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RESUMEN

Universidad Auténoma de Nuevo Le6n
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de Estudio: Estrategia para la conversion del CO,, asimilado por Synechocystis

sp. PCC 6803, en carotenoides utilizando Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L
Numero de paginas: 62

Candidato para el grado de Doctorado en Ciencias con Orientacion en
Microbiologia Aplicada

Area de estudio: Procesos biotecnoldgicos

El componente principal que propicia la intensificacion de los gases de efecto
invernadero y ocasiona el cambio climatico es el didoxido de carbono. Debido a la
actividad humana, las emisiones de CO, han incrementado hasta en un 68% en los
ultimos 21 afios. Tan solo en el afio 2000 se reportaron emisiones de 25.45 billones de
toneladas, mientras que en el afio 2021 se reportaron emisiones de 37.12 billones de

toneladas.

Distintas tecnologias han sido aplicadas para la captura del didxido de carbono.
Destacando el uso de microalgas o cianobacterias, que cuenta con un gran potencial para
la produccién de sustancias aprovechables, desde productos alimenticios hasta
biocombustibles. Se ha reportado que la biomasa de Synechocystis sp. PCC6803 esta
compuesta por 51.38 % C, 6.8% H, 11.29% N, 27.51% O, y 3.3% de otros elementos.
Esto indica que la mitad de la biomasa de la cianobacteria proviene del dioxido de
carbono asimilado. Los carbohidratos, al ser sometidos a un pretratamiento, pueden ser

convertidos en azucares metabolizables. Una de las estrategias es un tratamiento acido-
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térmico, en el cual se utiliza 4cido sulfurico acompafniado de incrementos de temperatura
en autoclave para hidrolizar los carbohidratos presentes en la biomasa. Después de
neutralizarlos con algin agente basificante, pueden ser utilizados como fuente de

carbono.

En el presente trabajo, se comprob¢ la capacidad de Rhodotorula mucilaginosa UANL-
001L para la produccion de carotenoides a partir de hidrolizados de biomasa y células
previamente esterilizadas de Synechocystis sp. PCC6803. Se destaco el hidrolizado del
cultivo de la cianobacteria con 30 dias de incubacion para la obtencion de 1 g/L de
azlcares reductores, la generacion de biomasa 3 veces mayor al crecimiento sin la
presencia de biomasa estéril de la cianobacteria y produccion de carotenoides en los

medios producidos (hasta 6 pug) y en biomasa estéril de la cianobacteria (15 pg).
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INTRODUCCION

1.1. Dioxido de carbono

A nivel mundial, los gases que ocasionan el efecto invernadero lo componen el diéxido
de carbono, el cual se encuentra en una mayor proporcion (74.4 %), el metano, con una
contribucion del 17.3 %, el 6xido de nitroso con una proporcion del 6.2 % y finalmente
otros gases que conforman el restante 2.1 %. A su vez, el componente principal que
propicia la intensificacion de los gases de efecto invernadero es el didxido de carbono
(Ritchie, Roser and Rosado, 2020). En el afio 2019, México reportd emisiones de 438.5
millones de toneladas de dioxido de carbono, y de acuerdo con "The Global Gridded
Model of Carbon Footprints (GGMCF)", en 2018 la Ciudad de México, Monterrey y
Guadalajara reportaron una liberacion de 55.5, 16.6 y 15.1 millones de toneladas de CO,,
respectivamente; convirtiéndolas asi en las ciudades con mayor huella de este compuesto

en México, ocupando el lugar 37, 146 y 158 del ranking mundial.
1.2. Métodos de captura para el CO,

Distintas tecnologias han sido aplicadas para la captura del dioxido de carbono (Tabla
1); sin embargo, en este proyecto, nos enfocaremos en las tecnologias que utilizan la
captura y aprovechamiento del didxido de carbono mediante el uso de cianobacterias. La
separacion criogénica es la tecnologia que presenta la mayor eficiencia de captura, pero
requiere un alto consumo de energia, al igual que requiere de un pretratamiento a los

gases para evitar congelamiento del agua y el mantenimiento de los intercambiadores de
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calor. Estos altos costos energéticos resaltan en la implementaciéon de los distintos

métodos de captacion (Singh and Dhar, 2019).

Tabla. 1. Métodos de conversion, separacion y captura para el CO,

M¢étodo Descripcion Ventajas Desventajas Referencias
Adsorcion Utiliza s6lidos | Baja generacion | Energia (Li et al,
adsorbentes de residuos ineficiente, 2008)
como  carbon pretratamiento | (Hunt et al,
activado, de gases de 2910)
zeolita, etc. combustion Pires et al.,
debido al | 2011
contenido  de
humedad y
presencia de
contaminantes
(por ejemplo,
SO, y NO,)
Absorcion Liquido i6nico | Ambientalmente | Costoso y | (Ziobrowski,
quimica para la | més seguro | dificil de | Krupiczka
absorcion. como sustituto | escalar and
del uso de Rotkegel,
solventes 2016)
peligrosos
Tecnologia Separacion  al | Alta eficiencia | Consume Scholes et
de membrana | pasar por una | de separacion. mucha energia | al., 2009
membrana que | Pequefios ya que la|Pires et al,
actta como | requisitos de | refrigeracion de | 2011
filtro con | instalacion. los gases de | (Lam, Lee
permeabilidad combustion es | and
selectiva. esencial, el alto | Mohamed,
Normalmente se contenido  de | 2012)
utilizan humedad en los
membranas gases de
poliméricas. combustion
afecta el

rendimiento de
la  membrana
debido a 1la
absorcion
competitiva y la
plastificacion
del polimero y
el alto costo de
la membrana, el
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ensuciamiento
de la membrana
y la alta
superficie de la
membrana son
requisitos.

Separacion
criogénica

Refrigeracion y
condensacion
consecutivas de
la mezcla de
gases a
diferentes
temperaturas de
condensacion
para separar el
CO..

