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RESUMEN

OFB Gustavo Raul Reyna Martinez Fecha de Graduacion: Octubre 2012

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn Facultad de Ciencias Biol6gicas

Titulo de estudio: PRODUCCION DE LIPIDOS POR CEPAS NATIVAS DE
Chlorella pyrenoidosa y Rhodotorula mucilaginosa Y GENERACION DE UN
CONSORCIO MICROBIANO.

NUumer o de Paginas: 95

Propdsito y M étodo de Estudio: Actualmente e desarrollo tecnoldgico en el campo de
energias aternativas ha cobrado relevancia dadas las desventgjas que presentan los
combustibles fosiles. Esto ha generado interés en la produccion de biodiesel, el cual
puede obtenerse a través de microorganismos oleaginosos. En el presente trabajo se
evalud la produccion de lipidos por la microalga Chlorella pyrenoidosa y la levadura
Rhodotorula mucilaginosa con potencial en la fabricacién de biodiesel por el método de
Bligh y Dyer. El andlisis de los acidos grasos se realizd por cromatografia de gases, a
partir de cultivos independientes usando variantes de condiciones nutricionales.
Posteriormente se determind el efecto del consorcio sinérgico alga- levadura y la

produccién de lipidos, con el objetivo de mejorar el rendimiento de los mismos.

Contribuciones y Conclusiones. Se logré comprobar que las cepas con las que se
trabgjaron en €l presente estudio caben dentro de la clasificacion de cepas oleaginosas ya
que pueden acumular més del 20% de lipidos en relacién a su biomasa seca. Se disefid
un medio de cultivo en &l que ambas cepas pudieron desarrollarse correctamente y llevar
a cabo una relacion sinérgica en relacion a su productividad de biomasa y lipidos. Se
determiné a su vez que los lipidos presentes en ambas cepas tanto cuando crecen por
separado como en conjunto, producen en su mayoria &cidos grasos que pueden ser
utilizados como materia prima en lafabricacion de biodiesel.

XVI



1. INTRODUCCION

Se estima que en las siguientes décadas las fuentes de energia no renovables tales
como €l petréleo se agotaran, mientras que la demanda energética por parte de la
poblacién y las industrias seguiran en aumento. Aunado a esto, los combustibles fosiles
derivados del petréleo generan gases nocivos para e medio ambiente principa mente
oxidos de azufre (SOx) y monoxido de carbono (CO), en mayor proporcion gque otros
combustibles; dichos gases junto a CO, son causantes del efecto invernadero, por lo
cual se buscareducir su uso (Patil et al., 2008). Resultado de esto es que |os gobiernosy
las industrias se encuentren en busqueda de nuevas fuentes de energia. El carbén y las
fuentes de energia radioactiva se han propuesto como sustitutos del petroleo, pero estas
fuentes de energia son limitadas, ademés de ser no renovables por 1o que también se

agotaran en algin momento (Campbell, 2008).

Por lo anterior es que en la actualidad se buscan fuentes de energia en forma de
combustibles liquidos que sean renovables, econdmicas y menos nocivas para e medio
ambiente que los combustibles fésiles. Una de estas aternativas es e uso de
biocombustibles. Dentro de los biocombustibles se encuentra el biodiesel, cuya
produccién se basa en la transesterificacion con metanol de triglicéridos de cadena larga
procedentes de fuentes renovables, o cual produce metil-ésteres de cadena larga que
pueden ser utilizados como un combustible con menor producciéon de SOx y CO. Sin
embargo, este método de produccion es entre un 70 y un 80% més costoso que €l diesel
comun y afecta a los recursos y territorios utilizados por la industria alimenticia, por lo
gue se estan explorando nuevas maneras de producir este combustible a un costo menor
y utilizando materias primas gue no presenten competencia contra la produccion agricola
de alimentos (Li-Xiaet al., 2009).

L os estudios previos se han enfocado a encontrar nuevas fuentes y materias primas
para la produccién de biodiesel, 1o cual ha llevado a la evaluacién del uso de
microorganismos capaces de acumular lipidos, los cuales posteriormente puedan ser
transesterificados para la produccion de metil-ésteres. Dentro de estos microorgani Smos,

podemos encontrar a las algas unicelulares, que se consideran una fuente de gran

1



potencial debido a su corto ciclo de vida (24 h), alta acumulacion de lipidos la cual
alcanza hasta 50% de su biomasa seca, capacidad de adaptacién a condiciones adversas
(alta concentracion salina, iones metdlicos, alta presion de CO,), y menos necesidades
nutricionales y ambientales en comparacion a las plantas. Aun asi, €l costo de la
produccion de biodiesel a partir de algas sigue siendo mas alto que el del diesel derivado
del petréleo (Penglin et al., 2011). Ademés las condiciones idedes para
almacenamiento de lipidos por parte de las algas unicelulares se obtienen cuando existe
baja concentracion de nutrientes, especiadmente nitrégeno, lo cua tiene como
consecuencia una baja produccion de biomasa |0 que resulta contraproducente (Loera-
Quezada y Olguin, 2010). Dentro de las agas se encuentra el género Chlorella, el cual
esta formado por algas unicelulares capaces de amacenar una gran cantidad de lipidos
con un perfil ideal para la produccion de biodiesel. Esta especie cuenta con estudios
previos en los cuales se evallan sus condiciones Optimas de produccion de lipidos, asi

como las fuentes de carbono que puede utilizar para este fin.

Ademas de las algas, existen algunas levaduras con alta capacidad de almacenar
lipidos, y cuyo perfil de lipidos practicamente esta compuesto de triacilglicéridos
(TAGs) de cadena larga, dichos lipidos son ideales para la produccion de biodiesel (Li-
Xiaet al., 2009). Otra ventaja de la produccion de lipidos a partir de microorganismos es
gue estos pueden utilizar productos de desecho de las industrias y transformarlas en
productos de interés, con lo cua se cumple con el cometido de ser una tecnologia
amigable con el medio ambiente. Por su parte dentro de las levaduras se encuentra el
género Rhodotorula, € cual cuenta también con varios estudios que demuestran su

capacidad de produccion de lipidos.

Aunque se cuentan con estudios previos de la produccion de lipidos por ambos
microorganismos, tanto las condiciones como el proceso de produccion, se encuentran
aln en fase experimental, por lo cual en € presente trabajo se evaluaron distintas
condiciones para € crecimiento y produccion de lipidos por parte de ambos
microorganismos, asi como |la generacion de un consorcio alga-levadura entre Chlorella
pyrenoidosa y Rhodotorula mucilaginosa para el aumento de la eficiencia de produccion

de lipidos con potencial uso en la fabricacion de biocombustibles.



2. HIPOTESIS

Existe mayor produccion de biomasa y acumulacion de lipidos en Chlorella
pyrenoidosa y Rhodotorula mucilaginosa cuando se encuentran en un consorcio alga-

levadura en comparacion alos microorganiSmos por separado.



3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar y comparar el crecimiento, produccion de biomasa, acumulacién de lipidosy
el perfil de acidos grasos de Chlorella pyrenoidosa y Rhodotorula mucilaginosa

creciendo de maneraindependiente y al combinarlas en un consorcio alga-levadura.

4. OBJETIVOSPARTICULARES

1. Evaluar la produccion de biomasa y acumulacién de lipidos para Rhodotorula
mucilaginosa y Chlorella pyrenoidosa de manera independiente, en sus

condiciones idénesas.

2. Disefiar las condiciones para un cultivo mixto en el que puedan desarrollarse

ambas cepas.

3. Evaluar y comparar la produccion de biomasa y acumulacion de lipidos en €l

cultivo mixto para ambas cepas de manera independiente y en conjunto.

4. Andizar y comparar los acidos grasos presentes en las cepas creciendo por

separado y en conjunto.



5. ANTECEDENTES

5.1 COMBUSTIBLESDERIVADOSDEL PETROLEO

A través de las Ultimas décadas se han explotado |os recursos derivados del petroleo
o combustibles fosiles para la produccién de combustibles (gasolina, diesel, aceites
lubricantes, carbon, gas natural) como medio de generacion de energia para el transporte
y laindustria; sin embargo dichos combustibles provienen de una fuente limitada y no
renovable, por |o que los expertos prevén gque en las décadas posteriores estos recursos
se veran agotados, mientras que las necesidades mundiales de combustibles seguiran en

aumento.

En adicion a la limitacién de la fuente de los combustibles derivados del petréleo,
estos presentan impurezas provenientes de compuestos azufrados y nitrogenados por 10
que durante su combustion generan gases nocivos para € medio ambiente conocidos
como NOx y SOx (Oxidos de Nitrogeno y Oxidos de azufre), los cuales a su vez
contribuyen a la generacion del efecto invernadero y alalluvia acida. Los combustibles
fosiles generamente presentan ademas remanentes de plomo, los cuales son lanzados a
medio ambiente durante la combustién del diesel, el plomo es atamente toxico para €
ser humano, a nivel de sistema nervioso central, sistema circulatorio y sistema
reproductor (Cho et al., 2004). Aunado a esto cuando se utilizan combustibles fésiles en
motores de combustion interna estos pueden producir una combustion incompleta, 1o
cual genera otros contaminantes entre ellos € mondxido de carbono (CO) que
contribuye a efecto invernadero y compuestos aromaticos polinucleares los cuales son
toxicos, cancerigenos y mutagénicos. Ademés del impacto ambiental que producen las
impurezas presentes en los combustibles fosiles, dichas impurezas también ocasionan un
fuerte ataque quimico en los motores diesel en la bomba inyectora, valvula de escape y
colector de gases de los vehiculos, por 1o cual la generacidon de un combustible libre de

contaminantes corrosivos es de interés también de | os fabricantes de motores diesel .



La ventgja que tienen los combustibles fosiles sobre otras fuentes de energia es que
suelen ser mas econdmicos y relativamente faciles de obtener, por o que se ha creado
una gran dependencia hacia ellos. El uso de combustibles fésiles si bien es de lo més
economico hoy en dia entre las fuentes de energia, genera impactos globales severos
debido a que afecta la estabilidad ambiental, econdmica y social de la poblacion
(Loera-Quezaday Olguin, 2010).

Por todo lo anterior los gobiernos, las industrias y la comunidad cientifica se
encuentran en una continua busgqueda de nuevos combustibles y energéticos
provenientes de fuentes renovabl es, econdmicas y amigables con el medio ambiente, que
remplacen a los combustibles derivados del petroleo en un futuro cercano y que
satisfagan |la demanda de energéticos de la poblacion mundial sin poner en riesgo la
estabilidad econdmica, social y ambiental (Patil et al., 2008).

5.2BIOCOMBUSTIBLES

Un biocombustible puede ser definido en genera como un combustible en forma
sdlida, liquida o gaseosa que consista de 0 es derivado de biomasa. En comparacion con
otras fuentes renovables de energia los biocombustibles presentan la ventaja de permitir
“acumular” energia solar en forma de combustible, esto cuando se utilizan plantas o
algas como materia prima para su producciéon (Scott et al., 2010). Dentro de estos
biocombustibles se encuentran el bioetanol y € biodiesel 1os cuales son los mayormente
producidos y disponibles a nivel mundial, los cuales se cree podrian sustituir a la
gasolinay a diesel enlaindustriadel transporte (Scott et al., 2010).

El biodiesel se define como una mezcla de ésteres monoal quilicos de cadena larga
proveniente de una fuente bioldgica renovable, este puede utilizarse en forma pura o
mezclarse con diesel proveniente de fuentes fosiles. Este biodiesel se obtiene a partir de
triacilglicéridos (TAGs) provenientes de distintos organismos (plantas, semillas

oleaginosas, microorganismos oleaginosos, aceites vegetales 0 grasas animales



comestibles recicladas), los cuales son posteriormente “transesterificados’, esto quiere
decir que se hacen reaccionar con un acohol de bago peso molecular (generalmente
metanol) bajo condiciones de temperaturay pH elevadas, con lo cual se obtienen como
productos de la reaccion alquil-ésteres (metil-ésteres cuando se utiliza metanol) de
cadena larga como producto primario los cuales pueden ser utilizados como biodiesel 0
ser mezclados con otros combustibles, y glicerol como producto secundario del proceso,
el cual a su vez tiene aplicaciones industriales o puede llegar a utilizarse como materia

prima para el crecimiento de microorganismos ol eaginosos.

En 1900 Rudolph Diesel (1958 — 1913), quien fue el creador del motor que lleva su
nombre, fue el primero en fabricar biodiesel a partir de aceite de mani, sin embargo este
biodiesel fue remplazado por e diesel generado a partir del petréleo e cua es mas
econdmico (Vyas et al., 2010). Sin embargo, en la actualidad se ha retomado la
busqueda de fuentes renovables para la produccion de biodiesel debido a las desventgjas
e impactos causados por 1os combustibles derivados del petréleo ya antes mencionados
(Patil et al., 2008). En lafigura 1 se muestra un diagrama de flujo del proceso general de
produccion de biodiesel (Loera-Quezaday Olguin, 2010).

Aceite de microalgas vy
aceites vegetales puros

(con < 0= a2.0% de acidos
grasos libres)

Metanol
+KOH

]

Fase glicerina

Met
reci

GLICERINA Fettilizante
(K2S04)

Figura 1. Diagramageneral del proceso de fabricacion de biodiesel (Loera-Quezaday Olguin, 2010)
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El biodiesal es uno de los combustibles utilizados en € transporte que provienen de una
fuente renovable y que ha mostrado aceptacion a nivel mundial, esto basado en el World
Bank Report de 2008, en el que se reportd una produccion de 6,500 millones de litros de
biodiesel a nivel mundial, de los cuales 75% fueron producidos en la Unién Europea,
13% en los Estados Unidos y €l resto en otros paises, sin embargo esta produccion
apenas aporta e 0,14% de los requerimientos de combustible a nivel mundial, es por
esto que los paises desarrollados buscan aumentar por 10 menos 5 veces la produccion y
uso de biodiesal al llegar a 2020 (Dourval-Courchesne et al., 2009), prueba de esto es
gue una de las metas del Departamento de Energia (DOE) de los Estados Unidos tiene
como metal parae 2030 el producir un billon de toneladas anuales de biomasa, ya que a
partir de esta biomasa se obtendrian aproximadamente 5% de la energia €eléctrica
necesaria, 20% de los combustibles para el transporte y 25% de las sustancias quimicas,
todo esto con respecto a las necesidades de dicho pais (Kausch et al., 2010).

El biodiesel ademés de provenir de una fuente renovable, produce menos
contaminantes que €l diesel de petrdleo, ya que se ha demostrado que es biodegradable,
esta libre de compuestos arométicos polinucleares y sus emisiones de SOx, monéxido de
carbono (CO) y combustible no consumido liberados a ambiente son menores en
comparacion a los combustibles fésiles y sus emisiones netas de dioxido de carbono
(CO,) son 78% menos que la del diesel de petrdleo, con lo cual se podrian reducir los
efectos de la lluvia écida, efecto invernadero y emision de compuestos toxicos al medio
ambiente (Chun-Hai et al., 2010). En latabla | se observa la comparacion de emisiones
de biodiesel comparadas con el diesel derivado del petréleo, en esta se pueden observar
las ventgjas ecoldgicas del biodiesel sobre € diesel derivado de petrdleo, ya que los
Unicos compuestos nocivos para el medio ambiente cuyas emisiones se ven aumentadas
en el biodiesel son los NOx y esto es en un porcentaje minimo, de cualquier manera al
evaluar latotalidad de las emisiones del biodiesel se observa que son mucho menores en

comparacion a combustible derivado del petroéleo.



