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Introduccion

» H t . | I Diet or Source % Protein % Fat Source
ermeta liucens Cattle blood and wheat bran 476 25.3 Aniebo et al. 2009 [71]
Municipal organic waste 30.8 301 Mutafela 2015 [137]
Horse manure 409 12.9 Mutafela 2015 [137]
Fresh fruit waste 378 417 Mutafela 2015 [137]
Swine manure 432 28 Newton et al. 2005 [89]
Poultry manure 421 34.8 Newton et al. 2005 [89]
Vegetable waste 39.9 37.1 Spranghers et al. 2017b [97]
Restaurant waste (vegan) 431 38.6 Spranghers et al. 2017b [97]
Cow manure - 2142 St-Hilaire et al. 2007a [67]
[ —— 50/50 Fish offal: Cow manure - 30.44 St-Hilaire et al. 2007a [67]
Instalacionde Jaulas Cliister de
para apareamiento huevos Wang et al., 2017
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Busqueda de nuevas moléculas antibioticas aisladas de |a
diversidad microbiana del tracto digestivo de una mosca
peruana saprofaga - Contrato FONDECYT 108-2015.
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present in the hemolymph of Hermetia illucens larvae
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HEEEEe  Compuestos antimicrobianos de Chrysosporium multifidum, un
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Fig. 2: Compuestos aislados a partir del cultivo liquido de C. multifidum: 4-methoxy-2h-pyran-2-one (1), 4-methoxy-
6-pentyl-2H-pyran-2-one (2), 6-(1-hydroxypentyl)-4-methoxy-pyran-2-one (3), 6-[(7S,8R}-8-propyloxiran-1-yl]-4-
methoxy-pyran-2-one (4), pestalotin (5), 5,6-dihydro-4-methoxy-6-(pentanoyloxy)-2H-pyran-2-one (8) y cyclo-(L-
Pro-L-Phe) (7).
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Objetivo

Aislar e identificar moléculas producidas por la microbiota de la mosca Hermetia illucens que sean

activas contra la bacteria patégena para peces Aeromonas hydrophila

(Realizar pruebas de enfrentamiento de microorganismos aislados del tracto digestivo de las]
larvas de Hermetia illucens contra la bacteria patégena Aeromonas hydrophila ATCC 7796.

Aislar las moléculas presentes en las zonas de inhibicidn de crecimiento.

N
(Identificar las moléculas activas contra A. hydrophila mediante técnicas de Espectrometria de
LMasa acoplada a un UPLC y Resonancia Magnética Nuclear

J



Cultivo de hongos previamente
aislados de larvas de BSF

}

Evaluacion de actividad contra
Aeromonas hydrophila (ATCC
7796) por método de co-cultivo

!

Cultivo en masa del hongo activo
Scopulariopsis brevicaulis

!

Preparacion del extracto crudo
diclorometano (1:1) del hongo
Scopulariopsis brevicaulis

Esqguema general ‘

Evaluacion de actividad (ICsq y
MIC) por microdilucioén en caldo

Obtencion de
fracciones del extracto |*— "

Ensayos de actividad

crudo diclorometano
por MPLC

}

Analisis mediante
UPLC-HRMS.
Construccion de redes
moleculares

antibacteriana por
Bioautografia de las
fracciones obtenidas a
partir del extracto crudo
diclorometano

2%4nm  Bloautografia




Resultados

Pruebas de enfrentamiento de hongos filamentosos (cocultivo)

SIN HALO DE INHIBICION CON HALO DE INHIBICION




Prueba de antagonismo de hongos filamentosos aislados de Hermetia illucens contra A. hydrophila
Cepa fungica Diametro del hongo Diametro de inhibicion _ - _ _
Potencial antimicrobiano| Claridad del halo
(mm) (mm)

HGU11 2 21.8+1.7 38.6+1.3 1.8+0.1 (+++)
HGU11 3 21.9+1.6 39.1+4.0 1.8+0.1 (+++)
HGU1l 4 142+1.7 20.7+1.4 1.5+£0.2 (+++)
HGU11 5 15.6 + 0.4 245+ 1.5 1.6+0.1 (+++)
HGU1l 6 146 £0.9 21.0+ 3.8 1.5+0.3 (+++)
HGU1L 7 15.7+1.8 19.9 £ 3.6 1.3+0.3 (+++)
HGU11_ 8 33.9+2.2 41.9+3.6 1.3+0.2 (+++)
HGU11_9 38.2 38.2 1 ()
HGU11_10 26.8 2.1 39.9+24 1.5+0.1 (+++)
HGU11 11 229+1.5 29.5+1.4 1.3+0.1 (+++)
Donde:

=, indica que no hay zona de inhibicion
+++, indica la presencia de una zona de inhibicion con una claridad similar a la observada con la droga de referencia Tetraciclina (30 g por disco de 8mm)
i, indica Desviacion estandar obtenido a partir de experimentos realizados por triplicado.



