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RESUMEN

Nombre: Carlos Ivan Avila Velasco
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Titulo del estudio: Produccién y recuperacion de exopolisacaridos de Neochloris oleoabundans
mediante fermentacidn extractiva con agentes termosensibles
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Numero de paginas: 77

Propdsito y Método de estudio: En los ultimos afios las microalgas han abarcado un gran nimero
de investigaciones debido al gran potencial que poseen como microorganismos productores de
metabolitos de interés. Entre estos compuestos se encuentran los EPS (exopolisacaridos) los cuales
son moléculas con propiedades espesantes e inmunomoduladoras con una gran aplicacion en el sector
industrial. Sin embargo, en la actualidad los métodos empleados para su obtencidén generan mayores
pérdidas que ganancias, al no favorecer las condiciones para llevar a cabo un proceso que se efectle
de manera continua. En el presente proyecto se plantea utilizar la técnica de fermentacion extractiva
acoplada con agentes termosensibles (EOPO 12000) para la recuperacion de EPS producido por la
microalga Neochloris oleocabundans.

Contribuciones y Conclusiones: Se probaron diferentes concentraciones del EOPO 12000 en el
medio de cultivo de Neochloris oleoabundans para determinar la viabilidad de la microalga en
presencia del polimero, en donde se encontrd que a partir de una concentracion del 30% de EOPO el
crecimiento de la microalga fue inhibido por completo, por lo que se trabajé para las pruebas
posteriores con concentraciones menores al 30%. Para llevar a cabo la formacion de fases se
estudiaron diferentes temperaturas con diferentes concentraciones del agente termosensible, en donde
se encontro que los medios con concentraciones de un 20 y 25% del polimero resultaron positivas
para la formacion de dos fases a partir de una temperatura de 70 °C. Una vez que se obtuvieron los
parametros para la formacion de fases se cuantificé la produccion de EPS a partir del sistema de
fermentacion extractiva, utilizando una concentracién del 20 y 25% de EOPO en el medio de cultivo.
Los mejores rendimientos de EPS se obtuvieron utilizando una concentracion del 25% de EOPO.
Para evaluar la efectividad de la técnica se acoplé a un sistema semicontinuo que se comparé con un
sistema tradicional por lotes en donde se observd que debido a las condiciones empleadas para la
separacion de fases la microalga pierde su viabilidad; limitando al proceso de produccién bajo un
sistema batch.

Asesor: Dra. Alma Elizabeth Gomez Loredo



ABSTRACT

Purpose and Study Method: In recent years, a large number of investigations have been performed
on microalgae due to its great potential as microorganisms that produce metabolites of interest. EPS
(exopolysaccharides) are an example such compounds. EPS are molecules with thickening and
immunomodulatory properties with great application in the industrial sector. However, the methods
used to obtain them do not favor the conditions to carry out a recovery and purification process that
is carried out continuously. In this project, the use of extractive fermentation technique coupled with
heat-sensitive agents (EOPO 12000) for the recovery of EPS produced by the microalgae Neochloris
oleoabundans.

Contributions and Conclusions: Different concentrations of EOPO 12000 were tested in the culture
medium for Neochloris oleoabundans to determine the viability of the microalgae in the presence of
the polymer. It was found that a 30% EOPO concentration hinders microalgae growth, so subsequent
tests were performed using concentrations lower than 30%. To carry out the two-phase formation,
different temperatures were studied with different EOPO concentrations, where the media with 20
and 25% EOPO were positive for the two-phase formation at 70 © C. Once the parameters for the two
phase formation were obtained, the production of EPS from the extractive fermentation system was
quantified, using 20 and 25% EOPO in the culture medium. The best EPS yields were obtained using
a 25% concentration of EOPO. To evaluate the effectiveness of the technique, it was coupled to a
semi-continuous system that was compared with a traditional batch system where it was observed
that due to the conditions used for the separation of phases, the microalgae lost its viability, limiting
the production process to a batch system.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

El uso de sistemas bioldgicos para la produccién y extraccion de moléculas de
interés a través de procesos sustentables, representa una gran alternativa para suplir
aquellas operaciones de alta demanda industrial que emplean una gran cantidad de
energia e inversion econdmica, que al final repercute en el costo final o valor comercial
del producto (Cisneros Ruiz & Rito Palomares, 2005). El uso de microorganismos
unicelulares como pequefios reactores para la generacion de compuestos de interés
comercial, ha sido una estrategia adoptada Gltimamente en la produccion de maltiples
productos, debido a la gran variedad de compuestos que producen, ademas de presentar
multiples ventajas en su manipulacion como un crecimiento acelerado y requerimientos

muy bésicos para su mantenimiento (Liu et al., 2016).

En la actualidad existen diferentes sectores industriales que involucran el uso
microorganismos dentro de sus procesos de produccion, entre 1os mas comunes se
encuentra la industria alimentaria donde podemos encontrar la participacion de
levaduras como Saccharomyces cerevisiae en la elaboracion de bebidas fermentadas
(Gallone et al., 2016) y en la industria farmacéutica, donde se trabaja en la produccién
de moléculas con potencial bactericida, como la estreptomicina derivada de la
actinobacteria Streptomyces griseus (Meanwell & Shama, 2008). Aun asi, a pesar del
numero amplio de microorganismos que podemos encontrar dentro de estos procesos,
aun siguen existiendo una gran infinidad de los cuales falta aun por caracterizar. Dentro
de este gran grupo de microorganismos por explorar podemos encontrar organismos
unicelulares eucariotas que manejan una gran capacidad de produccién de
biomoléculas que aun no han sido completamente explotadas, como es el caso de las

microalgas.

Las microalgas son organismos vivos ancestrales que constituyen la base de las
cadenas alimentarias acudticas. Son un grupo filogenéticamente diverso, que abarca
una serie de diferentes filos y clases de organismos (Koyande et al., 2019). En los

ultimos afos se han realizado un gran nimero de estudios buscando aprovechar el alto

10



potencial de los diferentes compuestos que pueden generar para su aplicacion
industrial, entre los que se encuentra una amplia variedad de polisacaridos, lipidos,
pigmentos, proteinas, antioxidantes, entre otros compuestos valiosos en cantidades

significativas (Camacho et al., 2019; Lian et al., 2018).

Dentro de esta gran variedad de compuestos producidos por las microalgas, la
produccion de exopolisacaridos (EPS) representa una de las areas de mayor interés para
su aprovechamiento, debido al gran potencial que representa para su aplicacion en
diferentes sectores aunado a sus propiedades estructurales y funcionales (Angelis et al.,
2012). Estos exopolisacaridos de fuentes biol6gicas son capaces de explotarse
comercialmente de diferentes formas, como para su uso como gomas, aditivos
alimenticios, espesantes, estabilizadores de suelo, fitorremediacion, entre otros (D.
Kumar et al., 2018). Entre algunas de las principales especies estudiadas por su
produccion de EPS podemos encontrar a Dunaliella salina, Chlorella vulgaris,
Chlamydomonas reinhardtii, Porphyridium cruentum y Nannochloropsis sp. (Freitas
etal., 2017).

Por otra parte, recientemente se ha demostrado que otras especies de microalgas
son capaces de producir este tipo de compuestos al cultivarse bajo distintas
condiciones, como es el caso de Neochloris oleabundans, que al someterse bajo
condiciones mixotroficas se ha encontrado que es capaz de producir de manera
considerable polimeros extracelulares utilizando como sustrato azucares como

sacarosa, glucosa y lactosa (Wu et al., 2011).

Entre las propiedades que se le pueden atribuir al exopolisacarido producido
por N. oleabundans ademas de alterar los comportamientos reolégicos de los sistemas
en soluciones acuosas actuando como agentes espesantes o emulsionantes, destaca su
actividad inmunoreguladora recientemente descubierta por (Li et al., 2020) en donde
sugieren su aplicacién en la elaboracién de productos farmacéuticos. Sin embargo, las
investigaciones relacionadas con las actividades médicas del EPS producido por N.

oleoabundans aun son muy limitadas por lo que faltaria investigar mas al respecto.

Aun asi, a pesar de las diferentes propiedades que se les han adjuntado a estas

biomoléculas, las principales limitaciones para su comercializacion estan sujetas a
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varios factores que engloban el proceso completo de produccion, como el disefio del
sistema de cultivo, las necesidades nutricionales, asi como el proceso de recuperacion
y purificacion, que en general representan un mayor costo en comparacion con las

ganancias generadas por el valor comercial del producto (Liu et al., 2016).

Esta fase del procedimiento que corresponde al aislamiento del EPS representa
la mayor demanda energética, junto con mas del 70% de los costos totales del
bioproceso, esto debido a el empleo de métodos de extraccion convencionales (Ej.,
calor, solventes organicos, alcalinos) que emplean un gran nimero de operaciones
unitarias (Banik et al., 2003; Xiao & Zheng, 2016). Sin embargo, la problematica se
empieza a presentar desde la etapa de fermentacion, donde la mayoria de los procesos
de produccion de EPS estd mal integrada con las etapas posteriores de recuperacion
(Freitas et al., 2017). Por esto se ha desarrollo una bldsqueda de procesos integrados de
produccion/recuperacion, en los que se pueda predecir el rendimiento final y mejore la
calidad de los productos, teniendo un impacto sustancial en la economia de la
produccion del EPS.

Como una alternativa potencial para sustituir el uso de estos métodos
convencionales en el proceso de produccion/recuperacion, se encuentra la técnica de
fermentacion extractiva. Esta técnica representa una opcion al permitir reducir el
namero de operaciones unitarias para la obtencién de EPS ademas de ayudar a superar
los bajos rendimientos del producto en un proceso de fermentacion convencional, esto
gracias a su capacidad de trabajar bajo un mismo sistema la produccion y recuperacion

de nuestro producto de interés (Othman et al., 2017).

Otra de las ventajas de utilizar la fermentacion extractiva es que maneja un gran
potencial para la integracion de procesos de recuperacion como los sistemas de dos
fases acuosas (ATPS), los cuales consisten en un fraccionamiento liquido-liquido para
la separacion de biomoléculas, reduciendo de esta manera el nimero de pasos y el coste
general del bioproceso (Banik et al., 2003). Este método se fundamenta en las
diferencias de solubilidad de dos soluciones acuosas a través del uso de algunos tipos
de polimeros (polietilenglicol, dextrano, etc.) y sales (sulfatos, citratos, fostatos, etc.).
Dentro de los polimeros més utilizados para la formacion del sistema bifasico destaca
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el empleo de agentes termosensibles (TSP), este tipo de polimeros modificados
quimicamente como los copolimeros aleatorios y en bloque de 6xido de etileno-6xido
de propileno (EOPO) tienen la propiedad de volverse menos solubles en solucion
acuosa a medida que aumenta la temperatura, asi como separarse en dos fases (fase de
polimero y agua) cuando su temperatura excede un umbral especifico de temperatura
(Igbal et al., 2016). De este modo, el producto puede recuperarse exclusivamente en

fase acuosa, mientras que los TSP pueden reciclarse y reutilizarse nuevamente.

Tomando en cuenta las ventajas mencionadas anteriormente, en el presente
proyecto se plantea el desarrollo de una metodologia para la produccién y recuperacién
de EPS producido por la microalga Neochloris oleoabundans a partir de la técnica de
fermentacion extractiva, la cual permitira en un mismo medio la obtencion y
produccion del EPS buscando obtener rendimientos similares o mayores en
comparacion con los métodos tradicionales, para esto se buscara la compatibilidad
entre el agente termosensible y la microalga utilizando diferentes concentraciones del
EOPO en el medio de cultivo, junto con el cambio de temperaturas, para poder llevar
a cabo un proceso de fermentacion extractiva viable que permita la produccién y

recuperacion del EPS microalgal.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Polisacaridos

Los polisacaridos son los carbohidratos mas abundantes en la naturaleza
presentes en todos los organismos, son considerados biopolimeros de alto peso
molecular (10 a 1000 kDa) con estructuras complejas y diversas propiedades
fisicoquimicas (Pierre et al., 2019). Su composicién radica en una gran variedad de
combinaciones de monosacaridos diferentes (hexosas y pentosas) abarcando un gran
numero de azucares complejos ligados por enlaces glicosidicos que conducen a homo

y heteropolimeros lineales o ramificados (Delattre et al., 2016).

A pesar de poderse encontrar en diversos organismos superiores como, hongos,
plantas y macroalgas, los polisacaridos microbianos procariotas y eucariotas tienen
probablemente la mayor diversidad estructural. El papel fisiol6gico que desempefian
estos compuestos microbianos es extremadamente diverso y depende en gran parte de
su estructura y composicion, por esto mismo juegan un papel importante dentro de la
comunidad microbiana en la formacion de biopeliculas y floculos (Filomena et al.,
2015). Ademas, proporcionan reservas de carbono y energia para muchos tipos de
células y a menudo se excretan como parte de procesos fisioldgicos normales como en

condiciones de estres fisiologico (Delattre et al., 2016).

Dentro del sector industrial han sido explotados principalmente por sus
propiedades reologicas como agentes espesantes o gelificantes. Sin embargo,
recientemente se han encontrado una amplia gama de actividades bioldgicas ligadas a
estos compuestos como, anticoagulantes, bactericidas, antioxidantes, antinflamatorias,
etc (Liu et al., 2016). Estos polisacaridos microbianos pueden clasificarse en tres
grandes grupos que son: intracelulares (polisacaridos de reserva energética que se
pueden encontrar en el citosol), estructurales (componentes de la membrana celular
como B-glucanos o peptidoglicanos) y extracelulares (exopolisacaridos) (Pierre et al.,
2019).
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2.1.1 Exopolisacaridos

Los polisacaridos  microbianos  extracelulares  también  Ilamados
exopolisacaridos (EPS) abarcan un grupo importante de biopolimeros de alto peso
molecular que son secretados por diversos microorganismos, en contraste con los
glucanos intracelulares los EPS manejan varios sustituyentes como grupos metilo,
acetilo o sulfato, ademés de otras diferencias estructurales mas complejas como la
flexibilidad de la cadena macromolecular y la naturaleza de su estructura carbonada
(Pierre et al., 2019).

