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Marco del Proceso de ASC: Fortalecimiento o soluciéon de asuntos de interés
social.

Este semillero de investigaciéon forma parte de la estrategia de Investigacion
Formativa de la Universidad EAFIT que ratifica su compromiso con el desarrollo de
la Ciencia, la Tecnologia, la Innovacién y la Creacion y lo establece como uno de
sus ejes misionales. Con el desarrollo de iniciativas como estas, aportamos a los
procesos cientifico-tecnolégicos y creativos que se desarrollan en el seno de su
comunidad universitaria y cOmo estos permean las experiencias de aprendizaje de
los estudiantes.

En el propdsito de cultivar talentos y vocaciones cientificas y creativas el rol del
profesor es vital, ya que es quien desde su pasion, experiencia y conocimiento
acerca a los estudiantes a las técnicas propias del saber cientifico y disefa
experiencias de aprendizaje que aporten a la construccion de procesos
investigativos.

En consonancia con los Lineamientos de Investigacion Formativa de la Universidad,
se describe a continuacioén los principios que rigieron la ejecucion del componente
con sus resultados, en términos del fortalecimiento de asuntos de interés social, del
presente proyecto:

Objetivos del semillero en clave de fortalecimiento de la practica educativa

Generar herramientas y ensefiar técnicas de busqueda de productos e ingredientes
utiles para el ser humano en la biomasas residual y en la biodiversidad
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A través de seminarios de discusion, de activides practicas en el laboratorios, de
reuniones con aliados productores y generadores de subproductos.

Resultados obtenidos

Coleccion de cepas registradas en la universidad EAFIT para seguir explorando a
través de fermentaciones dirigidas

Descripcion del fortalecimiento, la solucion o el mejoramiento de la practica
educativa

Formacion de competencias y habilidades em biotecnologia, bioquimica, desarrollo
de productos, aplicadas a la economia circular. Mentalidad innovadora.

A partir de estas consideraciones, a continuacion, se encuentra la sistematizacion

del proceso.
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INFORME FINAL DE PROYECTOS DE SEMILLEROS DE INVESTIGACION 2020
VICERRECTORIA DE DESCUBRIMIENTO Y CREACION
OFICINA DE PLANEACION Y DESCUBRIMIENTO FORMATIVO
UNIVERSIDAD EAFIT

Nombre del semillero de Semillero de Investigacion en Biologia y Quimica

investigacion Aplicada (BIOQUIP)

Nombre del proyecto de Bioprospeccién de ingredientes naturales de la

investigacion agrobiodiversidad colombiana para la industria
cosmeética

Nombre del investigador principal Laura Sierra Zapata

Estudiantes que participaron en la Manuel Ospina Mejia, Natalia Betancurt Botero,

investigacion Juan Manuel Lozano, Juan José Picon, Juan
Pablo Tobén Vélez, Jhon Alexander Vélez
Zapata, Andrea Mazo Naranjo, Leidy Juliana
Flores Lopez, Franklin Pastrana Arteaga, Oscar
Fernando Echeverri mufioz, Sebastidn Martinez

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL: Obtener ingredientes funcionales mediante bioprospeccion en la
agrobiodiversidad colombiana con potencial de aplicacidn en la industria cosmética exterior.
Nivel de cumplimiento: 75%

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Aislary caracterizar parcialmente cepas de levadura propias del mucilago, biomasa
residual de la industria del café. 100%

2. ldentificar, a nivel molecular, las levaduras del cepario EA-ED 226 del Instituto
Humboldt perteneciente a la Universidad EAFIT para establecer su potencial
metabdlico para cosmética. 50%

METODOLOGIA
Obtencién de microorganismos a evaluar

Se obtuvo una muestra de mucilago de café de la empresa Natucafé S.A.S. de la cual se
obtuvieron 15mL, generando 2 soluciones madre las cuales fueron depositadas en tubos
falcon de 15mL. Para cada muestra madre, se generaron 8 diluciones con una relacion
buffer-fosfato y mucilago de 1:10. De las 8 diluciones de las muestras madre, se realizaron
duplicados de las diluciones 10, 107 y 108 y se sembraron 100uL en placas petri con
medio semi-selectivo para levaduras YMA por triplicado. Se incubaron durante 5 dias a una
temperatura de 30 + 1°C.