Tabla |I.- Comparacion de emisiones promedio entre biodiesel y diesel derivado de

petr6leo’.
Tipo de emision B20 (%)* B100 (%)**
Hidrocarburos sin consumir -20 -67
CO -12 -48
CO, -16 -79
Particulas -12 -47
NOx +2 +10
SOx -20 -100
Arométicos Policiclicos -13 -80
Arométicos Policiclicos -50 -90
Nitrogenados

! Tomado de Vyas et al., (2010)
* 20% de biodiesel y 80% de diesal de petréleo
**100% de biodiesel

Actualmente existen plantas generadoras de biodiesel las cuales en su mayoria
utilizan aceites vegetales como materia prima, tales como los aceites de soya, de palma,
de maiz y de jatropha; sin embargo, estas fuentes de lipidos para la produccion de
biodiesel no satisfacen la creciente demanda de combustibles y presentan ciertas
desventgjas, tales como el uso de recursos agricolasy alimenticios, lo cual puede generar
un alza en los costos de alimentos al destinar recursos agricolas a la industria de los
combustibles, asi como €l uso de grandes extensiones de terrenos destinados a la
produccion agricola. Como gemplo podemos mencionar que en 2008 € Reino Unido
utilizé aproximadamente 47,000 millones de litros de combustibles para €l transporte, de
éstos e 53% utilizado fue diesel, s se hubiera utilizado biodiesel proveniente de
semillas 0 vegetales oleaginosos para suplir dicha necesidad de diesel, la cantidad de
extension agricola requerida para su produccion hubiese sido de arededor de 1,75

millones de hectéreas, 10 cua muestra que esto seria inviable, por 1o cua es necesario




continuar con la busqueda de nuevas opciones para la produccion de biodiesel (Scott et
al., 2010).

Cabe mencionar también que los aceites vegetales se pueden obtener de los
deshechos derivados de la industria alimenticia, los cuales pueden ser reutilizados y
transesterificados y asi ser aplicados como materia prima en la produccion de biodiesdl;
sin embargo, esto dificilmente solventaria la creciente necesidad mundial de
combustibles, ademés estos aceites después de ser calentados para la produccion de
alimentos pueden polimerizarse y reaccionar generando compuestos arométicos que
durante su combustion generan compuestos toxicos y nocivos para € medio ambiente
(Penglin et al., 2011).

Como desventagja para la produccién de biodiesel podemos mencionar que esta puede
ser hasta 70-80% més costosa que la fabricacion de diesel derivado de combustibles
fosiles, por 1o que el enfoque actual esta puesto sobre |a optimizacién de las condiciones
de generacion de biodiesel a partir de materias primas menos costosas y renovables, por
medio de métodos méas econdmicosy eficientes (Chuan-Chao et al., 2007).

Por todo lo anterior, los cientificos han planteado y evaluado la posibilidad del uso
de microorganismos como productores de lipidos como materia prima para la
fabricacion de biodiesel. Los microorganismos con alta capacidad de acumulaciéon de
lipidos se conocen como microorganismos oleaginosos, y entran en esta clasificacion s
pueden acumular més de 20% de lipidos con respecto a peso de su biomasa seca (Muhid
et al., 2008).

Entre los organismos mas importantes en la produccion de biodiesel se encuentran
las algas unicelulares, las cuales cuentan con gran potencial para la produccion de
biodiesel, tales como ciclo de vida corto (alrededor de 24 h), alto porcentae de
almacenamiento de lipidos (de hasta un 50%), ata capacidad de adaptacion en
ambientes con condiciones adversas (ata salinidad, alta concentracion de iones
metalicos, presencia de compuestos téxicos y ata concentracion de CO,), ademés que
presentan menos requerimientos nutricionales y ambientales en comparacion a las
plantas (Penglin et al., 2011).
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También dentro de los microorganismos productores de lipidos para la fabricacion
de biodiesel se pueden mencionar algunas levaduras oleaginosas, ya que se ha observado
que dichos organismos tienen una tasa de crecimiento muy rgpida en comparacion a las
algas y mucho mayor en comparacion alas plantas y pueden producir lipidos a partir de
distintas fuentes de carbono tales como xilosa, arabinosa, glicerol y distintos desechos
industriales (Zhen-Ming et al., 2010).

El proceso de produccion de biodiesel a partir de microorganismos ol eaginosos
consiste a grandes rasgos en cultivar un microorganismo (algas o levaduras
generalmente), producir la mayor cantidad de biomasa posible, separar |a biomasa del
medio liquido, extraer los lipidos de dicha biomasa y por ultimo realizar la
transesterificacion de los triacilglicéridos para producir metil-ésteres de cadena larga los

cuales pueden ser utilizados como combustibles.

A manera de comparacion entre la produccion de biodiesel por medio del uso de
aceites vegetales contra microorganismos (datos estimados en base a experimentos a
nivel laboratorio), en la tabla Il se muestran algunas fuentes de biodiesal y sus

estimaciones para abastecer el 50% de |os requerimientos de combustiblesen E.U.A.

Tablall.- Comparacién en rendimiento de fuentes de biodiesel*

Cultivo Rendimiento Aproximado® | Areadecultivo Requerida®
Maiz 172 1540

Soya 446 594

Canola 1,190 223

Coco 2,689 99

Aceite de PAdma 5,950 45

Microorganismo A® | 136,900 2

Microorganismo BY | 58,700 45

Tomado de Castillo et al ., (2010)

#Rendimiento en Litros/Hectérea

P Territorio necesario en Millones de Hectéreas

¢ Con un Microorganismo que acumula 70% de lipidos respecto a su biomasa (Basado en datos obtenidos de biorreactores)
4Con un Microorganismo que acumula 30% de | ipidos respecto a su biomasa (Basado en extrapol aciones de datos obtenidos de

biorreactores.
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5.3 MICROORGANISMOSCON ALTA PRODUCCION DE LiPIDOS

5.3.1 ALGASUNICELULARES

Las agas unicelulares son organismos simples, presentes en todos los ecosistemas
terrestres, pueden ser eucariotas (Clorophytas) o procariotas (Cianobacterias) y son
capaces de realizar fotosintesis, y existen mas de 50,000 especies de agas, la coleccion
mas grande de estas se encuentra en la Universidad de Coimbra (Portugal) con mas de
4,000 cepas registradas (Mata et al., 2010). Las algas cuentan entre sus aplicaciones la
produccion de distintos metabolitos de interés para los seres humanos dentro de los
cuales se encuentran las clorofilas, las xantofilas, los carotenoides, la luteina y los
lipidos (Camacho-Rubio et al., 1987). Ademas son organismos de interés industrial
debido a que se han utilizado diversas cepas de algas a partir de las cuaes se han
realizado tratamientos de aguas residuales con € fin de reducir la cantidad de
compuestos nitrogenados, metales pesadosy demanda quimica de oxigeno (Wang et al.,
2009).

A partir de muchas de estas cepas se han llevado a cabo programas de tamizaje para
evaluar su capacidad de acumulacion de lipidos y su velocidad de crecimiento, la
mayoria de estas pruebas fueron realizadas durante las décadas de 1980-1990 y fueron
financiadas por €l Programa de Especies Acuaticas del Departamento de Energia de los
Estados Unidos (Acuatic Species Program US) el cua otorgd cerca de 25 millones de
ddlares a estas investigaciones (Liang et al., 2009), a raiz de estas pruebas fue que los
estudios se comenzaron a concentrar en un menor nimero de cepas de rapido

crecimiento y alta acumulacion de lipidos (Scott et al., 2010).

Las algas unicelulares destacan entre los microorganismos como una alternativa
conveniente para la producciéon de triacilgliceridos y su posterior transformacion a

biodiesel, debido a que muchas de estas se pueden cultivar en fotobiorreactores en los
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cuales solo requieren energia solar, agua, salesy CO, para crecer y producir metabolitos

tales como los lipidos.

Las microalgas son los organismos fotosintéticos més eficientes debido a que fijan la
mayor cantidad de CO, ya que 1 Kg de biomasa de algas requiere alrededor de 1,8 Kg
de CO; (Rodolfi et al., 2009) al incorporarlo al ciclo de Calvin y utilizarlo como fuente
de carbono, con lo cual a su vez mitigan los efectos generados por la quema de
combustibles reduciendo la generacion del efecto invernadero, liberan una gran cantidad
de oxigeno a medio ambiente, tienen un ciclo de vida muy corto en e cua en 24 h o
menos pueden llegar a duplicar su biomasa, cuentan con altos rendimientos de lipidos
(aproximadamente 20 veces mayor que |os aceites vegetales), no requieren de herbicidas
o plaguicidas durante su crecimiento en comparacion a los vegetales y ocupan poco
espacio para su produccién por lo que se estima que para satisfacer las necesidades de
diesel en México solo se utilizaria el 1% del territorio nacional en instalaciones de
produccion. Aunado alo anterior las algas pueden ser cultivadas en agua de mar o aguas
residuales de descargas industriales, reduciendo asi e consumo de agua potable en
procesos industriales e incluso diezmando |os impactos ambientales generados por las
descargas de las industrias a reducir contaminantes en dichos efluentes acuosos (L oera-
Quezaday Olguin, 2010).

Las algas pueden utilizar lipidos a partir de sustratos organicos (glucosa, acetato) e
inorganicos (COy), los lipidos que producen se dividen principalmente en lipidos
neutrales (triglicéridos, colesteral) y lipidos polares (fosfolipidos, galactolipidos etc.), de
estos lipidos los triglicéridos son los que se utilizan como materia prima para la
produccién de biodiesel. Las rutas sintéticas de los triglicéridos en las algas consisten a
grandes rasgos en 3 pasos. a) formacion de acetil-CoA en € citoplasma, b) elongacion y
desaturacion de la cadena carbonada del &cido graso, y ¢) biosintesis de triglicéridos. El
primer paso ocurre cuando através de glucosa o CO; se genera gliceraldehido fosfato, €l
cua es posteriormente transformado a piruvato, y de este se obtiene acetil-CoA; sin
embargo, parte de esta glucosa no se transporta inmediatamente a la via de la glicolisis,

ya gque se almacena como amidén en algunas especies de algas. El segundo paso de
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elongacion y desaturacion de la cadena carbonada del &cido graso depende

principalmente de 2 enzimas, la acetil-CoA carboxilasay la &cido graso sintasa.

Dentro de las algas unicelulares se han observado que existen especies productoras
de lipidos, entre las cuales algunas de las meor estudiadas son Chlamydomonas
reinhardtii, Dunaliella salina, Dunaliella tertiolecta, Monodus subterraneus,
Scenedesmus obliquus, Botryococcus braunii, Phaedactylum tricornutum, Thalassiosira
pseudonana, asi como los géneros Nannochloropsis, Nitzchia, Isochrysisy Chlorella

(Scott et al., 2010).

En la Tabla Il se menciona el contenido de lipidos en peso seco de algunas
microalgas ol eaginosas utilizadas para produccion de lipidos, asi como sus rendimientos
diarios, reportados por distintos autores.

Tablalll.- Contenido de lipidos de algunas especies de microalgas
Especie Contenido delipidos?® | Productividad Referencia
Parietochorisincisa 60 NR Slovchenko et al. (2008)
Nanochloropsis sp. 60 204 Rodolfi et al. (2009)
Neochloris olecabundans 56 13.22 Gouveiaet al. (2009)
Chlorella vulgaris 42 12.77 Widjagjaet al. (2009)
Crypthecodinium cohnii 41.4 82 Mendoza et al. (2008)
Scenedesmus obliquus 43 NR Mandal y Mallick. (2009)
Neochloris oleoabundans 38 133 Li et al. (2008)
Nanochloropsis sp 28.7 90 Gouveiay Oliveira. (2009)
Chlorella vulgaris 27 127 Francisco et al. (2010)
Chlorella sp. 10.0- 48.0 421 Mataet al. (2010)
Nanochloropsis oculata 30.7 151 Chiu et al. (2009)
Dunaliella sp. 67 335 Takagi et al. (2006)
Choricystis minor 21.3 82 Mazzuca-Sobzuk y Chisti. (2010)
Chlorella protothecoides 50.3 NR Xiong et al. (2008)
Chlorella vulgaris 21 54 Liang et al. (2009)
Scenedesmus rubescens 73 NR Matsunaga et al.( 2009)

#Contenido de | ipidos en porcentaje en relacion a su biomasa seca

P Productividad de lipidosen mg L™ d™*
NR.- No reportado
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A partir de dichos lipidos obtenidos de las microalgas, se ha realizado la

transesterificacion y produccion de biodiesel, en la tabla |V, podemos observar algunas

de las caracteristicas de este biodiesel, y su comparacién contra € diesel derivado del

petroleo y con los estandares establecidos para el biodiesel segin la ASTM (American
Society for Testing and Materials).

Tabla | V.- Caracteristicas de biodiesel producido a partir de algasy comparacién

con diesel de petr6leo’

Propiedades Biodiesel de Aceite Diesel de Estandar segun

de Algas Petréleo ASTM

Densidad (Kg/L) 0.864 0.838 0.84-09

Viscosidad (mm*s’ a 5.2 1.9-4.1 35-5

40°C)

Punto deignicion 115 75 Minimo 100

(°0)

Punto de Fusion -12 -50a10 No reportado

°0)

mg KOH/g 0.374 Maximo 0.5 Maximo 0.5

Proporcién 181 1.81 No reportado

Hidrégeno/Carbono

Tomado de Huang et al. (2010)

En la Figura 2 se pueden apreciar algunas microfotografias de cepas oleaginosas de

algas unicelulares.
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Figura 2.- Distintas cepas de algas ol eaginosas (Tomado de Loera-Quezaday Olguin, 2010)

5.3.1.1. Chlordlla

El género Chlorella estd formado por algas verdes unicelulares de forma esférica 'y
con un diametro de 2 a 10 um. Presentan crecimiento autétrofo en medios compuestos
Unicamente por sales inorganicas en presencia de luz, y crecimiento heter6trofo cuando
se encuentra en medios con sustratos organicos y en ausencia de luz, por lo que se
considera un organismo anfitréfico, y cuando se conjugan ambas condiciones tanto un
medio con sustratos organicos y fotones de luz se presenta el crecimiento mixétrofo en
el cua se lleva a cabo fotosintesis y a su vez se utiliza el carbono de las fuentes
organicas (Scarsdlla et al., 2009).

Aunque se cuenta con estudios previos de este género alin se continla en blsqueda
de las condiciones éptimas de crecimiento y produccion de lipidos. Dentro de este
género se ha utilizado el alga C. protothecoides con |0 que se han obtenido rendimientos
de lipidos de hasta 55% con respecto a total de su biomasa, los cuales fueron extraidos
con hexano y posteriormente transesterificados (Miao y Wu, 2006).
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Después esta misma especie fue utilizada a mayor escala mediante el uso de
fermentadores y utilizando jarabe hidrolizado de maiz como fuente de carbono en lugar
de glucosa debido a que es més econdmico, obteniendo resultados similares pero a
mayor escalay con menores costos (Miao y Wu, 2006). Se ha observado también que al
utilizar un cultivo tipo fed-batch (cultivo tipo lote aimentado en €l que se agregan
nuevos nutrientes cada cierto tiempo) se puede incrementar ligeramente la produccién de
lipidos logrando llegar hasta a un 57.8% del total de labiomasa (Xiong et al., 2008).

A su vez se ha evaluado € uso de distintos productos de desecho como fuentes de
carbono tales como e amidon de la yuca, proveniente de desechos de la industria
alimenticia. Se reportd que a utilizar dicha fuente de carbono los rendimientos en la
produccion de lipidos aumentaban en més de 20% en comparacion a los cultivos que
utilizaron glucosa como fuente de carbono (Wel et al., 2009), ademés se ha demostrado
que a utilizar cultivos heterétrofos o mixoétrofos con esta cepa, los rendimientos en
cuanto a produccion de lipidos aumentan (Heredia-Arroyo et al., 2010).