Dada estas diferencias a las que se les atribuye muchas de sus actividades
bioldgicas, han sido objeto de investigacion en multiples areas con especial énfasis en
lo que es la identificacion de las rutas bioldgicas involucradas en su sintesis, la
optimizacion de sus procesos de produccién y el desarrollo de aplicaciones basadas en

las distintas propiedades que presentan (Freitas et al., 2017).

A pesar del gran ndmero de estructuras que han arrojado varias de las
investigaciones relacionadas con estas moléculas, solo se ha examinado el potencial
para el desarrollo industrial de aquellos polisacaridos que ya son reconocidos en el
mercado como la goma de xantana, dextrano y el pululano (Moscovici, 2015). Sin
embargo, como ya se mencion0 anteriormente estos polisacaridos presentan una mayor
variedad de estructuras y propiedades fisicoquimicas, lo que los hace aplicables en una
gran variedad de areas que van desde su uso como biomateriales o como modificadores
reoldgicos de sistemas acuosos, hasta agentes terapéuticos (Donot et al., 2012; Rehm,
2010).

2.1.2 Exopolisacaridos Microalgales

En la actualidad se conoce que existe una gran variedad de microalgas capaces
de sintetizar EPS con una gran diversidad estructural, esto con la finalidad de cumplir
con diferentes roles durante el ciclo de vida de estos organismos fotosintéticos. Entre
las diversas funciones en las que se les ha involucrado destacan la formacion de

biopeliculas, adhesion, procesos de interaccion celular, simbiosis y proteccion tanto
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para condiciones de estrés ambientales, asi como para predadores (D. Kumar et al.,
2018).

Estos EPS producidos por las microalgas se caracterizan por estructuras
quimicas complejas que van desde homopolimeros de glucosa o galactosa, hasta
heteropolisacaridos compuestos por varios monomeros de azlcar (Angelis et al., 2012).
En comparacion con otros microorganismos productores como las bacterias y
levaduras, las microalgas emplean una mayor diversidad de mondémeros de azlcar en
la misma macromolécula, ademas de la presencia de grupos quimicos como acidos

urénicos y sulfatos que contribuyen a las propiedades distintivas de sus EPS (Soanen

etal., 2016).

Tabla 1. Ejemplo de bioactividades de diferentes EPS producidos por

microalgas

Especie

Funcién

Referencia

Porphyridium
cruentum

Actividad antiviral
Propiedades
antioxidantes

(Patel et al., 2013)
(Talyshinsky et al.,
2002)

Porphyridium
aerugineum

Propiedades
antinflamatorias
Actividad antiviral

(Najdenski et al.,
2013)

Rhodella reticulata

Propiedades
antioxidantes
Incremento de viscosidad

(Chen et al., 2010)
(Filomena et al., 2015)

Phaeodactylum
tricornutum

Actividad antiviral
Anti adhesivo

(Bermudez et al.,
2004)

Chlorella vulgaris

Antinflamatorias

(Zhang et al., 2019)

oleoabundans

innmunoreuladora
Propiedades espesantes

Chlamydomonas Fungicida (Bafana, 2013)
reinhardtii
Neochloris Actividad (Wu et al., 2011)

(Lietal., 2020)

Aun asi, sabiendo que existen varias especies de microalgas productoras de EPS

como se muestra en la Tabla 1, en comparacion de otros microorganismos como las
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bacterias, el numero de especies identificadas capaces de producir EPS aun son muy
limitadas. Por lo tanto, los EPS de microalgas todavia estan en gran parte sin explotar
y solo recientemente se comenz6 a considerar su relevancia como productores de
polisacaridos valiosos, sobre todo por las propiedades mostradas como antioxidantes,
antivirales y anticancerigenas, que conducen al desarrollo de candidatos farmacéuticos

prometedores.

2.1.2.1 Aplicaciones del EPS Microalgal

Dentro de las aplicaciones mas comunes en los que podemos encontrar estos
EPS producidos por microalgas se encuentra su uso como agente espesante dentro de
la industria alimentaria, esto gracias a su capacidad de alterar comportamientos
reolégicos en soluciones acuosas. Un ejemplo de esto es el EPS producido por
Chlorella sp. el cual ha mostrado ser un agente espesante prometedor tanto para la
industria alimentaria, asi como para la cosmética (Yalcin et al., 1994).

Otras de las microalgas que destaca por su EPS producido es P. aerugineum, el
cual se ha sugerido su aplicaciébn como agente espesante para fluidos impulsores
acuosos para mejorar la recuperacion del petréleo atrapado en el espacio poroso de las

rocas del yacimiento (De Philippis et al., 2000).

Sin embargo, a pesar del potencial desarrollo que presentan estos EPS para su
produccidn, su industrializacion enfrenta muchos desafios y avanza a un ritmo lento,
aunque en la actualidad ya existe en el mercado empresas emperiadas en explotar estos
compuestos como es el caso de la empresa conocida como “Frutarom” la cual se
encarga de comercializar el EPS producido por la microalga Porphyridium sp. bajo el
nombre comercial de Alguard ™ para su uso en cosméticos (Pierre et al., 2019). Dentro
de esta industria son utilizados como ingredientes activos ya que representan una clase
atractiva de polimero por su alta afinidad a sustratos anionicos como la piel y el cabello,

por lo que son muy eficaces como agentes cosméticos acondicionadores.
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2.2 EPS de N. oleoabundans

N. oleoabundans es una microalga verde clorofita de agua dulce la cual ha sido
de gran interés biotecnoldgico desde la década de 1980 cuando se demostrd por primera
vez de su gran potencial como especie productora de biocombustible, debido a que
puede llegar acumular una gran cantidad de lipidos neutros, de los cuales los
triglicéridos (TAG) representan alrededor de un 80% de los lipidos totales (Morales-
Sanchez et al.,, 2013). Ademas, también destaca su alta tasa de crecimiento en
comparacién con otras especies y su gran versatilidad para poder crecer en ambientes

salinos.

Entre estas y otras cualidades, han despertado el interés de madltiples
investigadores que han llegado a realizar grandes aportaciones sobre las distintas
cualidades que presenta esta especie, entre las cuales destaca recientemente su
habilidad de producir EPS. Esto gracias a la tarea de Wu y colaboradores (2011)
quienes documentaron que al someter a N. oleoabundans bajo condiciones
mixotroficas, utilizando glucosa o lactosa como fuente de carbono, obtuvieron como

resultado la produccidn de hasta 5 g/L de biopolimeros de alta viscosidad.

En base a estos resultados se abrié una nueva ventana de investigacion en la que
recientemente Li y colaboradores (2020) abordaron para detallar con mayor claridad
las condiciones propicias para la produccion del biopolimero, asi como también las
propiedades quimicas y bioactivas del EPS, en donde en encontraron que la glucosa, la
galactosa y la maltosa, asi como la presencia de NaNOs en el medio de cultivo
permitieron la mayor produccién de EPS. Ademas, pudieron demostrar la presencia de
actividad inmunomoduladora in vitro e in vivo, fomentando a futuras investigaciones
el uso del biopolimero producido por N. oleoabundans para la elaboracién de productos

farmacéuticos.

2.3 Recuperacion de EPS

Dado que los EPS son liberados al medio de cultivo de forma natural, ofrecen

una gran ventaja inicial para facilitar los procesos de recuperacion del biopolimero.
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Estos procesos de recuperacion dependen en gran manera de tres elementos clave, los
cuales consisten en: conocer las caracteristicas del microorganismo productor, el tipo
de EPS que se plantea extraer y el grado de pureza que se desea obtener (Oleksy-
sobczak et al., 2020).

El primer paso que se plantea para iniciar con la recuperacion del EPS consiste
en la inactivacién y eliminacion de células microbianas del caldo fermentado,
generalmente para el proceso de inactivacion se emplean altas temperaturas similares
a las de un proceso de pasteurizacion (Angelini et al., 2016). Con esto también se
inactivan las enzimas que pueden degradar el polimero en etapas posteriores de

recuperacion.

Después de la etapa de inactivacion la eliminacion de las células del medio se
lleva a cabo por medio de métodos fisicos como centrifugacion y filtracion por
membrana (Grima et al., 2003; Palaniraj & Jayaraman, 2011). La centrifugacion es el
proceso mayormente utilizado para la separacion de las celulas del medio.
Posteriormente, una vez obtenida la fraccion soluble, esta se precipita utilizando
alcoholes absolutos como metanol y etanol. La polaridad de estos solventes junto con
la temperatura de precipitacion tiene un impacto importante en el rendimiento final del
EPS (A. Kumar et al., 2013).

En general estos pasos representan la metodologia para un sistema de extraccion
de EPS. Aun asi, se pueden utilizar varios procedimientos adicionales para eliminar
contaminantes como la re-precipitacion con soluciones acuosas diluidas o
desproteinizacion por métodos quimicos o enzimaticos (Soanen et al., 2016), para esto
se debe tener siempre en cuenta la demanda de la pureza que se requiere para la

aplicacion que se le quiere dar al biopolimero.

Aun asi, a pesar de que se han desarrollado distintos métodos para el
aislamiento y el analisis del EPS, no existe un método estandarizado por el cual se
puedan obtener grandes rendimientos, ya que como se mencioné anteriormente estos
procedimientos van adaptados en funcion del EPS que se esta trabajando.
Lamentablemente varias de estas tecnologias requieren de multiples pasos que

conllevan a grandes pérdidas econdmicas por los largos tiempos establecidos en el
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proceso completo, asi como la pérdida del producto por cada etapa de
recuperacion/purificacion empleada, por lo que es necesario desarrollar tecnologias
economicas, efectivas y favorables para el medio ambiente para producir y purificar
EPS de alto rendimiento para aplicaciones industriales.

2.4 Fermentacion extractiva

En busca de soluciones para llevar a cabo un sistema eficiente de produccion
continuo, la fermentacion extractiva ha representado un nuevo enfoque que permite
integrar el proceso de fermentacion y extraccion en uno solo, eliminando de manera
selectiva el metabolito de interés del medio de cultivo (Jatoi et al., 2021). Esto a partir
de diferentes estrategias como el uso de agentes hidrofilicos como algunos tipos de
polimeros (polietilenglicol, dextrano, polipropilenglicol, etc.) y sales (fosfatos,
sulfatos, citratos, etc.) que se combinan en ciertas concentraciones criticas, lo que
resulta en la formacion de dos fases hidrofilicas obteniendo como resultado la
recuperacion de productos de interés, como proteinas o nanoparticulas en la fase mas
soluble, mientras que el material menos soluble como la biomasa se concentra en la
fase menos soluble (Benavides et al., 2008). Con este tipo de métodos no solo se han
superado limitaciones como la inhibicion del producto y la baja productividad
volumétrica ahorrando tiempo y costos, sino que también ha reducido el riesgo de
pérdida del producto durante los procesos individuales de separacién y purificacion
(Jatoi et al., 2021).

Para llevar a cabo la eliminacion del producto in situ se han propuesto diferentes
técnicas de separacion, las cuales han mostrado gran compatibilidad con el proceso de
fermentacion extractiva, entre las que destaca la extracciébn con solventes,
electrodialisis, sistemas de adsorcion, liquidos idnicos, extraccion de gas y los sistemas
de extraccion liquido-liquido (ATPS) (Othman et al., 2017). Entre los mas utilizados
podemos encontrar el uso de resinas de adsorcion de intercambio i6nico que han sido
probadas en diferentes estudios como el de Cho y colaboradores (2020) que a través

del uso de estas resinas obtuvieron mayores rendimientos de la thailandepsina A
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producida por Burkholderia E264, esto al reducir la inhibicién de la proteasa en el

medio de cultivo aumentando significativamente su produccion.

2.4.1 Aplicaciones de la fermentacién extractiva

Entre los productos méas estudiados para su recuperacion por medio de esta
técnica destaca la produccién de etanol y acido lactico, en los que se han empleado
diferentes disefios de fermentacion extractiva para su recuperacion. Entre los trabajos
mas recientes Lemos y colaboradores (2018) describieron el modelado y validacion
experimental de la produccion de etanol en fermentacion extractiva por lotes a partir
de &cido oleico en un biorreactor de columna de caida no convencional equipado con
un sistema de circulacion de bucle operado a un caudal de 10 L h -1para asegurar una
mezcla adecuada del caldo de fermentacion y la separacion de las fases acuosa y
orgénica, en donde pudieron obtener una productividad 12.7 — 29.8% mayor en

comparacién con el sistema en el que no se empled la fermentacion extractiva .

Para la recuperacion de acido lactico se han desarrollado metodologias como la
de (Kim & Moon, 2001) donde analizaron la recuperacién directa del acido lactico del
caldo de fermentacion utilizando un sistema de fermentacion extractiva de una etapa
con una division de tres compartimientos, informando que el sistema convertia el
lactato de sodio disponible en el medio de fermentacion en un 96% de acido lactico y
un 93% de hidréxido de sodio alcanzando una concentracion final de 157 g/L.

Otras de las cualidades que destaca esta tecnologia es su aplicacion en especies
como los mohos en los cuales se han realizado investigaciones como la de Wang y
colaboradores (2015) quienes utilizaron la fermentacion extractiva para la recuperacion
de pigmentos de Monascus anka a través de una solucion acuosa de micelas
surfactantes no iénicas, donde encontraron que la fermentacion extractiva en solucion
acuosa de micelas de surfactante no i6nico exportd selectivamente los pigmentos
intracelulares de M. anka en su caldo extracelular obteniendo una alta concentracion

de pigmento, es decir, aproximadamente 40 UA de pigmentos extracelulares de M.
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anka, mediante fermentacién extractiva a una concentracion de tensioactivo no iénico

relativamente alta de 10 g¢/L.