Conteo de colonias e identificacion de levaduras
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Una vez crecieron las colonias de microorganismos en las cajas Petri, se comenzé el conteo
de unidades formadoras de colonias (UFCs) en donde en cada caja Petri se dividia en forma
de plano cartesiano y se contaban las colonias ubicadas en un cuadrante elegido
arbitrariamente y dicho nimero se multiplicaba por 4. Luego, se seleccionaban las colonias
a identificar, las cuales se enumeraban aquellas que eran de interés y se clasificaban segun
sus diferencias en tamafio, margen, altura, color y forma con un estereoscopio. Finalmente,
se realizaba tincibn de Gram para las colonias enumeradas y cada una fue evaluada al
microscopio donde aquellas que se identificaron como levaduras por su morfologia
caracteristica, se llevaban para conservacion.

Generacion de crioviales y creacion de nuevo cepario para la Universidad EAFIT

Se llevo a cabo la purificacion de las colonias de levaduras previamente seleccionadas,
sembrando por triplicado en cajas Petri y se incubaron a 30 + 1°C. por 5 dias. Una vez se
obtenian las cepas purificadas, se preparé medio de semi-selectivo para levaduras YMB en
erlenmeyers de 50 o 100ml, se inocularon las colonias purificadas a los erlenmeyers y se
dejaron incubando a 30 + 1°C por 12 horas a 100rpm. Una vez crecieron las colonias en los
erlenmeyers, se trasladé 1ml de cada erlenmeyer con colonias a eppendorfs de 1.5ml.
Posteriormente, se centrifugaron los eppendorfs de 1.5ml con las colonias a 14000 rpm en
una centrifuga Alfa-Laval ® a 4°C por 20 minutos y se descartd el sobrenadante.
Finalmente, se preparé medio YMB + 20% de glicerol y se agregé 1ml de dicho medio con
glicerol a cada eppendorf centrifugado, se resuspendio la biomasa y se conservaron a -
80°C.

Extraccion de ADN de levaduras

Se tomaron 2 ml de muestra liquida de levaduras crecidas en medio YMB, con un periodo
de incubacion de 12 horas a 100rpm a 29°C en un eppendorf. Luego, se centrifugaron las
muestras a 12000 rmp a 4°C por 15 minutos. Se descart6 el sobrenadante y se maceré en
nitrégeno liquido hasta que se obtuvo una mezcla homogénea. Después, se resuspendieron
las muestras en eppendorfs con 1 ml de buffer de lisis STES y también se agregaron 10 uL
de Proteinasa K a una concentracion de 10 mg/uL. Luego, las muestras se incubaron a
37°C durante 15 minutos, homogeneizando suavemente y posteriormente, se centrifugaron
a 12 rpm a 4 C por 15 minutos. Luego, el precipitado obtenido se diluyé en 300 ul de agua
libre de nucleasas. Después, se afiadié el mismo volumen (600 ul) de una mezcla de
cloroformo y alcohol isocamilico (24: 1), y la mezcla se agit6é cuidadosamente hasta que se
homogenizo por completo. La mezcla resultante se centrifugd a 12.000 rpm durante 10
minutos, el sobrenadante se recogié en un tubo nuevo y se precipitd con 600 ul de
isopropanol a -80°C por 20 minutos. Luego, se llevé a cabo la centrifugacion de dichos
eppendorfs a 12.000 rpm durante 15 min y 4°C y se lavaron con 500 ul etanol al 70%.
Posteriormente, se llevé a cabo una etapa de centrifugacion a 13.000 rpm durante 10
minutos y el precipitado se secd a temperatura ambiente y finalmente, se guardaron los
pellets y se resuspendieron en 50 ul de buffer TE o agua libre de nucleasas.

RESULTADOS Y ANALISIS
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Resultados parciales.

Figura 1. Identificacion morfoldgica de levaduras

A,

En la figura 1 se ilustra una cepa de levadura a través del uso de un estereoscopio luego
del procedimiento de conteo de UFC’s y pre-seleccion de colonias para ser identificadas
con tincién de gram.

Figura 2. Identificacion de cepas de levaduras con microscopia

Figura 2 a Figura 2 b
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En las figuras 2 a y b se logré reconocer mediante tincién de gram, levaduras que pueden
ser de interés para ser identificadas molecularmente y ser empleadas en la industria
cosmética

En la figura 3 se ilustran las cepas purificadas y aisladas identificadas como levaduras con
sus réplicas luego del proceso de seleccion a traves del método de tincion de gram.

Figura 4. Generacion de crioviales para el nuevo cepario de la Universidad EAFIT
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En la figura 4 se ilustran algunos crioviales generados a partir de colonias de cajas Petris
puras de las cepas identificadas como levaduras mediante su morfologia y con tincién de

gram.

Figura 5. Extraccion de ADN

Figura 5 a

En las figuras 5 a y b se ilustran los tubos eppendorf de 1.5mL que contienen las muestras
de ADN extraidas de los crioviales generados para el cepario de la Universidad EAFIT.