Alta eficiencia
de captura
(hasta 99,9%)

Alto
requerimiento
de energia para
refrigeracion, se
requiere la
eliminacion de
la humedad de
los gases de
combustion
antes
enfriamiento
para evitar
taponamientos
por formacién
de hielo,
acumulacién de
CO,
continuamente
en las
superficies del
intercambiador
de calor y debe
eliminarse.

del

(Tuinier et
al., 2010)
(Lam,
and
Mohamed,
2012)

Lee

Captura y
utilizacion de
carbono a
base de
microalgas y
cianobacteria
S

Bioconversion
de CO, en
biocombustibles
y otros
productos.

Altamente
eficiente en una
amplia gama de
concentraciones
de CO,

Tasa de
crecimiento mas
rapida que las
plantas.

No se requiere
tierra cultivable.
Coproduccion
de  alimentos,
biocombustibles
y productos de
valor anadido.

Sistemas de
cultivo
complejo y
procesamiento
posterior,
sensible a otros
componentes de
los gases de
combustion
(NOx, SOx).

Harun et al,,
2010

(Kao et al.,
2014)
(Singh,
Tripathi and
Thakur,
2014)
Varshney et
al., 2014
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La captura y utilizacion de carbono a través de microalgas y cianobacterias tiene la
principal ventaja de lograr la conversion del CO, en biomasa, distintos metabolitos y
productos biotecnologicos finales. A su vez, se ha reportado que las cianobacterias
pueden lograr una eficiencia de conversion de CO, cercana al 92.2 % (Lam and Lee,
2013). Entre las cianobacterias y microalgas, hay diferencias notables. Las primeras son
organismos procariotas, mientras que las microalgas son células eucariotas. Aunque
ambas tienen la capacidad de utilizar el didxido de carbono y luz para crecer y
desarrollar sus funciones metabdlicas, los tiempos de duplicacion son distintos en
ambos; por ejemplo, las cianobacterias tardan 4 horas en replicarse, mientras que las
microalgas tardan 6 horas y las células de plantas necesitan un tiempo casi 4 veces

mayor (24 horas) (Brasil et al., 2017).

1.3. Cianobacterias

Las cianobacterias fueron los primeros microorganismos en aparecer sobre la tierra y se
sabe que estan relacionadas filogenéticamente con las bacterias Gram-positivas
(Madigan, M., and Brock, 2009). Tienen la capacidad y la importante labor de producir
oxigeno y de fijar CO, mediante el ciclo de Calvin catalizado por ribulosa 1, 5-bisfosfato
carboxilasa (RuBisCO). Esta enzima es degradada por el oxigeno, sin embargo,
Synechocystis sp. PCC 6803 ha desarrollado un orgénulo llamado carboxisoma que tiene
la capacidad de encapsular y proteger a la RuBisCO (Yu et al., 2013a). Las cianobacterias
son de un subgrupo de las bacterias Gram-positivas y se pueden encontrar en la mayoria
de los ambientes acudticos, en gran variedad de ambientes y bajo innumerables
condiciones. Por tal motivo, presentan una gran aplicabilidad tecnoldgica ya que se ha
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demostrado que producen variedades de pigmentos, enzimas y vitaminas. Aunado a esto,
los bajos requerimientos nutricionales de las cianobacterias han justificado la posibilidad
de escalar su produccion y uso a nivel industrial. (Kima et al., 2016). Entre las especies
mas utilizadas para expresion de proteinas, farmacos, vitaminas, biomasa,
biofertilizantes, colorantes, etc. tanto a nivel de investigacion como industrial son:
Spirulina, Nostoc, Synechococcus elongates y Synechocystis sp. PCC 6803 (Kima et al.,

2016).

1.4. Synechocystis sp. PCC 6803.

Synechocystis sp. PCC 6803 es una cianobacteria que tiene la capacidad de crecer foto
autotroficamente y foto heterotréficamente, como fuentes de nitrégeno puede utilizar
nitrato y amonio, sin embargo, no tiene la capacidad de asimilar N, (Yu et al., 2013a).
Comunmente la Synechocystis sp. PCC 6803 se cultiva a una temperatura de 30 °C, pH
entre 7 y 8 en fotorreactores que contienen medio BG-11 (Tabla 2.), el cual estd
optimizado para el crecimiento de cianobacterias, ya que su principal caracteristica es

que estd compuesto por sales (Yu et al., 2013a).

Tabla 2. Composicion del medio de cultivo BG-11 (Rippka, Deruelles and Waterbury, 1979).

Componente Concentracion (g/L) | Solucion de metales | Concentracion (g/L)
traza

NaNO; 1.5 H;BO, 2.86

K,HPO, -3H,0O 0.05 MnCl,  4H,0 1.81

MgSO, 7H,O 0.075 ZnS0O,- 7TH,0O 0.222

CaCl, 2H,0 0.036 Na,MoO, - 2H,0 0.039

Acido citrico 6x10° CuSO, ‘5H,0 0.079

Citrato de amonio férrico | 6x10° Co(NO;), 6H,0 49.4x10°

EDTA 6x10"

Na,CO, 0.02
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| Solucidén de metales traza | 1 (mL) | |

La fotosintesis en cianobacterias (Figura 1), como Synechocystis sp., se lleva a cabo
gracias a la accion de dos fotosistemas principales, el fotosistema I (PSI) y el
fotosistema II (PSII), ambos presentes en la membrana tilacoidal y ricos en clorofila.
Estos fotosistemas funcionan como complejos recolectores de luz, capturando fotones y
convirtiendo su energia en energia quimica utilizable. El proceso comienza en el PSII,
donde la energia de la luz impulsa la oxidaciéon del agua, liberando electrones, protones
y oxigeno molecular como subproducto. Los electrones liberados son transferidos a
través de una cadena de transporte de electrones, generando un gradiente de protones a
través de la membrana tilacoidal. Este gradiente es aprovechado por la enzima ATP
sintasa para producir ATP, la moneda energética de la célula. Al final de la cadena de
transporte de electrones, los electrones son utilizados para reducir la molécula NADP+ a
NADPH, otra molécula clave en la fotosintesis. Tanto el ATP como el NADPH
generados en las reacciones dependientes de la luz son posteriormente utilizados en el
ciclo de Calvin para fijar el diéxido de carbono y sintetizar azlicares, que son la base de

la materia organica de la cianobacteria. (Heinz et al., 2016).