Sin embargo, a pesar de presentar diferentes metodologias compatibles con los
sistemas de fermentacion extractiva, los sistemas de extraccion liquido-liquido en la
actualidad representan una mayor eficiencia y selectividad para su aplicacién en la
recuperacion y produccion de compuestos de interés industrial, por lo que en la mayoria
de los estudios realizados para llevar a cabo un proceso de fermentacion extractiva

optan por incorporar el sistema ATPS mas adecuado para su disefio de produccion.

2.5 Sistemas de dos Fases Acuosas (ATPS)

Los sistemas acuosos de dos fases (ATPS) son una técnica de extraccion
liquido-liquido que se ha utilizado para establecer bioprocesos para la recuperacion
primaria y la purificacion parcial de una variedad de productos biologicos, incluidas
proteinas, material genético, nanoparticulas, productos de bajo peso molecular, células
y organelos (Chavez-Santoscoy et al., 2010). Las principales ventajas de esta técnica
sobre otras técnicas de separacion incluyen un aumento en la viabilidad, la capacidad
de integracion de procesos, biocompatibilidad, factibilidad para operaciones continuas,
facil escalamiento y una atractiva eficiencia para la concentracion y purificacion de
biomoléculas. Estos sistemas se originan cuando los compuestos hidrofilicos como
algunos tipos de polimeros (polietilenglicol, dextrano, polipropilenglicol, etc.) y sales
(fosfatos, sulfatos, citratos, etc.) se combinan en ciertas concentraciones criticas, 1o que
resulta en la formacién de dos fases que tienden a separarse debido a su
incompatibilidad (Sinha et al., 2000), obteniendo de esta forma una fase con los

productos deseados y en otra los no deseados como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema general de un proceso de recuperacion por ATPS

En la literatura se describen tres tipos principales de sistemas ATPS: (1) polimero-sal,
(2) polimero-polimero y (3) ATPS construidos con compuestos alternativos, por
ejemplo, éxido de etileno y copolimeros de 6xido de propileno (EOPO), hidroxipropil
almidon (HPS), acido iminoadiacético (IAA), etc. Cabe mencionar que existen clases
alternativas como los sistemas liquido ionico/sal y alcohol de bajo peso molecular/sal
que han mostrado un gran potencial para su aplicacién en la recuperacion de
compuestos bioldgicos (Benavides et al., 2008). De los usos de los sistemas de sal
polimérica, el fosfato de polietilenglicol (PEG) -potasio es particularmente preferido
debido a importantes ventajas, que incluyen una caracterizacion extensa, bajo costo y
una amplia gama de aplicaciones. Ademas, la integracion y la intensificacion de
procesos pueden lograrse utilizando estrategias basadas en ATPS que resultan en

procesos optimizados que son faciles de ampliar (Teke & Pott, 2021).

El funcionamiento correcto para la particion de los componentes en un sistema ATPS
depende principalmente de sus propiedades fisicoquimicas entre las cuales destaca el
peso molecular del polimero, su hidrofobicidad y su carga neta electroquimica
superficial. La presencia de sal también influye en el comportamiento de las fases que

también provocan cambios segun su tipo y su concentracion (Igbal et al., 2016).
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Para conocer como impactan este tipo de variables dentro de uno de estos sistemas de
extraccion, se llevan a cabo estudios como el de Chavez-Santoscoy y colaboradores
(2010) en donde evaluaron parametros como masa molecular de polietilenglicol (PEG),
concentracion de PEG y sal para determinar bajo cuales de estas condiciones era
factible la recuperacion de B-caroteno y luteina de la cianobacteria Synechocystis sp,
encontrando que bajo un sistema ATPS PEG - dextrano (6.6% p / p de PEG 3350, 8.4%
p/ p de dextrano 66900, pH 7) y (4.22% p / p de PEG 8000, 9.77% con dextrano 66900,
pH 7) se logra el crecimiento de Synechocystis sp. y la recuperacién de luteina en fases

opuestas.

Otro ejemplo similar se refleja en el trabajo de Othman y colaboradores (2017)en el
cual se estudiaron las condiciones Optimas para la recuperacién acido lactico bajo un
sistema bifasico de etanol /fosfato de hidrogeno dipotésico. A partir de este trabajo
obtuvieron las mejores condiciones de extraccion de acido lactico utilizando una
concentracion del 30.23% p / p de etanol, 18.40% p / p de fosfato de hidrogeno
dipotasicoy 80 g/ | de &cido lactico. El coeficiente de reparto maximo del acido lactico

y el rendimiento de extraccion se determin6 como 2.26 y 87%, respectivamente.

2.5.1 Sistemas ATPS aplicados a Microalgas

A lo largo de los afios la extraccion de productos en sistemas de dos fases se ha
aplicado a una amplia variedad de especies que van desde bacterias, levaduras, células
vegetales y en menor medida las microalgas. Estos microorganismos fotosintéticos son
utilizados actualmente para la produccion de productos especializados y cada vez se
consideran con mayor interés para la produccion de productos a granel (Kleinegris et
al., 2011). Sin embargo, para que este proceso de produccion sea econémicamente

viable, los costos de produccion deben de reducirse considerablemente.

Por esto mismo se han considerado la aplicacion de estos sistemas de dos fases
los cuales han demostrado tener mejores rendimientos que los métodos convencionales
ademas de reducir los costos de produccion. Entre algunos de los trabajos que destaca

la recuperacién de metabolitos intracelulares de interés a partir de microalgas se
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encuentra el estudio elaborado por Gomez-Loredo y colaboradores (2014) donde
evaluaron diversos parametros para la recuperacion de fucoxantina producida por
Isochrysis galbana y Phaeodactylum tricornutum en un sistema de recuperacion de dos
fases compuesto por etanol y fosfato de potasio, en donde obtuvieron hasta un 95.36%
de recuperacion y 66.01% de pureza para los extractos metandlicos de P. tricornutum
y un 89.18% de recuperacion y 78.74% de pureza para los extractos metandlicos de I.

galbana.

Otra de las microalgas que ha sido objeto de estudio de este tipo de tecnologias
debido a la gran relevancia que presenta como productora de moléculas de interés es
N. oleoabundans, la cual como se ha comentado anteriormente presenta una gran
cantidad de facultades favorables para su explotacion por medio de un sistema ATPS.
Suarez Ruiz y colaboradores (2018) probaron varios sistemas acuosos de dos fases para
separar selectivamente los pigmentos y proteinas de N. oleoabundans, encontrado que
el sistema compuesto de polietilenglicol y dihidrogenofosfato de colinio mostré los
mejores indices de recuperacion al obtener en la fase rica en polimero 97.3 + 1.0% de
luteina y 51.6 £ 2.3% de clorofila, mostrando una gran compatibilidad entre estos

sistemas y la recuperacion de compuestos de N. oleabundans.

Recientemente Suarez Ruiz y colaboradores (2020) elaboraron un sistema de
recuperacion de carbohidratos de N. oleoabundans para comprender mejor el
fraccionamiento de estas moléculas dentro de un sistema de recuperacion ATPS, donde
encontraron que a partir del sistema compuesto Polietilenglicol 400 -
Dihidrogenofosfato de colinio (PEG400-ChDHp), la glucosa libre de la microalga se
fracciono hasta alcanzar una recuperacion del 99% en la fase inferior méas hidratada,
simultaneamente alcanzaron una recuperacion del 70% para el almidon en la interfase

después de dos extracciones liquido-liquido adicionales con PEG400-ChDHp.

Como se ha demostrado con los ejemplos anteriores, existen varios mecanismos
de extraccidon que desempefian un papel importante en la aplicacion de los sistemas
ATPS en las microalgas donde se ha demostrado que, en el caso de productos
extracelulares, la aplicacion de sistemas bifasicos para la extraccion in situ puede ser

muy valiosa. Sin embargo, en su mayoria parten de un proceso de extraccion a través
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de la permeabilizacion o la muerte celular, en donde la extraccion in situ no es ideal,
por lo que seria recomendable trabajar este tipo de procesos con microalgas capaces de
excretar el producto de interes a su medio y de esta manera facilitar estos sistemas de
produccion/recuperacion. De esta manera, los costos de procesamiento pueden

reducirse mientras el producto se extrae de manera selectiva.

2.5.2 Polimeros termosensibles

Los sistemas ATPS utilizan predominantemente PEG y dextrano de alto peso
molecular o un sistema de polimero-sal. Sin embargo, una de las restricciones de estos
sistemas es que la mayoria de los componentes formadores de fase no se pueden
reciclar de forma eficaz (Rico-Castro et al., 2017). Esta falta de reciclabilidad resulta
en un proceso costoso y de contaminacion ambiental, que se ha convertido en un
obstaculo para las aplicaciones de ATPS en la industria biotecnoldgica, ademas de que
se ha descubierto que el empleo de altas concentraciones de sales es tdxico para las

células microbianas.

Como una solucidn a estas problematicas se ha investigado el uso de polimeros
termo-separadores, los cuales cambian drasticamente su solubilidad en agua con la
temperatura, dividiéndose en dos fases inmiscibles cuando se incuban por encima de
su temperatura de solucidn critica mas baja (LCST) (Rico-Castro et al., 2017), donde
la fase inferior esta enriquecida en polimero (entre 40% y 80% en peso de polimero) y
la fase superior contiene mayoritariamente agua. A partir de esta estrategia puede
llevarse a cabo la recuperacion del compuesto de interés en la fase acuosa y los

polimeros a su vez pueden reciclarse para su reutilizacion en la fase inferior.

Los copolimeros aleatorios de etilenglicol y propilenglicol (a menudo
denominados EOPOQ) son un ejemplo tipico de polimero de termo-separacion que se ha
aplicado con éxito para la recuperacion de biomoléculas con el reciclaje de polimero
(Huang & Forciniti, 2002). Al introducir estos copolimeros EOPO en el ATPS

polimero / polimero y polimero / sal convencional, se puede generar una gran cantidad
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de ATPS hibridos con un gran potencial para la recuperacion de biomoléculas de alto

valor.

2.6 Fermentacion extractiva acoplada con sistema ATPS

En comparacién con otras técnicas los sistemas ATPS formados con polimeros
termosensibles muestran una gran compatibilidad y capacidad de integracion de
procesos entre los que destaca la fermentacion extractiva, en el cual el sistema de
expresion crece en una de las fases del sistema mientras que el producto de interés se
excreta y se reparte hacia la fase opuesta (Show et al., 2012). Por lo tanto, el producto
se puede eliminar del sistema sin necesidad de recuperacion de biomasa o rotura

celular.

Este enfoque integrador no solo ahorra tiempo y costos, sino que también
reduce el riesgo de pérdida de producto durante los procesos individuales de separacion
y purificacion. Ademas, las ventajas de la fermentacion extractiva también incluyen la
disminucion de los efectos toxicos del producto sobre el crecimiento microbiano,
minimiza los efectos de degradacion provocados por la temperatura y el pH y supera
la baja productividad volumétrica que a menudo ocurre en el proceso de fermentacion

convencional (Cruz Filho et al., 2020).

El uso de esta tecnologia en conjunto ha sido utilizada en modelos bacterianos
como Bacillus cereus en la produccion de ciclodextrina glicosiltransferasa propuesto
por Suan y colaboradores, (2012) donde implementaron la construccion de un sistema
con copolimero de separacién térmica y sales de fosfato de potasio para la extraccién
de la enzima. A partir de esto obtuvieron un rendimiento maximo del 87% en la
recuperacion de la enzima en donde este mismo copolimero pudo recuperarse en las
siguientes fases de extraccion en un 80% obteniendo un modelo funcional para la

produccion, y el reciclado del EOPO para la extraccion de la enzima.

De igual forma esta metodologia ha sido aplicada para diversos
microorganismos aparte de bacterias como hongos y células vegetales en los que

destaca el estudio elaborado por Badhwar y colaboradores, (2019) que establecieron
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un sistema de produccion y recuperacion de pululano a través de un sistema de
fermentacion extractiva con PEG 4000-Dextrano 500. En cuanto a su aplicacion en
células vegetales Suan y colaboradores, (2017) a través de un sistema acuoso de dos
fases llevaron a cabo la obtencion de polifenoles producidos por Camellia sinensis a
través de agentes termosensibles de 6xido de etileno-6xido de propileno (EOPO),
obteniendo un total del 96.54% de polifenoles en la fase rica del EOPO 2500 con una
recuperacion del 95.2% del polimero tras la induccién por calor.

A partir de los resultados positivos obtenidos en cada una de las pruebas para
la aplicacion de estos sistemas se ha evaluado su extension a diversos microorganismos
gue sean capaces de excretar estos metabolitos de interés, con el objetivo de generar
una produccion a mayor escala que permita generar mayores ganancias en comparacion

con los sistemas de fermentacion tradicionales.
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CAPITULO 3

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

La fermentacion extractiva acoplada con agentes termosensibles permite la
produccion y recuperaciéon de exopolisacaridos obteniendo rendimientos similares o

mejores comparados con los métodos convencionales de recuperacion.
3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo General

Producir y recuperar exopolisacaridos de N. oleoabundans a partir de la técnica

de fermentacién extractiva mediante agentes termosensibles (EOPQ)

3.2.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar la viabilidad del cultivo con los agentes termosensibles.

2. Determinar los parametros (tiempo y temperatura de proceso, concentracion del
agente termosensible) para la produccién y recuperacion del exopolisacérido
producido por N. oleoabundans mediante fermentacion extractiva.