Se han evaluado también otras especies en e mismo género de Chlorella, como es €
caso de C. wulgarisla cual fue capaz de desarrollarse y producir lipidos en un medio con
hasta 10% de CO; lo cual revela que ademas de ser apta para la produccion de biodiesel,
también puede ser Util parareducir el CO,en el ambiente (Yoo et al., 2010).

En otro estudio realizado en la Universidad de Granada en Espaia se utilizo una
cepade C. pyrenoidosa y se hizo crecer en un medio a base de residuos de la produccion
de aceite de oliva (Residuo conocido como Alpechin), en dicho estudio se utilizoé una
concentracion inicial de Alpechin de 10% y las condiciones de crecimiento utilizadas
fueron 30° C de temperatura, agitacion de 165 rpm y 6.5 de pH inicial, con € que se
obtuvo hasta 1,1 g/L/h de biomasa a utilizar un biorreactor con iluminacién constante
(Sanchez et al., 2001).

Se ha demostrado ademas gue la produccion de lipidos por parte de las algas se ve
incrementada cuando estas se encuentran en un medio que contenga bajos niveles de
nitrégeno (Yeh y Chang, 2011), esto se observa de manera marcada cuando la

proporcién carbono/nitrégeno es mayor a 20, y con concentraciones de glucosa entre 5-
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10 g/L (Cheny Jhons, 1991), se hareportado ademés que concentraciones mas elevadas
de glucosa o0 azucares reducen tanto la tasa de crecimiento como la acumulacion de
lipidos en este género (Liang et al., 2009).

En caso de insuficiencia de nitrégeno las algas unicelulares acumulan lipidos como
un medio de almacenamiento en presencia de otros nutrientes tales como luz, CO,, o
alguna fuente externa de carbono (Dorval-Courchesne et al., 2009). Como gemplo en la
Figura 3 se pueden observar las diferencias en porcentaje entre las macromoléculas
producidas por € alga C. protothecoides en relacion a peso seco de su biomasa, al
crecer en un medio con concentraciones bajas de nitrégeno y en un medio con
concentraciones altas de nitrogeno y 10g/L de glucosa como fuente de carbono, en esta
figura se puede observar como las condiciones nutricionales del medio de cultivo no
afectan significativamente las concentraciones de DNA y RNA, sin embargo las
concentraciones de proteinas, lipidos y carbohidratos se ven ateradas, ya que se
aumenta la concentracion de lipidos, mientras las concentraciones de carbohidratos y

proteinas disminuyen.

MProtein
BLipid

® Carbohydrates
ODNA

URNA

Sothers

High Nitrogen Cultivation Low Nitrogen Cultivation

Figura 3. Macromoléculas presentes en C. protothecoides en distintos medios de cultivo (Tomado de Wei-
Xiong et al., 2010)
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5.3.2LEVADURAS

En genera las levaduras tienen una mayor capacidad de acumular lipidos que las
bacterias y similar a la de las algas. También se ha observado que €l uso de levaduras
para la produccion de lipidos tiene diversas ventgjas tales como, un ciclo de vida muy
rapido, alto contenido de lipidos y perfil de écidos grasos idoneo para la produccién de
biodiesel. Sin embargo, de todas las especies de levaduras existentes se estima que
menos del 5% tiene la capacidad de acumular méas del 25% de lipidos con respecto al

peso de su biomasa seca (Ageitos et al., 2011).

Hasta la fecha se han utilizado distintas especies de levaduras para produccion de
lipidos, dentro de estas se mencionan principalmente a Candida tropicalis, Candida
lipolytica Cryptococcus curvatus, Cryptococcus albidus, Cryptococcus curvatus,
Lipomyces lipofera, Lipomyces starkeyi, Rhodotorula glutinis, Rhodosporidium
toruloides, Trichosporom pullulan 'y Yarrowia lipolytica (Li et al., 2009; L oera-Quezada
y Olguin, 2010) las cuales se han cultivado exitosamente y producido lipidos a través de
diversas fuentes de carbono, tales como glucosa, xilosa, arabinosa, manosa, glicerol,

ademés de distintos desechos de la agriculturay laindustria.

Los lipidos presentes en dichas levaduras presentan perfiles que en muchos casos
son idéneos para la producciéon de biodiesel, y en algunos otros casos pueden ser
utilizados en laindustria alimenticia, debido a que algunas levaduras tienen la capacidad
de sintetizar lipidos similares a los presentes en la semilla de cacao, con atos
porcentajes de acido estedrico y porcentgjes parecidos de acido oleico y palmitico, o
incluso algunas levaduras tienen la capacidad de sintetizar &cidos grasos omega 3 y
omega 6, los cuales se ha observado que presentan propiedades nutricionales y

terapéuticas importantes (Li-Xiaet al., 2009).

EnlatablaV se muestran algunas de | as cepas de levaduras oleaginosas, |a fuente de
carbono utilizada para cada una en los respectivos estudios y sus porcentajes de

acumulacion de lipidos con respecto al peso seco de su biomasa.
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Tabla V.- Distintas cepas de levadur as oleaginosas

Levadura Sustrato Porcentaje de | Referencia
utilizado Lipidos
Rhodotorula Hidrolizado de | 52.9 Mei et al. (2009)
mucilaginosa tapioca
Rhodotorula glutinis Glucosa 40.0 Pan et al. (1986)
Lipomyces starkeyi Etanol 54 Y amauchi et al. (1986)
Rhodotorulatoruloides | Glucosa 48 Li et al. (2007)
Cryptococcus curvatus Glucosa 53 Hassan et al. (1996)
Cryptococcus echinulata | Glucosa 46 Fakas et al. (2009)
Cryptococcusisabellina | Glucosa 44.6 Fakas et al. (2009)
Cryptococcusisabellina | Xilosa 65.5 Fakas et al. (2009)
Cryptococcus echinulata | Xilosa 57.7 Fakas et al. (2009)
Rhodotorulatoruloides | Glucosa 67.5 Li et al. (2007)

La rutas metabdlicas para la biosintesis de lipidos en las levaduras oleaginosas no
son muy distintas de las levaduras no oleaginosas, y no existen diferencias en cuanto ala
captacion de glucosa entre las distintas especies de levaduras, aun asi los géneros de
Rhodotorula y Cryptococcus pueden acumular méas del 40% de lipidos, mientras que
Sacharomyces y Candida solo acanzan entre el 5-10% creciendo bgo las mismas
condiciones, debido a que las levaduras no oleaginosas convierten el exceso de carbono
en amidones y polisacaridos en lugar de sintetizar lipidos. Una de las grandes
diferencias entre levaduras oleaginosas y no oleaginosas es la cantidad de citrato a nivel
mitocondrial, ya que se encuentra 3 veces més elevado en las levaduras oleaginosas que
en las levaduras no oleaginosas, este citrato es catalizado después para producir Acetil-

CoA lacual es utilizada parala sintesis de lipidos.

L as levaduras oleaginosas que se desarrollan en medios ricos en fuente de carbono y

con niveles bajos de nitrégeno pueden incrementar su capacidad de acumulaciéon de
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lipidos, esto ocurre debido a que bajo estas condiciones la actividad de la NADH-
Isocitrato deshidrogenasa disminuye o incluso desaparece en las mitocondrias de las
levaduras oleaginosas, con lo cual el Ciclo del acido Citrico se ve reprimido, las rutas
metabdlicas se ateran, diezmando la sintesis de proteinas y comenzando la sintesis de
lipidos (Chi et al., 2010; Evans et al., 1981).

Tanto en hongos y levaduras la sintesis de lipidos se lleva a cabo en €l reticulo
endoplasmico y la primer enzima involucrada es la acetil-CoA Carboxilasa (ACC), la
cual cataliza la conversion de acetil-CoA a malonyl-CoA, esta juega un rol clave en la
biosintesis de lipidos, para dicho proceso se requiere NADPH como fuente de
equivalentes de reduccion, este NADPH es producido por la enzima malica (EM) a
catalizar €l paso de Malato a Piruvato, ademas se requiere una gran cantidad de acetil-
CoA como blogue de construccion de los triglicéridos, este bloque de construccion se
obtiene a través de otra enzima clave en la biosintesis de lipidos en levaduras, la ATP-
citrato liasa (ACL) la cual se encarga de producir acetil-CoA a partir de citrato. Estas
enzimas gue son clave en la biosintesis de lipidos ven aumentada su actividad durante el
crecimiento en medios con concentraciones limitadas de nitrégeno. En hongos y
levaduras se ha observado también gque para la produccion de écidos grasos insaturados
Se requiere un compleo enzimético unido a membrana que tiene accion desaturasa, estas
reacciones de desaturacion tienen lugar principalmente en e reticulo endoplésmico
(Loateng et al., 2011).

5.3.2.1 Rhodotorula

Entre las levaduras que se han estudiado recientemente para la produccion de lipidos
como materia prima para fabricacion de biodiesel, se encuentra el género Rhodotorula el
cua se encuentra dentro de la familia de Cryptocococeae y a su vez dentro del orden de
los Blastomycetos y esta formado por |evaduras pigmentadas muy caracteristicas debido
a su coloracion roja, naranja o rosada, pueden presentar forma esférica, ovoide o

elongada, pueden llegar a formar pseudohifas y la formacién de hifas es nula, €l género
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Rhodotorula se divide a su vez en dos subgéneros Rhodotorula y Flavotorulua, division
basada principalmente en los espectros de absorcién de sus pigmentos. Este género ha
sido estudiado debido a sus diversas aplicaciones a nivel comercia dado que los
carotenoides presentes en este pueden tener beneficios para la salud de humanos y
animales con actividades antioxidantes potentes, como el Beta-caroteno, €l toruleno y el
thorularodino los cuales pueden ser utilizados también como pigmentos de grado
alimenticio principalmente en productos provenientes de la acuacultura como pescados y
mariscos (Libkind et al., 2009).

Dentro de este género una de las especies més estudiadas es R. glutinis, esta fue la
primera cepa de Rhodotorula descrita en 1928 por Harrison, de la cual se han evaluado
distintas condiciones de crecimiento y se encontré que puede acumular hasta un 49% de
lipidos en relacion a su biomasa a nivel de laboratorio, y hasta 60% a nivel de
biorreactor cuando se le suministra glucosa como fuente de carbono y peptona como
fuente de nitrégeno (Cuan-Chao et al., 2007), ademas al utilizar esta cepa es posible
utilizar productos de desecho para su desarrollo ya que se ha observado que es capaz de
producir hasta un 20% de lipidos con respecto a su biomasa a partir de agua de desecho
proveniente de la produccion de glutamato monosodico a la cua se le aiadio glucosa
(Xueet al., 2008).

Existen especies con capacidad de crecer en ambientes extremos, tal es €l caso de
las cepas pertenecientes a la especie R. glacialis la cua es una levadura psicrofila que
fue aislada de ambientes glaciales, esta cepa puede desarrollarse y acumular lipidos en
rangos de temperatura que van desde los -3°C hasta los 20°C. Se reportd que para esta
cepa la temperatura de crecimiento fijada entre los rangos antes mencionados no afect
significativamente la produccién de lipidos y biomasa, sin embargo la concentracién de
glucosa s lo hizo, ya que los maximos porcentges de produccion de lipidos se
obtuvieron a utilizar 120 g/L de glucosa en el medio de cultivo, esta concentracion de
glucosa correspondia a una proporcion de carbono/nitrogeno (C/N) de 149. Por otra
parte ambas temperaturay concentracion de glucosa afectaron el perfil de lipidos ya que
el grado de insaturaciones decrecia en cuanto se aumentaba cualquiera de los factores
mencionados (Amaretti et al., 2010).
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Se ha encontrado también, que algunas cepas de este género son capaces de producir
lipidos en proporciones mayores a 30% respecto a su biomasa cuando se utilizan otras

fuentes de carbono tales como xilosa o glicerol (Easterling et al., 2009).

Existen también algunas otras cepas del genero Rhodotorula que si bien, no han sido
tan estudiadas, también tienen potencial en la produccion de lipidos, como es el caso de
R. mucilaginosa, esta levadura se ha aislado de aire, tierra, lagos y océanos. Presenta
colonias rosas-anaranjadas de rapido crecimiento que pueden ir desde lisas, rugosas
hasta mucosas en agar PDA (Reyes-Chavez, 2005). En la siguiente tabla se anexa la

informaci 6n taxonémica de ésta.

Tabla VI .- Clasificacion taxonémica de R. mucilaginosa®

Reino Fungi
Divisién Basidiomicetes

Clase Urediniomicetes
Orden Esporidiales
Familia Esporidiobolaceae
Género Rhodotorula
Especie mucilaginosa

“Tomado de Harrison. (1929)

R. mucilaginosa se ha utilizado para producir lipidos a partir de productos de
desecho, como es el caso del almidon de tapioca, en un estudio reciente se utilizo dicho
amidén para e desarrollo de R. mucilaginosa y se obtuvieron porcentgjes de 48% y
53% de lipidos con respecto a su biomasa en un cultivo tipo batch y fed-batch
respectivamente (Mei et al., 2009).

También se han utilizado nutrientes tales como la inulina con el cual se obtuvieron
rendimientos de lipidos de hasta 52%, de los cuales hasta un 87% estaban conformados
por triacilglicéridos de entre 16 y 18 carbonos, |os cuales son idéneos para la fabricacion
de biodiesel (Chun-Hai et al., 2010). Se encontré también que uno de los mejores
rendimientos se logré cuando se utilizé un medio con 8% de melazas y 1 g/L de

(NH,4)2S0O4, logrando un porcentaje de lipidos de 69.5% (Karatay y Donmez, 2010).
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5.3.3 CONSORCIOY SINERGIA ALGA-LEVADURA

Se han reportado a nuestro conocimiento dos estudios en los cuales mediante el uso
de un algay unalevadura en conjunto se ha logrado incrementar las tasas de crecimiento
y los rendimientos de acumulacién de lipidos. En uno de ellos se utilizé una cepa del
alga C. wulgaris y otra de lalevadura R. glutinis, y se evalud la acumulacion de lipidos
de los organismos por separado y después en conjunto, utilizando productos de desecho
de laindustria de los alimentos como medio de cultivo. Los productos de desecho fueron
descargas de una procesadora de aimentos del mar y melazas provenientes de una
procesadora de azUcar de cafia, y se observo que es posible el generar un consorcio alga-
levadura que aumente los rendimientos de acumulaciéon de lipidos por parte de los
microorganismos, en € estudio se reporta que esto puede deberse entre otras razones, a
gue tanto la levadura le proporciona CO, a algay por su parte €l algale proporciona O,
a la levadura, ademés que se planted que pueden existir algunos otros metabolitos
producidos por las algas que pueden favorecer e crecimiento de las levaduras y
viceversa. Se observo ademas que € crecimiento de ambas cepas fue mas rapido cuando
se colocaron en conjunto que por separado. Durante dicho estudio se establecio que las
mejores condiciones para el crecimiento de ambas especies fue aun pH de 5, con 1% de
melazas como fuente de carbono y con agitacion a 200 rpm, en ciclos de luz oscuridad
de 16:8 h, bajo estas condiciones se alcanzaron porcentajes de acumulacion de lipidos de
hasta un 62% con respecto al total de la biomasa de ambas especies (Cheirsilp et al.,
2011).