H* NADPH ‘ .
ATP Calvin

[—— Cyc|e



Figura 1. Representacion grafica del metabolismo fotosintético en Synechocystis sp. PCC 6803. (Tomado

de: (Knoot et al., 2018))

1.5. Pretratamiento a biomasa

Mas del 51 % en peso seco de la composicion de la biomasa de las cianobacterias y
microalgas es carbono, el cual se encuentra presente en forma de carbohidratos,
aproximadamente entre un 30 a 50 %. Utilizando tratamientos quimicos pueden ser
transformados a carbohidratos aprovechables en la fermentacion microbiana. A
diferencia de la biomasa de las plantas, las cuales contienen materia lignoceluldsica
formada por sustancias que requieren condiciones extremas para ser hidrolizadas, entre
ellas la lignina, la biomasa de las cianobacterias es una alternativa viable para la
produccion de azicares fermentables como lo son glucosa, sacarosa, xilosa, fructosa,
lactosa entre otros, para ser empleados en distintos procesos microbioldgicos (Seon et al.,

2020).

La hidrolisis acida térmica se lleva a cabo sometiendo a la biomasa a distintas
concentraciones de acido nitrico o acido sulfurico, llevando la mezcla a distintas
temperaturas y tiempos de hidrélisis. Después del proceso, se realiza una neutralizacion
con NaOH, Ca(OH), o CaCO; para ajustar el pH. De acuerdo con la literatura, la
presencia de sales y neutralizante puede generar inhibicion bacteriana, por lo cual se
requiere explorar procesos para evitar una concentracion excesiva de sales (Seon et al.,
2020). Dependiendo de la biomasa utilizada después del proceso de hidrolizado se
pueden llegar a obtener azucares fermentables como glucosa, galactosa, arabinosa y

xilosa (Nguyen et al., 2009).
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La biomasa de Chlamydomonas reinhardtii ha sido tratada con acido sulfurico para
obtener azucares reductores, la microalga es incubada con presencia de acido acético
para propiciar la acumulaciéon de carbohidratos, posteriormente se probaron una
combinacion de concentraciones de acido sulfurico (1 a 5 %volumen), tiempos de
hidrolisis (10 a 40 min) y temperaturas (100, 110 y 120 °C), destacando la liberacion
maxima de 29.6 g/L de glucosa al ser tratadas con 5 % de 4cido sulftrico, temperatura
de 110 °C por 30 minutos, partiendo de 50 g/L de biomasa de la microalga (Nguyen et al.,

2009).

Se ha reportado el uso de la biomasa de Chlorella sp. ABC-001 para produccion de
etanol por la cepa de Saccharomyces cerevisiae KLL17, dicha biomasa se tratdé con acido
sulfurico y acido nitrico, para ser neutralizados con dos bases distintas (NaOH y
Ca(OH),), ademas de emplear un proceso de electrodidlisis para retirar las sales
formadas. Las mayores concentraciones de etanol se obtuvieron al utilizar acido
sulfurico, destacando la neutralizacion con Ca(OH), obteniendo 5.5 g/L de etanol y la
concentracion obtenida de etanol por el medio comercial fue de 6 g/L, dicho

experimento comenzd con una concentracion de azucares de 13.5 g/L (Seon et al., 2020).

En el caso de cianobacterias, la cepa Synechococcus sp. PCC 7002 fue sometida a un
proceso de hidrélisis enzimatica utilizando lisozima, por encima de los 40 mg/L de
enzima, se obtiene una liberacion de glucosa del 65 %. El proceso de hidrélisis conlleva

ciclos de calentamiento y enfriamiento (Mollers et al., 2014).

Se ha estudiado el uso de las cianobacterias Lyngbya limnetica y Oscillatoria obscura

para la produccion de butanol, partiendo de 4 % de biomasa, 1.63 M de acido sulftrico,

20



100 °C, 60 minutos y siendo neutralizadas con NaOH, la produccion de butanol alcanza

hasta 8.87 g/L (Kushwaha et al., 2020).

1.6. Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula mucilaginosa, una de las levaduras rojas, es una levadura prometedora para
aplicacion industrial en los ultimos afos, es una levadura oleaginosa y pigmentada
clasificada como aerobia facultativa. Puede crecer en ambientes con alta concentracion
de oxigeno disuelto, asi como en aquellos con baja disponibilidad de oxigeno, como por

ejemplo rios, lagos y aguas residuales(Li et al., 2022).

Ademads, R. mucilaginosa se considera un productor natural de tetraterpenoides y
presenta distintas ventajas sobre bacterias y plantas en la produccion de carotenoides,
debido a su forma unicelular, rapidos periodos de duplicacion, capacidad para crecer en
una amplia gama de sustratos y conveniencia de cultivo en grandes

fermentadores(Gualberto et al., 2022)

La cepa de R. mucilaginosa a utilizar en este proyecto es la UANL-001L, dicha cepa fue
aislada de la region norte de México del rio Pesqueria en Nuevo Le6n, México, una zona
con altas concentraciones de metales pesados y condiciones estresantes de crecimiento.
Previamente, se obtuvieron las condiciones Optimas de crecimiento; temperatura de 30

°C, pH de 5 y alcanzando la maxima concentracion celular a las 96 horas de cultivo en el
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medio Yeast Mold (YM), sin embargo, la cepa ha demostrado capacidades de
crecimiento en distintos medios de cultivo (Gonzalez Garza et al., 2016; Torres-Alvarez et
al., 2022). La mayor produccién de carotenoides, al deberse de un metabolito secundario,
es alcanzada en la fase estacionaria, es decir, al alcanzar su maxima densidad celular,
por lo cual se recomienda realizar la extraccion de estas moléculas entre 24 y 48 horas

después de entrar a la fase estacionaria(Tkacova et al., 2015)