3. Determinar la recuperacion de biomasa y EPS durante el proceso de extraccion
fermentativa

4. Comparar sistemas de produccién y recuperacion con los pardmetros ya

establecidos con la formacion de fases por lotes y por un proceso semicontinuo.

3.3 Aportacion cientifica

La aportacion cientifica del presente trabajo consiste en el desarrollo de una
técnica de fermentacion extractiva para la produccion y recuperacion de

exopolisacaridos de N. oleoabundans a partir de agentes termosensibles (EOPO).
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1 Plan de trabajo del proyecto de investigacion

~
Deltt.erm;nar Ial w::bﬂ;dad bd_el ( Caracterizacion de la Encontrar las condiciones para
TG oleoabunaans bajo > produccion de EPS bajo la la generacién de dos fases con
la presencia del agente influencia del EOPO el EOPO
termosensible EOPO 12,000

Determinar la capacidad para Cuantificar la produccién de EPS

a partir de un sistema de ¢
fermentacion extractiva

llevar a cabo la produccién de
EPS bajo un sistema
semicontinuo

4.2 Disposicion de residuos

Los residuos generados durante el proceso de este proyecto de investigacion se
dispusieron y clasificaron de acuerdo con sus caracteristicas y a los reglamentos
establecidos por la FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS, UANL. El
Departamento de Medio Ambiente y Seguridad de la Facultad de Ciencias Quimicas
se asegurara de llevar a cabo las labores pertinentes de almacenaje previo a la
disposicion final de los residuos de acuerdo con los procedimientos para la clasificacion
de estos siguiendo el formato PR-CLB-SRR/000.

4.3 Materiales

Micropipetas de 0.5-10, 2-20, 20-200 y 100-1000 puL marca LabNet, puntillas
para micropipeta marca Eppendorf, tubos para microcentrifuga de 1.5 mL marca Fisher
Scientific, filtros de celulosa de didmetro de poro 0.45 um marca AHLSTROM,
matraces Erlenmeyer 50, 125, 250 y 500 mL marca Pyrex, tubos para centrifuga 15 y

30



50 mL marca Corning, pipetas desechables de 10 y 5 mL marca Thermo Scientific,

filtros Whatman grado 1, pipeta serologica de 50 mL y jeringas desechables de 10 mL

4.4 Reactivos

KNOs marca DEQ, NaH2PO4¢2H.O marca PQM, KH.PO. marca JT Baker,
HEPES marca Sigma-Aldrich, H:BOs marca DEQ, EDTA-Fe (111)-Na marca Sigma
Aldrich, EDTA-Na. marca Sigma-Aldrich, ZnSO.s7H.O marca JT Baker,
MnCl.*4H.O marca Sigma-Aldrich, CuSO4+5H20 marca JT Baker, MgSO4*7H-0
marca DEQ, CaCl.+2H-O marca DEQ, Vitamina B12 marca Sigma-Aldrich, D-Biotina
marca Sigma Aldrich, Tiamina-HCI marca Sigma-Aldrich, NaCl marca JT Baker, a-
D-glucosa marca Sigma Aldrich, agar bacterioldgico marca BD Bixon, HCI marca JT
Baker, NaOH marca DEQ), etanol absoluto 96% marca DEQ, poly (ethylene glicol-ran-
propylene glicol) MW 12,000 marca Sigma.

4.5 Equipos

Camara de flujo laminar marca Prendo, medidor de luz quantum meter MQ200
marca Apogee, vortex marca VWR, incubadora marca LabTech, centrifuga Legend XF
marca Thermo Scientific, concentrador modelo Integrated SpeedVac marca Thermo
Scientific, vortex marca Thermo Scientific, Potenciémetro marca HANNA, autoclave
marca ALL AMERICA-USA, Microscopio 6ptico marca Carl Zeiss, balanza analitica
marca OHAUS, balanza analitica marca Thermo Scientfic, chmara de Neubauer marca

Supe Rio.

4.6 Realizacion del proyecto

Este proyecto fue realizado dentro de las instalaciones del Laboratorio de
Innovacion y desarrollo Biotecnolégico en el Centro de Investigacion en Biotecnologia
y Nanotecnologia (CIBYN) de la Facultad de Ciencias Quimicas, UANL, ubicado en

el Parque de Investigacion e Innovacién Tecnologico (P1IT) en Apodaca, Nuevo Leon.
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4.7 Elaboraciéon del medio cultivo

Para el crecimiento de N. oleoabundans durante el desarrollo de todos los

experimentos se utilizé un medio base de agua dulce descrito por Salimy colaboradores

(2011) utilizando los reactivos y cantidades que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion del medio de cultivo descrito por Salim y colaboradores

2011 para preparar un litro

Reactivos Cantidad Reactivos | Cantidad

KNO:; 3g/L MgSO: 7H-0 | 0.4 g/L

NaH.PO:-H:.0 | 0.26 g/L CaCL2H.0 | 13 mg/L

KH2PO4 0.74 g/L VitaminaB12 | 1 ug/L
Primera | HEPES 2.38 g/L Segunda | D-Biotina 1 pg/L

Fase H;BO 61.8 ug/L Fase Tiamina-HCIl | 200 pg/L

EDTA-FE 0.11g/L Glucosa 20 g/L

EDTA-Na 37 mg/L

ZnS04-7TH-0 3.2 mg/L

MnCl-4H.0 13 mg/L

CuS0s-5H.0 1.83 mg/L

Para la realizacion del medio se pesé cada reactivo de la primera fase de acuerdo
con la cantidad establecida en la Tabla 2., Posteriormente, se colocaron los reactivos
en un matraz erlenmeyer para diluirlos con agua bidestilada hasta obtener el volumen
deseado. A continuacion, se ajusté el pH a 6.8 con HCl 1M o NaOH 1M y se paso a
esterilizar por autoclave a 121°C y 15 psi por 15 min. Finalizado el proceso de
esterilizacion se dejo enfriar a temperatura ambiente por 20 minutos para afiadir los

componentes de la segunda fase.

Previamente antes de afiadir los componentes de la fase dos, estos de igual
manera se pesaron y se ajustaron a un volumen conocido con agua bidestilada. Al
terminar el tiempo de enfriamiento se procedié agregar por filtro de jeringa los

componentes de la segunda fase en la campana de flujo laminar.
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4.8 Prueba de viabilidad con el EOPO

Para las pruebas realizadas en este trabajo se empled la microalga Neochloris
oleoabundans la cual fue adquirida del centro de coleccién de cultivos de microalgas
de la Universidad de Texas, EUA y el EOPO con un peso molecular de 12,000. Para el
comienzo del experimento se obtuvo un cultivo inicial de 100 mL en medio de cultivo
descrito por Salim y colaboradores (2011) que se dejé incubando por 12 dias a una
temperatura de 25 £ 2 °C, 150 rpm, con ciclos completos de luz, que se manejaran
como condiciones estandar a lo largo del trabajo. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se realizo un conteo celular del medio de cultivo a través de la camara de
Neubauer, el cual se llevé a cabo bajo un microscopio 6ptico utilizando el objetivo de
40x.

El método por el cual se procedio al conteo consistio en contar las células de la
microalga presentes en los cuatro cuadrantes situados en los extremos de la camara
como se muestra en la Figura 2. El célculo de la concentracion total de células se

desarrollé utilizando la Ecuacién 1

[Cl=% X FD x V Ecuacion 1
Donde:
[C]: Concentracidn celular (células/mL) FD: Factor de dilucion
X: Promedio de células contadas por V: volumen de la cdmara
cuadrante (10,000 mm?) equivalente a 1mL
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Figura 2. Esquema general de la cdmara de Neubauer representando en naranja los
cuadrantes utilizados para el conteo celular.

Una vez obtenida la concentracién celular del cultivo inicial se procedié a inocular cada
uno de los matraces de 125 mL con 50 mL de medio para la prueba de viabilidad con
una concentracion inicial conocida de 10, 000 cel/mL. Se inocularon dos matraces
control y para las pruebas con el EOPO 12,000 se inocularon por duplicado 50 mL de
medio con 10 %, 20 % y 30% de EOPO (v/v). Estos se dejaron incubando bajo
condiciones estandar por 24 dias siguiendo la metodologia de la Figura 3. Para
determinar la viabilidad del cultivo se realiz6 el conteo por camara de Neubauer cada

2 dias por el lapso de incubacion de 24 dias.

Para el andlisis de las cinéticas de crecimiento se utiliz6 el modelo matematico
corregido de Gompertz, con el cual se obtuvieron parametros como, la tasa de
crecimiento (B), el crecimiento maximo (a) y la fase adaptacién. Para el desarrollo del

modelo se empled la Ecuacion 2 (Gil et al., 2011).
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logN = A + D x exp|—exp(—B x (tiempo — M))] Ecuacion 2

Donde:
Log N: Logaritmo comin de poblaciones D: Conc. Méaxima de microorganismos
A Logaritmo comun de la poblacion inicial M: Crecimiento maximo (tiempo)

B: Tasa de crecimiento

Duplicado
24 dias de
incubacion
o 10,000 cel/mL Control EOPO 10%
N — __sehTE
—
Conteo cada
CuJIivo 2 dias
inicial
EOPO 20% EOPO 30%

Figura 3. Metodologia general para las pruebas de viabilidad con el EOPO a diferentes
concentraciones
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4.9 Prueba de produccion de EPS con el EOPO

La metodologia que se siguié para determinar si la presencia del EOPO afectaba la
produccion del EPS consistio en preparar por duplicado cultivos con 50 mL de medio
como se muestra en la Figura 4, con concentraciones de EOPO al 10, 15, 20, 25 % (v/v)
y un control sin EOPO. Se inocularon con una concentracion inicial conocida de 10,

000 cel/mL a partir de un cultivo inicial.

Después de 21 dias de incubacion se recolect6 el medio en tubos falcon de 50 mL para
la cuantificacion del EPS producido

Duplicado
21 dias de
incubacion
EOPO 10% EOPO 15% —. ﬁ
10,000 cel/mL ——
kb Control - Recoleccion
del medio
Cultivo
inicial
EOPO 20% EOPO 25%

Figura 4. Metodologia general para las pruebas de Produccion de EPS con el EOPO a
diferentes concentraciones

4.9.1 Recoleccién de la Biomasa y el EPS

El medio de cultivo recolectado en los tubos falcén fue centrifugado a 10,000
rpm por 20 minutos a 4°C. Después de esto el sobrenadante se transfirié a otros tubos
falcdn de 50 mL, mientras que la biomasa se llevo a conservar a una temperatura de -
20°C para su posterior secado. Una vez obtenido el sobrenadante este se filtrd por

medio de un filtro whatman con un didmetro de poro de 0.2 um. Enseguida se
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agregaron 2 volimenes de etanol al 96% por cada volumen de sobrenadante filtrado.
La mezcla se guardo por 12 horas a -20°C para la precipitacion del EPS. Finalizando
el tiempo de almacenamiento las muestras se volvieron a centrifugar a 10,000 rpm por

20 minutos a 4°C.

El sobrenadante obtenido se desechd y el pellet obtenido se lavé dos veces con
etanol al 70% para purificar la pastilla de EPS obtenida. Entre cada uno de los lavados
se llevd a cabo una centrifugacion a 9,500 rpm por 15 min a 4°C. Al finalizar los
lavados se desecho el sobrenadante y el pellet se seco por evaporacion a temperatura

ambiente por un tiempo de 25 minutos como se muestra en la Figura 5.

. - — Lavado con . ane
Centrifugacion etanol al 90% Centrifugacion

; b :
/'*‘@“. —> — /. —> — @

—— o / \ { S -
- v bt
Filtracion del
sobrenadante
- i Lavado con
Obtencién de Obtencién del @ etanol al 70%
EPS

‘ biomasa

Medio
recolectado v

+— )
Se repite = -
X2 *59'.

Centrifugacion

Figura 5. Metodologia utilizada para el proceso de recoleccidn de biomasa y EPS de N.
oleoabundans

4.9.2 Concentrado y Pesado de la Biomasa y EPS

Al finalizar el proceso de evaporacion del EPS, se procedio a determinar el peso
seco de cada una de las muestras incluyendo las muestras de biomasa almacenadas a -
20°C como se muestra en la Figura 6. El proceso de secado se realiz a través de un
concentrador al vacio, a una temperatura de 45°C y presion de 5 Thors con un tiempo

de corrida de 5 horas. Una vez transcurrido el tiempo de corrida, se pesaron cada una

37



de las muestras en la balanza analitica. Para esto anteriormente se pesaron cada uno de
los tubos sin la muestra, con el fin de obtener una diferencia entre el peso inicial y el
peso final con el EPS.

4 N

B — - B

Pellets de Concentrado de Pesaje de
biomasay EPS las muestras muestras

\_ /

Figura 6. Procedimiento general para la obtencidn de los pesos de la biomasa y
el pellet del EPS

4.10 Generacion de Fases con el EOPO

Para obtener las condiciones para la separacion de fases en un sistema de
fermentacion extractiva, se midieron diferentes temperaturas, concentraciones de
EOPO vy el tiempo de formacion de las fases en cada uno de los sistemas estudiados.
Para esto se partio de un cultivo inicial como se describe anteriormente en la seccion
4.8 en donde se inocularon 5 matraces por duplicado con medio de cultivo partiendo
de una concentracion inicial de 10,000 cel/mL, los cuales se dejaron incubando bajo
condiciones estandar por un periodo de 12 dias. Después del periodo de incubacion se
afiadieron 4 diferentes concentraciones del EOPO (10, 15, 20 y 25%(v/v)) y dos

matraces sin EOPO como controles del experimento como se muestra en la Figura 7.