Andlisis parcial.
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Si bien se lograron seleccionar algunas levaduras con base a las técnicas de estereoscopia
y microscopia, aun falta conocer con precision qué especies son para poder desarrollar un
plan de produccion de ingredientes naturales a partir de estos microorganismos y medir su
capacidad de produccidon de los mismos, como lo es, por ejemplo, las pruebas DPPH y ABS
para cuantificar la produccién de antioxidantes de los microorganismos. Por otro lado, la
generacion del cepario nuevo en este proyecto para la Universidad EAFIT, crea un recurso
de alto potencial bioquimico y genético para estudiantes y profesores que requieran trabajar
con cepas de levaduras para sus proyectos en materias, trabajos de grado, proyectos de
investigacion y grupos de investigacion de la universidad, por lo que este resultado es de
gran aporte a nuestra institucion, sus investigadores y estudiantes en formacion. (Lau,
estaba pensando en poner esto como una conclusion, aunque el informe originalmente no
lo pide por lo que lo puse aqui; me cuentas qué piensas)

Es importante anotar que en algunos de los aislamientos se lograron observar la presencia
de lo que pareciesen ser esporas de hongos filamentosos. No obstante, algunas levaduras
del género Candida sp. y Clavispora sp. Tienen la tendencia de tener una morfologia muy
similar a la de las esporas provenientes de dichos hongos.

En el afio 2021-1 se propone darle continuidad al proyecto para proceder con la
identificacion molecular de las cepas de levaduras aisladas en este semestre mediante el
proceso de secuenciacion, para dar paso a la identificacion de especies aisladas y asi
conocer gué ingredientes pueden ser empleados en la industria cosmética a partir de dichas
especies. Asimismo, se espera evaluar la capacidad de dichas cepas del nuevo cepario de
levaduras EAFIT, para fermentar el mucilago de café y generar un extracto rico en
nutrientes y antioxidantes para ser usado en biocosmética.

PRODUCCION ACADEMICA, CIENTIFICA O ARTISTICA

¢ Ponencia en el Medellin Microbial Meeting (MeMM) en modalidad de pdster.
e Ponencia en la Feria de Semilleros: Sembrando Interacciones en modalidad de
ponentes

e Ponencia en el encuentro departamental REDCOLSI 2020 en modalidad de
ponentes.

EJECUCION PRESUPUESTAL

VALOR
TOTAL VALOR TOTAL + IVA
. . $
Palillos siembra 495.520,00 $ 495.520,00
Cajas Petri - $ 620.000,00
. S $
Cajas Petri Plasticas 274.000,00 $ 274.000,00
$
Bactoagar 375.000,00 $ 750.000,00
Primers P1-2 ITS1 200 $229.670 $ 229 670
nmol
Primers P1-2 ITS2 200 $ 229.670 ¢ 241.808
nmol
Primers Pnlr;]%|515': 200 $229.670 $ 265.965

Vigilada Mineducacion

www.eafit.edu.co

Inspira Crea Transforma



UNIVERSIDAD | vyjcerrectoria de

EAFIT, | Yz

——

‘ Primers P1-2 805R 200 $229.670 $ 314.279

nmol

TOTAL $ 3.191.242,00

LECCIONES APRENDIDAS

e Se reforzo la capacidad de trabajo en equipo de los estudiantes y la disciplina para
la ejecucion de cada actividad del proyecto.

e Se adquirieron conocimientos tedricos y practicos en técnicas de aislamiento de
microorganismos, conteo de unidades formadoras de colonia, purificacion de cepas,
entre otras técnicas microbiolégicas.

e Se adquirid6 destreza para una rapida identificacion morfoldégica de colonias de
microorganismos mediante las practicas de estereoscopia y microscopia.

e Se reforzaron conocimientos tanto tedricos como practicos en biologia molecular a
través del empleo de diversos protocolos de extraccion de ADN y analisis de
integridad gendmica con la técnica de electroforesis.

OBSERVACIONES

En términos generales, el proyecto logré completarse casi al 100%. Lo anterior no se logré
debido a la emergencia sanitaria por el CoVid-19 y la limitacion y reserva de equipos de
laboratorios, los cuales en algunos momentos generaban atrasos considerables en el
cronograma de ejecucién de actividades por lo que se trabajé contra todo prondstico. Sin
embargo, desde el semillero BIOQUIP, se quiere hacer un reconocimiento a la labor de la
universidad para permitir la reactivacion de actividades en laboratorios y demés espacios
para lograr cumplir a cabalidad con los objetivos de los proyectos de semilleros. Decisién
la cual fue vital para seguir aportando al crecimiento de la universidad y al conocimiento en
las diversas areas del conocimiento.
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