En otro estudio se utilizé € alga Spirulina platensis y la levadura Rhodotorula
glutinis, durante este estudio se utilizaron 3 medios de cultivo, uno especial para
levaduras, uno especial para algas y uno disefiado para e crecimiento de ambas. El
cultivo mixto se llevd a cabo a cultivar el algay la levadura de manera conjunta en el
medio disefiado para ambas cepas, durante 5 dias a 30°C, con agitacién a 140 rpm y con
iluminacion continua, y se obtuvieron rendimientos de 3,67 g/L de biomasa seca con un

12.7% de lipidos totales, lo cual reditia en 0,47 g/L (gramos de lipidos por litro de
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medio de cultivo) totales. En comparacion a las cepas creciendo por separado en ese
mismo medio los rendimientos de biomasa se incrementaron hasta en mas de 10 vecesy
se duplicaron los porcentajes de lipidos por gramo de biomasa seca. Ademas utilizaron
aguas residuales de la industria aimenticia (preparacion de glutamato monosodico)
como medio de cultivo para ambas cepas, de esta agua de desecho se logroé remover un
73% de la demanda quimica de oxigeno (DQO) y un 35% de los residuos de sales de
amonio (NH4"), y se obtuvieron rendimientos de biomasa de 1,6 g/L y un porcentgje de
lipidos de 13,75% por gramo de biomasa seca. Con lo anterior en este estudio se
concluye que la relacion alga-levadura es de sinergismo y no solo de adicion y que no
existe competencia aparente entre ambas cepas por los nutrientes en el medio (Xue et
al., 2010).

Hasta e momento y a nuestro conocimiento, estos son |os Unicos dos reportes que
existen de un consorcio algalevadura, en los cuaes ambos mostraron una relacion
sinérgica en cuanto a tasa de crecimiento y en cuanto a la acumulacion de lipidos al

utilizar ambas cepas en el mismo cultivo.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 MATERIAL

6.1.1 CEPAS

Durante € presente estudio se utilizaron las cepas Chlorella pyrenoidosa,
Rhodotorula mucilaginosa y Sacharomyces cerevisiae obtenidas del cepario de la
Facultad de Ciencias Quimicas U.A.N.L.

6.1.2 MANTENIMIENTO DE LASCEPAS

Para el crecimiento de la cepa de C. pyrenoidosa se utilizé una solucién de sales
(patente pendiente) con 10 g/L de Glucosa, y para su mantenimiento se utilizé un medio
solido preparado a partir de la misma solucién de sales con adicion de 15 g/L de agar
bacteriol6gico como solidificante. Las soluciones de sales fueron proporcionadas por €l
Dr. Ulrico Javier Lépez del Laboratorio de Ciencias de los Alimentos y Ambientales de
la Facultad de Ciencias Quimicas U.A.N.L (L6pez-Chuken et al., 2010).

Mientras que paralas cepas de R. mucilaginosay S. cerevisiae se utilizé un medio de
cultivo con: 25 g/L de glucosa, 12.5 g/L. de KH,POy,, 5 g/L de MgSO,-7H,0 y 10 g/L de
extracto de levadura para su crecimiento, y €l medio PDA (Patata Dextrosa Agar) para

su manteni miento.
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6.1.3REACTIVOS

Durante el presente trabgo se utilizaron Reactivos de las Siguientes Casas

Comercialesy Departamentos:

e Almacén General dereactivos F.C.Q.

Glucosa, Medio PDA, Agua destilada, Solucion de Azul de Metileno, Hidréxido de
Sodio, Sulfato de Sodio, Cloruro de Sodio, Eter de Petr6leo y todas las Sales utilizadas

en la preparacion de medios de Cultivo.

e CTR Scientific (Monterrey, Nuevo Ledn, México)

Cloroformo grado reactivo, metanol grado reactivo.

e Sigma-Aldrich Quimica S.A (Toluca, México)

Solucién metandlica de trifluoruro de boro al 14%.

e Supelco (E.U.A)).

Mezcla de metil-ésteres de &cidos grasos FAME Mix 37.

27



6.1.4 EQUIPO

El equipo utilizado durante el presente trabajo comprende:

e BaanzaAnalitica AND (San José, CA, E.U.A), modelo HR200.

e Esterilizador eléctrico ALL AMERICAN (Manitovoc, WI, E.U.A.), modelo 25X.
e Refrigerador TORREY (Monterrey, México), Modelo CH10.

e Campanade acrilico para ensayos microbiol 6gicos.

e Incubadora con agitaciéon LABTECH (México), modelo LSI-301.

e Microscopio Invertido LEICA (Solms, Alemania), modelo DMIL

e Centrifuga con refrigeracion HETTICH (Tuttlingen, Alemania), modelo
Universal 32R.

e Congelador (-70°C) Ultra low freezer , SO LOW ENVIROMENTAL
EQUIPMENT (Cincinatti E.U.A.), Modelo U-8513.

e LiofilizadoraLABCONCO (Kansas City, E.U.A.), modelo FreeZone.

e Mini Bead beater BIOSPEC (Bartlesville, OK, E.U.A), modelo 1107900-101.
e Rotavapor YAMATO (Illinois, E.U.A.), modelo RE200.

e Mini Incubadora LABNET (New Jersey, E.U.A), modelo 1-510.

e Columna capilar de 30 m por 0.53 mm de diametro interno y 0.5 um de pelicula
SUPELCO (E.U.A.), modelo OmegaWax 530, con detector de ionizacion de

flama.

e Cromatégrafo VARIAN (NuevaYork, E.U.A) modelo 3700.
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6.2 METODOS

La estrategia general del estudio fue la siguiente: primero se evalud la produccion de
biomasay lipidos paralas cepas de R. mucilaginosa y C. pyrenoidosa bajo condiciones
idéneas de acumulacion de lipidos para levaduras y algas respectivamente, de esta
manera se logro identificar la capacidad oleaginosa de ambas cepas y se seleccionaron
los medios de cultivo en los cuales la productividad fue mayor para cada cepa por
separado. Una vez seleccionados los medios de cultivo en los cuales se observd la
maxima productividad, se tomaron como base para el disefio de medios de cultivo mixto
en los cuales ambas cepas se pudieron desarrollar adecuadamente. Una vez que
obtuvimos los medios mixtos se evalud la producciéon de biomasa y acumulacion de
lipidos de cada cepa creciendo en los medios mixtos, tanto para las cepas por separado,
como en conjunto. Asi se determiné la posibilidad de generar una sinergia entre ambos
microorganismos para € aumento de la productividad de biomasa y lipidos y asi se
evaluo s la sinergia fue mas efectiva que los microorganismos creciendo por separado
bajo sus condiciones nutricionales idéneas. Por ultimo, se analizaron |os porcentajes de
acidos grasos presentes en los lipidos extraidos, tanto en las cepas por separado en sus
condiciones idoneas, como de |os microorganismos creciendo en conjunto, por medio de
un perfil de acidos grasos, y se compararon |os perfiles de &cidos grasos para determinar
lafactibilidad del uso de estos como materia prima parala produccion de biodiesel.

6.21 EVALUACION DE PRODUCCION DE BIOMASA Y ACUMULACION
DE LiPIDOS EN Rhodotorula mucilaginosa Y Chlorella pyrenoidosa DE
MANERA INDEPENDIENTE, EN SUS CONDICIONES IDONEAS.
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6.2.1.1 Curvasde crecimiento en medios de enriguecimiento

Como primer paso de la evaluacion se realizaron curvas de crecimiento para cada
cepa en su respectivo medio de enriquecimiento, con esto se determind en cuanto tiempo
se alcanzd la fase exponencia de crecimiento y la fase estacionaria, asi como el tiempo
en el que el crecimiento de las cepas fue equilibrado y de esta manera se inocularon los
medios para produccion de lipidos con un nimero similar de células vivas para cada

experimento.

Para la curva de crecimiento de R. mucilaginosa se tomo6 una asada del cultivo en
medio PDA vy se transfirio a un matraz Erlenmeyer con 100 mL del medio de cultivo
para enriguecimiento, este se llevd a incubar a 30°C con agitaciéon a 150 rpm
(Incubadora Labtech LSI-301, México), y cada 12 h se tom6 una muestrade 1 mL, se
realiz6 una dilucién 1:10, tomando 100 pL de la muestra'y colocandola en 900 uL de
solucién salina estéril a 0.85%, se agitd con un ayuda de un voértex por 15 s, de esta
dilucion se tomaron de nuevo 100 pL y se colocaron en un tubo Eppendorf con 100 pL
de azul de metileno a 0.01%, la mezcla se incubd por 5 min'y con esta solucion se llend
la cdmara de Neubauer, en la cual se realizo € conteo de las levaduras. Las células

muertas se observaron teflidas en azul y las células vivas se observaron refringentes.

La curva de crecimiento de C. pyrenoidosa se realizé tomando una asada del cultivo
en medio semisolido y transfiriéndola a 100 mL de la solucién de sales para algas
(Lopez-Chuken et al., 2010) adicionada con 10 g/L de glucosa, este se llevo aincubar a
30°C con agitacion a 150 rpm y con un foco blanco de 100 W como fuente de luz
continua. De la misma manera se tomd 1 mL de muestra cada 12 h, realizando la

dilucion, tincidn y conteo de la misma manera que con R. mucilaginosa.
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6.2.1.2 Curvas de Crecimiento en medios para produccion de lipidos y

determinacion del tiempo de los experimentos.

Una vez determinadas las curvas de crecimiento en medios de enriquecimiento, se
procedid ainocular con 5 mL del cultivo en crecimiento equilibrado de cada cepa (30 h
de incubacion para R. mucilaginosa y 72 h para C. pyrenoidosa) los matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medios de cultivo para produccion de lipidos
respectivos para algas y levaduras, estos se incubaron a 30°C con agitacion de 150 rpm
(los matraces con C. pyrenoidosa se cubrieron para protegerlos de laluz y favorecer el
crecimiento heterétrofo de la cepa), de estos se tomaron muestras de 1 mL cada 24 h,
realizando |a respectiva dilucion, tincion y conteo que en las curvas para |los medios de
enriguecimiento. Con esto se determind en cuanto tiempo se alcanzo la fase estacionaria
en los medios de produccion de lipidos, y en cuanto tiempo se alcanzé la fase de muerte
celular, para de esta manera incubar los matraces el tiempo suficiente para que se
alcanzara el mayor tiempo posible de fase estacionaria debido a que se ha observado que
durante la fase estacionaria es cuando se alcanza la méxima acumulacion de lipidos, sin
llegar a tiempo de muerte celular. Determinado el tiempo que tardd en llegar lacepaala
fase de muerte celular se establecié como tiempo de incubacion idoneo para cada medio
de cultivo. Posteriormente se realizaron los experimentos incubando por la cantidad
determinada de dias dependiendo de la cepay €l medio utilizados, para después separar

labiomasay readlizar la extraccion de lipidos.

Para el caso de R. mucilaginosa se utilizaron 4 medios para produccion de lipidos,

los cuales se muestran a continuacion junto a su composicion.

1. Medio Minimo de Sales 1(MSM1, Someshekar y Joseph, 2000): glucosa = 40
g/L, MgSO.,. 7TH,0O = 0.4 g/L, CaCl;, = 0.4 g/L, KH2PO4 = 0.75 g/L, extracto de
levadura=1.5g/L, NH4sNO3z; = 0.286 g/L.

2. Medio Bajo en Nitrégeno (BN, Medio modificado en €l laboratorio): glucosa =
80 g/L, KH,PO, = 12.5 g/L, MgS0..7H,0 = 5 g/L, extracto de levadura = 1.9
g/L.
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3. Medio Limitado en Nitrégeno (NLM, Cuan-Chao et al., 2007): glucosa = 100
g/L, extracto de levadura= 8 g/L, peptona= 3 g/L

4. Medio de Fermentacion (FM, Cuimin-Hu et al., 2009): glucosa = 54 ¢/L,
(NH4),S0O,4 = 0.215 g/L, extracto de levadura = 1.0 g/L, KH,PO, = 0.4 ¢g/L,
MgSO,4.7H,O=15g/L, pH =6.

Por su parte para C. pyrenoidosa se utilizaron a su vez 4 medios de cultivo, los

cuales se observan a continuacion junto a su composicion.

1. Medio Bgjo en Nitrogeno (BN, Medio modificado en el laboratorio): KNO3; =
0.101 g/L, KH,PO,4 = 0.027 g/L, MgS0,4.7H,0 = 0.098 g/L, Ca(NOs3),.4H,0 =
0029 gL, HBO3; = 28 mglL, MnCl,4H,0 = 18 mglL,
ZnS0,.7H,0 = 0.22mg/L, CuS04.5H,0 = 0.08 mg/L, (NH4)sM0;024-4H,0 =
0.019 mg/L, FeS0O,4.7H,0O = 5.5 mg/L, NA,EDTA = 7.3 mg/L, glucosa = 10.0
g/L.

2. Medio BG11 modificado (BG11M, Leesing et al., 2011): NaNOs= 1.5 g/L,
KoHPO,4.3H,0 = 0.4 g/L, MgS0,4.7H,0 = 0.075 g/L, CaCl,.2H,0 = 0.036 g/L,
acido citrico = 6 mg/L, citrato de fierroy amonio = 6 mg/L, NaoEDTA =1 mg/L,
Na,CO3 = 0.02 g/L, glucosa=50.0¢g/L, pH = 7.

3. Medio Bristol Modificado (BM, Leesing y Kookkhunthod, 2011): NaNOs = 0.25
gL, K:HPO, = 0.075 g/L, KH,PO, = 0.175 g/L, CaCl, = 0.025 g/L, NaCl =
0.025 g/L, MgSO, = 0.075 g/L, FeCl; = 0.3 mg/L, MnSO,.2H,0 = 0.3 mg/L,
ZnS0,4.7H,0 = 0.2 mg/L, H3BO3 = 0.2 mg/L, CuSO,4 = 0.06 mg/L, Glucosa =
20.0g/L,pH=7.

4. Medio Basal Modificado (MBM, Shen et al., 2010): KNO3; = 2.4 g/L, KH,PO, =
1.25 g/L, MgS0,.7H,O = 1.0 g/L, EDTA = 05 ¢g/L, H3BO3; = 0.1142 g/L,
CaCl,.2H,0 = 0.111 g/L, FeS0O,4.7H,0 = 0.0498 g/L, ZnS0O,.7H,O = 0.0882 g/L,

32



MnCl,.4H,0 = 0.0142 g/L, CuSO45H,0 = 0.0157 g/L, Co(NOs),.6H,O =
0.0049 g/L, Glucosa=40.0 g/L.

6.2.1.3 Determinacién de la produccion de biomasa y lipidos en R.

mucilaginosa 'y C. pyrenoidosa en sus medios de cultivo idoneos.

Una vez que se determind mediante curvas de crecimiento € tiempo de incubacion
idéneo para cada cepa en los distintos medios de cultivo se procedié a realizar los
experimentos de produccién de biomasa 'y acumulacion de lipidos. Los experimentos se
realizaron de la siguiente manera: las cepas de R. mucilaginosa y C. pyrenoidosa fueron
activadas en sus medios de cultivo de enriquecimiento respectivos, esto se reaizd
tomando una asada del cultivo en medio semisdlido y transfiriéndola al medio de cultivo
liquido, la cepa de R. mucilaginosa se llevd a incubar entonces a una temperatura de
30°C con agitacion a 150 rpm durante 30 h, unavez transcurrido este tiempo se tomaron
5 mL del cultivo en fase exponencial y se transfirieron a los medios de produccion de
lipidos antes mencionados, una vez inoculados los medios para produccion de lipidos se
llevaron a incubar bajo las mismas condiciones durante el tiempo determinado en las
curvas de crecimiento. Por su parte, la cepa de C. pyrenoidosa se llevo aincubar a 30°C
con agitaciéon de 150 rpm y con un foco de luz blanca de 100 W como fuente de luz en
su medio de enriguecimiento durante 72 h, una vez completado este periodo se tomaron
5 mL del cultivo y con ellos se inocularon los medios para produccion de lipidos, estos
medios de cultivo se llevaron a incubar bajo las mismas condiciones de temperatura y
agitacion, pero sin fuente de iluminacion y con los matraces protegidos de la luz para
promover el metabolismo heterétrofo de las algas, esto se realizd durante € tiempo
determinado en las curvas de crecimiento para cada medio de cultivo. Una vez cumplido
el tiempo de incubacion para cada cepa en cada respectivo medio, se procedio a separar

la biomasa, para su posterior determinacion gravimétricay extraccion de lipidos.

