los
residuos Ala96, Asp98, Ser438 y Thr439, lo que coinci-
de con su mecanismo de accion descrito en la literatura.

Acoplamiento molecular de serotonina



La paroxetina y el citalopram fueron los compuestos con
mayor afinidad de unién, mientras que la sertralina, a
pesar de tener buena afinidad, no mostré contactos po-
lares relevantes con la proteina, lo cual podria estar rela-
cionado con sus propiedades farmacocinéticas mas que
con su capacidad inhibitoria directa.

Por otro lado, la evaluacién in silico del cortisol revel6
que no existe interaccion directa significativa entre esta
hormona vy los sitios activos de SERT, lo que descarta su
accion directa como modulador competitivo de los
ISRS. Sin embargo, se reconoce que el cortisol podria
ejercer una influencia indirecta sobre el sistema seroto-
ninérgico a través de mecanismos epigenéticos o del eje
hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA), como lo sugie-
ren estudios clinicos y moleculares previos.

En conjunto, este estudio demuestra el potencial del
acoplamiento molecular no solo para validar interaccio-
nes farmacolégicas conocidas, sino también para explo-
rar nuevas hipétesis sobre la modulacién epigenética de
proteinas diana en trastornos neuropsiquiatricos. Futuros
estudios podrian incorporar dindmica molecular, simula-
ciones de flexibilidad proteica o estudios de expresion
génica para complementar estos hallazgos.
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