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RESUMEN

Dagoberto Torres Alvarez Fecha de Graduacion: Diciembre 2018

Universidad Autbnoma de Nuevo Leon Facultad de Ciencias Quimicas

Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con Orientacion en Procesos
Sustentables

Titulo del estudio: Produccion de carotenos, acidos grasos y exopolisacarido en
Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L a partir de nutrientes solubles en cascara de
platano.

Area de estudio: Sustratos de bajo costo para el crecimiento de microorganismos no
convencionales

NuUumero de péaginas: 65

Actualmente la sintesis quimica de un gran namero de compuestos
carece de sustentabilidad. Diversas alternativas de sintesis han surgido
con el fin de obtener procesos mas sustentables, una de ellas es el uso
de microorganismos capaces de metabolizar distintos sustratos en
productos de alto valor agregado. Sin embargo, los altos costos de
produccion, debido a la fuente de carbono y purificacion de compuestos,
han frenado su implementacion a escala industrial.

En el presente trabajo de investigacion se evalud el potencial de un
extracto de céascara de platano como fuente de carbono para el
crecimiento de la levadura Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L, un
microorganismo no convencional.

Se estandarizé el método de preparacion del extracto de cascara de
platano y se midio la cantidad de azlcares reductores presentes. De igual
forma, se evaluo la capacidad de crecimiento de la levadura, asi como la
produccion de &cidos grasos, carotenos y un exopolisacarido, con el fin
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de conocer el efecto que tenian los componentes del extracto sobre el
metabolismo de R. mucilaginosa. Finalmente, se caracterizd el
exopolisacarido permitiendo conocer los azucares que lo componen y su
porcentaje.

El conocimiento resultante de este trabajo otorga una alternativa
sustentable y de bajo costo para el crecimiento de R. mucilaginosa UANL-
001L, asi como la caracterizacion de un nuevo exopolisacérido.
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1. Introduccion

La produccion industrial de un gran nUmero de compuestos carece de sustentabilidad
en el proceso total, el cual, engloba desde la obtencion de la materia prima hasta los
procesos finales para su entrega o venta. Dentro de este proceso la etapa que tiene
un mayor efecto sobre la sustentabilidad, es la sintesis del compuesto. En la sintesis
de productos deseados suelen crearse, de manera simultdnea, compuestos
secundarios resultado de la reaccion quimica. Al no ser estos compuestos de

importancia econdmica son desechados generando contaminacion al ambiente.

Actualmente existen 3 tipos principales de produccién de compuestos quimicos o

biolégicos. Estos son la sintesis quimica, la extraccién y la sintesis microbiana.

La sintesis quimica es el método de produccién mas utilizado a nivel mundial y
consiste en la reaccién de dos 0 mas compuestos para la obtencién de un producto.
En este proceso se utilizan elementos que benefician la reaccién, como catalizadores
0 enzimas, pero que al mismo tiempo crean un compuesto secundario. Estos
compuestos en la mayoria de los casos son residuos los cuales pueden entorpecer
los procesos de purificacion o en el peor de los casos ser toxicos para la salud humana

o para el ambiente, siendo necesario su confinamiento y neutralizacion.

Otro de los problemas de la sintesis quimica es la producciéon de moléculas complejas
producto de una serie de 2 o mas reacciones. El control y estandarizacion de estos
procesos se vuelve mas complicado a medida que incrementan los pasos de la
reaccion principalmente por la acumulacion de pérdidas en el rendimiento, ademas
de la necesidad de un reactor o quimiostato para cada una de las reacciones,
incrementando los costos de equipo, esterilizacidn, reactivos y purificacién de los

productos.



La extraccion es el proceso de obtencion de un compuesto a partir de una materia
prima, como es el caso de la obtencidon de azlcar a partir de la cafia; o de un area
especifica del ecosistema como la obtencion de sal de mar o la mineria.
Generalmente para la extraccion de los compuestos se utilizan métodos quimicos o

fisicos para su separacion.

A pesar de que gran parte de la materia prima proviene de recursos renovables, la
sobreexplotacion a causado una constante disminucion de recursos. Otro de los
problemas a consecuencia del cambio climético, es la variacion en las temperaturas
y condiciones climatoldgicas en todo el mundo, estos cambios han ocasionado un
desequilibrio en las caracteristicas fisica y quimicas de suelos y mares haciendo
complicado e incluso imposible el crecimiento de plantas, utilizadas como materia

prima, en zonas donde normalmente eran crecidas y cultivadas sin dificultad.

Debido a estos problemas, la obtencién de productos a partir de la extraccion se ha
vuelto insuficiente para cubrir las demandas del mercado, por lo que es necesario
encontrar alternativas que permitan reducir el uso de materia prima, reactivos, espacio

y principalmente que no sean tan susceptibles a cambios climatoldgicos.

La sintesis microbiana consiste en la generacién de un compuesto como producto del
metabolismo del microorganismo el cual puede ser una bacteria, levadura, hongo o
microalga. Para la obtenciébn de un producto deseado y crecimiento del
microorganismo se necesitan de condiciones especificas como lo son fuente de
carbono, fuente de nitrégeno, temperatura, potencial de hidrégeno (pH), etc.; las

cantidades de estos compuestos varia entre especies de microorganismos.

La busqueda de una alternativa a la sintesis quimica y la extraccion dio lugar al uso

de microorganismos capaces de producir compuestos de interés como parte de su



metabolismo. Sin embargo, los rendimientos de produccidn no siempre son
suficientes para cubrir la demanda, 0 los recursos necesarios para su crecimiento
tienen un costo elevado. Un ejemplo, se presenta en la produccion de carotenos a
partir de levaduras cuyo elevado costo de produccion ha frenado su implementacion
a gran escala. Esta limitante se debe al alto costo de la fuente de carbono al igual que
rendimientos menores comparados a los obtenidos por sintesis quimica. (Cheng &

Yang, 2016).

Actualmente cerca del 10% de la produccion global de carotenos se lleva a cabo por
sintesis microbiana mediante bacterias genéticamente modificadas del género
Sphingomonas y a partir de microalgas (Silva, Cabral, & Keulen, 2004), un 5% de la
produccién se lleva a cabo mediante su extraccion en algas marinas del género
Dunaliella (Garc, Manzano, Florencio, & Guerrero, 2005) mientras que el 85%
restante de la produccion de carotenos se lleva a cabo mediante sintesis quimica por
medio de la reaccion de Wittig o la reaccion de Grignard, reacciones cuyo producto
secundario es el 6xido de Trifenilfosfina, compuesto dafiino para la salud humana y
el medio ambiente (Banno, Hayakawa, & Umeno, 2002; Greenwald, R., Chaykovsky,

M., & Corey, 1962; Palmer et al., 2010).

Los energéticos derivados de petréleo como la gasolina y el diésel son el resultado
de una serie de procesos gquimicos contaminantes. Ademas de la produccion de

compuestos secundarios toxicos que son expulsados al ambiente.

Una alternativa sustentable a los energéticos actuales son los compuestos de origen
biolégico con alto potencial calorifico, como el biodiesel y el bioetanol. Estos
compuestos pertenecen al grupo de los bioenergéticos debido a que estos o0 sus

precursores provienen del metabolismo de microorganismos como microalgas,



bacterias y levaduras (Frengova & Beshkova, 2009; Sun & Cheng, 2002). En el caso
del biodiesel, el principal organismo productor son las microalgas que solo requieren
de un porcentaje de agua dulce, oxigeno, luz solar y sales como fuente de nitrégeno,
fosforo y azufre para su crecimiento, sin embargo, esta poca necesidad de nutrientes
también causa un lento crecimiento necesitando grandes lotes para cumplir las
demandas del mercado que a su vez requieren de una gran porcién area (Dong et al.,
2015). Como alternativa a las microalgas se ha propuesto el uso de microorganismos
oleaginosos, en otras palabras, organismos capaces de producir una gran cantidad
de lipidos en forma de aceite principalmente levaduras con rendimientos similares a

los reportados en algunas microalgas (Li, Kent, & Bai, 2007).