La separacion de la biomasa se llevo a cabo por centrifugacion (Hettich Zentrifugen,

Universal 32R, Tuttlingen, Alemania) a 9000 rpm por 10 min, €l pellet formado se lavo
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con 50 mL de agua destilada aplicando vértex por 3 min, seguido de esto, la biomasa se
centrifugd nuevamente a 9000 rpm por 10 min para formar de nuevo € pellet, €
sobrenadante se desechd y el pellet se resuspendio en 20 mL de agua destilada aplicando
vortex. Una vez resuspendida la biomasa, se separd en 2 partes iguales de 10 mL cada
una, de estas una se utilizé pararealizar la extraccion de lipidos, y la otra mitad se llevo

a secar para determinar su peso total.

La extraccion de lipidos se realizd mediante un método modificado basado en los
métodos de Folch et al. (1956) y Bligh y Dyer. (1959). Estos métodos se basan en la
extraccion tanto de los lipidos polares como no polares, 1o cual se logra utilizando un
solvente no polar (cloroformo), € cual disuelve los lipidos neutros, mezclado con un
solvente polar (metanol), €l cual disuelve los lipidos polares presentes en la muestra,
todo esto seguido de un lavado de los solventes con solucion salina para remover
material no lipidico que se arrastra durante la extraccion (Gonzalez et al., 2009). En este
estudio la extraccion se llevo a cabo utilizando una parte de la biomasa resuspendida en
10 mL de agua destilada estéril, la cual se macer6 con ayuda de un Bead beater (Biospec
1107900-101, E.U.A.) de la siguiente manera: se llend la cAmara del Bead Beater con
2/3 de Beads (Biospec), se colocaron los 10 mL de muestra liquida, se coloco hielo con
agua en la parte externa de la cAmara de Bead Beater y se aplicaron 2 pulsos de 2.5 min
respectivamente. La aplicacion del Bead Beater nos permitié romper las paredes
celulares de las algas y levaduras y asi se liberaron los lipidos presentes en las células.
El material resultante se transfirio a un matraz Erlenmeyer de 250 mL, la camara de
Bead Beater se lavé con 10 mL de H,O destilada y se transfirieron también al mismo
matraz Erlenmeyer, entonces se agregaron 50 mL de una solucion de cloroformo
(CHCI3) y metanol (CH3OH) en proporcion 2:1, a matraz se agregd un agitador
magnético y con ayuda de una placa de agitacion se homogenizd la mezcla por 24 h.
Transcurrido este tiempo |la mezcla del matraz se transfirié a tubos falcon de 50 mL y se
centrifugo por 5 min a 2500 rpm, con esto se separd la fase acuosa de lafase orgénicay
se precipitaron los beads de la mezcla. La fase organica se separd con ayuda de una
micropipeta de 1 mL de capacidad y se coloco en un nuevo tubo falcon de 50 mL.

Seguido de esto la fase organica se lavé con 0.2 volumenes (En relacién a la cantidad
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total de solvente obtenido, es decir 2 mL de solucién salina por cada 10 mL de solvente)
de solucién salina (NaCl) a 0.85%, se aplico vortex por 1 min aproximadamente, y se
centrifugd nuevamente por 5 min a 2500 rpm para separar la fase acuosa en donde se
atrapo cualquier materia no lipidico que pudo arrastrarse, dicha fase se retiré con una
micropipeta y se descartd. Los solventes presentes en la muestra se evaporaron con
ayuda de un Rotaevaporador (Yamato, RE200, E.U.A.) en un matraz bola de 100 mL
(Pyrex) previamente pesado, la rotaevporacion se realizé en condiciones de 45 °C por
aproximadamente 10 min. Los solventes y la humedad restante de la muestra se
eliminaron colocando la muestra en una mini-incubadora (Labnet 1-510, E.U.A.) a 60°C
hasta peso constante. El peso de los lipidos obtenido fue el correspondiente a los lipidos
presentes en 50 mL de medio de cultivo, este dato se multiplicd por 20 para obtener los

gramos de lipidos por litro de cultivo.

La obtencion del peso total de la biomasa se realiz6 de la siguiente manera: La otra
parte de 10 mL, se congel6 a-70°C (So Low Enviromental equipment, Ultralow freezer
U-8513, Cincinatti E.U.A.) durante 24 h en viales de vidrio previamente pesados,
transcurrido el tiempo de congelacién se liofilizaron los viales por 8 h aproximadamente
(liofilizadora LABCONCO, FreeZone, E.U.A.) y se pesaron nuevamente para obtener €l
peso total de la biomasa seca, correspondiente a la biomasa presente en 50 mL de medio
de cultivo; este dato se multiplicd por 20 para obtener €l peso de biomasa seca por litro

de medio de cultivo.

Durante los experimentos se analizaron los siguientes controles. Como control
positivo de la extraccion de lipidos, se utilizd 1 g de grasa vegetal (manteca vegetal
marca INCA que contiene alrededor de 98% de triglicéridos) € cud se tratd de la
misma manera que en la extraccion de lipidos a la biomasa de | as respectivas cepas, esto
con €l fin de asegurar que la extraccion de lipidos se llevd a cabo de la manera correctay
gue se acanzd a recuperar una cantidad considerable de lipidos. Como control negativo
se utilizd 1 g de glucosa a la cua también se le realizé una extraccién de lipidos de la
misma manera que a la biomasa, esto para asegurar que durante la extraccion de lipidos
no se acarred materia organica no lipidica. Ademas se utilizd la cepa de S. cerevisiae

como microorganismo control ya que se ha observado gue este es un microorganismo no
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oleaginoso y que su capacidad de acumulacion de lipidos ronda alrededor del 5% en
relacion a su biomasa seca, por lo que esta cepa se utilizd bajo las mismas condiciones
en las que R. mucilaginosa acumul6 la mayor cantidad de lipidos, esto con €l fin de
asegurar que durante la extraccion de lipidos no se arrastro materia celular no lipidica'y
gue los resultados fueron precisos. Se realizd un experimento preliminar para cada cepa
con cada medio de cultivo correspondiente, y se realizaron 3 repeticiones de los

experimentos que mostraron la mayor productividad.

6.2.2. DISENO DE LAS CONDICIONES PARA UN CULTIVO MIXTO EN EL
QUE PUEDAN DESARROLLARSE AMBAS CEPAS.

El disefio de los medios mixtos se realizé fundamentandonos en los requerimientos
nutrimentales tanto de algas y levaduras reportados en la bibliografia consultada
(concentracion de sales, pH, fuentes de carbono y nitrégeno), y se tomaron como base
los medios de cultivo en los que se obtuvieron los mejores resultados en cuanto a

produccion de lipidos en ambas cepas por separado.

Una vez planteados los medios de cultivo mixto se corroboré que los compuestos
presentes en estos se encontraran disponibles y no formaran complejos o precipitaran
mediante la aplicacion del programa Visual MINTEQ 3.0, este nos permitié realizar una
modelacion de equilibrio quimico, ya que simula las interacciones entre compuestos en
solucién acuosa, este programa cuenta con una interfaz en la que se introdujo la
concentracion de las especies idnicas presentes en la solucion asi como la cantidad de
carbono organico presente y de esta manera se analizaron los indices de saturacion para
cada especie de iones. Se predijo asi que estas especies idnicas se encontraron
disponibles para las cepas, a su vez mediante la aplicacién de este programa nos
aseguramos previamente a la preparacion de los medios que las especies ionicas
pudieron soportar la temperatura de esterilizacion por autoclave sin formar complejos
que pudieran precipitar (Lunde et al., 2007; Santos et al., 2011).
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L os medios que se disefiaron se muestran a continuacion junto con su composi cion.

1. Medio Mixto 1: NaNOs 1.2 g/L, K;HPO,4.3H,0 0.38g/L, MgS0,.7H,0 0.075
g/L, CaCl,.2H,0 0.036, acido citrico 0.006 g/L, citrato de fierro y amonio 0.006
g/L, NaoEDTA 0.001 g/L, Na&CO3 0.02 g/L, extracto de levadura 1.6 g/L,
peptona 0.6 g/L, glucosa50 g /L.

2. Medio Mixto 2: NaNOs 0.15 g/L, K,HPO4.3H,0 0.05 g/L, MgSO,.7H,0 0.075
g/L, CaCl,.2H,0 0.036 g/L, citrato de fierro y amonio 0.01 g/L, N&oEDTA 0.001
g/L, NaCO3 0.01 g/L, extracto de levadura 7.2 g/L, peptona 2.7 g/L, glucosa
100g/L.

3. Medio Mixto 3: NaNO; 0.75 g/L, K;HPO4 0.2 g/L, MgSO,.7H,O 0.04 g/L,
CaCl,.2H,0 0.018 g/L, acido citrico 0.003 g/L, citrato de fierro y amonio 0.003
o/L, N&oEDTA 0.001 g/L, NaxCO3 0.01, extracto de levadura 4 g/L, peptona 1.5
g/L, glucosa 75 g/L.

4. Medio Mixto 4: NaNO; 0.375 g/L, K-HPO, 0.1 g/L, MgS0O,4.7H,0 0.02 g/L,
CaCl,.2H,0 0.018 g/L, acido citrico 0.003 g/L, citrato de fierro y amonio 0.003
g/L, NaogEDTA 0.001 g/L, NaxCO3 0.05, extracto de levadura 2 g/L, peptona 0.75
g/L, glucosa40 g/L.

Después de redizar el andlisis con el software y confirmar que los nutrientes
estuvieron disponibles para las cepas, se confirmé que ambas cepas de manera
independiente pudieron desarrollarse correctamente en los medios disefiados y a su vez
se determind el tiempo Optimo de incubacidon para cada especie en cada uno de los
diferentes medios mediante curvas de crecimiento, las cuales se realizaron de la misma
manera que en € punto 6.2.1.2, con un indculo de 5% de un cultivo en fase de

crecimiento exponencial, tomando muestras de 1 mL cada 24 h y realizando conteos en
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camara de Nubauer con azul de metileno como colorante para diferenciar entre células

vivasy muertas.

6.2.3. EVALUACION Y COMPARACION DE LA PRODUCCION DE BIOMASA
Y ACUMULACION DE LIPIDOS EN EL CULTIVO MIXTO PARA AMBAS
CEPASDE MANERA INDEPENDIENTE Y EN CONJUNTO.

6.2.3.1 Evaluacion de la produccion de biomasa y acumulacion de lipidos en

el medio mixto para ambas cepas por separado.

Una vez que se confirmé que en los medios disefiados ambas cepas fueron capaces
de crecer, y que se determind € tiempo éptimo de crecimiento de cada cepa de manera
independiente en cada medio se procedié a determinar la produccion de biomasa y
lipidos para cada cepa por separado en cada medio mixto. Esto se llevd a cabo de la
misma manera que se describié anteriormente en e punto 6.2.1.3, inoculando e
incubando los medios, separando la biomasa, y determinando su peso y contenido total
de lipidos. El medio mixto en el cual se observaron |os mejores resultados paralas cepas
por separado se utilizd6 como medio para realizar e consorcio entre ambos

microorganismosy asi evaluar €l desarrollo de unarelacion sinérgica.

6.2.3.2 Evaluacién de la produccién de biomasa y acumulacién de lipidos en
el medio mixto para ambas cepas en conjunto.

6.2.3.2.1 Curvas de crecimiento de ambas cepas en conjunto.
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Para la determinacion de la capacidad de ambos microorganismos de realizar una

sinergia, a su vez se redlizaron curvas de crecimiento, inoculando e Medio Mixto 1

(Medio en el que se observaron los mejores resultados) con ambas cepas de la siguiente

maneral

Curvade Sinergia 1: Seinoculé € Medio Mixto 1 con 4 mL de un cultivo de C.
pyrenoidosa en fase exponencial y a mismo tiempo se inocul6 con 1 mL de un
cultivo de R. mucilaginosa en fase exponencial, con lo cual se inoculdé una
cantidad doble en nimero de células de alga en relacion a la levadura, debido a
que las levaduras tienen un menor tiempo de generacion. Este cultivo se llevo a

incubar a 30°C con agitacion a 150 rpm sin luz.

Curva de Sinergia 2: Se inocul6 el Medio Mixto 1 con 4 mL de un cultivo en
Fase exponencia de C. pyrenoidosa, y al mismo tiempo se inoculé con 0.5 mL
de un cultivo de R. mucilaginosa en fase exponencial, con lo cual se inoculé una
cantidad similar de células de algas y levaduras. El cultivo se llev6 a incubar a

30°C con agitacion a 150 rpm sin luz.

Curva de Sinergia 3: Seinoculé € medio Mixto 1 con 4 mL de un cultivo de un
cultivo de C. pyrenoidosa, y se llevo aincubar por 24 h a 30°C con agitacion a
150 rpm sin luz, transcurrido este periodo se inocul6 e medio de cultivo con 1
mL de un cultivo en fase exponencial de R. mucilaginosa, de la misma manera

esto se realiz6 debido al menor tiempo de generacion de las algas.

6.2.3.2.2 Evaluacion de la produccion de biomasa y lipidos para ambas

cepas en conjunto.

Unavez redlizadas |as curvas de crecimiento con las tres distintas condiciones de

inoculacion, se utilizaron las condiciones 1y 3 (debido a que mostraron indices de

relacion sinérgica en las curvas de crecimiento) para realizar los ensayos de

produccién de biomasa, lipidos y perfil de &cidos grasos. Estos se realizaron
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utilizando los periodos de tiempo Optimos observados en las curvas de crecimiento,
incubando a 30°C con agitacion a 150 rpm, y sin contacto con luz para promover €l
metabolismo heterétrofo de las algas. La obtencion de biomasa, lipidos y perfil de
acidos grasos se realiz6 como se mencionod en e punto 6.2.1.3.

6.2.4. ANALISISY COMPARACION DE LOSACIDOS GRASOS PRESENTES
EN LASCEPAS CRECIENDO POR SEPARADO Y EN CONJUNTO.

Para redlizar € perfil de &cidos grasos se realizaron tres experimentos de la manera
detallada a continuacion:

1. C. pyrenoidosa creciendo en medio BG-11 Modificado.
2. R. mucilaginosa creciendo en medio NLM.
3. C. pyrenoidosay R. mucilaginosa creciendo en medio Mixto 1.

Los experimentos 1 y 2 se realizaron inoculando 2 matraces Erlenmeyer de 500 mL
con 250 mL del respectivo medio para cada una de las cepas con 12.5 mL de cultivos en
fase exponencial de C. pyrenoidosa y R. mucilaginosa y llevando a incubar a 30°C con
150 rpm de agitacion por e tiempo establecido en las curvas de crecimiento. El
experimento 3 se llevo a cabo inoculando con 10 mL de un cultivo de C. pyrenoidosa y
2.5 mL de un cultivo de R. mucilaginosa (ambos en fase exponencial, Sinergia No. 1),
dos matraces Erlenmeyer de 500 mL con 500 mL de medio mixto 1, éstos se llevaron a
incubar a 30°C con agitacion de 150 rpm por €l tiempo establecido durante las curvas de
crecimiento (Los matraces gue contenian C. pyrenoidosa se incubaron protegidos de la
luz). Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se colectd la biomasa de ambos
matraces mediante centrifugacion y lavado con agua destilada. Toda la biomasa que se
obtuvo de cada experimento, se utilizé para extraer los lipidos. Se realizaron pasos
similares a método antes descrito, la biomasa recuperada se resuspendié en la minima

cantidad de agua destilada posible y se macerd con ayuda de un bead beater, con la
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diferencia que la extraccion se realizo utilizando Unicamente cloroformo como solvente,
para poder realizar su posterior andlisis por cromatografia de gases. Después de la
extraccion € solvente se evapor6 con ayuda de un rotaevaporador, y los lipidos
obtenidos se llevaron a analizar a Laboratorio de Alimentos de la Facultad de Ciencias

Quimicas.