Una vez afiadidas cada una de las concentraciones de EOPO se procedio a

someter a cada uno de los matraces a diferentes temperaturas para observar la
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formacion de fases. El cambio de temperatura se llevo a cabo por bafio Maria colocando
en la plancha térmica un vaso de precipitado de 1,000 mL con 400 mL de agua
bidestilada. Las temperaturas a las cuales fueron sometidos los matraces fueron de 30,
40, 50, 60 y 70 °C. Al momento de alcanzar la temperatura deseada se sumergio el
matraz con medio en el vaso de precipitado donde se midio el tiempo de formacién de
dos fases, dejando como un tiempo limite de formacion de 25 minutos. Este

procedimiento se repitid para cada una de las concentraciones de EOPO.

Duplicado

/A pr— 30°C

=3 =3 40°C

EOPO 1)0°/ | | EOPO 15% F i

b \ o ‘ 60 °C

— Eﬂi 70°C

& &
Control —>
(a‘lrt]l:}:lglo - - Registro de tiempo

EOPO 20% EOPO 25% aeitbfmacion e

Figura 7. Esquema general para las pruebas de formacion de dos fases

4.11 Caracterizacion de EPS en sistemas de fermentacion extractiva

Una vez obteniendo las mejores condiciones (temperatura, tiempo de formacion
de fases y concentracion de EOPQ) para la separacion de fases se caracterizd la
cantidad de EPS producida en un sistema de fermentacion extractiva siguiendo la
metodologia de la figura 8. Para esto se partié de un cultivo inicial como se describe
anteriormente en la seccion 4.6., Una vez obtenido el cultivo inicial, se inocularon por
duplicado matraces de 125 mL con 50 mL de medio de cultivo con una concentracion

inicial de 10,000 cel/mL dejandolos incubar por un periodo de 12 dias bajo condiciones
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estdndar. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se afadieron dos
concentraciones de EOPO (20, 25% v/v) y un control sin el EOPO.

Una vez inoculado cada uno de los medios con la concentracion de EOPO
correspondiente, se procedi6 con la formacion de fases utilizando una temperatura de
70 °C para todos los matraces. EI cambio de temperatura se logré por bafio Maria como
se muestra en la metodologia descrita en la seccion 4.10. Una vez que se observo la
presencia de las dos fases se procedio6 a separar fisicamente cada una de las fases del
medio de cultivo. La fase superior del sistema se extrajo del medio de cultivo por medio
de una jeringa de 10 mL., El contenido recuperado se deposit6 en tubos Falcon de 50
mL. Una vez que se extrajo toda la fase superior del sistema, la fase restante (inferior)

se traspaso de manera manual en tubos Falcon de 50 mL.

Ya obtenidas cada una de las fases en los tubos Falcon, se procedi6 a centrifugar
cada uno de los tubos a 10,000 rpm durante 20 minutos a 4 °C, en donde se separo la
biomasa del sobrenadante, a partir de aqui para el proceso de obtencion de EPS se
siguid la metodologia descrita en la seccion 4.9.1y 4.9.2 para el proceso de pesado de

la biomasa y EPS obtenido.

Recuperacion
Fase superior

Duplicado

25% 20%
Cultivo inicial | EQPO Ezgpo C LY —
Formacion de

fases

Recuperacion
Fase inferior

Figura 8. Proceso general para el sistema de fermentacion extractiva implementado parala
recuperacion de EPS
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4.12 Prueba de produccién de EPS bajo un sistema semicontinuo

Para poder comprobar la eficiencia de la técnica de fermentacion extractiva, se
aplicé un sistema semicontinuo para la produccion de EPS en donde se busco el
rendimiento y la factibilidad del proceso comparandolo con un sistema por lotes

convencional como se muestra en la Figura 9.

Para esto primero se prepard un cultivo inicial siguiendo la metodologia
presente en la seccion 4.8. Una vez obtenido el cultivo inicial se inocularon con una
concentracion inicial de 10,000 cel/mL cuatro matraces con 50 mL de medio de cultivo
que fueron incubados bajo condiciones estandar por un periodo de 12 dias. Después
del tiempo de incubacién 2 de los matraces fueron inoculados con una concentracion
del 25% de EOPO (cultivo 1y 2) mientras los otros 2 fueron utilizados para la prueba
por lotes (cultivo 3 y 4). Para la formacion de fases, los cultivos con EOPO se
sometieron a una temperatura de 70 °C, siguiendo la metodologia descrita en la seccion
4.10. Una vez que se obtuvieron las dos fases se procedio a extraer la fase superior del
sistema en una campana de flujo laminar por medio de una jeringa de 10 mL., El
contenido fue depositado en tubos falcon de 50 mL. Después de remover la fase
superior, esta fue remplazada por el mismo volumen tomado con la jeringa medio de
cultivo fresco como se muestra en la Figura 8., Una vez agregado el medio de cultivo
fresco este paso a incubarse bajo condiciones estandar por un periodo de 8 dias. Los 2
matraces que no fueron inoculados con el EOPO al finalizar la fase de incubacion
fueron sometidos a una temperatura de 80 °C por un lapso de 10 minutos. Al finalizar
el calentamiento, el contenido de los matraces fue vaciado en tubos falcon de 50 mL
para posteriormente ser centrifugados. El proceso de centrifugacion y obtencion de

EPS se llevo a cabo de acuerdo con las secciones 4.9.1y 4.9.2
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Figura 9. Metodologia empleada para el sistema de fermentacién extractiva implementado
para la recuperacion de EPS

4.13. Confirmacion de EPS por el método de azucares totales

Una vez que se obtuvieron las pastillas de los EPS correspondiente en cada una
de las pruebas de produccion correspondientes al apartado 4.12, se utiliz6 el método
de azucares totales para demostrar la presencia de azucares en el precipitado final
obtenido después de concentrar el EPS. Para la prueba se tomd la pastilla obtenida en
las pruebas de fermentacion extractiva con un 25% de EOPO para diluirlas

posteriormente en 5 mL de agua destilada hasta disolver por completo el precipitado.

Se realiz6 una curva de calibracion por triplicado utilizando una solucién de
100 mL de glucosa al 0.1% en diferentes concentraciones (Material Suplementario.
Figura 31). Una vez que se prepararon cada una de las concentraciones se afiadié 0.5
mL de fenol al 5% en cada uno de los tubos en donde se agitaron suavemente por un
minuto. Posteriormente se afiadieron 2.5 mL de acido sulfirico concentrado a cada uno
de los tubos que se dejaron enfriando en hielo por 10 minutos. Transcurridos los 10
minutos se procedio a leer las absorbancias en el espectrofotdmetro utilizando una

longitud de onda de 490 nm. Para el analisis de la muestra se tomaron 25 pL de la

42




solucion con la pastilla disuelta que se depositd en un tubo de ensayo con 475 uL de
agua destilada. Una vez disuelto, de igual manera se afiadio como se describio
anteriormente el fenol al 5% y el &cido sulfurico concentrado para posteriormente llevar

a cabo las lecturas en el espectrofotometro como se muestra en la Figura 10.

4 N

Pastilla con Solucién /—\ /\
EPS con EPS Lectura a
= 490 nm

Enfriamiento
—_—

\/ Fenol 5% acido
sulfurico

S

e

Muestra

Figura 10. Metodologia general para la prueba de azucares totales aplicada a las muestras
obtenidas de la prueba de produccién

4.14. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se empled el programa minitab 18 el cual se utilizo
para la realizacion de la prueba ANOVA y Tukey con los valores obtenidos de
concentracion celular, utilizando diferentes concentraciones de EOPO. También se
empled el programa STATISTICA 10 (TIBCO® Data Science) en el cual se realizaron

todos los gréaficos correspondientes al modelo de Gompertz.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1 Pruebas de viabilidad con el EOPO

Para la evaluar la viabilidad de la microalga en presencia del agente
termosensible (EOPO) se utilizaron 3 distintas concentraciones del EOPO 12,000 (10,
20 y 30%) ademaés de un control., El crecimiento celular fue monitoreando por conteo
celular a partir de una cAmara de Neubauer. Como se muestra en la Figura 11 todos los
matraces fueron inoculados con una concentracion inicial de 10, 000 cel/mL partiendo

desde el mismo punto base sin mostrar crecimiento aparente de ningudn tipo.

Figura 11. Primer dia de incubacién de los matraces inoculados con diferentes
concentraciones de EOPO: A) Control. B) Matraces con 10% de EOPO. C) Matraces con 20%
de EOPO. D) Matraces con 30% de EOPO
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A partir del octavo dia de incubacion se aprecié un cambio color verde en los medios
control y con un 10% de EOPO en respuesta al crecimiento positivo por parte de la
microalga. Para el matraz con un 20% de EOPO, empezé a mostrar signos positivos de

crecimiento a partir del treceavo dia de incubacién como se muestra en la figura 12.

Figura 12. A) Matraces control después de 8 dias de incubacién. B) Matraces con 10% de
EOPO después de 8 dias de incubacion. C) Matraces con 20% de EOPO después de 13 dias
de incubacion

Al finalizar el periodo de incubacién se realiz6 una comparacion visual entre
cada uno de los matraces con diferentes concentraciones de EOPO, en donde se pudo
apreciar un decremento en el color de los medios de cultivo. Esta falta de color se fue
haciendo méas notoria con el incremento de la concentracion del EOPO. Siendo el
matraz control el que presentaba una mayor presencia de pigmento a comparacion de
los matraces con 30% de EOPO, los cuales no presentaron ningun tipo de pigmentacion
como se muestra en la Figura 13.

- .
oo | [ _convor |8 coro 14 [N coro 1o I coro20% |1 [corozon.

Figura 13. Matraces correspondientes a la prueba de viabilidad al finalizar el tiempo de
incubacion de 24 dias
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Figura 14. Curva de crecimiento de N. oleoabundans bajo diferentes concentraciones del EOPO

12,000 en un plazo de 24 dias

Como se puede observar en la Figura 14 la presencia del agente termosensible
en diferentes concentraciones en el medio de cultivo afectd el crecimiento de N.
oleoabundans. Se puede apreciar que la concentracion con un 10% de EOPO establecio
una mayor similitud al matraz control, el cual se mantuvo en crecimiento constante por
alrededor de 18 dias, al contrario del matraz con un 30% de EOPO el cual se mantuvo
estatico, sin presentar algun indicio de crecimiento durante todo el experimento,

permaneciendo de forma inactiva los 24 dias de incubacién.

En cuanto al matraz con un 20% de EOPO, este presentd crecimiento
significativo junto con una pigmentacién verde caracteristica de la presencia de la
microalga en el medio de cultivo hasta el dia 15 del experimento, teniendo una fase de
retardo de 5 dias en comparacion con el matraz control y el de 10% los cuales
presentaron un comportamiento similar en el décimo dia como se muestra en la Figura
13. Sin embargo, el crecimiento que presentd el matraz con una concentracién del 20%

de EOPO fue disminuyendo después del dia 19 hasta el final del experimento.
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Para confirmar que existe un efecto significativo en el crecimiento de N.
oleoabundans al implementar diferentes concentraciones del EOPO se realizd una
prueba ANOVA unifactorial con un alfa del 0.05, en donde se utilizé como referencia
la concentracion celular obtenida una vez que los cultivos entraron a una fase
estacionaria después de 19 dias de incubacion. Como resultado del analisis estadistico
(Material suplementario tabla 8) se observd que bajo las 3 concentraciones de EOPO,
existia una diferencia significativa entre la concentracion celular de cada uno de los
matraces, siendo el matraz control el de una mayor concentracion y el matraz con un

20% de EOPO el de menor concentracion.

A partir de esta prueba estadistica se buscd si existia una diferencia significativa
entre cada una de las medias de los tratamientos, para esto se realizo6 la prueba de Tukey
que confirmod que entre el control y los matraces con 10% de EOPO no existia una
diferencia significativa, de igual manera se observo el mismo comportamiento con los
matraces con un 20 y 30% de EOPO los cuales no mostraron diferencia significativa.
Sin embargo, al comparar el control y el matraz con un 10% de EOPO con las medias
de los matraces con un 20 y 30% de EOPO, se podia apreciar una diferencia
significativa entre ellos (Material suplementario tabla 9).

Tabla 3. Valores obtenidos a través del modelo matematico de Gompertz aplicado a
las cinéticas de crecimiento de N. oleoabundans

Medio D B M R R?

Control 3.9931 0.0105 180.96 0.9974 0.9948
10% 3.7358 0.0159 207.57 0.9994 0.9997
20% 2.8957 0.0256 303.58 0.9934 0.9967
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En cuanto a los resultados obtenidos a través de la cinética de crecimiento de
N. oleoabundans utilizando el del modelo matematico de Gompertz, se pudo observar
que tanto las concentraciones con un 10 y 20% de EOPO tuvieron una fase de retraso
en el crecimiento mucho mas extendida (M) en comparacion con el matraz control
como se muestra en la Tabla 3, este efecto se puede corroborar con las graficas de la
Figura 15 en donde se puede apreciar una pausa mas prolongada en el crecimiento de
N. oleoabundans a partir de una mayor concentracion de EOPO empleado en el medio
de cultivo. Ademas, de una poblacion celular mayor (D) en los sistemas con menor

concentracion del agente termosensible.
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b) EOFO 10%
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Figura 15. Ajuste del modelo matematico de Gompertz para el crecimiento N. oleoabundans
bajo diferentes concentraciones del EOPO 12,000 A) Matraz Control B) Matraz con 10% de
EOPO C) Matraz con 20 % de EOPO
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A partir de los resultados mostrados anteriormente, se puede destacar que la
presencia del EOPO en el medio de cultivo afecta significativamente el desarrollo de
la microalga y entre mas alta es la concentracion del polimero mas repercute en su
desarrollo. Esto se puede apreciar al comparar los valores obtenidos por el matraz
control en la Tabla 3 con los matraces con un 10 y 20% de EOPO, en donde se indica
que el matraz control tiene la mayor poblacion maxima alcanzada y el menor tiempo
de duracion en la fase de latencia. En cuanto al matraz con un 30% de EOPO, este no
se incluyd para su estudio en el modelo de Gompertz al no mostrar crecimiento durante

todo el experimento manteniéndose constante con el mismo valor.