1.7. Carotenoides

Los carotenoides son importantes pigmentos que se encuentran de manera natural en el
ambiente, pueden ser de color rojo, naranja y amarillo, tradicionalmente son
ampliamente utilizados en el sector comercial. Los carotenoides son considerados
pigmentos terpenoides C40 sintetizados a partir de dos moléculas de un pirofosfato de
geranilgeranilo. Seglin su estructura, se dividen en carotenos y xantofilas. La cadena de
caroteno consta de carbono e hidrogeno (P-caroteno, toruleno), mientras que las
xantofilas unen el oxigeno en el grupo funcional como carboxi, oxi o hidroxi (Tkacova et
al., 2015). Existen mas de 600 moléculas con distintas funciones como la absorcion de
luz ultravioleta, proporcionan grandes beneficios para la salud humana debido a su
actividad antioxidante, son precursores de vitamina A, e incluso para la atraccion de
animales e insectos, como es el caso de promover la polinizacion en las plantas (Tkacova

etal., 2015)

Los carotenos de mayor importancia comercial son -caroteno, empleado como aditivos
alimenticios para consumo en general, pigmentos y aditivos en la formulacion de
cosméticos, aditivo de farmacos, antioxidante en distintos productos naturistas y entre

otros usos (Packer, Hiramatsu and Yoshikawa, 1999).

22



La estructura quimica se caracteriza por tener una cadena de carbonos unidos por doble
enlace (Figura 2), estructuras que otorgan su potencial antioxidante y su

coloracion(Packer, Hiramatsu and Yoshikawa, 1999).

Figura 2. Estructura de a) B-caroteno, b) toruleno, c) torularodin.

El proceso industrial de obtencion de estos carotenoides se puede dividir en dos tipos o
enfoques; el primero mediante procesos biotecnologicos utilizando microorganismos
que son capaces de acumular pigmentos, el segundo se da a partir de materiales
vegetales, representando solamente el 2 % de produccion (Voutilainen et al., 2006). De
las plantas mas utilizadas para la extraccion se encuentran la azafran y paprika, sin
embargo, depende de las condiciones climatologicas, los ciclos de agricultura y cosecha
(Maldonade, Rodriguez-Amaya and Scamparini, 2008). El enfoque biotecnologico cubre
varios productores microbianos como levaduras, hongos, bacterias y algas. La
produccion de carotenoides en levaduras estd principalmente generada por cepas

pertenecientes al género Rhodotorula sp., Rhodosporidium sp. y Sporobolo-myces sp.
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para la sintesis de B-caroteno, y-caroteno, torulene y torularhodin, y Xanthophylomyces

sp. para la formacion de astaxantina (Kot et al., 2016).

Se han utilizado distintos medios de cultivo a partir de residuos para la produccion de
carotenoides, en la siguiente tabla se muestra un resumen de los medios de cultivo

empleados, asi como el rendimiento de carotenoides.

Tabla 3. Comparativa de medios de cultivo a partir de residuos para la produccion de carotenoides

Cepa Medio de | Rendimiento de | Consideracion Referencia
cultivo carotenoides
ng/g
R. glutinis Suero de 512 NaClal 1 % (Kanzy et al.,
queso salado 2015)
R. Suero de 378 NaCl al 8 % (Kanzy et al.,
mucilagenosa queso salado 2015)
R. mucilaginosa | Extracto de 317 200 g/ de | (Torres-
UANLO001 cascara de cascara de | Alvarez et al.,
platano platano 2022)
R. Extracto de 700 30 g/ de | (Ghilardi et
mucilagenosa alperujo alperujo al., 2020)

En los distintos medios de cultivo se han suministrado nutrientes adicionales para
mejorar el crecimiento de levadura o bien propiciar la acumulacion de carotenoides, se
han probado extractos de residuos de fruta y efluentes de desecho, sin embargo, no hay
antecedentes del uso de biomasa de una cianobacteria o el hidrolizado de biomasa para

la obtencion de carotenoides.

Por tal motivo el presente trabajo de investigacion se propone explorar una nueva via
para la produccidon sostenible de carotenoides, aprovechando la capacidad de las
cianobacterias para fijar CO, y la capacidad de las levaduras para transformar sustratos
en metabolitos de valor. Especificamente, se evaluara la factibilidad de utilizar la
biomasa de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803, ya sea directamente o tras un

proceso de hidrélisis, como sustrato para el crecimiento y la produccion de carotenoides
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por la levadura Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L. Esta estrategia innovadora
busca no solo ofrecer una alternativa sostenible para la obtencion de carotenoides, sino

también contribuir a la mitigacion del cambio climatico mediante la valorizacion del

CO..
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1 Hipotesis

La biomasa de Synechocystis sp. PCC608 puede ser convertida a carotenoides utilizando
Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L

3.2 Objetivo general

Convertir el diéxido de carbono asimilado por Synechocystis sp. en carotenoides
utilizando Rhodotorula mucilaginosa.

3.3 Objetivos especificos

3.3.1 Monitorear condiciones de crecimiento de Synechocystis sp, como temperatura,
luz, crecimiento y dioxido de carbono.

3.3.2 Obtener un medio de cultivo con azucares reductores a partir de la biomasa de
Synechocystis sp., sometida a un procesamiento de hidrélisis acida.

3.3.3 Obtener carotenoides utilizando Rhodotorula mucilaginosa en el medio de
cultivo producido por hidrolisis acida.

3.3.4 Evaluar la sintesis de carotenoides utilizando Rhodotorula mucilaginosa a partir
de biomasa estéril de Synechocystis sp.

3.3.5 Extraer y cuantificar carotenoides producidos por Rhodotorula mucilaginosa

3.3.6 Relacionar el CO, asimilado por Synechocystis sp. PCC6803 con los
carotenoides obtenidos.

METODOLOGIA

4.1 Materiales, reactivos y equipos.

Para las diversas pruebas a realizar en el presente proyecto se utilizo el siguiente
material: Cajas Petri de plastico marca VWR, matraces Erlenmeyer de 125, 250 y 500
mL marca PYREX, tubos de ensayo de 15 y 50 mL marca Corning, placas de 96
pocillos marca Corning, celdas para espectrofotometro de 10mm marca Brand,

micropipetas de 0.1-2.5, 0.5-10, 2-20, 10-100, 20-200, 100-1000 pL y 0.5-5 mL con sus
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respectivas puntillas marca Eppendorf, frascos de vidrio con rosca de 250 y 1000 mL
marca DURAN, tubos para microcentrifuga de 0.2, 0.6 y 1.5 mL, membrana de
filtracion Supor-450 47mm 0.45um marca PALL, filtros para jeringa estéril de PES
0.22pm 30mm de didmetro marca CELLTREAT, tuberia de precision Masterflex L/S 16

de silicon curado en platino.

