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Unidad de Bioprospeccién

Informe de Avance #1, al 30 de setiembre de 2015

Proyecto: GEF

“Promoviendo Ia aplicacidén del Protocolo de Nagoya, a través
del desarrollo de Productos basados en I3 naturaleza, 1a
distribucién de los beneficios y Ia conservacion de I3

biodiversidad en Costa Rica”

Elaborado por: Licda. Isis Calderén Tovar
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Antecedentes

Proteccién de cultivos, pudiendo convertirse ep un producto Bio-activador de resistencia

Por otro lado ¢] compuesto aIca]oide2,5-dihidroximetil—3,4-dihidroxipirrolidina también
conocido como DMDP, se considers promisorio por reportar una importante actividad
nematicida sin efectos toxicos inmediatos, ¥ por provenir de una fuente de origen apta para
una produccién sostenib] €, como lo es el drbol de] género Lonchocarpuys.

éstos.
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1.1 Obtencién de extractos estandarizados con concentraciones conocidas del componente

activo para pruebas de formulacién,

(Figura 1) y a ia confirmacién de Ja identificacién del mismo empleando la taxonomia
molecular, esto es, amplificando la regién ITS (Internal transcribed spacer) utilizando 3
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activo. Estas pruebas incluyeron el protocolo original usado en el proyecto anterior donde
Se reporté la actividad de este hongo (Protocolo A) y ademids diferentes medios y
condiciones de cultivo donde se variaron fuente de carbono, temperatura, PH, agitacién,

etc.

fermentaci6n,

Cuadro 2.Produccién de compuesto activoBAR por fermentacién del hongo 468B en
diferentes protocolos de fermentaci6na pequeifia escala.

| Protocolo de Rendimiento | . % Pureza
|Fermentacién| (mg/mi) | decompuesto en
A VT extracto {% m/m)
1 A 0,202 45
2 B 0,778 80,8
3 Bm 0,27 75,3
4 B.1 0,20 78,6
5 B.2 0,11 76,8
6 c 0,111 31,4
7 D 0,748 80
8 E 0,5115 61,5
9 F 2,32 88,5

De estas pruebas, el protocolo F resulté ser ¢l mejor superando en rendimiento y calidad a]
protocolo original. (Cuadro 2 y 3).
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468B en relacién ala produccién de de) compuesto activo (BAR).
P Di sde % pureza Rendimiento (mg
Protacal, o . decompuestoen | de compuesto/mi
AR Lk _extracto (% m/m) | de fermento)
A (original afio
2009) 27 32,2 0,09
F (optimizado

C)

e

Figura 2. Produccién de compuesto activo (BAR) por e hongo 468B. A) Fermento liquido
del hongo, B} Extracto crudo €} TLC de extractos crudos sefialando la presencia de]
Compuesto activo (BAR), D} Espectro de HPLC de extracto crudo sefialando e] compuesto

de interés,

las primeros énsayos en campo con producto formulado.
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Pr ion d 0 rala f laci

El 11 de mayo del 2015 se llevé a cabo en INBio una reunién en la cual estuvieron
presentes representantes de Formugquisa S.A, Monreri S.A, Ecos-La Pacffica e INBio; en esta
reunién se expusieron los resultados obtenidos a esa fecha producto de la optimizacién del
protocolo de fermentacién del hongo 468B para la produccién del compuesto BAR y
ademds se acordé generar 175 gramos tanto del compuesto BAR como el compuesto DMDP

para las primeras formulaciones Yy ensayos de campo.

realizaron 6 fermentaciones de entre 14 y 18 litros (en erlenmeyers) utilizando los

protocolos de fermentacign ¥y extraccidn optimizados,

Figura 3. Fermentacién del hongo 468B y extraccién quimica. A) Fermentos liquidos, B) y
C) Extracci6n quimicas.