A pesar de que la sintesis microbiana tiene como ventaja la poca o nula produccion
de contaminantes toxicos en bajas concentraciones, existen desventajas que evitan
su aplicacién a escala industrial. Una de las principales desventajas es el alto costo
de la fuente de carbono necesaria para el crecimiento del microorganismo. Con el fin
de solucionar esta problematica se ha propuesto el uso de sustratos de bajo costo
como cascara de fruta, desechos de cultivos y de procesos industriales como las
melazas, efluentes de bebidas energéticas o suero de leche (Aksu & Eren, 2007,
Cheng & Yang, 2016). Se estima que anualmente se producen cerca de 1.5 mil
millones de toneladas de alimento al afo, de estos, 750 millones de toneladas se
desechan como residuos al ambiente, es decir, el 50% de todo lo que se produce
termina principalmente confinado en rellenos sanitarios (Parfitt, Barthel &
Macnaughton, 2010). Esta estadistica ha motivado la revalorizacion de los residuos,
siendo uno de las principales propuestos las biorrefinerias, encargadas de producir
compuestos de valor agregado utilizando como fuente de carbono desechos y

actuando como mediadores una variedad de microorganismos.



El objetivo principal de este estudio es evaluar la capacidad de la cascara de platano
como sustrato para el crecimiento de R. mucilaginosa UANL 001L y la produccién de
carotenos, acidos grasos y EPS. Obteniendo una opcién sustentable y de bajo costo

para la produccion de estos metabolitos.



2. Antecedentes

2.1. Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L

La especie Rhodotorula mucilaginosa es una levadura oleaginosa y pigmentada
clasificada como aerobia facultativa, por lo que puede crecer en ambientes con alta
cantidad de oxigeno como en aquellos con baja disponibilidad de oxigeno, como por
ejemplo rios y lagos. EI género Rhodotorula se caracteriza por su coloracion rosa-
anaranjada a consecuencia de la produccion de tetraterpenoides, principalmente

carotenos.

Otra de las caracteristicas notorias en este microorganismo es un brillo caracteristico
gue rodea a las colonias, causado principalmente por una alta produccion de lipidos

siendo los mas abundantes los acidos grasos.

En este estudio la cepa a utilizar es UANL-001L aislada de la region norte de México
previamente caracterizado, con una temperatura Optima de 30°C, pH de 5 y un
crecimiento maximo alcanzado después de 96 horas de ser inoculada en medio YM.

(Garza, Perez, & Rodriguez, 2016).

Estudios extensivos han demostrado que en un medio Optimo la especie R.
mucilaginosa alcanza su crecimiento maximo después de 72 horas, sin embargo, en
medios donde no todos los compuestos se encuentran disponible el crecimiento

méximo puede alcanzarse hasta 144 horas después de ser inoculada.

Compuestos secundarios como los carotenos incrementan su produccién una vez que
se ha alcanzado este crecimiento maximo o bien, una vez que la levadura ha entrado

en fase estacionaria, por lo que es recomendable que la extraccion de estos



compuestos se lleve a cabo 24 o 48 horas después de alcanzada la fase estacionaria

(Tkadova, Furdikova, Klempova, Duréanska, & Certik, 2015).

A pesar de que el crecimiento 6ptimo de la levadura ocurre a 30°C y a un pH de 5, las
condiciones para la producciéon de metabolitos no siempre concuerdan con la del
crecimiento debido a que en condiciones de estrés, las levaduras producen ciertos
compuestos en mayor cantidad como pigmentos, aceites o polimeros adquiriendo
resistencia a ambientes (Aksu, Z. Tugba Eren, 2005; Teresa et al., 2016; Xue, Miao,

Zhang, Luo, & Tan, 2008).

2.2. Carotenos

Los carotenoides (carotenos) son tetraterpenoides que se encuentran de manera
natural en el ambiente, existen mas de 600 moléculas con distintas funciones entre
las cuales se encuentran la absorcion de luz ultravioleta, potencial reductor,
precursores de vitamina A e incluso para la atraccion de animales, como es el caso

de las plantas con el fin de promover su polinizacion (Schroeder, 1995).

Estos metabolitos pigmentados se dividen en dos conjuntos principales, carotenos y
xantofilas (Libkind & Van Broock, 2006). Su morfologia se caracteriza por tener una
cadena de carbono unidos por doble enlace y uno o dos anillos aromaticos en sus
extremos, estructuras que otorgan su potencial antioxidante y su coloracion
respectivamente (Packer, Hiramatsu, and Yoshiwaka 1999). La variabilidad de
moléculas de este tipo esta dada por el nimero de anillos y el tamafio de la cadena

de carbono, ademas de los grupos funcionales presentes (Figura 1).
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Fig. 1: Estructura de a) beta-caroteno, b) toruleno, c) torularodin.

La obtencién natural de estos pigmentos se lleva acabo de la extraccion de plantas
como zafran y paprika, sin embargo, la disminucion de materia prima debido a
cambios estacionales y el alto costo de la sintesis de compuestos similares ha
ocasionado una creciente demanda por carotenoides obtenidos ya sea de manera

natural o sintética (Maldonade, Rodriguez-Amaya, & Scamparini, 2008).

Los carotenos de mayor importancia comercial son 3-Caroteno, debido a su uso como
aditivos alimenticios para consumo humano o animal, pigmentos en la creacion de
cosméticos, aditivo de farmacos, antioxidante entre otros usos. Mientras que el
toruleno y torularodin, carotenoides también producidos por R. mucilaginosa,
contienen una alta capacidad antioxidante aun no explotada en el mercado (Tkacova

et al., 2015).
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La sintesis de estos compuestos mediante biotecnologia consiste en su extraccion de
microorganismos altamente productores, como es el caso de los géneros Rhodotorula

y Sporobolomyces (Vachali, Bhosale & Bernstein, 2012).

Actualmente existe un gran numero de estudios dirigidos a optimizaciéon de
produccion de carotenos en Rhodotorula mediante la busqueda de condiciones
optimas en ensayos separados (Cheng & Yang, 2016; Libkind & Van Broock, 2006;
Maldonade et al., 2008; Tkacova et al., 2015). Son varios las especies de Rhodotorula
utilizados, entre las que se encuentran R. glutinis, R. toruloides, R. mucilaginosa entre
otras con rendimientos y tipos de carotenos similares. En comparacion a otros
géneros de levaduras como Sporobolomyces, Rhodotorula es capaz de producir 30%
mas beta-caroteno, el cual es el caroteno con mayor importancia en el mercado de

los pigmentos.

2.3. Acidos Grasos

Los acidos grasos son una clase de lipidos que se caracterizan por una estructura
anfipatica compuesta de una parte hidrofébica y una hidrofilica. La parte hidrofobica
consiste en una o varias cadenas de carbono. La clasificacion de los acidos grasos
depende en el tamafio de su cadena de carbono y del niumero de dobles enlaces en

Su estructura, esta caracteristica se denomina grado de saturacion.

Los acidos grasos se componen de un grupo carboxilo (-COOH) y una cadena de
carbono de distinto tamafio. Su importancia comercial reside en su uso potencial
como precursor de biodiesel mediante la esterificacion de sus grupos carboxilo por
medio de un alcohol para la formacion de un alcali éster, la molécula principal en el
biodiesel (Dehkhoda & Ellis, 2013).

12



Los lipidos como los acidos grasos se acumulan en diferentes lugares dentro de las
células dependiendo de la funcién especifica que llevan a cabo. Debido a su
caracteristica anfipatica los &cidos grasos conforman la membrana celular de la
bacteria, esta peculiaridad le permite formar una bicapa, unida por sus partes
hidrofébicas, que protege al microorganismo de agentes externos dafinos y al mismo
tiempo permite controlar el flujo de entrada y salida de una variedad de moléculas y

iones (McMahon & Gallop, 2005).

Los acidos grasos promueven la sintesis de biodiesel y producen una menor cantidad
de residuos que pueden complicar la fase de recuperacion y purificacion, caso
contrario ocurre con los lipidos que contienen azlcares, proteinas o moléculas
fosforiladas que inhiben los procesos cataliticos necesarios para la obtencion de

biodiesel (Kubi & Hora, 2011).

Entre los microorganismos capaces de producir una gran cantidad de acidos grasos
se encuentra Rhodotorula mucilaginosa que puede llegar a tener un peso seco
conformado hasta por 70% de lipidos, del cual 85% son acidos grasos (Dénmez,

2010).