De los reactivos necesarios para el desarrollo del proyecto se utilizaron: medio de
cultivo YM (Difco), agar bacteriologico (BD Bioxon) y medio BG-11 50x (Sigma-
Aldrich). Reactivos como sulfato de calcio, NaCl, acido 3,5 dinitrosalicilico, hidréxido

de sodio, glucosa y tartrato de sodio/potasio.

Los equipos utilizados se encuentran en el laboratorio de Biologia Sintética y de
Sistemas (LBSS) en el Centro de Investigacion en Biotecnologia y Nanotecnologia
(CIByN) dentro del Parque de Investigacion e Innovacion Tecnologica (PIIT):
Incubadora estatica y con agitacion marca LAB TECH modelo LSI-3016R, autoclave
automatica marca JEIO TECH modelo AAHL1035K, refrigerador y congelador marca
Norlake, espectrofotometro Optizen 2120 UV Plus, lector de placas Multiskan GO
marca Thermo Scientific, centrifuga con refrigeracion LEGEND XFR de Thermo
Scientific, balanza analitica AND modelo GR-200, campana de flujo laminar nivel II de
LABCONCO, ThermoMixer C de eppendorf, microscopio MICROMASTER de Fisher

Scientific y Vortex Genie de Scientific Industries.
4.2 Monitorear condiciones de crecimiento de Synechocystis sp.
Se realizaron 2 cultivos de Synechocystis sp. en frascos de 3.78 L con 2 L de medio BG-

11 (Cyanobacteria BG-11 Freshwater Solution, C3061 de Sigma-Aldrick), partiendo de
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una densidad 6ptica medida a 730 nm de 0.15 y una temperatura ambiente de 28+2 °C,
se inyectd aire proveniente del ambiente previamente esterilizado por filtracién a razéon
de 450 ccm, ademas, se monitored la concentracion de didxido de carbono en partes por
millon (ppm) utilizando un medidor Temtop modelo: M2000, se midi6 la intensidad de
luz en pE m™ s', utilizando un Quantum Separate Sensor de la marca Apogee modelo:
MQ-200X, la medicion de intensidad luminica correspondiente a las siguientes
coordenadas: 25°45'50.1"N 100°07'23.7"W. Se tomaron muestras diariamente de 1 mL
del cultivo para medir la densidad 6ptica a 730 nm y se detuvo la incubacioén al iniciar la

fase estacionaria 10 dias y el otro cultivo en fase estacionaria tardia después de 30 dias.

Una vez concluido el proceso de incubacion se realizé una concentracion de la biomasa
mediante centrifugacion, esta consistid en dos procesos; el primero utilizando frascos
con volumen de 200 mL para recolectar el volumen total del cultivo, el segundo
utilizando tubos Falcon de 50 mL para determinar la concentracion de biomasa en el
medio de cultivo, ambos procesos fueron sometidos a 10,000 rpm durante 15 minutos, la
biomasa recolectada se lavo 3 veces con agua destilada para retirar sales, la biomasa de
los tubos Falcon se transfirio a microtubos de 1.5 mL previamente pesados y se llevaron

a liofilizar durante 48 h con las condiciones de 0.31 mBar y -50 °C.

4.3 Obtencion de un medio de cultivo con aziicares reductores a partir de la
biomasa de Synechocystis sp. PCC6803, sometida a un procesamiento de hidrdlisis
acida.

Se caracteriz6 la biomasa Synechocystis sp. PCC6803 dicha determinacion analitica se
realiz6 mediante un Analizador Perkin Elmer PE2400, el cual proporciona informacion
del contenido porcentual de Carbono, Hidrogeno, Nitrogeno y Azufre presente en la

muestra. Para ello se pesaron 3 mg de biomasa previamente liofilizada bajo los
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siguientes parametros analiticos: Helio como gas portador, 82,2 °C en la columna
cromatografica, detector de conductividad térmica, temperatura del reactor de

combustioén 975 °C, 501 °C en el reactor de reduccion y un tiempo de analisis de 430 s.

Se mezclaron 0.4 g de biomasa previamente liofilizada en 40 mL de agua con 5 %
volumen-volumen de acido sulfurico concentrado, ademds, como control negativo se
tomaron 40 mL agua y se adiciond con la misma proporcion de acido sulftirico, los
procesos se realizaron por triplicado y fueron llevados a la autoclave para ser sometidos
a 110 °C durante 30 minutos. Una vez finalizado el proceso se realizé una centrifugacion
a 8,000 rpm durante 10 minutos para precipitar la biomasa residual y recuperar
sobrenadante para ser neutralizado con carbonato de calcio hasta un rango de pH entre
5.5y 6.5. Se realizo otra centrifugacion para retirar el precipitado (Sulfato de calcio), al
sobrenadante se le registrdé una vez mas el pH y se esterilizé mediante filtracion a 0.22 ,
los filtrados se analizaron con la técnica DNS de Miller en 1959 , adaptada para el uso
en microplaca por Bener en 2018, se tomaron 25 pl. de muestra junto a 25 pL del
reactivo DNS para ser calentados a 95 °C en un Thermomixer durante 5 minutos,
inmediatamente se agregaron 250 pL. de agua destilada fria, el volumen total de 300 pL
se analizo en el lector de placas a una longitud de onda de 540 nm. La curva patron se
realizd siguiendo el mismo procedimiento, analizando concentraciones de glucosa de 0

hasta 5 g/L para contar con un estandar y asi correlacionar los valores experimentales.