5.2 Recuperacion de Biomasa y EPS con el EOPO

Para las pruebas de produccion de EPS a partir de las diferentes concentraciones
de EOPO se pudo apreciar una mayor concentraciéon de EPS en los sistemas con una
menor concentracion de polimero como se muestra en la Tabla 4. Una vez que se
aumentaba la concentracion del EOPO en el medio de cultivo, la recuperacion de EPS
fue siendo menor hasta llegar a la concentracion con un 25% de EOPO del cual ya no
se pudo obtener EPS.

Tabla 4. Valores obtenidos EPS para las pruebas de produccion con diferentes
concentraciones de EOPO después de 21 dias

Concentracion EPS Desviacion Biomasa Desviacion
de EOPO recuperado estandar recuperada estandar
en 150 mL en 150 mL
0.6135¢g 0.032 0.9609 g 0.008
Sin EOPO
0.4222 g 0.017 0.6961 g 0.028
10%
0.0588 g 0.058 0.4069 g 0.018
15%
0.0089 g 0.008 0.0818 g 0.016
20%
0g - 0g -
25%
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Para el caso de la biomasa se sigui6 un patron similar en donde a medida que
aumento la concentracion del EOPO la cantidad de biomasa recuperada disminuy6 en
gran medida. Cabe destacar que para el matraz con un 25% de EOPO a partir del dia
12 empez0 a presentar coloracion verde, indicativo del crecimiento de la microalga en
el medio de cultivo. Sin embargo, después del dia 16 este se volvié de nueva cuenta

incoloro, manifestando de nueva cuenta la ausencia de microalga.

5.3 Generacion de fases con el EOPO

Para llevar a cabo el proceso de formacion de fases todos los matraces fueron
sometidos a bafio Maria a diferentes temperaturas como se muestra en la Figura 16,
registrando el tiempo necesario para poder llegar a ver la correcta formacién de cada

una de las fases del sistema. Para esto, se establecio un tiempo limite de 25 minutos.

Figura 16. A) Matraces utilizados para la formacién de fases B) Bafio Maria

Los resultados obtenidos de cada una de las pruebas se pueden observar en la
Tabla 5. A partir de estos datos obtenidos se puedo apreciar que para las
concentraciones del 10 y 15% de EOPO no ocurri6 una separacion de fases en ninguno
de los medios, siendo Gnicamente las concentraciones con un 20 y 25% de EOPO las

que permitieron la correcta visualizacion de ambas fases
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Tabla 5. Tiempos obtenidos para la generacion de fases con las diferentes
concentraciones de EOPO y temperaturas de formacion.

Concentracion  Temperaturas Tiempo de formacién Desviacion
de EOPO promedio estandar
10% 30 °C -70°C No present6 formacion —
15% 30°C-70°C No presentd formacion -—--
30°C-60-°C No presentd formacion -—-
20% o .
70 °C 19 miny 32 seg 64 seg
30°C-50-°C No presentd formacion ——--
25% 60 °C Incompleta -—--

70 °C 14 min 'y 48 seg 58 seg

Fase Superior

Fase Inferior

Figura 17. Formacioén de fases utilizando una temperatura de 70 °C con una concentracion
del 20% de EOPO A) Proceso inicial de formacion de fases B) Obtencidn final de fases

Como se puede observar tanto en la Figura 17 como en la Figura 18 las
concentraciones con un 20 y 25% de EOPO permitieron la correcta visualizacion de
ambas fases, pudiéndose distinguir claramente la separacion entre el medio de cultivo
y el agente termosensible después de un periodo de tiempo determinado. En ambas
figuras, se puede apreciar una fase inferior caracterizada por un color verde muy oscuro
de apariencia densa y una fase superior mucho mas clara y fluida en comparacién con

la fase inferior.
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Fase Inferior

Figura 18. Formacion de fases utilizando una temperatura de 70 °C con una concentracion
del 25% de EOPO A) Proceso inicial de formacién de fases B) Obtencion final de fases

Entre los tiempos para la generacion de las dos fases, el sistema con un 25% de
EOPO con una temperatura de 70 °C mostré la formacion de fases en un menor tiempo
(aproximadamente 14 minutos) a comparacién del sistema con un 20% de EOPO el
cual se presentd después de un tiempo aproximado de 19 minutos. Cabe destacar que a
pesar de que ambas fases se generaron a partir de una temperatura de 70 °C, el sistema
con un 25% de EOPO con una temperatura de 60 °C presentd indicios para que
eventualmente se presentaran las dos fases, esto al poder apreciar el reacomodo de la
biomasa en la fase inferior del sistema como se muestra en la Figura 19. Sin embargo,
como el tiempo de formacion excedid el tiempo limite de 25 minutos este se

interrumpid y se reportd como incompleta en la Tabla 5.

Cabe destacar que un comportamiento muy comun que se podia observar dentro
de la formacion de las fases era la presencia de una interfase en la cual se podia observar
parte de la biomasa (Material Suplementario Figura 28). Esta fase era mucho mas
notoria en los matraces con un 25% de EOPO.
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Figura 19. Formacién de fases incompleta utilizando una temperatura de 60 °C con una
concentracién del 25% de EOPO

Para las deméas concentraciones de EOPO utilizadas en el estudio (10, 15y
20%) los medios se mantuvieron estaticos sin la presencia de algin cambio
significativo durante el efecto constante de la temperatura por lo que se descart6 su

aplicacion en la fermentacién extractiva.

5.4 Produccion de EPS en sistemas de fermentacion extractiva

Para la prueba de fermentacion extractiva con el EOPO, se llevo a cabo la
formacion de fases empleando las dos concentraciones de EOPO que permitieron su
correcta visualizacion (20 y 25%) utilizando una temperatura de 70 °C. Una vez llevado
el proceso de separacion se recuperaron cada una de las fases en tubos Falcon como se
muestra en las Figuras 20y 21 con el fin de obtener los rendimientos de EPS y Biomasa

en cada una de las fases.
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Figura 20. Proceso de fermentacion extractiva con 25% de EOPO A) Separacién de fases B)
Recuperacion de ambas fases en tubos Falcon

Figura 21. Proceso de fermentacion extractiva con 20% de EOPO A) Separacién de fases B)
Recuperacion de ambas fases en tubos Falcon

Los rendimientos obtenidos de EPS se muestran en la Tabla nimero 6, en donde
se puede apreciar que para ambas concentraciones de EOPO la mayor parte del EPS se
concentrd en la fase superior del sistema, recuperando cantidades mayores al 70% de
EPS, mientras que, en la fase inferior la recuperacion del EPS fue menor al obtener
valores menores al 32%. La concentracion con 25% de EOPO mostr6 una mayor
cantidad recuperada de EPS a comparacion del sistema con una concentracion del 20%

de EOPOQ, teniendo un porcentaje mas alto en la fase superior del sistema.
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Tabla 6. Porcentajes de EPS y biomasa recuperado de la fase inferior y fase
superior de los sistemas de fermentacion con un 20y 25% de EOPO.

Concentracion  Control  Porcentaje Desviacion Porcentaje Desviacion
de EOPO de Fases de EPS estandar  de Biomasa  estandar

Sin EOPO Control 100% 2.9% 100% 5.2%
Fase 74.90% 0.4% 27.64% 4.13%

2506 superior
Fase 25.10% 0.2% 72.35% 2.05%

Inferior
Fase 68.22% 0.8% 33.42% 3.05%

20% superior
Fase 31.78 % 0.3% 66.57 % 0.6%

Inferior

En cuanto a los rendimientos de biomasa obtenidos durante el experimento, se
puedo observar una mayor concentracion de biomasa a en la fase inferior del sistema
como se muestra en la Tabla 6. Tanto para los sistemas con un 20 y 25% de EOPO la
concentracion de la biomasa fue superior en la fase inferior del sistema indicando una
preferencia de la biomasa por esta fase. Cabe destacar que la concentracion de biomasa
en la fase inferior en el sistema con un 25% de EOPO fue mayor en comparacién con
el matraz con un 20% de EOPO.

5.5 Generacion de EPS en un sistema semicontinuo

Para comparar el rendimiento de EPS obtenido por medio de la fermentacion
extractiva bajo un sistema de produccion, se realizé una prueba utilizando un método
de fermentacion sumergida por lotes vs un sistema semicontinuo empleando la técnica
de fermentacion extractiva en 50 ml con una concentracion de EOPO del 25%,
utilizando las condiciones probadas en los experimentos anteriores para la formacién

de fases.
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Tras los 12 dias de incubacion se procedié a recuperar el EPS de ambos

sistemas. Para el caso de los matraces con EOPO (cultivo 1 y 2), se les volvid

administrar la misma cantidad de medio que fue sustraida para la obtencion de EPS,

para dejarlos nuevamente en incubacién por un periodo de 8 dias. Sin embargo, el

crecimiento celular disminuy6 considerablemente hasta llegar a la muerte celular una

vez que se llevo a cabo la formacion de las dos fases (Material Suplementario Figura

30). Esto también se pudo corroborar al presentar un cambio fisico en el medio al

cambiar la coloracién del medio por un color opaco el cual podria manifestar la perdida

de la microalga en el medio de cultivo como se muestra en la figura 22. Debido a la

perdida de viabilidad del medio se realizé una Unica extraccion de la fase superior del

sistema semicontinuo y por lotes.

Tabla 7. Produccion de EPS obtenida en 12 dias en los sistemas semi continuo y

por lotes.
Tiempo 30 mL de Sobrenadante 50 mL de cultivo Batch
EOPO
Cultivo 1 Cultivo 2 Cultivo 3 Cultivo 4
12 dias
0.1563 g 0.1640¢g 0.3506 g 0.3777 ¢
Total producido 0.3203 g 0.7283 g

En cuanto para el EPS obtenido en cada uno de los sistemas, este se secO y

posteriormente se pesé en la balanza analitica. Como se aprecia en la Tabla 7 la cantidad de

EPS recuperado en el proceso por lotes fue mayor en comparacién del sistema semicontinuo

ya que la cantidad de EPS obtenido por el sistema batch fue de un 56% mas con respecto al

sistema semicontinuo. Ademas, cabe destacar que, para la obtencidn del sobrenadante de

cada uno de los sistemas, ambos fueron sometidos a altas temperaturas por un periodo de

tiempo ya definido.
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Figura 22. Cambio de coloracion del Matraz 1 después de realizar la separacién de fases con
el EOPO 12, 000

5.6 Deteccidn de azucares por el método de acido fenol-sulfurico

para carbohidratos totales

Para determinar la presencia del exopolisacarido en la pastilla obtenida al final
del proceso de secado en el concentrador, se realizé la prueba de acido fenol-sulfirico
para carbohidratos totales. A partir de esta prueba colorimétrica realizada se buscé la
confirmacidn del EPS a partir del cambio de color amarillo dorado al reaccionar con el
fenol en cada una de las muestras empleadas. Como se muestra en la Figura 23 ambas
muestras obtenidas de las pruebas de produccion resultaron positivas al mostrar el
cambio de color, indicando la presencia de azucares en la pastilla obtenida del

sobrenadante durante el proceso de fermentacion extractiva.
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Figura 23. Cambio de color de las muestras de las pastillas indicando la presencia positiva de
azucares en cada uno de los tubos

Para determinar la concentracion de azucares en cada uno de los tubos se realiz6
una curva de calibracion (Material Suplementario Figura 31) utilizando la glucosa
como estandar de las cuales se fueron obteniendo diferentes tonalidades en cada una
de las concentraciones como se muestra en la Figura 24 a partir de la concentracion de
azUcar en cada uno de los tubos. Las concentraciones calculadas de azUcares resultaron
en 79.48 pg/mL con una desviacion estandar de 0.09 para la muestra 1 y para la muestra

2 una concentracion de 63.40 pg/mL con una desviacion estandar de 0.01.

® | Zjs

o e

Figura 24. Concentraciones de glucosa utilizadas para la elaboracién de la curva de
calibracién para carbohidratos totales
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CAPITULO 6

DISCUSION

6.1 Viabilidad del medio de cultivo con el EOPO 12,000

La presencia del EOPO 12,000 en el medio de cultivo genera un gran impacto
sobre el crecimiento de N. oleabundans al modificar las condiciones que propician su
crecimiento. Entre las principales alteraciones a su medio destaca el incremento de
viscosidad, producido por la presencia del EOPO, el cual ya ha sido documentado por
Show y colaboradores (2012) quienes reportaron que al utilizar un EOPO de alto peso
molecular en la recuperacion de lipasas trajo un aumento en la viscosidad del medio,
trayendo como consecuencia una disminucion en el crecimiento celular y en la
produccion de lipasa. Se conoce que la viscosidad es una de las principales propiedades
que caracterizan al medio de cultivo para el desarrollo del microorganismo, en general
si este parametro es alterado de manera drastica influye directamente en las
caracteristicas reologicas presentes en el medio de cultivo. Esto ultimo es un problema
que suele presentarse en fermentaciones aérobicas, debido al grado de dificultad
presente en la solubilizacion de moléculas como el oxigeno el cual es cominmente
requerido en grandes cantidades por los sistemas microbianos (Medrano Roldan,
1992).