A junio del 2015 se logré exitosamente la meta de produccién de los 175 gramos de
compuesto BAR con un porcentaje de pureza de 77%,

61|
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Con respecto al compuesto DMDP, se prepar6 la cantidad de extracto necesaria al 91% de
pureza para las pruebas de formulacién,

1.2 Formulaciones para cada uno de los extractos derivados y formulacién para

combinaciones de ambos extractos.
2.a.P as de F lacién

Con el objetivo de hacer pruebas de formulacién preliminares con los dos extractos (BAR y
DMDP) con potencial para la proteccién de cultivos, INBio hace entregadel siguiente
material a la empresa Formugquisa S.A (ubicada en Chomes-Puntarenas) el dia 27 de mayo
del 2015:

5 g de Extracto de BAR al 84,6% m/m.

5 g de Extracto de DMDP al 70% m/m.

6 mg de Patrén de DMDP al 98% m/m.

5,1862g de Extracto de DMDP al 91%m/m.

3,6422g de Extracto de DMDP al 1-2% m/m.

1 vial de 1mL del reactivo Sigma-Sil-A para el andlisis de DMDP por Cromatografia
de Gases (GC).

Informacién detallada sobre el anlisis de ambos componentes mayoritarios en los
extractos.

A N Y Y

b

Durante los meses de junio, julio, agosto y setiembre, la empresa Formuquisa S.A ha estado
trabajando en las pruebas preliminares de formulacién de ambos extractos. Una vez se
determine la formulacién Optima para cada uno de ellos, se formularan los restantes 175

gramos requeridos para las pruebas de campo.
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Componente 2: Optimizacién, escalamiento y licenciamiento de agentes de
proteccion de cultivos.

2.1Protocolos de extraccién y fermentacién para aumentar el rendimiento de los
productos quimicos activos.

Si bien ya se habfa trabajado en la optimizacién de los protocolos de fermentacién y
extraccién quimica para la obtencién del compuesto BAR desde el inicio del proyecto, como
se explica en el apartado 1.1.b; se continué con el trabajo de investigacién fuertemente
enfocado en aumentar ain més este buen rendimiento obtenido con el protocolo F

optimizado (cuadro 3).

Con este propédsito se hizo una exhaustiva bisqueda bibliogrifica y se realizaron
nuevamente, a partir de junio, diferentes pruebas de fermentacién a pequeiia escala (40-
70ml) con el hongo 468B.

En total se evaluaron 28 protocolos de fermentacién que incluyeron diferentes medios
reportados en la literatura y diferentes condiciones de cultivo: fuente de carbono,

temperatura, pH, agitacién, etc.

El anélisis de los protocolos evaluados se hizo, al igual que el punto 1.1b, por
determinacién del rendimiento de la fermentacién y del porcentaje de pureza de los

extractos, realizando la cuantificacién del compuesto activo BAR por HPLC.

Con el protocolo F.8 se logré obtener un mejor rendimiento de la fermentacién y un alto
porcentaje de pureza del compuesto activo BAR en el extracto en relacién al protocolo F

anterior (Cuadro 4).
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Cuadro 4.Mejores protocolos de fermentacién del hongo 468B en relacién a la produccién
del compuesto activo BAR.

= ] %pureza Rendimiento (mg de
Protocolo | decompuestoen | * compuesto/ml de
| | extracto {% m/m) fermento)
F 77,1 2,50
F.1 98,7 2,80
F.8 98,5 3,00

El trabajo de optimizacién no ha finalizado, ya que es necesario lograr obtener un
rendimiento estable y fermentar a gran escala, ademis se seguira con la biisqueda de una
mayor produccién del compuesto en cada fermentacién, para alcanzar estas metas se
coordiné una capacitacién en la Fundacién Medina en Espaiia para 2 investigadores del
proyecto en el mes de noviembre del afio en curso donde el objetivo miximo sers, el

protocolo estandarizado para la fermentacién a gran escala del microorganismo.

En cuanto al compuesto DMDP, atin no se han iniciado las pruebas de extraccién a mayor
escala, el énfasis ha estado en la preparacién del material para las pruebas preliminares de
formulacién a cargo de Formuquisa. Sin embargo, en los préximos meses se realizardn
evaluaciones del protocolo de extraccién original (de proyecto previo) buscando mejoras

que logren mayor produccién y més eficiencia en el rendimiento del compuesto DMDP.