2.4. Exopolisacaridos.

Los exopolisacaridos (EPS’s) son carbohidratos formados principalmente por
cadenas largas de glucosa, manosa, lactosa o fructosa (Neu, Flemming & Wingender,
1999). Una gran parte de los microorganismos son capaces de producir estos
compuestos con el fin de resistir condiciones de estrés como lo son: alta salinidad,
antibidticos, bajas o altas temperaturas, metales pesados, otros microorganismos,
etc. (Poli, Anzelmo & Nicolaus, 2010).
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A finales del dltimo siglo el estudio de los exopolisacaridos se extendié ampliamente
e incluso algunos ya son aplicados en la industria alimenticia como aditivos
alimenticios o en la industria minera y petroguimica como agentes viscosos en la
perforacion de pozos (Flores, 1998; Shah & Ashtaputre, 1999). En los ultimos afios
se han encontrado un mayor numero de aplicaciones a los exopolisacaridos como
agentes antimicrobianos, antifingicos, antitumorales, potencial reductor,
biosurfactantes, entre otras (Wang, Li, Rui & Chen, 2014, Liang, Wu, Cheng, Chen,

Wang, Wang & Wang, 2014; Patel, Patel & Gupte, 2014).

Estudios previos del grupo de estudio han logrado identificar, purificar y caracterizar
un exopolisacéarido (EPS) producido por R. mucilaginosa UANL-001L el cual presenta
actividad antimicrobiana, sin embargo y por lo mencionado antes, la purificacion y
cuantificacion del exopolisacarido producido en un medio diferente al YM es de sumo
interés con el fin de estudiar sus propiedades y conocer si presenta una actividad

similar a su contraparte producida en YM.

Mecanismos de produccién de EPS

2.5. Residuos agroindustriales y cascara de platano.

Los residuos agroindustriales son los desechos producidos por la sintesis de otros
compuestos de mayor valor comercial. Estos sobrantes de procesos agroindustriales
son en su mayoria del tipo lignocelulésico como el bagazo de cafia, cascara de frutas,
tallos secos, etc. (Olofsson, Bertilsson, & Lidén, 2008). Los compuestos
lignocelulésicos estan formados principalmente por 3 biopolimeros: celulosa, glucosa
y lignina. La celulosa consta de cadenas de d-glucosa unidas por enlace betal > 4
facilmente hidrolizable; la hemicelulosa es un heteropolimero formado por distintos
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azucares como xilosa, manosa, galactosa y arabinosa el cual es resistente a los
procesos de hidrolisis; finalmente la lignina es el mas complejo de los 3 componentes,
conformado por una red de fenoles que protegen la celulosa y la hemicelulosa (Sun

& Cheng, 2002).

Ademas de la lignocelulosa los residuos agroindustriales contienen compuestos
solubles como residuos de azlcar, proteina y aceites. Mediante tratamientos fisicos
de calor estos compuestos solubles pueden desprenderse del residuo y disolverse en

un medio polar como el agua.

Esta reportado ampliamente en la literatura el uso de medios basados en desechos
agroindustriales para el crecimiento de Rhodotorula; Chengy Yang (2016) reportaron
el uso de melazas, producto de la industria azucarera, para el crecimiento de
Rhodotorula mucilaginosa obteniendo resultados favorables. De igual forma Galafassi
et al. (2012) reportaron el crecimiento de Rhodotorula graminis y la produccion de

lipidos con azucares presentes en hemicelulosa como xilosa y arabinosa.

Estudios realizados en el laboratorio con medio de crecimiento a partir de cascara de
platano demostraron que Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L es capaz de crecer
y dividirse aprovechando las moléculas solubles presentes en la cdscara de platano,
principalmente proteinas, azlUcares y iones que le permiten producir energia, una
fuente de aminoacidos y transportar moléculas a través de la membrana,
respectivamente. Sin embargo, su capacidad de crecimiento, asi como la produccion

de metabolitos no ha sido evaluada.

Una de las principales razones para el uso de cascara de platano como fuente de
nutrientes para elaborar el medio es la gran cantidad de micro y macronutrientes

presentes en la misma, analisis previos de caracterizacion de compuestos en cascara
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de platano han demostrado que esta contiene alrededor de 5 veces mas potasio en
la cdscara que en la pulpa, mientras que la cantidad de calcio es 10 veces mayor en

la cascara (Davey, Stals, Tomekpe, Lusty, Markham & Keulemans, 2007).

Se ha identificado la presencia de aminoacidos en cantidades menores a 100
miligramos por gramo de cascara, asi como grandes cantidades de carbohidratos,
siendo el almidon la molécula principal correspondiente al 40% del peso seco en el
primer dia de maduracién, sin embargo, después de 7 dias el almidén es degradado
convirtiéndose en glucosa y fructosa (Emaga, Herinavalona, Wathelet, Tchango &

Paquot, 2006).

El objetivo de este trabajo es utilizar la cascara de platano como materia prima en la
elaboracién de un extracto en el cual sea posible el crecimiento de Rhodotorula
mucilaginosa UANL-001L, ademdas se evaluara la produccién de metabolitos de
interés comercial como lo son los carotenos y los acidos grasos junto con un
exopolisacéarido que presenta un alto potencial comercial. Los resultados obtenidos
permitiran obtener una alternativa a la revalorizacion de desechos, al hacer posible la
obtencién de metabolitos de alto interés comercial mediante la sintesis microbiologica

partiendo de desechos del tipo lignocelulosico.

16



3. Aportacion Cientifica

Los resultados obtenidos permitirdn conocer el comportamiento de Rhodotorula
mucilaginosa UANL-001L en un extracto sintetizado a partir de cascara de platano,
asi como la produccion de carotenos, acidos grasos y un exopolisacéarido. De la
misma manera, al ser comparados con los metabolitos producidos en un medio
sintético, se conocera la viabilidad del uso de la cascara de platano como sustituto

del medio sintético.

4. Hipotesis

Rhodotorula mucilaginosa es capaz de producir carotenos, acidos grasos, biomasa y
un exopolisacéarido utilizando como fuente de nutrientes un extracto de cascara de
platano y obteniendo rendimientos similares o mayores a los obtenidos utilizando un

medio sintético.
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5. Objetivos y Metas

5.1. Objetivo general

Producir y evaluar los carotenos, acidos grasos y exopolisacaridos en Rhodotorula
mucilaginosa UANL-001L utilizando un extracto sintetizado a partir de cascara de
platano obteniendo rendimientos similares o mayores a los reportados en medios

sintéticos.
5.2. Objetivos particulares

e Cuantificar los carotenos, acidos grasos producidos por la levadura

Rhodotorula mucilaginosa UANL 001L en medio YM.

e Encontrar las condiciones necesarias para el crecimiento de R.

mucilaginosa en medio de extracto de cascara de platano.

e Cuantificar carotenos, acidos grasos y EPS producidos por R.

mucilaginosa en medio de extracto de cascara de platano.

e Comparar la produccion de carotenos, acidos grasos y EPS en medio

YM como en el extracto de cascara de platano.

e Caracterizar el exopolisacarido, asi como comparar sus propiedades

con el producido en medio YM.
5.3. Metas

e Entregar la tesis en los tiempos establecidos.

e Presentar los avances obtenidos en un congreso mediante un poster y

publicar un articulo sobre el trabajo de investigacion.
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6. Material y Métodos

6.1. Materiales y equipo utilizado

Material

Micropipetas con la siguiente capacidad 2-20, 20-200 y 100-1000 pL.
= Puntillas para micropipeta marca Eppendorf.

= Tubos para microcentrifuga de 1.5 mL marca Neptune.

= Matraces Erlenmeyer 125, 250 y 500 mL marca Pyrex.

= Tubos para centrifuga 15 y 50 mL marca Corning.

= Placas de 96 pocillos marca Corning.

= Celdillas para espectrofotometro marca Brand.

= Celdas de electroporaciéon marca Eppendorf.

Equipo

Incubadora SHEL-LAB modelo 1575.

» Incubadora SHEL-LAB modelo SI-6.

= Centrifuga ThermoElectron modelo Centrac-034.

= Vortex Lab-Line modelo 1195.

= Liofilizadora Labconco modelo Freezone-6.

= Espectrofotometro Optizen 2120 UV Plus.