En el caso especifico de las microalgas como N. oleabundans que poseen la
capacidad de excretar polisacaridos a su medio de cultivo, desarrollan cierta tolerancia
a este tipo de condiciones ya que los polisacéridos, pueden provocar un aumento de la
viscosidad en los medios de cultivo y estos suelen mostrar un comportamiento
reolégico no newtoniano (Li et al., 2020). Este efecto puede reflejarse a partir de la
fase de latencia en los medios con concentraciones del 10 y 20% de EOPO en donde
se puede apreciar una extension en el tiempo de adaptacion, siendo el medio de cultivo
con 20% de EOPO el de mayor duracion, con una fase lag de 264.58 horas.

Sin embargo, a pesar de que la microalga logré desarrollarse bajo estas
condiciones, es claro que su crecimiento fue afectado de manera drastica al comparar
la concentracion celular alcanzada por el control, con la de los cultivos con EOPO.
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Estos ultimos, presentaron diferencias en los valores obtenidos en el modelo
matematico de Gompertz, en pardmetros como el crecimiento maximo (M) que esta
relacionado directamente con las condiciones del medio (pH, temperatura, sustrato,
etc.) en donde un valor muy bajo representa un crecimiento desbalanceado al no
encontrar las condiciones propicias para su desarrollo (Darvehei et al., 2018) y la
poblacion maxima alcanzada (D) que se relaciona con la biomasa producida en cada
uno de los medios. A partir de estos parametros el medio con un 20% de EOPO el méas
afectado, presentado un mayor tiempo en alcanzar el crecimiento maximo, ademas de

un valor muy bajo para la poblacion maxima.

La disminucién de los valores con respecto al control relacionados con el
crecimiento de N. oleabundans, se pueden atribuir a la perdida de homogeneidad en el
medio de cultivo, ya que una vez que se cuenta con un medio altamente viscoso, se
emplean diferentes métodos de mezcla para mantener de manera uniforme los
componentes presentes en el medio. Al permanecer estatico o con un sistema de
mezclado deficiente se puede llegar a ver la presencia de aglomerados celulares los
cuales limitan los procesos de transferencia de calor y absorcién de nutrientes (Seviour
et al., 2011). Como consecuencia, las células tienden a juntarse en espacios reducidos
buscando las mejores condiciones que puedan propiciar su desarrollo en el medio de
cultivo. Sin embargo, al ser espacios muy reducidos, los nutrientes necesarios para el
crecimiento se encuentran de manera muy limitada resultando en la alteracion del
metabolismo de la microalga, trayendo como consecuencia una ralentizacion del
crecimiento celular o inclusive la muerte, lo que podria explicar la ausencia de
crecimiento en el matraz con un 30% de EOPO, ademaés de la perdida de viabilidad del
cultivo con un 20% de EOPO. Como efecto adicional, al disminuir la tasa de absorcion
del agua por el incremento de la viscosidad en el medio, puede resultar en una tasa de
fotosintesis reducida, esto al limitar gran parte de los iones hidrdgeno obtenidos del
agua libre (Petkov & Bratkova, 1997).

En general el uso del EOPO 12,000 ha sido probado en diferentes estudios en
donde se han obtenido resultados no tan satisfactorios para el crecimiento celular y la

expresion del producto de interés. Esto lo corroboran estudios como el de Show y
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colaboradores (2012) quienes probaron diferentes pesos moleculares de EOPO para la
produccion de lipasa en un sistema de fermentacion extractiva con Burkholderia
cepacia, donde encontraron una disminucion significativa en la produccién de lipasa
cuando el medio de cultivo contenia EOPO con un peso molecular de 12,000. Otro
ejemplo mas reciente en el cual se vio de manera similar un efecto negativo en el
crecimiento del microorganismo de estudio, fue documentado por Medina-Ramirez y
colaboradores (2020) en donde estudiaron la viabilidad del EOPO 12, 000 con
Rhodotorula mucilaginosa, observando que a partir de las 96 h la viabilidad de los
cultivos que contenian este agente empezo a decrecer, observandose a las 168 h que
habia una diferencia de viabilidad entre los 2 controles y los cultivos con el EOPO de

aproximadamente mas de un 35%.

Cabe destacar que, mediante el uso de otros agentes termosensibles con un peso
molecular menor, es posible llevar a cabo un sistema de fermentacion extractiva mas
eficiente al manejar condiciones que no estresen tanto a la microalga y de esta manera
pueda llevar a cabo un mejor desarrollo permitiendo una mayor produccion y
recuperacion del EPS. Entre los agentes termosensibles mas utilizados para acoplarse
a procesos de produccion/recuperacion, destaca el EOPO 3900 el cual ha sido utilizado
en sistemas de fermentacion extractiva en Bacillus cereus para la recuperacion
compuestos como gamma-ciclodextrina (Lin et al., 2018) y en Burkholderia cepacia
para la recuperacion de lipasas (Show et al., 2012) ya que al tratarse de un EOPO con
un menor contenido de PO presenta una menor viscosidad e hidrofobicidad (Berggren
etal., 1995).

6.2 Recuperacion de EPS y Biomasa con el EOPO

En cuanto a la biomasa y el EPS recuperado en cada uno de los sistemas con el
EOPO destaco la disminucion de estos dos componentes con el aumento de la
concentracion de EOPO en el medio de cultivo. Este comportamiento puede
relacionarse como se menciond con anterioridad en la seccién 6.1 a que en grandes
concentraciones de EOPO con alto peso molecular puede desencadenar un efecto

nocivo en la microalga, llegando afectar su crecimiento y la produccion de EPS.
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Se han encontrado resultados similares en cuanto a la produccion de biomasa
como el de Ooi y colaboradores (2011) donde realizaron una comparacion entre la
biomasa obtenida de un cultivo de Burkholderia pseudomallei a partir de diferentes
concentraciones de PEG, en el cual obtuvieron una menor concentracion de biomasa
a medida que se aumentd el peso molecular del PEG; demostrando que los procesos
de fermentacion extractiva con polimeros de alto peso molecular puede limitar el
crecimiento de los microorganismos y de estar forma afectar directamente la sintesis
de metabolitos de interés. Cabe destacar que en el caso de la biomasa producida por
N. oleoabundans otro factor que juega un rol importante es el tipo de crecimiento al
que es sometida, ya que se conoce que bajo condiciones mixotroficas la obtencidn de
biomasa tiende a ser menor en comparacion a un medio de crecimiento fototrofico,
que suele presentar una mayor produccion en comparacion con medios mixotréficos
y Heterotroficos (Abu Hajar et al., 2017).

Para el caso especifico del EPS, esta claro que su produccion esta vinculada de
forma importante con la viabilidad de la microalga. Sin embargo, pueden existir otros
factores que estén siendo afectados por la alta concentracion del EOPO. En la
actualidad todavia no esta claro como es que la microalga es capaz de absorber o
interactuar con los azucares libres en su medio, pero estos mecanismos pueden ser
alterados o interrumpidos por la alta viscosidad presente en el medio alterando la
produccion y excrecion de los polisacaridos a su medio. Aun asi, los mecanismos
moleculares y la via de metabolismo de la biosintesis de EPS de N. oleoabundans a
partir de azlcares son poco conocidos y se requieren mas estudios para una mejor

comprension de la sintesis de EPS de N. oleoabundans.

6.3 Formacion de fases con el EOPO

Los medios de cultivo con concentraciones del 20 y 25% de EOPO (v/v),
resultaron favorables para la formacion del sistema ATPS al apreciar la separacion
correcta de cada una de las fases del sistema. A pesar de encontrar sistemas bifasicos
que utilizan concentraciones mayores de polimero como el descrito por Ketnawa y

colaboradores (2014) en el que emplearon una concentracién del 40% del EOPO 3900
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para la formacion de fases en un sistema de recuperacion de proteasas alcalinas, no es
necesario el empleo de grandes concentraciones del polimero para la obtencién de
fases, ya que es un conjunto de diversos factores los que participan en el correcto

funcionamiento del sistema, entre ellos el peso molecular del polimero empleado.

Dado que el peso molecular del polimero termosensible utilizado es muy alto
(12,000) la concentracién no tuvo que ser sumamente alta para llevar a cabo la
formacion de las fases, ya que se conoce que estos polimeros termosensibles aumentan
su hidrofobicidad al aumentar su peso molecular (Huang & Forciniti, 2002). Sin
embargo, muchos de estos sistemas funcionan con concentraciones menores al 40%,
ya que trabajan en conjunto en combinacion con otros polimeros termosensibles o sales
inorganicas con la finalidad de favorecer la generacion de las fases, como se observa
en el trabajo realizado por Leong y colaboradores (2017) en el cual a través del EOPO
3900 a una concentracion del 14% (p/p) en combinacion con sulfato de amonio a una
concentracion del 12% (p/p), obtuvieron las mejores condiciones para la elaboracion

del sistema ATPS para la extraccién de polihidroxialcanoatos (PHAS).

Otro aspecto importante que destaco en la formacién de las fases con las
concentraciones de EOPO previamente mencionadas fue la temperatura a la que fueron
sometidos los medios de cultivo. La presencia de ambas fases se obtuvo empleando
una temperatura de 70 °C para ambas concentraciones de EOPO (10 y 20%) por un
tiempo alrededor de los 20 minutos. A pesar de encontrar la temperatura que permitiera
la obtencidn del sistema bifasico, resalta que esta se encuentra muy por encima de la
temperatura optima de crecimiento de N. oleabundans la cual esta establecida entre los
26-29 °C (Giovanardi et al., 2014). Este podria llegar a ser un factor critico en un
sistema de produccion semicontinuo ya que la microalga seria sometida a un gran estrés
por un tiempo muy prolongado, lo que daria como resultado la perdida de viabilidad
de las células en cultivo. Ademas, el utilizar altas temperaturas puede llegar afectar la
estructura 'y composicion de los EPS, alterando las propiedades bioactivas presentes en

estas biomoléculas (Delattre et al., 2016).

Debido a todos los factores vinculados a la temperatura utilizada para el proceso
de formacidn de fases, que abarcan desde la viabilidad del cultivo hasta un mayor costo
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del proceso por la energia empleada en el sistema de produccion, se opta por trabajar
bajo intervalos de temperatura no tan alejados del rango éptimo de crecimiento del
microorganismo, ya que para procesos como la fermentacion extractiva es necesario
mantener el medio cultivo siempre en un estado de produccion continua el cual permita

reutilizar el medio la mayor cantidad de veces posible (Igbal et al., 2016).

La mayoria de estos procesos de formacién de ATPS se manejan con intervalos
de temperatura de 30 a 45 °C, de manera que la temperatura utilizada para la formacion
de fases permite el crecimiento del microorganismo, facilitando de esta manera la
extension del sistema ATPS al favorecer su desarrollo en el medio de cultivo sin alterar
su metabolismo y al mismo tiempo recuperar en la fase opuesta el metabolito de interés
excretado al medio de cultivo. Este tipo de condiciones han sido probadas en estudios
como el de Leong y colaboradores (2019) quienes aplicaron de manera continua la
formacion de fases para la recuperacion de poli [(R)-3-hidroxibutirato] (PHB)
utilizando a C. necator como microorganismo productor, manteniendo el sistema
activo por un lapso de 60 horas utilizando una temperatura de 30 ° C. A partir de estas
condiciones obtuvieron un crecimiento de biomasa de 1.8 g/L, asi como la mayor
acumulacion de PHB de 0.29g/L, en comparacion con las deméas temperaturas

empleadas en la formacidn del sistema ATPS.

6.3 Caracterizacion del sistema de fermentacion extractiva

A partir del proceso de fermentacion extractiva utilizando las concentraciones
del 20 y 25% de EOPO, se pudo recuperar la mayor parte del EPS en la parte superior
de ambos sistemas, teniendo un mayor rendimiento por parte del medio con un 25% de
EOPO. La parte superior del medio representaba la fase méas hidratada con un mayor
contenido de agua, manifestando la fase con mayor solubilidad donde se presento la
mayor parte del EPS, mientras que la fase inferior exhibié un comportamiento

hidrofébico en el cual alberg6 la mayor parte de la biomasa y el EOPO.

La presencia del EPS en la fase superior se debe a las fuertes interacciones

moleculares entre los diversos azucares que conforman los polisacéridos y el agua. Los
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polisacaridos al ser moléculas compuestas por maultiples cadenas largas de
carbohidratos, adquieren una alta solubilidad como resultado de su capacidad para
establecer enlaces de hidrogeno con el agua (Suarez Ruiz et al., 2018). Esta alta
afinidad es la responsable por su desplazamiento hacia la fase mas hidratada que en

este caso corresponde a la fase superior.

Sin embargo, no todos los sistemas que trabajan con polimeros termosensibles
exhiben el mismo comportamiento de particion ya que este puede verse afectado por
multiples factores como el peso molecular y la concentracion del polimero, el tipo y la
composicion de los componentes de las fases, la temperatura del sistema y el pH del
sistema. Esto se puede apreciar en investigaciones como el estudio realizado por Suarez
Ruiz y colaboradores (2020) en donde probaron 2 diferentes sistemas ATPS como
método de fraccionamiento de carbohidratos en N. oleoabundans, encontrando que al
momento de la formacién de las fases, la fase mas soluble rica en agua quedé en el
fondo del sistema mientras que la fase méas hidréfoba donde se concentro el polimero
se encontro en la parte superior del sistema. Este tipo de fendmenos se presentan debido
a las caracteristicas de particion del polimero empleado que para este estudio
correspondia a un PEG400 junto con las sales inorganicas utilizadas (citrato de potasio
y dihidrogenofosfato de colinio) para favorecer la solubilidad del sistema modificando

las condiciones que propician esta separacion.