El residuo remanente de cada muestra se hizo reaccionar con 6 mL de una solucion
metandlica de hidréxido de sodio 0.5 N y 7 mL de una solucion metandlica de
trifluoruro de boro al 14% (Sigma-Aldrich, Toluca, México), aplicando calor en €
mismo matraz bajo reflujo. Posteriormente se afiadieron 5 mL de éter de petréleo y 15
mL de una solucion saturada de cloruro de sodio. El contenido del matraz se agité y se
dgjé reposar para permitir la separacion de las fases. Por Udltimo se transfirié
cuidadosamente |la fase etérea (Fase que contiene los ésteres metilicos de acidos grasos)
aun matraz, se aforé a 25 mL y se depositd en un vial &mbar que contenia 1 gramo de
sulfato de sodio como agente desecante. Los ésteres metilicos se cuantificaron por
cromatografia de gases en una columna capilar de 30 m por 0.53 mm de diametro
interno y 0.5 um de pelicula (OmegaWax 530, Supelco, E.U.A.) con detector de
ionizacion de flama. Se inyect6 1 pL de lafase etéreaen e cromatégrafo (Varian 3700,
Nueva York E.U.A) para su andisis (AOAC, 2003). La grasa saturada e insaturada se
calcul6 como la suma de sus respectivos acidos grasos. Las temperaturas de trabgjo
fueron 250 °C para €l inyector y detector. Se utilizo para €l andlisis de las muestras una
temperatura inicia de 150 °C con incrementos de 7°C por min hasta una temperatura
final de 220 °C sostenida por 20 min més. Se utilizd nitrégeno grado cromatografico
como gas acarreador con un flujo de 10 mL/min. Para el detector de ionizacion de flama
se utilizaron hidrogeno grado cromatogréfico y aire seco (punto de rocio -59°C maximo)

libre de hidrocarburos (menos de 2 ppm de hidrocarburos equivalente a metano).

Antes del andlisis de las muestras se inyectd en € cromatografo, como estandar y
para optimizar la respuesta cromatografica, una mezcla de ésteres metilicos de écidos
grasos (Mezcla FAME Mix 37, Supelco, E.U.A.). Los tiempos de retencion para cada

uno de los ésteres metilicos de &cidos grasos (C4 a C24) saturados e insaturados del
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estandar comercial fueron registrados por el software del integrador y almacenados en el
equipo para ser posteriormente comparados autométicamente con los tiempos de
retencion de los esteres metilicos registrados para cada muestra y asi obtener la

composicion de acidos grasos en las mismas.

6.2.5 ANALISISESTADISTICOS

L os experimentos se realizaron por triplicado y los resultados estan expresados como la
Media £ € error estandar de tres experimentos diferentes. Los datos correspondientes a
los resultados se analizaron con una prueba de Kolmogrov-Smirnov con la cua se
verifico que estos mostraron una distribucion normal. La comparacion de las medias de
los resultados se realizd utilizando el modelo estadistico de One-Way ANOVA
utilizando una prueba de Scheffé. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando €l

programa SPSS bagjo |a asesoria de la Doctora Martha Santoyo.
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1. RESULTADOS

7.1 CURVASDE CRECIMIENTO EN MEDIOSDE ENRIQUECIMIENTO
Y DETERMINACION DEL TIEMPO DE INOCULACION.

La curva de crecimiento de R. mucilaginosa en € medio de enriquecimiento arrojé
los siguientes datos mostrados en la Figura 4. La fase de crecimiento exponencial de R.
mucilaginosa se obtuvo entre las 12 y 48 h de incubacion, y la fase estacionaria se
alcanzo después de las 48 h de incubacidn, siendo el tiempo de crecimiento equilibrado a
las 30 h aproximadamente por lo que fue el tiempo considerado para la inoculacién de
los experimentos de produccion de biomasay lipidos.

Curva de crecimiento de R. mucilaginosa en medio de enriquecimiento
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Figura 4. Curvade crecimiento de R. mucilaginosa en medio de enrigquecimiento.
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Por su parte la curva de crecimiento de C. pyrenoidosa arrojé los siguientes datos

mostrados en la Figura 5.

Curvade Crecimiento de C. pyrenoidosa en medio de enriquecimiento
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Figura5.- Curva de crecimiento de C. pyrenocidosa en medio de enriquecimiento.

El alga C. pyrenoidosa mostré un crecimiento exponencial entre las 24 y las 80 h,
siendo € tiempo de crecimiento equilibrado alas 72 h aproximadamente, por lo cual

este fue el tiempo de incubacién utilizado paralainoculacion de los experimentos.

7.2 CURVAS DE CRECIMIENTO EN MEDIOS PARA PRODUCCION DE
LiPIDOSY DETERMINACION DEL TIEMPO DE LOS
EXPERIMENTOS.

7.2.1 CURVAS DE CRECIMIENTO DE R. mucilaginosa EN MEDIOS PARA
PRODUCCION DE LiPIDOS.
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Las curvas de crecimiento se readlizaron de la manera descrita para ambas cepas en
los medios de cultivo enumerados en el apartado de metodologia. A continuacion se

observan los resultados en las siguientes figuras.

Medio MSM1
Curvade Crecimiento de R. mucilaginosa en medio MSM 1
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Figura 6. Curvade crecimiento de R. mucilaginosa en medio MSM 1.

En & medio MSM1 se observo que la fase estacionaria comenzé aproximadamente
alas 24 h, mientras que la fase de muerte comenz6 aproximadamente a las 144 h, por lo
cua e este es e tiempo de incubacion que se utilizO para los experimentos de

produccion de biomasay lipidos con este medio de cultivo.
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Medio BN

Curva de Crecimiento de R. mucilaginosa en Medio BN
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Figura 7. Curvade crecimiento de R. mucilaginosa en medio BN.

En la curva de crecimiento de R. mucilaginosa en el medio BN se observé que la
fase estacionaria se alcanzd a las 24 h, mientras que la fase de de muerte celular se
alcanzo alas 96 h, lo cual reveld una fase estacionaria relativamente corta, este tiempo
se tomd como tiempo de incubacion para los experimentos de produccion de biomasay

acumulacion de lipidos en este medio de cultivo.

Medio NLM.

Curvade Crecimiento de R. mucilaginosa en medio NLM
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Figura 8. Curvade crecimiento de R. mucilaginosa en medio NLM
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En este medio de cultivo la fase estacionaria se alcanz6 también a las 24 h mientras

gue lafase de muerte celular se acanzd alas 96 h, este medio de cultivo revel 6 tambien

una corta fase estacionaria. Para este medio de cultivo también se tom6 96 h de tiempo

como periodo de incubacion durante los experimentos de produccién de biomasa y

acumulacion de lipidos.

Medio FM
Curvade Crecimiento de R. mucilaginosa en medio FM
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Figura 9. Curva de crecimiento de R. mucilaginosa en medio FM

En este medio de cultivo la fase estacionaria se alcanz6 también alrededor delas 24 h

de incubacion, mientras que la fase de muerte celular se observé hasta las 144 h, lo cual

nos indica una fase estacionaria prolongada, 144 h fue el tiempo que se utilizé para los

experimentos en este medio de cultivo
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7.2.2 CURVAS DE CRECIMIENTO DE C. pyrencidosa EN MEDIOS PARA
PRODUCCION DE LiPIDOS.

Para el caso de C. pyrenoidosa se utilizaron los cuatro medios de cultivo antes
mencionados y las curvas se realizaron como se describe en el apartado de metodologia,

los resultados se muestran en las figuras siguientes.

Medio BN

Curva de Crecimiento de C. pyrenoidosa en medio BN
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Figura 10. Curvade crecimiento de C. pyrenoidosa en Medio BN

En €l caso de C. pyrenoidosa el tiempo de incubacion en el que se alcanzo la fase de
muerte celular fue mas largo en comparacion a R. mucilaginosa, en € medio BN se
alcanzo lafase estacionariaalas 48 h, y la fase de muerte celular alas 144 h, por lo cual
este fue e tiempo de incubacién que se utilizé durante los experimentos para la

produccién de lipidos en este medio de cultivo.
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Medio BG11M

Curvade Crecimiento de C. pyrenoidosa en medio BG11M
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Figura 11. Curvade crecimiento de C. pyrenoidosa en medio BG11M.

El tiempo de incubacion determinado para la produccion de lipidos en medio
BG11M fue de 168 h, ya que es el tiempo aproximado que duré la fase estacionaria.

Medio BM
Curvade Crecimiento de C. pyrenoidosa en medio BM
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Figura 12. Curvade crecimiento de C. pyrenoidosa en medio BM.
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En este medio de cultivo la fase estacionaria se alcanz6 hasta las 48 h de incubacion
y sellego alafase de muerte celular alas120 h. El tiempo estimado de incubacién para

produccion de lipidos por C. pyrenoidosa en el medio BM fue de 120 h.

Medio MBM
Curvade Crecimiento de C. pyrenoidosa en medio MBM
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Figura 13.- Curvade crecimiento de C. pyrenoidosa en medio MBM.

Con & medio MBM se alcanzé la fase estacionaria a las 48 h y la fase de muerte
celular hastalas 264 h, que fue el tiempo que se utilizé paralos experimentos con dicho
medio.
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7.3 DISENO DE LAS CONDICIONES PARA UN CULTIVO MIXTO EN EL
QUE PUEDAN DESARROLLARSE AMBAS CEPAS.

Una vez disefiados los medios de cultivo, se analizaron con ayuda del programa
Visua Minteq 08, en dicho programa se obtuvieron equilibrios e indices de saturacién
idoneos para las especies idnicas utilizadas por lo que durante su preparacion y
esterilizacion por autoclave a 103.5 kPa por 15 min no se observd ningun tipo de
precipitacion o interaccion nociva para € desarrollo experimental entre los compuestos
presentes en dichos medios, por lo cual se continué con la fase experimental. Los
medios de cultivo mixtos se inocularon con un cultivo en fase exponencial para cada una
de las cepas, y se realizaron curvas de crecimiento. A continuacion se muestran las

curvas de las cepas por separado en cada uno de los medios mixtos.

731 CURVAS DE CRECIMIENTO PARA AMBAS CEPAS EN MEDIOS
MIXTOSCRECIENDO DE MANERA INDEPENDIENTE.

7.3.1.1. Medio Mixto 1

Curvade Crecimiento de R. mucilaginosa en Medio Mixto 1
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Figura 14. Curvade crecimiento de R. mucilaginosa en Medio Mixto 1
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Curvade Crecimiento de C. pyrenoidosa en medio mixto 1
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Figura 15. Curva de crecimiento de C. pyrenoidosa en Medio Mixto 1

En lasfiguras 14 y 15, se observa que en e medio mixto 1 los tiempos en los que los
cultivos llegan alafase de muerte celular para ambas cepas se alcanzo alas 144 h, este
pardmetro se tomé como tiempo Optimo de incubacion y durante este periodo se

realizaron los experimentos de produccién de biomasay lipidos en este medio.

7.3.1.2 MedioMixto 2

Curva de Crecimiento de R. mucilaginosa en Medio Mixto 2
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Figura 16.- Curva de crecimiento de R. mucilaginosa en Medio Mixto 2
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Curvade Crecimiento de C. pyrenoidosa en Medio Mixto 2
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Figura 17.- Curvade crecimiento de C. pyrenoidosa en Medio Mixto 2

Enlasfiguras 16 y 17, se observa que en el medio mixto 2 los tiempos en los que
los cultivos llegan a la fase de muerte celular se dan entre las 72 y 144 h, este
pardmetro se tomé como tiempo Optimo de incubacion para cada cepa respectivamente,
y durante este periodo se realizaron los experimentos de produccién de biomasa y
lipidos en este medio.

7.3.1.3 MedioMixto 3

Curva de Crecimiento de R. mucilaginosa en Medio Mixto 3
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Figura 18.- Curva de crecimiento de R. mucilaginosa en Medio Mixto 3
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Curvade Crecimiento de C. pyrenoidosa en Medio Mixto 3
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Figura 19.- Curvade crecimiento de C. pyrenoidosa en Medio Mixto 3

Como se observa en las figuras 18 y 19, los tiempos de incubacion Optimos
obtenidos para ambas cepas en el medio Mixto 3 fueron de 144 h, este fue el tiempo de
incubacion que se utilizd para realizar los experimentos de obtencion de biomasa y
produccion de lipidos.

7.3.1.4 MedioMixto 4

En e medio mixto 4 ninguna de las 2 cepas fueron capaces de desarrollarse
correctamente, ya que apenas a las 24 h de incubacion ambas presentaron conteos
celulares bajos en comparacion a los otros medios, y un alto indice de muerte celular,
por lo cual no se redlizaron las curvas correspondientes para este medio, y por lo tanto

tampoco se realizaron los experimentos de produccién de biomasay lipidos.
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Como se observo en las curvas de crecimiento, ambas cepas se desarrollaron de
manera correcta cuando se colocaron juntas en un medio de cultivo desarrollado para
ello. A su vez con las curvas de crecimiento se determind el tiempo Optimo para el
crecimiento de ambas cepas en conjunto. Posteriormente se realizaron los ensayos de
produccion de biomasa y produccion de lipidos, correspondientes a los inoculos
utilizados en las Curvas de crecimiento 1y 3.

74 DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE BIOMASA Y LiPIDOS
CON R. mucilaginosa.

Una vez determinado el tiempo de incubacion para R. mucilaginosa en cada uno de
sus medios de cultivo, se realizaron los ensayos de produccion de biomasay lipidos, los

cuales arrojaron los siguientes resultados mostrados en la siguiente tabla y figuras.

Tabla VII. Produccién de biomasay lipidos con R. mucilaginosa.

Medio de Cultivo Biomasa (g/L) Lipidos (g/L) % deLipidos
MSM1 7.14 117 16.31
BN 5.79 0.922 1591
NLM 6.27 (+ 0.68) 1.31 (+0.15) 20.84 (+0.67)
FM 5.08 0.86 16.87
Medio Mixto 1 6.53 (+ 0.09) 1.05 (+ 0.06) 16.08 (+ 1.22)
Medio Mixto 2 4.87 0.85 1754
Medio Mixto 3 7.93 0.97 12.2
Control positivo | - | e 90.54 (+0.39)
Control negativo |  --------- | s 0.69 (£0.19)
Microorganismo control 7.63 (x0.42) 0.33 (x0.08) 4.38 (+ 1.08)

57




Biomasa g/L
O kB N W M U1 O N 0 ©

OS cerevisiae

Produccion de biomasa con R. mucilaginosa en g/L

HR. mucilaginosa

(Microorganismo control) (Medio NLM)

OR. mucilaginosa
(Medio mixto 1)

Figura 23. Produccion de Biomasa con R. mucilaginosa

Lipidos g/L

OS cerevisiae
(Microorganismo control) (Medio NLM)

Produccion delipidos con R. mucilaginosa en g/L

BER. mucilaginosa

OR. mucilaginosa

(Medio mixto 1)

Figura 24. Produccion de lipidos con R. mucilaginosa.
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Porcentaje delipidos de R. mucilaginosa en relacion a su biomasa seca
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Figura 25. Porcentgje de lipidos en R. mucilaginosa

En los resultados se observé que entre los medios para produccion de lipidos en
levaduras, en € que se obtuvo la mayor productividad tanto de lipidos como de
porcentgje de lipidos fue en e medio NLM, por lo cua se tomo6 este como € medio
idéneo para R. mucilaginosa y se utilizdé como base para € disefio de los medios mixtos.
En este medio se obtuvo un porcentaje de lipidos ligeramente mayor a 20% con lo cua
se confirmo que la cepa de R. mucilaginosa utilizada en €l presente estudio se considera
una cepa oleaginosa. Se observd ademas que de entre los medios mixtos, los mejores
resultados se obtuvieron en e medio mixto 1 alcanzando valores cercanos a los
obtenidos en el medio NLM. Los controles arrojaron resultados coherentes, ya que el
control positivo presentd un porcentaje de recuperacion de lipidos durante la extraccion
de poco mas del 90%, con lo cual aseguramos gque el método de extraccion utilizado fue
eficiente en comparaciéon a los reportados en la bibliografia, mientras que e control
negativo arrojo resultados cercanos al cero con lo cua aseguramos que durante la
extraccion de lipidos los sacéridos arrastrados son minimos, por su parte la cepa de S
cerevisiae que se utiliz6 como microorganismo control, arroj6 resultados cercanos a 5%
de lipidos obtenidos en relacion a su biomasa seca, asegurando de esta manera que la

extraccion de lipidos fue precisay que no se arrastré materia celular no lipidica
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75 DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE BIOMASA Y LiPIDOS
CON C. pyrenoidosa.