= Lector de placas Multiskan GO (Thermo Scientific).
= Camara de electroforesis y fuente de poder Labnet.
= TermoMixer C Eppendor.

= Concentrador modelo Integrated SpeedVac (ThermoFischer).
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6.2. Disefio experimental y analisis estadistico

Con el fin de conocer las condiciones que permitan la mayor obtencion de azucares
reductores a partir de la cascara de platano se realiz6 un disefio en el que se
evaluaban distintos niveles tanto de temperatura como tiempo de calentamiento de la

cascara de platano para la obtencion del extracto. (Tabla 1)

Tabla 1. Disefio experimental para la obtencién de azlcares reductores.
Temperatura: -1 (70°C), 0 (80°C), 1 (90°C).

Tiempo de Calentamiento: -1 (5 min), 0 (10 min), 1 (15 min).
Tiempo de
Numero de Ensayo Temperatura
Calentamiento
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 1 -1
5 -1 1
6 -1 -1
7 1 1

Las cinéticas de crecimiento y la extraccién de metabolitos se realizaron por triplicado.
Para los rendimientos de carotenos, lipidos y exopolisacarido se realiz6 una prueba
ANOVA de un factor entre los distintos medios, seguido por un analisis post hoc de

Dunnet con un intervalo de confianza del 95 %.
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6.3. Cuantificacion de azucares reductores

Para la cuantificacion de azucares reductores se utilizd el método colorimétrico DNS
(Miller, 1959) el cual se fundamenta en la interaccion de los grupos aldehido y cetona
en los extremos de los azucares reductores con el acido 3,5-dinitrosalicilico
(coloracion amarilla) para formar el acido 3-amino-5-nitrosalicilico que tiene una
coloracion rojiza. La curva de calibracion se obtuvo utilizando de 0.1 a 1 mg/L de
dextrosa. La cuantificacion de azucares de la muestra se realizé en tubos eppendorf
de 1.5 mL utlizando 200 puL de muestra pura o diluida y 200 uL de DNS.
Posteriormente se calenté a 90°C por 5 minutos y se dejé reposar otros 5 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente se agregd 1 mL de agua fria y se ley6 absorbancia

a 540 nm utilizando como blanco agua con DNS.

6.4. Crecimiento de R. mucilaginosa UANL-001L.

La cepa R. mucilaginosa se crecio primero en medio YM (Extracto de levadura 3 g/L,
extracto de malta 3 g/L, peptona 5 g/L y dextrosa 10 g/L) por un tiempo de 12 horas y
luego se inocularon 500 pL del primer cultivo en 150 mL de medio YM nuevo o en
extracto de cascara de platano. Posteriormente se tomo6 una muestra al menos cada
24 horas y se obtuvo la biomasa o densidad Optica del cultivo, asi como la
cuantificacion de los azucares reductores. Una vez que el cultivo entré en fase
estacionaria se tomaron 3 muestras de cultivo, se centrifugd y se separd el
sobrenadante y la biomasa con el fin de cuantificar biomasa final, carotenos, acidos

grasos y exopolisacarido (Figura 2).
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/ \ /O Falcon 50 ml
: Inocular 1% v/v del 4 \
i ) 30 ml
R. mucilaginosa medio con R.
¢ mucilaginosa en un —_—
medio nuevo 7 dias

—————————————————
16 horas
di
Medio YM Medio a Evaluar

Extraccidon Carotenos +«————

Biomasa +———

Extraccion Lipidos +———

L—— Centrifugacion

Extraccidn Exopolisacaridlo «————— Sobrenadante <+——

Fig. 2. Metodologia seguida para la inoculacion de R. mucilaginosa y tratamientos previos a
la extraccion de metabolitos.

6.5. Preparacion de extracto de cascara de platano.

Para el medio de extracto de platano se pesé la cascara macerada humeda, a
continuacion, se agregaron 100 mL de agua al matraz junto con la cdscara macerada
para luego ser calentada a la temperatura e intervalo de tiempo con los mayores
rendimientos obtenidos a partir del disefio experimental. El extracto fue filtrado con
embudo a través de filtros de 2.5 um grado 60, 2 veces para posteriormente ser
esterilizado en autoclave. Finalmente se agreg6 nitrato de amonio como fuente de

nitrégeno (Figura 3).

N

Cascara de platano macerada

10 min 902C
100 ml de agua /
Adicién de una fuente de nitrogeno Filtracién
(Nitrato de Amonio) e inoculacion — Filtros 2.5 um
con R. mucilaginosa Esterilizacién
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6.6. Extraccion de carotenos en la cepa de R. mucilaginosa UANL-001L.

A partir de una muestra de 20 mL de R. mucilaginosa en tubo falcon se realizo la
separacion de la biomasa y el sobrenadante mediante centrifugacion. Posteriormente

se elimind el sobrenadante y la biomasa fue lavada tres veces con agua desionizada.

Fig. 3: Metodologia a seguir para la obtencion de medio de crecimiento a partir de Se
cascara de platano.

resuspendié el pellet celular en acetona y se rompieron las células por método
mecanico con el fin de obtener los carotenos intracelulares. Se realiz6 una segunda
centrifugacion para colectar el sobrenadante. El proceso de lavado con acetona y la
centrifugacion fue repetido hasta que el pellet perdié su color. Finalmente se obtuvo
la concentracion de carotenos recolectados mediante la lectura de absorbancia a 455

nm (Cheng & Yang, 2016) (Figura 4).

Adicién Acetona

Lavado en agua desionizada y /
liofilizacion de biomasa

Rompimiento celular y

centrifucacion Repetir adicion de
acetona hasta que la
AN biomasa pierda el color
\\
A
Recoleccién AN
Lectura a 490 nm Sobrenadante \\\
CT (pg/g) = Amax xD xV / (E xW) \‘
D: Radio de dilucién
—

V: Volumen del solvente de extraccion
(ml)

E: Coeficiente de extincion (.204)

W: Peso seco de biomasa (g)

Fig. 4. Metodologia para la extraccién y cuantificacién de carotenos totales.
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6.7. Extraccion de lipidos en la cepa R. mucilaginosa.

La extraccién de lipidos se llevo a cabo a partir del método descrito por Folch (1957)
el cual consiste en la centrifugacibn de una muestra de cultivo de 15 mL,
posteriormente el sobrenadante fue eliminado y la biomasa secada. A la biomasa se
le agregaron 12 mL de metanol-cloroformo 1:2. Se realiz6 el rompimiento del paquete
celular por agitacion mecanica y enseguida se agregaron 4 mL de solucion NacCl al
10%. Veinte minutos después se formo una bifase liquida y se pasoé la fase pesada a
un rotovapor para purificar los lipidos. Finalmente se pesaron los lipidos una vez que
fueron purificados (Figura 5).

Adicion Adicion
Cloroformo:Metanol (2:1) Cloruro de Sodio al 10%

Lavado en agua desionizada y / /

liofilizacion de biomasa

Rompimiento celular y
centrifucacion

Dejar reposar por 15 min.

Tomar la fase de abajo y liofilizar

Fig.5. Metodologia para la extraccién y cuantificacion de lipidos precursores de
biodiesel.
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6.8. Extraccion del EPS.

Para la extraccion del exopolisacéarido se utilizé el sobrenadante después de que la

muestra fue centrifugada. La metodologia por seguir fue la utilizada por Vazquez-

Rodiguez, et al. (2017) que consiste en la filtracion del sobrenadante con filtros

primero de 2 micras y después de 0.2 micras. Una vez que la mezcla fue filtrada se

paso a un tubo falcon de 50 mL y se agreg6 el doble del volumen de etanol y se dejé

12 horas a -20 grados. Después de las 12 horas la muestra fue centrifugada a 12,000

rpm por 15 minutos y se elimind el sobrenadante quedandose con el pellet, este fue

lavado 2 veces con etanol al 70% y centrifugado a 12,000 rpm por 10 minutos, para

finalmente desechar el sobrenadante con el fin de eliminar compuesto adheridos al

EPS como proteinas, péptidos o desechos celulares. Por ultimo, el exopolisacéarido

fue liofilizado y pesado (Figura 6).