En cuanto a la biomasa obtenida, la mayor parte se establecié en la parte inferior
del sistema, este comportamiento puede explicarse a partir que muchos de los
elementos que conforman la biomasa como lipidos, clorofila y pigmentos carotenoides
son moléculas hidrofobas por lo que su comportamiento de particion estaria mas
inclinado hacia la fase menos hidratada (Chang et al., 2018). Sin embargo, uno de los
fendmenos que se vio al momento de llevar a cabo la separacion de las fases es la

formacion de una interfase en donde parte de la biomasa se acumulo.

En comparacion con lo reportado en la literatura se ha llegado observar este tipo
de fendmeno en sistemas ATPS en donde se emplearon polimeros termosensibles de
una masa molecular muy alta, como lo demuestra el estudio realizado por (Chavez-

Santoscoy y colaboradores (2010) en donde observaron que al utilizar aun PEG con un
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peso molecular mayor (de 1000 a 20000) obtenian como resultado la concentracion de
biomasa en la interfase. Este comportamiento segun la literatura consultada indica que
al haber un aumento en la masa molecular del polimero provoca un aumento en el
volumen excluido en ambas fases del sistema, lo que resulta en macromoléculas y

particulas suspendidas que se concentran en la interfaz.

6.4 Rendimiento de EPS por fermentacion extractiva

Los rendimientos obtenidos de EPS por fermentacion extractiva en
comparacion con otros sistemas de extraccion fueron menores en comparacion con lo
reportado en la literatura. En el trabajo realizado por Wu y colaboradores (2011)
obtuvieron una cantidad de 5 g/L de EPS empleando como fuente principal de carbono
la lactosa, utilizando un método de extraccion por calor, en el cual el cultivo fue
sometido a aproximadamente a 80°C seguido de un proceso de centrifugacién donde la
fraccion retenida fue sometida a varios lavados con etanol hasta concentrarse a presion

reducida.

Mas recientemente Li y colaboradores (2020) obtuvieron un rendimiento
méaximo de 1 g/L utilizando glucosa como fuente de carbono, el método que emplearon
para la recuperacion del EPS se llevo a cabo de forma convencional sometiendo al
medio de cultivo a temperaturas muy altas seguido de un proceso de centrifugacion y
lavados con etanol para su precipitacion.

En general existe un gran umbral relacionado a las condiciones ideales para
obtener un mayor rendimiento de EPS, ya que se sabe que existen multiples factores
que pueden influir en su produccién como la temperatura, viscosidad del medio, ciclos
de luz, fuente de carbono, la concentracion de la fuente de carbono, los componentes
del medio de cultivo entre otros (Villay et al., 2013). Hasta la fecha el Unico resultado
que no ha sido contradictorio entre los estudios realizados es la capacidad de producir

EPS a partir de un crecimiento mixotrofico.

La disminucién de EPS obtenido durante el presente proyecto se le puede

atribuir principalmente a dos factores que destacan por favorecer la inhibicion del
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crecimiento de la microalga y someterla a un gran estrés. La temperatura empleada para
la formacion de fases representa uno de estos factores al someter al medio de cultivo a
una temperatura de 70 °C por un periodo de tiempo prolongado favoreciendo el proceso
de desnaturalizacion de algunas proteinas de la pared celular ocasionando un proceso
de muerte celular (Phong et al., 2018). La viscosidad del medio generada por el EOPO
representa otro de estos factores al cambiar las propiedades reoldgicas del medio
Ilegando alterar el metabolismo de la microalga al limitar los nutrientes presentes en su

medio de cultivo, lo que podria limitar la produccion de EPS.

Sin embargo, aunque ain no existen estudios detallados que especifique la
sintesis de estos EPS, se conoce que la presencia de monosacaridos como la glucosa en
su medio de cultivo pueden activar algun tipo de sefial para la produccion de EPS. Esto
podria ser factible ya que la glucosa es un nutriente omnipresente para las células
eucariotas, y no solo sirve como fuente de carbono de EPS, sino que también ejerce

efectos reguladores similares a los de las hormonas (Rolland et al., 2001).

6.5 Rendimiento de EPS en un sistema semicontinuo

Una vez que se extrajo el medio de cultivo del sistema batch y se realizo la
separacion de fases en el sistema semicontinuo para la obtencion de la fase superior, el
medio de cultivo mostr6 un caracteristico color amarillo el cual esté relacionado con la
perdida de viabilidad de la microalga (Marcilhac et al., 2014). Esto puede ser atribuido
a la temperatura empleada para la generacion de fases como se discute en la seccion

6.2 del presente trabajo.

De igual forma se volvio a afiadir medio fresco, buscando la recuperacion de la
microalga. Sin embargo, ya no se encontro crecimiento en los matraces con el agente
termosensible, indicando la pérdida de viabilidad del cultivo ocasionado por las
condiciones a las que fue sometidas. En cuanto al EPS obtenido, solo se pudo realizar
una Unica extraccion para ambos sistemas en donde se encontré una mayor
recuperacion de EPS por parte del sistema por lotes, obteniendo un rendimiento mayor

del 56% en comparacion con el sistema de extraccion fermentativa. A partir de los
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resultados obtenidos por el proceso semicontinuo se manifestd que, a través del estrés
provocado por el cambio de temperatura y presencia del agente termosensible en el
medio de cultivo, no favorecieron las condiciones para llevar a cabo un proceso de

recuperacion semicontinuo el cual permitiera el reciclado del EOPO.

En comparacion con otros métodos ya reportados para la recuperacion de EPS
como la extraccion asistida por ultrasonido o tratamientos con resinas ionicas, la
fermentacion extractiva requiere de un tiempo prolongado para obtener una mayor
recuperacion, ya que a partir del cambio de solubilidad generado por el calor del medio
es que empiezan emigrar cada uno de los componentes del sistema (Darani et al., 2021),
por lo que un tiempo corto podria interferir en la recuperacion total del EPS presente
en el medio. A partir de las altas temperaturas empleadas para la separacion de las fases
con el EOPO 12,000 no se puedo mantener un largo periodo de tiempo para la
activacion de las fases, ya que a altas temperaturas la viabilidad de la microalga se vio
altamente afectada, de manera que su exposicion a un largo periodo de tiempo no

permitiria la realizacidon de un proceso semicontinuo.

A pesar de que no se encontraron las condiciones ideales para trabajar con el
EOPO 12, 000 bajo un sistema semicontinuo, en el proceso de fermentacion extractiva
existen alternativas que pueden desarrollarse para que este enfoque pueda funcionar.
Entre las variables que representaron un mayor problema para la produccion y
recuperacion del EPS destaco la temperatura empleada para la formacion de fases, asi
como la viscosidad proveniente del polimero de alto peso molecular empleado. Como
alternativa a este problema se emplean polimeros termosensibles de menor peso
molecular como el EOPO 3900 el cual Leong y colaboradores (2017) demostraron ser
factible para la recuperacién de polihidroxialcanoatos (PHA) utilizando una
concentracion del 5, 10 y 15% empleando temperaturas menores a 35°C lo que permitio

el crecimiento de C. necéator en el medio de cultivo para la produccién de PHA.
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6.6 Deteccidn de EPS por el método de acido fenol-sulfurico para

carbohidratos totales

Para corroborar la presencia del EPS en la pastilla obtenida después del proceso
de secado en el concentrador durante las pruebas de fermentacion extractiva, se realiz6
la prueba carbohidratos totales. A partir de esta prueba se corroboré la presencia de
azucares al mostrar el color amarillo en cada uno de los tubos indicando la presencia
positiva de azucares. Ademas, la concentracion de cada una de las muestras indico un
alto valor de estas moléculas presentes en la pastilla obtenida, demostrando la
extraccion de azucares a partir del proceso de fermentacion extractiva. Aunque el
método es capaz de detectar practicamente todas las clases de carbohidratos, incluidos
los mono, di, oligo y polisacaridos, no es capaz de identificar cual de estos son los que
estan presentes en la muestra (LOpez-legarda et al., 2017). Sin embargo, es un método
de confirmacion de alta fidelidad para identificar carbohidratos, debido a la reaccién
colorimétrica que se desencadena el fenol con el furfural y hidroximetil furfural

derivado de la deshidratacion de las hexosas y pentosas (Nielsen, 2019).

Cabe destacar que una de las ventajas que facilité el proceso de extraccion y
deteccion del EPS es que hasta el momento no se ha documentado otra biomolécula
que sea excretada al medio de cultivo por parte de N. oleoabundans a partir de un
medio de crecimiento mixotrofico o heterotrofico (Giovanardi et al., 2014). Sin
embargo, no obstante, puede existir una situacién especifica en la cual la microalga
en respuesta a ciertos estimulos pueda llegar a excretar a su medio otro tipo de
metabolitos como lo reportado en el estudio de Wu y colaboradores (2011) quienes
fueron los primeros en documentar la produccion del EPS de manera accidental
cuando estudiaban las caracteristicas de crecimiento de la cepa en tres modos de

cultivo diferente.

Aunque no se descarta la excrecion de otros metabolitos al medio de cultivo por
parte de N. oleoabundans, las condiciones para la produccion del EPS aln siguen
teniendo varias interrogantes, por lo que para aprovechar al maximo esta cualidad es
necesario llevar a cabo mas estudios en cuanto a la produccion de EPS de N.

oleoabundans, incluyendo la caracterizacién del producto por técnicas como,
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cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS), resonancia magneética nuclear (RMN) vy

espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS) (Xiao & Zheng, 2016).
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VI.

VII.

CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Se encontrd diferencia significativa en la viabilidad del cultivo a partir de una

concentracion del 20% del agente termosensible con respecto al control

La generacion de fases en un medio de cultivo con el EOPO 12000 fue posible al
utilizar una concentracion del polimero del 20 y 25% (v/v) a una temperatura de

70 °C con un tiempo formacion entre 14 y 19 minutos.

Las condiciones del sistema para la formacion de las dos fases permitieron la
recuperacion de EPS del medio de cultivo con una concentracion del 25% de EOPO

utilizando una temperatura de 70 °C obteniendo rendimientos de hasta 0.2781 g/L.

La mayor parte del EPS se recuper6 en la fase superior del sistema al ser de mayor
caracter hidrofilico, mientras que el agente termosensible junto con la mayor parte
de la biomasa se concentré en la fase inferior del sistema por sus propiedades

hidrofébicas.

Las condiciones por las que se llevo a cabo la formacion de las dos fases con el
EOPO 12,000 no permitieron el desarrollo de un proceso semicontinuo empleando
la técnica de fermentacidn extractiva para la produccién/recuperacion de EPS al

comprometer la viabilidad del cultivo.

Los rendimientos obtenidos de EPS utilizando la fermentacidn extractiva acoplada
con el EOPO 12000, son menores en comparacion con los métodos tradicionales

reportados en la literatura.

Se rechaza la hipotesis al no cumplir con las condiciones para el desarrollo de un

proceso de produccidn/recuperacion de EPS
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CAPITULO 8

PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se trabaj6é con un EOPO con un peso molecular de 12,000,
buscando un alto grado de compatibilidad con la microalga la cual permitiera un
entorno que propiciara las mejores condiciones para el desarrollo de la microalga, asi
como una mayor obtencion EPS a partir de un sistema ATPS. Sin embargo, como se
ha mencionado en varias publicaciones este polimero representa un alto grado de
viscosidad en el medio de cultivo, por lo que seria de mayor relevancia trabajar con un
polimero de menor peso molecular como el EOPO 3900 con el cual se han mostrado

resultados positivos en la recuperacion de multiples metabolitos de interés.

Ya que es reciente el descubrimiento de la capacidad de N. oleoabundans de
secretar estos EPS a su medio de cultivo a través de un crecimiento mixotrofico,
muchos de los factores que participan en la sintesis de estas biomoléculas aun se
desconocen, por lo que seria conveniente involucrar la medicion de mas parametros

como el pH, ciclos de luz y oscuridad, asi como diferentes fuentes de carbono.

Una vez que se conozcan cada una de las variables que son significativas para
la produccién de EPS se podria realizar un disefio de experimentos el cual tendria como

propdsito optimizar la produccion de EPS.

Finalmente, el analisis de la composicion del EPS, asi como los ensayos de
actividad inmunoreguladoras podrian arrojar resultados prometedores ya que se conoce
que, dependiendo del método de recuperacion utilizado, suelen cambiar la composicion
o0 el orden de los monosacéaridos que conforman el EPS producido por N. oleocabundans

y con ello su posible aplicacién futura en la industria.
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CAPITULO 9

MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla 8. Analisis de Varianza para la concentracion celular

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  Valor F Valor p
Cantidad de polimero 3 5.19614E+15 1.73205E+15 1896  0.008
Error 4 3.65348E+14 9.13371E+13

Total 7 556149E+15

Tabla 9. Analisis de medias por la prueba de Tukey para la concentracion celular

IMétodo de Tukey con una confianza de 95%

Cantidad

de

polimero N Media Agrupacion
0.00% 2 57326250 A

10.00% 2 53430000 A

20.00% 2 9922500 B
30.00% 2 10110 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Figura 25. Representacion grafica de las diferencias de las medias para la concentracion
celular obtenidas por la prueba de Tukey con un intervalo de confianza del 95%

Figura 26. Condiciones la incubadora para el crecimiento de N. oleoabundans
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Figura 27. Crecimiento celular observado en las pruebas de viabilidad después de
terminar el periodo de incubacién A) Matraz control B) Matraz con 20% de EOPO

Figura 28. Formacién de fases con una concentracién del 25% de EOPO antes y después
del tratamiento térmico
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Figura 29. Precipitacién del EPS obtenido de los matraces con un 20% de EOPO después
del tiempo de incubacién de 12 horas a -20°C
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Figura 30. Curva de crecimiento correspondiente al sistema de produccidn semicontinuo
utilizando una concentracion del 25% de EOPO
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Figura 31. Curva de calibracién para la determinacién de glucosa mediante el método de
carbohidratos totales
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