Al igual que con la cepa de levadura, con C. pyrenoidosa una vez que se determind

su tiempo de incubacién en cada uno de sus respectivos medios de cultivo, se realizaron

los ensayos de produccién de biomasay lipidos cuyos resultados se muestran en latabla

VIl 'y enlasfiguras 26, 27 y 28 respectivamente.

Tabla VIII. Produccion de biomasay lipidos por C. pyrenoidosa.

Medio de Cultivo Biomasa (g/L) Lipidos(g/L) % deLipidos
BN 6.51 0.31 4.79
BG11M 8.05 (+0.44) 1.62 (+0.14) 20.11 (+0.77)
BM 8.85 0.87 9.23
MBM 9.58 1.11 11.64
Medio mixto 1 4.33 (x0.64) 0.82 (£0.13) 19.13 (£2.21)
Medio mixto 2 6.56 0.44 6.64
Medio mixto 3 5.4 0.61 11.35
Control positivo | =m0 e 89.99 (£1.18)
Control negativo | - | e 0.47 (x0.16)
Microorganismo control 5.27 (x0.86) 0.20 (x0.02) 3.95 (x0.67)
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Biomasa g/L
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OS cerevisiae

Produccion de biomasa con C. pyrenoidosa en g/L

EC. pyrenoidosa BC. pyrenoidosa

(Microorganismo control) (Medio BG11M) (Medio mixto 1)

Figura 26. Produccion de biomasa con C. pyrenoidosa.

Lipidos g/L
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(Microorganismo control) (Medio BG11M) (Medio mixto 1)

Produccion delipidos con C. pyrenoidosa en g/L
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Figura 27. Produccion de lipidos con C. pyrenoidosa.




Por centaje delipidos de C. pyrenoidosa en relacion a su biomasa seca
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Figura 28. Porcentaje de lipidos de C. pyrenoidosa.

L os resultados observados con C. pyrenoidosa mostraron que la variacion en cuanto
a productividad entre los diferentes medios de cultivo es mayor a la observada que con
R. mucilaginosa, y se determiné que el medio con e que se obtuvo mayor productividad
fue el medio BG11M con € cua se superd a los resultados obtenidos con la levadura,
por lo que este medio se tomd entonces como base para el disefio de los medios mixtos.
A su vez, con esta cepa se logro obtener un porcentge ligeramente mayor a 20% de
lipidos en relacion a su biomasa seca, con lo cual afirmamos que ambas cepas utilizadas
durante e presente estudio se encuentran dentro de la clasificacion de microorganismos
oleaginosos. Ademés se observé que e medio mixto en €l que se obtuvieron los mejores
resultados para C. pyrenoidosa fue el medio mixto 1, por lo cual se estableci6 este medio
de cultivo para realizar en €l cultivo sinérgico de ambas especies. Todos los controles
utilizados arrojaron resultados coherentes, asegurando asi una correcta y efectiva

aplicacion del método de extraccion de lipidos.
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7.6 DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE BIOMASA Y LiPIDOS
CON AMBOSMICROORGANISMOSEN UN CULTIVO MIXTO.

Una vez que se determind tanto el medio de cultivo mixto en e que ambas cepas
mejor se desarrollaron de manera independiente y las condiciones en las que llevaron a
cabo una relacion sinérgica, se realizaron los ensayos de produccion de biomasa y
lipidos con ambas cepas creciendo en un cultivo mixto. Los resultados se muestran a

continuacion en latabla X y en lasfiguras 29, 30y 31.

Tabla | X.- Produccion de biomasay lipidos por ambas cepas en un cultivo mixto..

Tipo delndculo Biomasa (g/L) Lipidos(g/L) % deLipidos
Sinergial 9.51 (+ 0.45) 1.37 (= 0.04) 14.45 (+ 0.28)
Sinergia3 9.35 (+ 0.23) 1.26 (= 0.04) 13. 53 (x 0.69)

Control positivo | —meeemee- | e 91.06 (x 1.13)

Control negativo |  -memememem | mememeeee 0.90 (+ 0.13)

Microorganismo control 5.93 (x 0.51) 0.26 (x0.05) 4.42 (£ 0.58)
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Figura 29. Produccién de biomasa con ambas cepas en dos distintas sinergias.
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Figura 30. Produccién de lipidos con ambas cepas en dos distintas sinergias.
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Figura 31. Porcentaje de lipidos de ambas cepas en dos distintas sinergias.

Al utilizar ambas cepas creciendo en conjunto en un medio mixto disefiado para €llo,

se observé que en ambos tipos de indeulos utilizados se superd 1 g/L de produccion de
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lipidos y los valores de produccion de biomasa acanzaron casi los 10 g/L, lo cual
muestra una marcada sinergia para produccion de biomasa y lipidos en comparacion a
las cepas creciendo por separado en e mismo medio de cultivo. Sin embargo los
porcentgjes de lipidos se mantuvieron bajos y en ninguno de los casos se alcanzo el
20%. A su vez se observan resultados ligeramente mayores en rendimiento para la
sinergia No. 1 en comparacion a la sinergia No. 3. Por lo cual se decidio realizar el

andlisis de los acidos grasos paralasinergiaNo. 1.

7.7 ANALISISDE LOSACIDOS GRASOSPRESENTESEN LASCEPAS
CRECIENDO DE MANERA INDEPENDIENTE Y EN CONJUNTO.

Se logro obtener un andlisis de los &cidos grasos presentes en cada una de las cepas
asi como de ambos microorganismos creciendo en conjunto, de esta manera se
determiné la factibilidad de la produccién de un biocombustible a partir de los &cidos
grasos presentes en ellas. En todos |os casos se observo que los acidos grasos de cadenas
entre 16 y 18 carbonos representan mas de 90% del total de la muestra. Ademas en todos
los casos se observd un alto porcentaje de écidos grasos oleico y linoleico los cuaes

ademas presentan propiedades nutricionales y terapéuticas importantes.

El andlisis de los &cidos grasos presentes en cada una de las cepas creciendo de
manera independiente y por separado se redlizdé de acuerdo a la metodologia antes
descrita en el punto 6.2.4. A continuacién se muestran las tablas con los porcentgjes de
cada &cido graso en cada una de las muestras y sus cromatogramas.
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Tabla X. Porcentajes de acidos grasos en R. mucilaginosa.

Acido graso Porcentaje
C:14 Miristico 0.525 %
C:16 Palmitico 9.81 %
C:16:1 Palmitoleico 2.341%
C:17 Margérico 0.349 %
C:17:1 Heptadenocenoico 0.478 %
C:18:0 Estedrico 5.007 %
C:18:1 Oleico 75.738 %
C:18:2 Linoleico 1.012 %
C:20:0 Araguidico 0.315%
C:20:1 Gadoleico 0.992 %
C:22:0 Behénico 0.598 %
C:24:0 Lignocerico 2.835 %
Total 100%
15,0003 KV APV evadira_concenirado DATA]
14,0003 p:
13,0005' ?
12,0003
11,0003
10,0005'
9,0003
8,0003
7,000%
6,0005'
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4,000% 2
3,0005- Q
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1,000 g ez Sy o 3 g
E g § &3 3 3 3 ? rrpm

Figura 32.- Cromatogramadel andlisis de &cidos grasos de R. mucilaginosa
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Tabla X1.- Porcentajes de acidos grasos en C. pyrenoidosa.

Acido graso Porcentaje
C:14 Miristico 0.548 %
C:15 Pentadecilico 0.453 %
C:16 Palmitico 20.212 %
C:16:1 Palmitoleico 141%
C:18:0 Estedrico 5.839%
C:18:1 Oleico 29.362 %
C:18:2Linoleico 31.566 %
C:18:3 Linolénico 10.319 %
C:20:0 Araguidico 0.131%
C:20:1 Gadoleico 0.160 %
Total: 100 %
16,000%- W [APV_alga_conceniradn DATA]
15,000F
14,000}
13,000}
12,000}
11,000}
10,000}
9,000 .
8,000 2 8
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Figura 33.- Cromatograma del andlisis de &cidos grasos de C. pyrenoidosa




Tabla X11.- Porcentajes de acidos grasos de ambas cepas creciendo en conjunto.

Acido graso Porcentaje
C:14 Miristico 1.215%
C:15 Pentadecilico 0.33%
C:16 Pamitico 20.199 %
C:16:1 Palmitoleico 3.865 %
C:18:0 Estedrico 13.576 %
C:18:1 Oleico 31.138%
C:18:2 Linoleico 25.340 %
C:18:3 Linolénico 2.455 %
C:20:0 Araguidico 0.244 %
C:20:1 Gadoleico 0.291 %
C:24:0 Lignocerico 1.347 %
10,500% WV [APM_mixin_concenirado DATA]
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Figura 34.- Cromatograma del andlisis de &cidos grasos de ambas cepas creciendo en conjunto.
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7.8 ANALISISESTADISTICOS.

Se comenzd por realizar una prueba de Kolmogrov-Smirnov para comprobar que los
datos correspondientes a |l os resultados mostraran una distribucion normal, |os resultados

se muestran en la tabla a continuacion:

Tabla XI111. Prueba de Kolmogorov-Smirnov

N 18
Pardmetros normales* Media 1.23978
Desviacion tipica .304702
Diferencias més extremas | Absoluta .100
Positiva .100
Negativa -.095
Z de Kolmogorov-Smirnov 422
Sig. asint6t. (bilateral) .994

a Ladistribucion de contraste eslaNormal.
b. Se han calculado a partir de los datos.

Acorde a lo observado en la prueba de Kolmogrov-Smirnov, los datos muestran una
distribucién normal por lo cual se puede aplicar e modelo de One-Way ANOVA para su
posterior comparacion de medias. A continuacion se muestra la tabla de ANOVA

obtenida con el programa SPSS.

Tabla X1V. Prueba estadisticade ANOVA

Sumade Media

cuadrados gl cuadrética F Sig.
I nter-grupos 1.158 5 .232 6.605 .004
Intra-grupos 421 12 .035
Total 1.578 17
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El andlisis de varianza nos mostré que existe una diferencia significativa entre los
resultados de los experimentos con un estadistico de prueba F = 6.605 y una
significancia de 0.004. Por ultimo se realiz6 una comparacion entre las medias
utilizando la prueba de Scheffé, |os resultados se muestran en la siguiente tabla.

Tabla XV. Comparacién entre las medias por prueba de Scheffé

Scheffé® Chlorella medio mixto

Rhodotorula medio mixto

.81833
1.04900] 1.04900
1.26333 1.26333
1.30933| 1.30933
1.37333] 1.37333
Chlorella en medio idéneo 1.62533
Sig. 078 064

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Sinergia 3

Rhodotorula en medio idoneo

Sinergia 1l

W W W W w W

a Usad tamafo muestral de la media armonica = 3.000.

La comparacion entre las medias por la prueba de Scheffé, nos mostré que solo se
encuentran diferencias significativas entre C. pyrenoidosa creciendo en su medio idéneo
en relacion a los demas resultados, y C. pyrenoidosa creciendo en el medio mixto en

relacion alos demas resultados correspondientemente.
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8. DISCUSION

Los resultados anteriores mostraron que las cepas de R. mucilaginosa y C.
pyrenoidosa utilizadas durante este estudio se encuentran dentro de la clasificacion de
microorgani smos oleaginosos, ya que se logro obtener poco mas de 20% de lipidos en
relacion a su biomasa seca, con una productividad mayor a 1 g/L de lipidos totales
extraidos. Esto es importante ya que ambas cepas fueron aisladas en e é&rea
metropolitana de Monterrey y han demostrado resistencia a condiciones ambientales
extremas (Garza-Gonzalez, 2005). Dicha importancia recae en la tendencia del uso de
productos de desecho como materias primas para el crecimiento de microorganismos y
obtencion de productos de interés, por 1o que estas cepas presentan caracteristicas
explotables para el ser humano. Sin embargo, en cuanto a uso de microorganismos para
la potencial produccion de biodiesel se han reportado cepas que alcanzan porcentgjes
mayores a los observados durante esta investigacion, por lo que si se quisieran utilizar
estas cepas para la produccion de lipidos a gran escala 'y posterior transesterificacion a
biodiesel, se tendrian que buscar condiciones de crecimiento o modificaciones genéticas

con las cuales la produccion de lipidos se vea aumentada notablemente.

Estas cepas por separado mostraron perfiles de &cidos grasos en los que se observé
gue la cepa de R. mucilaginosa a desarrollarse en un medio idéneo para levaduras
generd un 93.9% de acidos grasos de cadenalargade C:16 y C:18 (16 y 18 carbonos), se
observd ademés que € 79.09% de los acidos grasos presentes en dicha cepa presentaron
insaturaciones. Lo anterior nos indica R. mucilaginosa podria llegar a ser una buena
fuente de materia prima para la produccion de biodiesel dadas |as caracteristicas de sus
lipidos, sin embargo como se menciond anteriormente se tendrian que modificar ciertas

caracteristicas ambientales o propias de la cepa para que esto sea costeable.
Por su parte el perfil de acidos grasos de C. pyrenoidosa muestra que € 98.6% del total
de los acidos grasos presentes en la muestra estan conformados por acidos grasos C:16 y

C:18, por lo cual se podria considerar que los lipidos presentes en esta cepa presentan
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mejores caracteristicas para su uso como materia prima de produccién de biodiesel en
comparacion a R. mucilaginosa. Ademas se observé que 41.88% de los acidos grasos
estdn representados por los llamados Omega 6 y 3 (C:18:2 Linoleico y C:18:3
Linolénico) en porcentgjes de 31.56% y 10.32% respectivamente, |o cual aungue no
tiene relacion con el presente proyecto, es de importancia dadas las caracteristicas

nutricionales y terapéuticas adjudicadas a dichos écidos grasos esenciales.

Ademés durante la presente investigacion se logrd constatar que ambas cepas pueden
producir casi un 20% de lipidos en relacion a su biomasa seca, utilizando los mismos
nutrientes como sustrato, 1o cual se comprob6 con los resultados de los  experimentos
de produccién de biomasa y lipidos con € Medio Mixto 1, en los que s bien la
produccién no alcanzd los niveles de las cepas creciendo por separado en sus
condiciones idoneas, a menos alcanzé niveles comparables. Lo anterior deja abierta la
posibilidad a la formulacion de una fuente de nutrientes provenientes de desechos
industriales o agropecuarios con la cual se podria trabgjar tanto con algas como con

levaduras, con lo cual lainvestigacion en este rubro podria avanzar mas rapido.