Separacién del ) L, - io
P Filtracién asistida Recuperacién del

Sobrenadante } sobrenadante filtrado
por vacio

2um 0.2 ym .
2 volumenes
de Etanol
1 volumen
Sobrenadante

-20°C por 12 horas

Lavados con Etanol Centrifugacién a

Desechar al 70% 12000 rpm
sobrenadante y

pasar a liofilizar 6 -— P )
& 12000 rpm 10 minutos

10 minutos

Fig.6. Metodologia para la extraccion y liofilizacion del exopolisacéarido.
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6.9. Purificacion y caracterizacion del EPS.

La purificacion del exopolisacéarido se llevo a cabo mediante dos procesos, filtracion
y cromatografia de exclusion molecular (Superdex 200 Increase 10/30). La filtracidén
se llevé acabo pasando el EPS previamente resuspendido en agua miliQ a través de
un filtro de 0.2 micras. Durante el proceso de filtracion todas las trazas y compuestos
insolubles como lignina, compuestos fendlicos y pigmentos derivados de fenoles
guedan atrapados en el filtro, debido a esto, la muestra filtrado se vuelve transparente

y pierde su coloracion obscura.

Con el fin de conocer la masa molecular del EPS se realizaron 4 curvas estandares,
la primera de ellas se llevo a cabo con el fin de conocer el volumen de vacio, es decir,
la fraccién de volumen a la cual no aparecia ninguna molécula. Para esta curva se

utilizé azul dextrano con un peso molecular de 2,000 kDa.

Las 3 curvas restantes se llevaron a cabo utilizando 5 moléculas de peso molecular
conocido las cuales fueron, beta-amilasa (200 kDa), citocromo C (12.4 kDa), Albumina
de suero bovino (66 kDa), alcohol deshidrogenasa de levadura (150 kDa) y anhidrasa

carbonica de eritrocitos de bovino (29 kDa)

La fraccion volumétrica con la muestra purificada se mandd a analizar mediante
cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucion acoplado a deteccién
amperométrica pulsada (HPAEC-PAD) y espectrometria de masas (MS) con el fin de

conocer las moléculas que lo componen (Figura 7).
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Flltracién
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HPAEC-PAD y MS

u Muestra con EPS

Cromatografia de resuspendido y filtrado

Cracterizacién 5 Purificacién
exclusion molecular

Fig.6. Metodologia para la filtracion y purificacion del exopolisacarido.

6.10. Manejo y disposicion de residuos

Los residuos generados durante la realizacidbn de este proyecto de investigacion
fueron gestionados de acuerdo a las caracteristicas de los mismos, siguiendo los
lineamientos establecidos por el Departamento de Medio Ambiente y Seguridad de
la Facultad de Ciencias Quimicas utilizando los recipientes proporcionados por

este departamento, en base a la Norma PR-CLB-SRR-000.
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7. Resultados

7.1. Sintesis de extracto de cascara de platano

Se realiz6 un disefio experimental variando las condiciones de temperatura de
calentamiento y tiempo de calentamiento en el proceso de preparacion del extracto
de céscara de platano, siendo la variable respuesta la concentracion de azlcares
reductores. Se utilizé un triplicado en el punto central a 80°C por 10 minutos

obteniendo una concentracion promedio de 4.48 g/L con una desviacion estandar de

+1.16.

No se observo diferencia significativa entre las variables dependientes por lo que para

los demas ensayos se utilizaron los puntos centrales (10 min a 80°C) al preparar el

extracto de cascara de platano (Tabla 2).

Tabla 2. Disefio experimental y resultados para obtencién de azlcares reductores a partir de

cascara de platano.

Tiempo de Temperatura de Azucares Reductores
Calentamiento (min) Calentamiento (°C) (g/L)
10 80 4.82
10 80 3.19
10 80 5.43
15 90 4.18
15 70 5.17
5 90 3.52
5 70 3.8

28




7.2 Crecimiento de R. mucilaginosa UANL-001L en medio YM.

Se evalug el creimicneto de R. mucilaginosa UANL 001L en un medio comercial (YM)
el cual contiene todos los nutrientes necesarios para su crecimiento. Se midio la
densidad optica a diferentes horas durante un periodo de 6 dias, al final del ensayo
se graficaron los logaritmos de los puntos obtenidos obteniendo una cinética de

crecimiento (Figura 8) otorgando los siguientes datos:

e Tiempo en alcanzar fase estacionaria (3 dias)

e Crecimiento méaximo (Log DO 1.05 - DO 11.47 - 5.3 g/L.
e Velocidad de crecimiento en fase exponencial (0.069 g/h).
e Tiempo de duplicacién en fase exponencial (10.05 h1).

e Consumo de azucares reductores (6.75 g).
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Crecimiento R. mucilaginosa en medio YM

—@— Crecimiento =& Azucares Reductores
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Fig. 8. Cinética de crecimiento y consumo de azucares reductores de R. mucilaginosa en medio
YM.
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7.3. Crecimeinto de R. mucilaginosa en extracto de cascara de platano.

Para la sintesis del extracto de cascara de platano se utilizaron las variables
previamente indicadas, sin embargo, a pesar de la presencia de azucares no se
presento6 crecimiento de biomasa después de 3 dias por lo que se adiciond nitrato de

amonio al medio en relacién (1:5 Nitrégeno:Azucares Reductores).

Se realiz6 el mismo procedimiento que con la cinética de YM durante 6 dias

obteniendo la siguiente cinética de crecimiento (Figura 9):

Crecimiento R. mucilaginosa en medio platano

Azlcares Platano 100 g/L —@— Crecimiento platano 100 g/L

1.00 6.00
0.90
0.80 T >.00 p
070 - =
g ’ 4.00 §
S 0.60 S
o [S)
L 0.50 3.00 5
@) Q
S 0.40 i
Q
S 030 2.00 S
2
0.20 T 1.00 <
0.10 z T T
0.00 0.00
0 24 48 72 96 120 144
Tiempo (h)

Fig. 9. Cinética de crecimiento y consumo de azucares reductores de R. mucilaginosa en extracto
cascara de platano.

También se evaluaron distintas cantidades de cédscara de platano (Figura 10) para la
realizacion del extracto con el fin de observar el efecto de esta en el crecimiento
maximo, velocidad de crecimiento, tiempo de duplicacion y rendimientos (Tabla 2).

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
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Fig. 10. A) Cinética de crecimiento y B) consumo de azucares reductores de R. mucilaginosa
UANL-001L utilizando diferentes cantidades de cascara de platano para realizar el extracto.
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Tabla 3. Valores de la cinética de YM y el extracto a diferentes cantidades de cascara de platano.

Crecimiento Velocidad de | Tiempo de Consumo
Ensayo Maximo Crecimiento | Duplicacion Azlcares
Log OD g/L (g/h) (h1) Reductores (g)

YM 11.47 5.3 0.069 10.05 5.31
Platano 50 g 5.44 2.7 0.0515 13.43 1.69
Platano 100 g 6.82 3.6 0.059 11.74 4.01
Platano 150 g 6.87 3.3 0.0664 10.44 5.79
Platano 200 g 7.32 3.9 0.0686 10.11 7.75
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7.4a. Efecto de la fuente de nitrogeno sobre el crecimiento de R.

mucilaginsa UANL 001L.

El efecto de la fuente de nitrogeno fue evaluado mediante el uso de dos compuestos
diferentes al nitrato de amonio, las fuentes a evaluar fueron el sulfato de amonio y el
extracto de levadura. El sulfato de amonio como una fuente similar al nitrato de
amonio, mientras que el extracto de levadura contiene moléculas nitrogenadas mas

complejas como péptidos y proteinas cuya unidad funcional son los aminoacidos

(Figura 11).

Efecto fuente de Nitrogeno en el crecimiento de R. mucilaginosa
—@— Nitrato Amonio Sulfato Amonio —@— Extracto Levadura

- =% -- Nitrato Amonio Sulfato Amonio -~ - - Extracto Levadura
1.2 9.0

—+- -+
- 7.0
Y 6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
*ss 1.0

e e cccce----o

_________ > P LT ] 0.0

H@OH
“H

Log DO (600 nm)
Azucares Reductores (g/L)

Tiempo (horas)

Fig. 11. Efecto de la fuente de nitrégeno en el crecimiento de R. mucilaginosa UANL 001L. Densidad
Optica 600 nm (—-), azlcares reductores (----).
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7.4b. Efecto de pigmentos solubles en el extracto sobre el crecimiento de R.

mucialginosa.