Prueba de antagonismo de hongos filamentosos aislados de Hermetia illucens contra A. hydrophila
Cepa fungica Diametro del hongo Diametro de inhibicion _ - _ _
Potencial antimicrobiano| Claridad del halo
(mm) (mm)

HGU11 2 21.8+1.7 38.6+1.3 1.8+0.1 (+++)
HGU11_3 21.9+1.6 39.1 + 4.0 1.8+0.1 (+++)
HGU11 4 142+ 1.7 20.7x1.4 1.5+0.2 (+++)
HGUI11 5 15.6 + 0.4 245+1.5 1.6+0.1 (+++)
HGU11 6 14.6 + 0.9 21.0+3.8 1.5+ 0.3 (+++)
HGU1L 7 15.7+1.8 19.9+3.6 1.3+0.3 (+++)
HGU11 8 33.9+2.2 41.9 + 3.6 1.3+0.2 (+++)
HGU11_9 38.2 38.2 1 ()
HGU11_10 26.8 2.1 39.9+24 1.5+0.1 (+++)
HGU11 11 229+1.5 29.5+1.4 1.3+0.1 (+++)
Donde:

=, indica que no hay zona de inhibicion
+++, indica la presencia de una zona de inhibicion con una claridad similar a la observada con la droga de referencia Tetraciclina (30 g por disco de 8mm)
i, indica Desviacion estandar obtenido a partir de experimentos realizados por triplicado.



Obtencion del extracto crudo con actividad
antimicrobiana

Cultivo en masa de 500ml Filtracion Extraccidn con solventes Evaporacidon de solventes
n -

HGU11 3 -

Acetato de etilo (AE)
HGU11 4
HGU11_5 ) Diclorometano (DCM)
HGU1L 6 _ Metanol (MeOH)
HGU11 8




Evaluacion antimicrobiana

Cepa fangica EXTRACTO IC., MIC MBC
AE 1.6 mg/ml 2 mg/mi >4 mg/ml
HGU11 3 DCM 1.8 mg/ml 2 mg/ml 4 mg/ml
MeOH >4 mg/ml >4 mg/ml NE
AE 1.5 mg/ml 2 mg/ml >4 mg/ml
HGU11l 4 DCM 0,3 mg/ml 0,5 mg/ml >1 mg/ml
MeOH >4 mg/ml >4 mg/ml NE
AE >4 mg/ml >4 mg/ml NE
HGU11 5 DCM 2.1 mg/mi 4 mg/ml >4 mg/ml
MeOH >4 mg/ml >4 mg/ml NE
AE >1 mg/mi >1 mg/ml NE
HGU11l 6 DCM 0,4 mg/ml 0,5 mg/ml >1 mg/ml
MeOH >1 mg/ml >1mg/ml NE
AE >4 mg/ml >4 mg/ml NE
HGU11l 8 DCM >4 mg/ml >4 mg/ml NE
MeOH >4 mg/ml >4 mg/ml NE
Droga de referencia Tetraciclina 0,3 pg/ml 0,5 pg/ml ND

Donde:

NE / ND: No evaluado / No determinado
IC;o: Concentracion inhibitoria media.
MIC: Concentracion minima inhibitoria.
MBC: Concentracion minima bactericida.

AE: Extracto de acetato de etilo.

DCM: Extracto de diclorometano.

MeOH: Extracto de metanol.




Evaluacion antimicrobiana

Cepa fangica EXTRACTO IC., MIC MBC
AE 1.6 mg/ml 2 mg/mi >4 mg/ml
HGU11 3 DCM 1.8 mg/ml 2 mg/ml 4 mg/ml
MeOH >4 mg/ml >4 mg/ml NE
AE 1.5 mg/ml 2 mg/ml >4 mg/ml
HGU11 4 DCM 0,3 mg/ml 0,5 mg/ml >1 mg/ml
MeOH >4 mg/ml >4 mg/ml NE
AE >4 mg/ml >4 mg/ml NE
HGU11 5 DCM 2.1 mg/mi 4 mg/ml >4 mg/ml
MeOH >4 mg/ml >4 mg/ml NE
AE >1 mg/ml >1 mg/ml NE
HGU11l 6 DCM 0,4 mg/mi 0,5 mg/ml >1 mg/ml
MeOH >1 mg/ml >1mg/ml NE
AE >4 mg/ml >4 mg/ml NE
HGU11 8 DCM >4 mg/ml >4 mg/ml NE
MeOH >4 mg/ml >4 mg/ml NE
Droga de referencia Tetraciclina 0,3 pg/ml 0,5 pg/ml ND

Donde:

NE / ND: No evaluado / No determinado
IC;o: Concentracion inhibitoria media.
MIC: Concentracion minima inhibitoria.
MBC: Concentracion minima bactericida.

AE: Extracto de acetato de etilo.

DCM: Extracto de diclorometano.

MeOH: Extracto de metanol.




Cromatografia en capa fina del extracto diclorometano de
HGU11 4 VS Aeromonas hydrophila (1*10°)

pen &

i

UV 254 nm UV 366 nm Vainillina Bioautografia

10 pL del extracto activo diclorometano (20mg/ml)
(fase movil DCM:MeOH — 96:4)




Produccion en masa del extracto DCM de la cepa HGU11_4
activo contra A. hydrophila

Crecimiento en masa Filtracion Extraccion con solventes Evaporacion de solventes
W . |

12 litros

1500 mg de extracto
diclorometano




Fraccionamiento

DCM-HGU11-4
A B C D E F G H M Tet
MASA (mg) 740.3 41.3 12.5 11.7 52.9 13.7 21.6 35.3 329.0 -
DHI (mm) 0 0 0 8.3 8.7 4 0 0 5.3 15.8
Claridad - - - ++ ++ + - - + +++

DHI: Diametro de inhibicion del halo
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