Se confirmé también que las cepas pueden crecer juntas en un mismo medio de
cultivo, y que los resultados obtenidos en produccion de biomasa y lipidos fueron
mayores a utilizar ambas cepas creciendo en conjunto en comparaciéon a las cepas
creciendo por separado al utilizar el medio de cultivo disefiado durante el estudio, o cual
refuerza la idea de que las algas y levaduras pueden interaccionar a manera de sinergia,
sin embargo los mecanismos de la potencia sinergia entre ambas cepas no ha sido
determinado hasta el momento, por |o que se supone podria ser debido a que algunos de
los metabolitos de desecho (CO,, O,) de alguna 0 de ambas cepas, pueden ser de utilidad
para el crecimiento y desarrollo de la otra. En adicion, las cepas si bien se desarrollaron
correctamente en conjunto, el aumento en la produccién de biomasay lipidos no llegé a
ser un porcentagje tan alto como se ha observado en otros estudios donde los resultados
del conjunto de las cepas sobrepasan en méas de un 100% a los resultados de las cepas
independientes, y los resultados obtenidos con C. pyrenoidosa creciendo en un medio

idéneo para algas, superd estadisticamente a las cepas creciendo en conjunto.
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El perfil de &cidos grasos obtenido de las cepas creciendo en conjunto revel 6 que el
96.57% de los &cidos grasos estan conformados por C:16 y C:18 y que de estos €l 62.8
% presentan insaturaciones. Lo anterior es un claro indicador de la capacidad potencial
de ambas cepas de generar una materia prima Util para la fabricacion de biodiesd,

aungue existen distintas limitantes.
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9. CONCLUSIONES

L as cepas de Rhodotorula mucilaginosa y Chlorella pyrenoidosa aisladas en el area
metropolitana de Monterrey se catalogan como cepas oleaginosas ya que acumulan una
cantidad > 20% de lipidos en relacion a su biomasa seca y tienen una productividad
mayor a 1 g/L. En las condiciones idoneas para cada cepa, C. pyrenoidosa alcanz6 una

mayor productividad en comparacion ala cepa de R. mucilaginosa.

Las cepas C. pyrenoidosa y R. mucilaginosa se desarrollan utilizando los mismos
nutrientes e incluso pueden crecer de manera conjunta, presentando una mayor
productividad de biomasa y lipidos en comparacion a las cepas creciendo por separado

en € mismo medio de cultivo.

Existe sinergia en la produccion de biomasay lipidos al utilizar 10os microorganismos

C. pyrenoidosa y R. mucilaginosa creciendo en el medio mixto 1.

La mayor productividad de acumulacién de lipidos la acanz6 la cepa de C.
pyrenoidosa creciendo durante 168 h en el medio BG11M a una temperatura de 30 °C

con agitacion de 150 rpm.

Los perfiles de acidos grasos de las cepas creciendo por separado como en cultivo
mixto presentan una cantidad muy alta (>95%) de acidos grasos de cadena larga,

principamente C:16 y C:18.
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La cepa de de C. pyrenoidosa creciendo de manera independiente produce una
mayor cantidad de acidos grasos esenciales (Omega 6 y Omega 3), los cuales pudieran

tener utilidad en €l &reanutricional o terapéutica.
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APENDICE A

LISTA DE SSIMBOLOSY ABREVIATURAS

Cels Céulas
mL Mililitro
C. protothecoides Chlorélla protothecoides

R. mucilaginosa Rhodotorula mucilaginosa

C. pyrenoidosa Chlorella pyrenoidosa
MSM1 Minimal Salts Medium 1
BN Bajo Nitrégeno

NLM Nitrogen Limited Medium
FM Fermentation Medium

BN Bajo Nitrégeno

BG11M BG11 Modificado

BM Bristol Modificado

MBM Medio Basal Modificado
S cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
SO, Oxidos de Azufre

CO Mondxido de carbono
CO; Dioxido de Carbono
TAGs Triacilglicéridos

NOy Oxidos de Nitrégeno

pH Potencial de Hidrogeno
Kg Kilogramo

ASTM American Society for Testing and Materias
L Litros

mm?s* Milimetros cuadrados sobre segundos
°C Grados Celsius
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min

m

mg

KOH

g

pHm

C. wlgaris
rpm

DNA

RNA
NADH
NADPH
ATP

R. glutinis
R. glacialis
PDA

Oz

ML

min

ppm
DS
ESM
kPa

Watts

Horas

Minutos

Metros

Miligramos

Hidroxido de Potasio

Gramos

Micrometros

Chlorélla vulgaris
Revoluciones por Minuto
Acido desoxirribonucleico
Acido Ribonucleico
Dinucledtido de Nicotinamiday Adenina
Dinucledtido Fosfato de Nicotinamiday Adenina
Adenosin Trifosfato
Rhodotorula glutinis
Rhodotorula glacialis

Patata Dextrosa Agar
Oxigeno Gas

Microlitros

Minutos

Concentracion de Normalidad
Partes por millén

Desviacion Estéandar

Error Estandar de laMedia

Kilopascales
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APENDICE B

PREPARACION DE SOLUCIONESY MEDIOSDE CULTIVO

Para la preparacion de todos los medios de cultivo y soluciones se utilizd agua
desionizada proporcionada por e Almacén General de Reactivos de la Facultad de

Ciencias Quimicas U.A.N.L.

e Preparacion de Mediosde Cultivo

Solucién de sales para algas: Se colocan 90 mL de agua desionizada en un matraz de
aforacién. Se agregan 500 pL de la soluciéon A, 500 uL de la solucién B, 100 pL de la
solucion C, y 400 pL delasolucion D, y 1 g de glucosa, se agita manualmente y se afora
a 100 mL. Se esteriliza por calor himedo a 103.5 kPa por 15 min. La solucion se

almacena en refrigeracion a 4°C hasta su posterior uso.

Medio semisdlido para e mantenimiento de algas. Se agregan los compuestos y
soluciones de la misma manera que la solucion de sales para algas, se agrega 1.5 g de
agar bacteriologico y se disuelve con ayuda de un agitador magnético y calor. Se
esteriliza por calor himedo a 103.5 kPa por 15 min y justo después de esterilizarse se
coloca en placas petri estériles y se amacenan en refrigeracion a 4°C hasta su posterior

UsoO.

Medio de enriquecimiento para levaduras. Se pesan y agregan a un matraz
Erlenmeyer de 250 mL, 2.5 g de glucosa, 1.25 g de KH,PO,4, 1 g de Extracto de
Levaduray 0.5 g de MgSO4-7H-0, se agregan 100 mL de agua desionizada, se esteriliza
por calor himedo a 103.5 kPa por 15 min y se ailmacena en refrigeracion a 4°C hasta su

posterior uso.
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Patata Dextrosa Agar: Se pesan y colocan en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, 3.9 g
de Agar PDA (Proporcionado por €l amacén general de reactivos de la Facultad de
Ciencias Quimicas U.A.N.L.) y se agregan 100 mL de agua desionizada, se disuelve con
ayuda de un agitador magnético y calor, se esteriliza por calor hiumedo a 103.5 kPa por
15 min y justo después de la esterilizacion se coloca en placas petri estériles. Se

almacena en refrigeracion a 4°C hasta su posterior uso.

Minimal Salts Medium 1. Se pesan y agregan a un matraz Erlenmeyer de 250 mL, 4 g
de glucosa, 0.04 g de MgSO,. 7H,0, 0.04 g de CaCl,, 0.075 g de KH,PO, , 0.15 g de
extracto de levadura, 0.0286 g de NH4NOg3 se agregan 100 mL de agua desionizaday se
disuelve con ayuda de un agitador magnético, se esteriliza por calor himedo a 103.5 kPa
por 15 min y se almacena en refrigeracion hasta su posterior uso.

Medio Bajo en Nitrogeno (Para levaduras): Se pesan y colocan en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL, 8 g de glucosa, 1.25 g de KH,PO,, 0.5 g de MgSO,.7H,0, 0.19
g de extracto de levadura y se agregan 100 mL de agua desionizada, se disuelve con
ayuda de un agitador magneético, se esteriliza por calor himedo a 103.5 kPa por 15 miny

se almacena en refrigeracion hasta su posterior uso.

Nitrogen Limited Medium: Se pesan y colocan en un matraz Erlenmeyer de 250 mL
10 g de glucosa, 0.8 g de extracto de levadura, 0.3 g de peptonay se agregan 100 mL de
agua desionizada, se disuelve con ayuda de un agitador magnético, se esteriliza por calor
himedo a 103.5 kPa por 15 min y se almacena en refrigeracion a 4°C hasta su posterior

UsoO.

Fermentation Medium: Se pesan y colocan en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, 5.4 g
de glucosa, 0.0215 g de (NH4),SO,, 0.1 g de extracto de levadura, 0.04g de KH,PO,,
0.15 g de MgS0,.7H,0, se agregan 100 mL de agua desionizaday se gustael pH a6
utilizando soluciones de NaOH 6 HCI 1 N, se esteriliza el medio de cultivo con calor
himedo a 103.5 kPa por 15 min y se almacena en refrigeracion a 4°C hasta su posterior

UsoO.
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Medio Bajo en Nitrégeno (Para algas): Se pesan, miden y colocan en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL, 0.0101 g de KNOs, 0.0027 g de KH,PO4 0.0098 g de
MgS0,.7H,0, 0.0029 g de Ca(NOs3),.4H,0, 1 mL de solucién de HzBO3; 0.28 mg/mL, 1
mL de solucion de MnCl,.4H,O 0.18 mg/L, 1 mL de solucién de ZnSO,.7H,O
0.022mg/mL, 1 mL de solucion CuSO,.5H,O 0.008 mg/mL, 1 mL de solucién de
(NH4)sM07024:4H,0 0.0019 mg/mL, 1 mL de solucién FeSO,.7H,0 0.55 mg/mL, 1 mL
de soluciéon de NALEDTA 0.73 mg/mL, 1 g de glucosa y se afora a 100 mL con agua
desionizada, se esteriliza por calor humedo a 103.5 kPa por 15 min y se ailmacena en

refrigeracion hasta su posterior uso.

Medio BG11 modificado: Se pesan, miden y colocan en un matraz Erlenmeyer de 250
mL 0.15 g de NaNOgs, 0.04 g de K,HPO,.3H,0, 0.0075 g de MgS0O,.7H,0, 0.0036 g de
CaCl,.2H,0, 1 mL de solucién de Acido citrico 0. 6 mg/L, 1 mL de solucion de Citrato
de fierro y amonio 0.6 mg/mL, 1 mL de solucion de Na.EDTA 0.1 mg/mL, 0.002 g de
NaCOs3, 5 g de glucosa, se aforaa 100 mL y se gjustael pH a 7 utilizando NaOH 6 HCI
1 N, se esteriliza por calor himedo a 103.5 kPa por 15 min y se amacena en

refrigeracion a 4°C hasta su posterior uso.

Medio Bristol Modificado: Se pesan, miden y colocan en un matraz Erlenmeyer de
250 mL 0.025 g de NaNOgs, 0.0075 g de K,HPO, , 0.0175 g de KH,PO, , 0.0025 g de
CaCl,, 0.0025 g de NaCl, 0.0075 g de MgSQO,, 1 mL de solucién de FeCl; 0.03 mg/mL,
1 mL de solucién de MnSO,4.2H,O 0.03 mg/mL, 1 mL de ZnSO,.7H,O 0.02 mg/mL, 1
MI de solucion de H3BO3; 0.02 mg/mL, 1 mL de solucion de CuSO, 0.006 mg/mL, 2 g
de Glucosa, se afora con agua desionizada a 100 mL y se gjusta a un pH de 7 con NaOH
0 HCI 1 N, se esteriliza por calor himedo a 103.5 kPa por 15 min y se amacena en

refrigeracién hasta su posterior uso.

Medio Basal Modificado: Se pesany colocan en un matraz Erlenmeyer de 250 mL 0.24
g de KNOs, 0.125 g de KH,PO,4, 0.1 g de MgS0,4.7H,0, 0.05 g de EDTA, 0.0114 g de
H3BO3, 0.0111 g de CaCl,.2H,0, 0.0049 g de FeSO,.7H,0, 0.0088 g de ZnSO,.7H,0,
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0.0014 g de MnCl,.4H,0, 0.0016 g de CuSO,.5H,0, 0.0005 g de Co(NOs3),.6H20, 4 g
de Glucosa y se afiaden 100 mL de agua desionizada, se esteriliza por calor himedo a

103.5 kPa por 15 min y se almacena en refrigeracion hasta su posterior uso.

Medio Mixto 1: Se pesan, miden y colocan en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, 0.12 g
de NaNOs; 0.038 g de K;HPO,.3H,O, 0.0075 g de MgSO,.7H,O, 0.036 g de
CaCl,.2H,0, 1 ml de solucién de &cido citrico 0.6 mg/mL, 1 mL de solucion de citrato
de fierro y amonio 0.6 mg/mL, 1 mL de solucién de N&eEDTA 0.1 mg/mL, 0.002 g de
NaCO;3, 0.16 g de extracto de levadura, 0.06 g de peptona, 5 g de glucosay se afora a
100 mL con agua desionizada, se esteriliza por calor himedo a 103.5 kPa por 15 min'y

se almacena en refrigeracion a 4°C hasta su posterior uso.

Medio Mixto 2. Se pesan, miden y colocan 0.015 g de NaNOs; 0.005 g de
K2HPO,.3H,0, 0.0075 g de MgS0O,.7H,0, 0.0036 g de CaCl,.2H,0, 1 mL de solucién
de citrato de fierro y amonio 1 mg/mL, 1 mL de solucién de NaaEDTA 0.1 mg/mL,
0.001 g de Na&COs, 0.72 g de extracto de levadura, 0.27 g de peptona, 10 g de glucosa
100g/L, se aforaa 100 mL con agua desionizaday se esteriliza por calor himedo a 103.5

kPa por 15 min, se amacena en refrigeracion a 4°C hasta su posterior uso.

Medio Mixto 3: Se pesan, miden y agregan a un matraz de 250 mL 0.075 g de NaNOs,
0.02 g de K;HPO,, 0.004g de M@gSO,.7H,0, 0.0018 g de CaCl,.2H,0, 0.5 mL de
solucién de acido citrico 0.6 mg/mL, 0.5 mL de solucién de citrato de fierro y amonio
0.6 mg/mL, 1 mL de solucion de NaoEDTA 0.1m mg/mL, 0.001 g de Na,COs, 0.4 g de
extracto de levadura, 0.15 g de peptona, 7.5 g de glucosa, se afora a 100 mL con agua
desionizada y se esteriliza por calor humedo a 103.5 kPa por 15 min y se almacena en

refrigeracion a 4°C hasta su posterior uso.

Medio Mixto 4: Se pesan, miden y agregan a un matraz Erlenmeyer de 250 mL 0.0375
g de NaNOg, 0.01 g de K;HPO,, 0.002 MgSO,.7H,0, 0.018 g de CaCl,.2H,0, 0.5 mL
de solucion de Acido citrico 0.6 mg/mL, 0.5 mL de solucién de citrato de fierro y
amonio 0.6 mg/mL, 1 mL de solucion de NaeEDTA 0.1 mg/mL, 0.005 g de Na,CO3, 0.2
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g de extracto de levadura, 0.075 g de peptona, 4 g de glucosa, se afora a 100 mL con
agua desionizada y se esteriliza por calor humedo a 103.5 kPa por 15 miny se
amacena en refrigeracion a4°C hasta su posterior uso.

e Soluciones

Solucién Salina Estéril: Se pesan'y colocan en un frasco de 250 mL con tapa 0.85 g de
NaCl, se agregan 100 mL de agua desionizada y se agita hasta disolver. Se esteriliza por
calor himedo a 103.5 kPa por 15 min y se amacena en refrigeracion a 4°C hasta su
posterior uso.

Solucién Cloroformo/Metanol 2:1: Se miden en una probeta 200 mL de cloroformo y
se colocan en un frasco con taparosca de 500 mL, se miden 100 mL de metanol con una
probeta y se colocan en el mismo frasco, se agita la solucion y se almacena hasta su

posterior uso.
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