Con el fin de analizar el efecto de los pigmentos en la cascara de platano sobre el
crecimiento de R. mucilaginosa UANL-001L se evaluaron 2 tipos de medio cuya Unica
diferencia era la cantidad de pigmentos presentes. Un medio fue filtrado utilizando
una membrana de 2 micras, mientras que para el otro medio se realizaron dos
filtraciones con membranas de 0.2 micras (ultrafiltrado). El medio filtrado presenté una

coloracion obscura a diferencia del medio ultrafiltrado completamente transparente.

Posteriormente, los medios fueron inoculados con R. mucilaginosa UANL-001L a una
densidad Optica de 0.1 y se evalud el crecimiento y consumo de azUcares durante las

siguientes 94 horas (Figura 12).

Efecto de pigmentos de cascara de platano en el crecimiento de
R. mucilaginosa
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Fig. 12. Efecto de pigmentos en la cAscara de platano sobre el crecimiento de R. mucilaginosa UANL 001L.
Densidad Optica 600 nm (—-), azlcares reductores (----).
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7.5. Produccién de Carotenos, acidos grasos y EPS.

Se realizé la produccién y extraccién de carotenos, acidos grasos y exopolisacarido
en los distintos medios (Figura 13). Los resultados obtenidos se resumen en la

siguiente gréfica:
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Figura 13. Produccion de carotenos, acidos grasos y exopolisacarido por R. mucilaginosa UANL-

001L en distintos medios de crecimiento. Mismas letra o nimero no hay diferencia significativa
(a=0.05).
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Se realiz6 una segunda cinética priorizando la produccion del exopolisacarido, asi
como la cantidad neto de exopolisacéarido sin restos del extracto de la cascara de
platano junto con los rendimientos de produccion (Figura 14). Se realizo la separacion
del sobrenadante y la extraccion de los componentes antes y 72 horas después de

gue el medio fuera inoculado.

Para el peso neto del exopolisacarido, se calculé la diferencia de los compuestos
presentes en el extracto antes y después de ser inoculado. Finalmente, los
rendimientos se obtuvieron dividiendo la cantidad de EPS neto en mg/L entre la

cantidad de biomasa seca producida.

Produccion de Exopolisacarido
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Medio de Crecimiento
I Peso EPS  mmmmm Extracto pldtano ~ mmmmm Peso Neto Rendimiento (mg/g)

Figura 14. Produccion de exopolisacarido producido por R. mucilaginosa, compuestos de la cdscara
de platano en el extracto y peso neto del exopolisacarido (EPS — compuestos del extracto). Los puntos
representan los rendimientos en miligramo de EPS por gramo de biomasa (peso seco).
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Figura 15. Mezcla de sobrenadante y alcohol de diferentes medios de crecimiento. Las burbujas
que se observan en el interior se deben a la precipitacion de restos en el sobrenadante, entre
los que se encuentran proteinas, restos celulares y principalmente EPS.
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7.6. Purificacion y caracterizacion del EPS.

El volumen de vacio se establecio en la fraccion de los 8 mL, justo donde se observa
en la gréafica el inicio del pico correspondiente al azul dextrano. La muestra con el
exopolisacarido mostré una serie de picos, siendo la fraccién de 14 mL la que contenia

la mayor cantidad de EPS (Figura 16).

Con el fin de conocer el peso molecular del EPS, se realizé una curva de calibracion
utilizando la fraccién volumétrica a la que aparecieron los estandares (Tabla 4 y Anexo

1). El peso molecular calculado del EPS fue de 76.14 kDa.
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Figura 16. Cromatografia de exclusidn molecuar a) azul dextrano como indicador del volumen
de vacio b) muestra de EPS extraido de R. mucilaginosa UANL-001L inoculada en extracto de
cascara de platano.



Una vez que el EPS fue purificado, se prosiguié a su caracterizacion mediante
cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucion acoplada a deteccion
amperomeétrica pulsada (HPAEC-PAD), la cromatografia de intercambio aniénico
permitié conocer que el EPS se encuentra constituido por glucosa, galactosa, fucosa,

manosa Yy acido galacturonico (Figura 17).

La deteccion amperométrica pulsada fue utilizada con el fin de cuantificar los azlcares
presentes, con el fin de conocer el porcentaje que corresponde a cada uno de estos
en el EPS. La tabla 3 contiene los porcentajes de cada azlcar, asi como una
comparacién con los de un EPS proveniente de la misma especie, pero crecida en un

medio sintético.
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Figura 17. Cromatografia de intercambio aniOnica de alta resolucion. La muestra utilizada fue 37
ug EPS de R. mucilaginosa UANL-001L en extracto de cascara de platano.
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Tabla 3. Porcentaje de azlicares presentes en dos tipos de EPS de R. mucilaginosa
UANL-001L extraidos de medios de crecimiento distintos cuantificados mediante
detecciGn amperométrica pulsada (PAD).

HPAEC-PAD EPS

, . Medio cascara de
Azlcares Medio YM (%) olétano (%)
Fucosa 3 8
Galactosa 5 12
Glucosa 82 42
Manosa 10 9
Acido Galacturdnico 0 30
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8. Discusion

8.1. Cinética de crecimiento y consumo de azucares reductores de R.

mucilaginosa UANL-001L en medio YM.

La levadura R. mucilaginosa UANL-001L en medio YM presentd un comportamiento
tipico de crecimiento microbiano con una fase lag de una duracion menor a 6 horas,
una fase exponencial de 60-70 horas y una fase estacionaria que se prolongo hasta

el final del ultimo dia de toma de muestra.

Entre los valores de importancia en los bioprocesos tenemos el crecimiento maximo
de 5.3 g/L y una tasa de crecimiento de 0.069 cantidades similares encontrada por
Libkind y van Broock (2006) en un mapeo de 8 cepas de R. mucilaginosa con un rango
de 4.9-5.7 g de biomasa seca a las 72 horas de crecimiento, mientras que las tasas
de crecimiento del género Rhodotorula varian entre 0.01 y 0.1. Estudios previos sobre
la tasa de crecimiento en levaduras han establecido que una rapida tasa de
crecimiento promueve la produccion de proteinas, mientras que una tasa de
crecimiento menor beneficia la produccion de lipidos y compuestos secundarios
(Zhang, Zhang & Tan, 2014; Van Hoek, Van Dijken & Pronk, 1998; Choy, Ryu & Rhee

1982).

Con respecto a los azucares reductores la eficiencia de consumo alcanzé el 76%,
valor menor a los reportados por en la literatura los cuales alcanzan un 97% (Cheng
& Yang, 2016). Debido a que se trata de un medio comercial, es muy poco probable
gue este sobrante de glucosa se deba a la falta de otros nutrientes, esta cantidad de
azucares en el medio se debe a la presencia de un exopolisacarido con actividad

reductora rico en glucosa (Vazquez-Rodriguez, et al, 2018).
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8.2. Sintesis de extracto cascara de platano, cinética de crecimiento y

consumo de azucares reductores por R. mucilaginosa UANL-001L.

El medio sintetizado a partir de la cascara de platano contiene todos los micro y
macronutrientes necesarios que permiten el crecimiento de Rhodotorula mucilaginosa
UANL-001L, sin embargo y como es el caso de la mayoria de los medios a partir de
desechos agroindustriales, la presencia de compuestos nitrogenados es escasa por
lo que es necesaria la adicion de una fuente de nitrégeno, en este caso nitrato de
amonio. Un estudio realizado por Cheng y Yang (2015) reporto la adicion de extracto
de levadura a medios compuestos de efluentes industriales con melaza, mientras que
Buzzini y Martini (1999) adicionaron 3 g/L de extracto de levadura a medios
sintetizados a partir de desechos vinicolas, en ambos estudios se report6 la necesidad

de extracto de levadura para crecimiento microbiano.

Una de las caracteristicas del extracto de cascara de platano es la coloracion obscura
gue presenta una vez que ha sido esterilizado, la razon de este evento es la presencia
de pigmentos derivados de la tirosina como la melanina, causante también de la

presencia de manchas en los platanos maduros (Emaga, et al, 2006).