El perfil de carbohidratos se analizd6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) para determinar la composicion de azicares presentes en los medios de cultivo
Syn10 y Syn30. Se investigd la presencia de monosacaridos (glucosa, xilosa, arabinosa y

fructosa), disacaridos (maltosa) y alcoholes de azticar (manitol y sorbitol). Las muestras
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de ambos cultivos se filtraron a través de membranas de 0.45 pm y 0.22 um antes del
analisis. El sistema de HPLC utilizado fue un Shimadzu Prominence-i LC-2030C plus,
equipado con un detector de indice de refraccion Shimadzu RID-20° y una columna de
separacion de iones Pb Rezex RPM-Monosaccharide. La fase movil consistié en agua al
100 % a un caudal de 0.6 mL/min. La eleccion de esta técnica analitica permitié la
identificacion y cuantificacion precisa de los diferentes tipos de carbohidratos presentes
en los medios de cultivo, proporcionando informacién sobre la composicion de estos y

su potencial como sustratos para el crecimiento de microorganismos.

4.4 Produccion de carotenoides utilizando Rhodotorula mucilaginosa en el medio de
cultivo producido

En tubos Falcon de 50 mL se vertieron 20 mL del medio de cultivo producido y del
control negativo (Agua + Acido) y medio Yeast Malt (YM) como control positivo, los 3
tratamientos por triplicado se inocularon con 1 % de un cultivo overnigth de

Rhodotorula mucilaginosa y se llevaron a incubar a 28 °C, 600 rpm durante 7 dias.

Una vez concluida la incubacion se analizaron los cultivos mediante citometria de flujo

para verificar el fenotipo y distribucién celular.

Pasado el tiempo de incubacion se recuperd la biomasa mediante centrifugacion a
10,000 rpm@10 min y se realizaron 3 lavados con agua desionizada y se llevaron a
liofilizar durante 48 h con las condiciones de 0.31 mBar y -50 °C para determinar el

peso seco de la biomasa.

4.5 Extraccion y cuantificacion de carotenoides producidos por Rhodotorula
mucilaginosa
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La biomasa liofilizada de Rhodotorula mucilaginosa fue resuspendida con 1 mL
dimetilsulfoxido (DMSO) a 60 °C, se mezclo6 en vortex durante 60 segundos y se realizd
una centrifugacion a 10,000 rpm durante 5 minutos para reservar el sobrenadante el cual
contiene los carotenoides, dicho proceso se repitio hasta que desaparezca la coloracion

rosada del pellet celular(Kanzy et al., 2015).

Para la cuantificacion de carotenoides se utiliza el coeficiente especifico de absorbancia
y considera similar al coeficiente de extincion especifico , esto indica la absorbancia a 1
% peso/volumen de solucion (0.01 g/mL) con 1 cm de pathway medido a la longitud de
onda respectiva (Britton, 1985). Para calcular la concentracion de carotenoides en un

volumen determinado se puede hacer uso de la siguiente ecuacion [1]:

Donde: absorbancia de la muestra medida a 501 nm, volumen total del solvente

utilizado (mL) y coeficiente de extincion especifico (2040 g')

Para obtener la relacion masa de carotenoides y biomasa, se multiplicoé por el volumen
total extraido y divide entre la biomasa en peso seco previamente obtenida (Kanzy et al.,

2015).

4.6 Produccion de carotenoides utilizando Rhodotorula mucilaginosa con biomasa
de Synechocystis sp. PCC6803

Partiendo de los datos previamente presentados, se utilizé un cultivo de Synechocystis
sp. en matraz de 1 L con 0.5 L de medio BG-11 (Cyanobacteria BG-11 Freshwater

Solution, C3061 de Sigma-Aldrick), partiendo de una densidad 6ptica medida a 730 nm
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de 0.15,a 28 °C, 150 rpm, 80 puE m™? s y 50 dias de incubacién. Se realizo el proceso de

liofilizacién de biomasa previamente descrito para obtener la concentracion de ésta.

Se realizaron tres tratamientos, cada uno por triplicado: 1. biomasa de la cianobacteria
viva (BV), 2. biomasa sometida a un proceso de esterilizacion (BE+R) por calor himedo
a 121 °C por 15 min, 3. agua destilada estéril (Agua) y 4. el sobrenadante
(Sobrenadante) del medio de cultivo de la cianobacteria, en todos los tratamientos se
utilizaron 50 mL, se incubaron por 20 dias a 28 °C, 150 rpm, 80 uE m™ s y se
inocularon un 1 % de un cultivo de R. mucilaginosa UANLOOI, ademas de un

tratamiento 5 control de biomasa estéril sin inocular (BE).

Una vez concluida la incubacion se determin6 la biomasa en peso seco, se extrajeron los
carotenoides con el procedimiento antes mencionado y se analizaron los cultivos

mediante citometria de flujo para verificar la distribucion celular.

4.7 Manejo y disposicion de residuos

Los residuos generados durante la realizacion del proyecto de investigacion (tales como
soluciones alcoholicas, reacciones de sintesis y residuos bologico-infecciosos) fueron
gestionados de acuerdo con las caracteristicas de estos, siguiendo los lineamientos
establecidos por el Departamento de Medio Ambiente y Seguridad de la Facultad de
Ciencias Quimicas utilizando los recipientes proporcionados por este departamento,

basandonos en la Norma PR-CLB-SRR-000
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Monitorear condiciones de crecimiento de Synechocystis sp, como temperatura,
luz, crecimiento y diéxido de carbono

Se obtuvo una grafica de crecimiento a partir del monitoreo de Synechocystis sp., bajo
condiciones no controladas en el laboratorio (Figura 3), la fase estacionaria en nuestro
cultivo se alcanz6 al dia 10 de incubacion, mostrando la tipica tendencia del crecimiento
bacteriano, la temperatura del medio de cultivo se mantuvo a 28+2 °C, la intensidad
luminica medida como actividad fotosintética (PAR) en promedio fue de 43+18.5 con
fotoperiodos naturales de 11:13 luz-oscuridad (Figura 4), la concentracion promedio de

CO, en el laboratorio fue de 1088.5+302.7 ppm (Figura 5).

oD
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Concentracian de Co,, ppm

Figura 3. Curva de crecimiento de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803 en el medio de cultivo

BG-11.
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Actividad fotosintética (PAR),

Figura 4. Intensidad luminica durante el periodo de incubacion, la medicion se realizé con sensor cuantico
Apogee modelo: MQ-200X en las siguientes coordenadas: 25°45'50.1"N 100°07"23.7"W.
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Figura 5. Monitoreo de la concentracion de CO, utilizando un medidor de didxido de carbono Temtop
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modelo: M2000. Tiempo negativo indica antes del inicio de la incubacion.