La cinética de crecimiento utilizando 100 g/L de cascara de platano mostré6 un
comportamiento similar al crecimiento en YM, pero hubo variacion en la tasa de
crecimiento, tiempo de duplicacién y crecimiento maximo. Con respecto a la tasa de
crecimiento, la variacion observada no fue tan marcada cuyo valor se observa mejor
en el tiempo de duplicacion el cual es 3 horas mayor en el extracto de cascara de

platano.
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8.3. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre el crecimiento de R. mucilaginosa

UANL-001L.

No se observo una diferencia significativa entre el uso de nitrato de amonio y sulfato
de amonio, descartando que el azufre sea un factor limitante en el crecimiento de la
levadura. En cambio, en el medio donde fue adicionado extracto de levadura como
fuente de carbono se observé un aumento del 25% con respecto a las otras dos
fuentes de nitrégeno. Sin embargo, debido a que el extracto es una mezcla compleja
de nutrientes, es dificil identificar el o los componentes que promueven este mayor

crecimiento.

Se establecieron dos posibles razones sobre el crecimiento de R. mucilaginosa
UANL-001L al utilizar extracto de levadura. La primera de ellas es la presencia de
componentes que aceleran el metabolismo de glucosa e inhiben la produccién de
lipidos, Edens, et al (2002) observaron tal comportamiento en células de rata, por lo
gue es posible que los componentes en el extracto de levadura estén dirigiendo al
metabolismo a una mayor obtencién de biomasa y un decremento en la produccion

de lipidos.

La segunda opcion se centra en la presencia de micronutrientes presentes en el
extracto, los cuales, a pesar de algunos estar presentes en la cascara de platano, no
se asegura su biodisponibilidad en el medio, por lo que pueden ser nutrientes
limitantes en los medios adicionados solo con una fuente de nitrégeno. Los principales
micronutrientes presentes en el extracto de levadura son manganeso, magnesio,

hierro, cobre y zinc (Grant & Pramer, 1962).
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8.4. Efecto de pigmentos de la cascara de platano sobre el crecimiento de R.

mucilaginosa UANL-001L.

Se observo un efecto de los compuestos de la cascara de platano sobre la velocidad
de crecimiento de R. mucilaginosa UANL-001L retrasando el tiempo necesario, para

alcanzar el crecimiento maximo, en 24 horas.

Es sabido que las plantas son uno de los mayores productores de metabolitos
secundarios, por lo que sus extractos se encuentran llenos de polifenoles, flavonoides
y terpenoides. Sin embargo, al ser grupos extensos de biomoléculas su estructura,
naturaleza y actividad varia de gran manera entre especies, por lo que es dificil
asociar solo una molécula a un efecto especifico (Van Sumere & Lea, 1985; Harborne,

1989).

El efecto de los polifenoles en levaduras ha sido previamente estudiado, sin embargo,
los resultados obtenidos difieren dependiendo del microorganismo evaluado y la
fuente del extracto. Hirasawa y Takada (2004) registraron actividad antifingica de un
flavonol (pirogalol) extraido de té verde sobre el hongo Candida albicans, ademés de
potenciar la actividad de un antimicético (Anfotericina B). De igual forma, Maeta, et al
(2007) registraron el efecto de estrés oxidativo de polifenoles de té verde sobre
Saccharomyces cerevisae y Schizosaccharomyces pombe, induciendo factores de
transcripcion de respuesta a estrés oxidativo, por lo que, a pesar de no verse un efecto
instantaneo en el crecimiento, después de cierto tiempo las células presentan dafio
celular debido a una sobreproduccioén H202 a pH alcalino (>7). Finalmente, Sithequee,
et al (2009) desmostré la actividad antifungica de los polifenoles (Teflavonoides y

catequinas) en el té negro contra especies del género Candida.

45



Con respecto a efectos de extractos ya directamente sobre el género Rhodotorula,
Hainal, Ignat, Volf y Popa (2011), evaluaron el crecimiento de 2 cepas de R. glutinis
sobre extractos provenientes de corteza de Picea abies, semillas de Vitis vinifera y
hojas de Asclepias syriaca, cuyas concentraciones de polifenoles fueron 517.95,
506.25 y 287.85 mg de estandar de acido galico/ 100 g (mgGAE/100 g), 24 horas
despues de ser inoculados con R. glutinis se observé una reduccion en la cantidad
de polifenoles debido a su consumo por la levadura. De manera contraria Ahmed,
Djebli, Aissat, Khiati, Meslem y Bacha (2013) encontraron un efecto inhibitorio de miel
natural sobre una especie de Rhodotorula mucilaginosa a concentraciones menores
a 100 mgGAE. En comparacion con los extractos de plantas, la miel tiene una mayor
variedad de compuestos fendlicos y flavonoides (da Silva, Gauche, Gonzaga, Costa

& Fett, 2016).

Podemos concluir que la inhibicion de R. mucilaginosa por polifenoles depende del
tipo de compuesto mas que de la cantidad de estos. Al no observarse una disminucién
en el crecimiento maximo de la levadura, se establece que los polifenoles presentes

en la cascara de platano no son toxicos para la levadura.

La disminucién en la velocidad de crecimiento puede deberse a otros factores como
la disponibilidad de azucares, debido a que la cascara utilizada tenia poco tiempo de
maduracion siendo necesaria la previa conversion de almidon en monosacaridos,
comportamiento que se observa en las primeras 24 horas de la cinética de

crecimiento.
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8.5. Produccién de carotenos por R. mucilaginosa UANL-001L en medio YM

y extracto de cascara de platano.

La mayor produccion de carotenos de la cepa R. mucilaginosa UNAL-001L fue de
1.58 mg/L, a pesar de ser un valor relativamente bajo, los metabolitos secundarios,
como es el caso de los carotenos, son los compuestos que mayor variabilidad
presentan con respecto a su produccion. Esta ampliamente registrado en la literatura
el efecto que tienen los factores como tiempo de luz, metales, macronutrientes e
incluso antimicéticos, como el ketoconazol, sobre la produccién de estos en varias
especies de bacterias, microalgas y levaduras incluyendo R. mucilaginosa (Hejazi &
Wijffels, 2003; Bhosale & Gadre, 2001; Wang, Liu & Wang, 2017). Ademas del efecto
de factores ambientales en la produccion de carotenos se encuentran los factores
genéticos causados por mutantes de una misma cepa, Bhosale y Gadre (2001)
produjeron por mutagénesis una cepa capaz de producir 33 mg/L de carotenos,
mientras que la cepa nativa producia 2.2 mg/L, es decir, la produccion de carotenos

se aument6 en un 1500%.

Actualmente la mayor produccion de carotenos por una cepa de R. mucilaginosa es
de 125 mg/L utilizando 20 g/L de melazas (Aksu & Eren, 2005). Mientras que para
una cepa de Rhodotorula glutinis la mayor produccién es de 135.2 mg/L utilizando
glicerol como fuente de carbono (Saenge, Cheirsilp, Suksaroge & Bourtoom 2011).
Esto sugiere que cepas del género Rhodotorula tiene el potencial de aumentar su
produccion de carotenos a niveles similares a los 130 mg/L en las condiciones

correctas.

Al comparar la produccion de carotenos en YM contra los producidos en extracto de

cascara de platano, la concentracion de cascara de platano que dio una mayor
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cantidad fueron los 200 mg/L de cascara de platano, sin embargo, esta cantidad es
casi 30% menor a la producida en medio YM. Esta caida en la produccion de
carotenos puede deberse a distintos factores siendo el principal la obscuridad del
medio, causada por los polifenoles, que evitaba el estrés por luz a las células, el cual

se sabe aumenta la produccion de carotenos (Hejazi &Wijffels, 2003).
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8.6. Produccion de 4cidos grasos por R. mucilaginosa UANL-001L en medio

YM y extracto de cascara de platano.

La produccién de acidos grasos en la cepa R. mucilaginosa UANL-001L fue de 2.75
g/L. En especies del género Rhodotorula las cantidades de acidos grasos pueden
llegar hasta los 20 g/L en reactores de 20 L y a concentraciones muy bajas de fuente
de nitrogeno (Galafassi, et al, 2012). La mayor produccion de lipidos por una levadura
oleaginosa fue de 55 g/L utilizando una cepa genéticamente modificada de Yarrowia
lipolitica con una conversién del 85% de fuente de carbono a lipidos (Rakicka, Lazar,

Dulermo, Fickers & Nicaud, 2015).

Al igual que la produccion de carotenos, la sintesis maxima de acidos grasos en
extracto de cascara de platano no fue mayores a los obtenidos en medio YM, pero al
comparar los rendimientos obtenidos y la acumulacién de estos se puede observar
un incremento en el extracto de cascara de platano con respecto al medio YM. Las
razones de esta mayor acumulacion no se tienen bien establecidas, a pesar de esto,
este incremento puede explicar la reduccién de carotenos en el extracto ya que
comparten un mismo precursor. En otras palabras, tanto la disminucién de los
carotenos como el incremento de acidos grasos puede ser causada por un mismo
factor, siendo la concentracion de polifenoles o la menor cantidad de fuente de

nitrégeno los principales factores a considerar.
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8.7. Produccion de EPS por R. mucilaginosa UANL-001L en medio YM vy

extracto de cascara de platano.

El exopolisacarido fue el metabolito que mostr6 mayor diferencia en cantidad de
produccion entre los distintos medios, sin embargo y a diferencia de los carotenos y
los acidos grasos, el exopolisacarido no se trata de una molécula en especifico, por
lo tanto, la comparacion es mas compleja debido a que se desconoce el tamafio que
tiene en cada uno de los medios. Diversos estudios han encontrado que incluso
variaciones en la temperatura pueden resultar en alteraciones del exopolisacarido de
un organismo en especifico y estos cambios alterar las funciones que presentan (Poli,

Anzelmo & Nicolaus, 2010).

Los rendimientos obtenidos indican que el extracto favorece la produccion de
exopolisacérido, siendo 10-11 veces mayor en el extracto de cascara de platano al
utilizar 200 g/L y 300 g/L con respecto al medio YM. La mayor cantidad registrada de
produccién de EPS para la cepa R. mucilaginosa UANL-001L es de 57 mg/g en medio
YM (Garza, et al, 2016). Utilizando un extracto de cascara de platano a una
concentracion de 300 g/L, el rendimiento de EPS fue de 94.8 mg/g, casi el doble con

respecto al medio YM.

Actualmente se sabe que el EPS producido por R. mucilaginosa presenta actividad
antimicrobiana contra diversos tipos de bacterias gram positivas y negativas por lo
gue es de importancia comprobar si el EPS obtenido en extracto de platano presenta
esta actividad y en que concentracion ya que su mayor produccion presentaria una
ventaja contra el medio YM en caso de tener una actividad similar (Vazquez-

Rodriguez, et al, 2018).
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Diversos estudios han reportado la capacidad reductora de distintos exopolisacaridos
de origen microbiano sobre la sintesis de nanoparticulas metalicas (Kanmani & Lim,
2013; Ahmed, Kalla, Uppuluri & Anbazhagan, 2014). Asimismo, el extracto de cascara
de pladtano ha presentado esta capacidad reductora también en la sintesis de
nanoparticulas de plata (Bankar, Joshi, Kumar & Zinjarde, 2010). Debido a esto, se
podria esperar que el exopolisacarido de R. mucilaginosa producido a partir del
extracto de cascara de platano, presente una mayor actividad reductora con respecto

al EPS producido en medio YM.
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8.8. Purificacion y caracterizacion del EPS.

El exopolisacéarido de R. mucilaginosa UANL-001L a partir del extracto de cascara de
platano (EPScp) tiene un tamafio de 76.14 kDa, siendo 4 veces mayor al EPS de la
misma cepa en medio YM (EPSym). (Vazquez-Rodriguez, et al, 2018). Con respecto
al EPSym, el EPScp presento diferentes concentraciones en los monosacaridos que

lo componen, asi como la presencia de acido galacturénico.

El cambio sobre las concentraciones de monosacéaridos en los exopolisacaridos
debido a alteraciones en las caracteristicas fisicoquimicas del medio esta
ampliamente reportado en la literatura. Cambios como el pH, la temperatura y
conformacién del medio pueden promover la presencia de un monosacarido en el
exopolisacérido, principalmente glucosa y manosa (Degeest, Mozzi & De Vuyst, 2002;
Nichols, Bowman & Guezennec, 2005). Sin embargo, no hay reportes sobre cambios
tan significativos como lo es la adicibn de un monosacarido a la estructura, o un
incremento mayor al 200% en el peso molecular. Por lo tanto, la presencia de acido
galacturénico en la composicién del EPScp y el incremento en el peso deben estar

relacionados.
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9. Conclusion

Se logré evaluar la produccion de carotenos y acidos grasos en la cepa R.
mucilaginosa UANL-001L comprobando una produccion similar, con respecto a la
literatura, de estos compuestos. De igual forma fue posible la extraccién de nutrientes

de la cascara de platano, asi como el crecimiento de R. mucilaginosa en este medio.

Se evalud la produccién de metabolitos en la cascara de platano siendo los acidos
grasos y el exopolisacérido los mas relevantes debido a los rendimientos de
produccion. A pesar de tener una menor cantidad de produccién de metabolitos en
medio cascara de platano, los rendimientos por gramo de biomasa obtenidos en el
extracto, similares a los de YM, sugieren que un aumento en la produccion de biomasa

permitird tener rendimientos por lote similares a los obtenidos en medio YM.

Los rendimientos del exopolisacéarido fueron mayores al usar 200 y 300 g/L de cascara
de platano, con respecto al medio YM. Asi mismo, sus caracteristicas fisicoquimicas

proponen una aplicacién diferente a las del exopolisacarido extraido de medio YM.
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10.- Perspectivas

El extracto de cascara de platano contiene fuente de carbon y micronutrientes
necesarios para el crecimiento de R. mucilaginosa UANL-0O01L. La cantidad de
biomasa obtenida fue menor en comparacion a un medio sintético, asi como la
producciéon de carotenos y acidos grasos, por otro lado, la adicién de fuentes de
nitrégeno y carbono como el extracto de levadura podrian aumentar el crecimiento y

produccién de estos metabolitos.

No se observo un efector inhibidor del extracto sobre la velocidad de crecimiento de
R. mucilaginosa UANL-001L a concentraciones menores a 300 g/L de céscara de
platano. Estudios posteriores aumentado la concentracion y en fase soélida podrian
corroborar la resistencia de R. mucilaginsa UANL-001L al extracto de cascara de

platano.

A pesar de que las cantidades de carotenos y acidos grasos fueron menores, el
aumento en la produccion de biomasa podria otorgar rendimientos similares a los del
medio sintético. Asimismo, se debe llevar a cabo la caracterizacion de carotenos y

acidos grasos para conocer su composicion, calidad.

El EPScp presentd una composicion y tamafio que lo hacen muy diferente al EPSym.
Debido a sus caracteristicas de tamafio y conformacion seria interesante evaluar la

actividad antimicrobiana del EPScp, asi como su capacidad reductora y viscosidad,
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11.- Material Suplementario

1.- Medios de Crecimiento

a),- Cambios en la turbidez del medio a diferentes concentraciones de cascara de

platano (100, 200 y 300 g/L).
b).- Cambio en la coloracion del medio después de ser esterilizado.

c).- Coloracion y Turbidez de los medios después de 72 horas de crecimiento (YM,

100, 200 y 300 g/L de céascara de platano).
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2.- Estandares de tamafio para la cromatografia de exclusién molecular.

Mass (AU)

275
255
235
215
195
175
155
135
115

95

SEC Standar Mix 3

Albumina (66 kDa)

W

A

6 8 10 12 14 16

Volume Fraction (mL)

56

18

20

22

24

26



Mass (Au)

Mass (Au)

235

215

195

175

155

135

115

95

175
165
155
145
135
125
115
105

95

SEC Standar Mix 1

Citocromo C
(12.4 kDa)

B-Amilasa ~Sa

(200 kDa)

J

6 8 10 12 14 16 18
Volume fraction (mL)
SEC Standar Mix 2
Alcohol deshidrogenasa
(150 kDa) &
\

6 8 10 12 14 16

Volume Fraction (mL)

57

18

20

Anhidrasa
(29 kDa)

20

22

22

24
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