El tiempo en llegar a la fase estacionaria se asemeja a lo reportado en la literatura, se ha
reportado de 8 dias con una densidad 6ptica aproximada de 0.95 utilizando el mismo
medio de cultivo (BG-11) y condiciones controladas de 5 %(v/v) de CO,/aire, 30 °C e
intensidad luminica de 100 (Du ez al., 2013), sin embargo, también se ha reportado que la
cianobacteria puede alcanzar esta fase a los 13 dias de incubacion en el medio BG-11
adicionado con buffer HEPES y ajustado a un pH de 7.9, incubado a 25+1 °C, 92.5 y

fotoperiodos de 14:10 luz-oscuridad (Patel et al., 2018).

Nuestras condiciones de cultivo para Synechocystis sp. son apropiadas para su
crecimiento, aunque la temperatura no se mantenga estable, se encuentra dentro de un
rango considerado como apropiado (25-30 °C), asi mismo, la cianobacteria puede crecer

desde temperaturas desde 20 hasta 44 °C (Inoue et al., 2001).

Después de 10 y 30 dias se recolectd biomasa, dando como resultado 0.4493+0.011 g/L
y 1.0387+0.020 g/L respectivamente, nuestros rendimientos de biomasa se encuentran
alejados a lo reportado de 1.186+0.040 g/L en 20 dias de incubacion (Patel et al., 2018),
considerando que la incubacion se realizd6 mediante condiciones controladas, nuestro
experimento se utilizo la intensidad luminica solar con fotoperiodos naturales y carece

de la inyeccion de dioxido de carbono comercial.

5.2 Obtencion de un medio de cultivo con aziicares reductores a partir de la
biomasa de Synechocystis sp., sometida a un procesamiento de hidrdlisis acida.
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La composicion quimica en términos de porcentaje de Carbono (C), Hidrogeno (H),
Nitrogeno (N) y Azufre (S) de la biomasa seca de Synechocystis sp. PCC 6803 de

cultivos Syn10 y Syn30 se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Analisis elemental de biomasa seca de cultivos de Synechocystis sp. PCC

6803.
Muestra % Carbon (C) %Hidrogeno (H) %Nitrogeno (N) % Azufre (S)
Synl0  45.73 £0.028 6.650 +0.014 10.57+£0.042  0.510+0.127

Syn30 47.48 +£0.071%* 6.845+£0.021* 10.56 £0.099  0.455+0.021

La biomasa seca de Syn10 y Syn30 se obtuvo después de 10 y 30 dias, respectivamente, de
cultivo.

% peso
Los datos son la media de tres experimentos independientes + desviacion estandar, n = 3.

* Los valores son significativamente diferentes de Syn10 a p<0.05.

La composicion elemental de la biomasa de Synechocystis sp. PCC 6803 obtenida en
este estudio, con un contenido de carbono de alrededor del 45-47%, es ligeramente
inferior a los valores reportados en la literatura. Por ejemplo, (Patel et al., 2018)
reportaron un contenido de carbono del 51.38% para la misma cepa. Esta discrepancia
podria atribuirse a varios factores, incluyendo las condiciones de cultivo especificas
utilizadas en cada estudio, como la intensidad de la luz, la disponibilidad de nutrientes y

la duraciodn del cultivo.

Nuestros estudios sobre la composicion elemental de la biomasa de Synechocystis sp.
PCC 6803 revelaron niveles similares de C, H, N y S para cultivos cosechados a los 10
dias (Syn10) y a los 30 dias (Syn30), lo que indica una consistencia en la asimilacion y

utilizacion de estos elementos a lo largo del tiempo de cultivo. La estabilidad en los
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porcentajes de N y S sugiere una regulacién en la incorporacion de estos elementos
esenciales, independientemente de la duracion del cultivo. El aumento en el contenido
de carbono en Syn30 en comparacion con Synl0 coincide con la fase estacionaria de
crecimiento, donde la division celular se ralentiza y los recursos se destinan a la
acumulacién de reservas energéticas, como la acumulacion de carbohidratos, reflejada
en el mayor rendimiento de azucares reductores, podria ser una estrategia de
supervivencia de Synechocystis sp. en condiciones de limitacion de nutrientes,

preparandose para eventuales periodos de escasez (Yu et al., 2013b).

Posteriormente para medir el efecto de la concentracion de biomasa sobre la cantidad de
azucares reductores después del proceso de hidrdlisis térmica (Figura 6), se utilizaron

0.14 %, 0.25 %, 0.56% y 2.25 % de biomasa cultivada a 10 dias (Figura 6).
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Porcentaje de hidolizado, %

Figura 6. Efecto de la concentracion de la biomasa sobre el porcentaje de hidrolizado. Misma letra indica
que no hay diferencia significativa (a=0.05).

El porcentaje de hidrolizado, obtenido al dividir la concentracion de aziicares reductores
entre la concentracion de biomasa, se mantuvo constante en un 15% sin importar la
cantidad de biomasa utilizada. Esta observacion sugiere que la eficiencia de la hidrélisis
acida no se ve afectada por la concentracion inicial de biomasa dentro del rango
estudiado. Es importante destacar que este resultado contrasta con el 58 % reportado en
el proceso para la biomasa de la cepa C. reinhardtii UTEX 90 (Nguyen et al., 2009). Esta
discrepancia podria atribuirse a diferencias en la composicion de la pared celular de
ambas especies, asi como a las condiciones de cultivo previas a la hidrolisis, por

ejemplo, dicho cultivo fue sometido a distintos factores que ocasionaron acumulacion de
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carbohidratos tales como el uso de 4cido acético glacial en el medio de cultivo y una

elevada intensidad luminica de 450 .

Posteriormente, se utilizo la biomasa obtenida después de la incubacion de 10 y 30 dias
para crear el medio de cultivo Synl0 y Syn30 respectivamente, se analizd la
concentracion de azlcares reductores mediante el método DNS. La concentracion de
azlcares reductores liberados fue significativamente mayor en Syn30 (1 g/L) que en
Synl0 (0.3 g/L). Esta diferencia podria atribuirse al mayor tiempo de incubacion de
Synechocystis sp. en Syn30 (30 dias vs. 10 dias en Synl10). Un periodo de cultivo més
prolongado podria haber permitido una mayor acumulacién de carbohidratos en la
biomasa, resultando en una mayor liberacion de azucares reductores durante la hidrélisis
acida. Esto sugiere que el tiempo de incubacion de Synechocystis sp. es un factor
determinante en la produccion de azucares reductores a partir de su biomasa, los
resultados se muestran en la Figura 7, en el tratamiento control negativo (agua) no se

decentaron azucares reductores.
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Medio de cultivo

Figura 7. Azlcares reductores obtenidos después del proceso de hidrdlisis acida térmica. Mismas letra o
numero no hay diferencia significativa (a=0.05).

Después de obtener composicion elemental y el contenido de azlcares reductores, se
procedio a evaluar el perfil de azticares dentro del medio de cultivo de Synechocystis sp.
PCC 6803, luego de un periodo de crecimiento de 10 y 30 dias (Synl0O y Syn30,
respectivamente). Como se delinea en la Tabla 5, los sacaridos predominantes
producidos en el medio Synl0 fueron maltosa, constituyendo 67.63 %, y glucosa,
formando 32.37 % de los aztcares totales. En contraste, el medio Syn30 exhibi6é una
distribucion de maltosa en 62.12 %, glucosa en 34.39 % y la emergencia de fructosa en
3.5%. En particular, la maltosa fue identificada como el disacarido mas prevalente, y la

presencia de fructosa se observo exclusivamente en las muestras Syn30.
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Tabla 5. Contenido relativo de azucares en medio de cultivo a partir de Synechocystis sp. PCC
6803.

Mal Glc Xyl Ara  Fru Man Sor

Syn10 67.63% 32.37% ND ND ND ND ND
Syn30 62.12% 34.39% ND ND 3.5% ND ND

ND, no detectado; Mal, Maltosa; Glc, Glucosa; Xyl, Xilosa; Ara, Arabinosa; Fru, Fructosa; Man,
Manitol; Sor, Sorbitol.

La composicion de azucares en los medios de cultivo Syn10 y Syn30, derivados de
Synechocystis sp., difiere de la reportada para Chlamydomonas reinhardtii en la
literatura, en el caso de Chlamydomonas, el azucar predominante obtenido tras la
hidrdlisis acida fue la glucosa, alcanzando hasta 29.6 g/L. bajo condiciones optimizadas

(Nguyen et al., 2009).

Estas diferencias en la composicion de azlcares pueden atribuirse a diferencias en la
estructura y metabolismo de ambas especies. Chlamydomonas reinhardtii es un alga
verde eucariota, mientras que Synechocystis sp. es una cianobacteria procariota. La
composicion de sus paredes celulares y sus rutas metabdlicas de sintesis y

almacenamiento de carbohidratos son distintas (Seon et al., 2020).

Ademas, las condiciones de cultivo previas a la hidrolisis también pueden influir en la
composicion de azucares. En el estudio de (Nguyen et al., 2009), Chlamydomonas fue
sometida a condiciones especificas para promover la acumulacion de almidén, un
polimero de glucosa, lo que explica el alto rendimiento de este azlcar tras la hidrolisis.
En contraste, en este estudio, Synechocystis sp. fue cultivada en condiciones estandar, lo

que podria haber favorecido la produccion de maltosa y otros azicares.
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La ausencia de otros azlicares como xilosa y arabinosa, que son comunes en hidrolizados
de biomasa lignocelulésica, resalta la diferencia en la composicion de la pared celular de
Synechocystis sp. en comparacion con las plantas. La pared celular de esta cianobacteria
esta compuesta principalmente de peptidoglicano y no contiene lignina, lo que explica la

ausencia de estos azlcares (Seon et al., 2020).

5.3 Produccion, extraccion y cuantificacion de carotenoides utilizando Rhodotorula
mucilaginosa en el medio de cultivo producido

Una vez finalizado el proceso de produccion y extraccion se cuantificaron los
carotenoides con la metodologia descrita anteriormente, de acuerdo con lo reportado y
esperado, en el medio YM se dio la mayor produccion de carotenoides, en el caso de los
medios Synl0 y Syn30 no se observa diferencia significativa en la produccion de
carotenoides. El rendimiento en el medio YM es similar a lo reportado previamente
tanto por (Kanzy et al., 2015) y (Torres-Alvarez et al., 2022) que van desde los 350 a 450
ng/g, en el caso de los medios producidos (Syn 10 y 30) contamos con 200 ug/g de
rendimiento, siendo aproximadamente un 50 % menor con lo previamente reportado por

(Torres-Alvarez et al., 2022) y el medio YM.
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Figura 8. Produccion de carotenoides por cada medio de cultivo y rendimiento respecto a la biomasa de la
levadura. Mismas letra o nimero no hay diferencia significativa (0=0.05).

4.8 Produccion de carotenoides utilizando Rhodotorula mucilaginosa con biomasa
de Synechocystis sp. PCC6803

Una vez finalizada la incubacién, las células en suspension se visualizaron en
microscopio, la figura 9a son células de Synechocystis sp. PCC6803 vivas, presentan su
caracteristico color verde, ademés de estar unidas en dos células, en la figura 10a se
compara la complejidad celular (SSC) con respecto a su tamafio (FSC), las células vivas
varian tanto en su tamafio y en su complejidad, estando concentradas en la parte central
inferior del grafico, al someterse al proceso de esterilizacion (Figura 11a) la complejidad

es menor y se mantiene estable, pero el tamafio se mantiene sin cambios, ya que no
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sufrieron dafios estructurales esto se confirma en la figura 10c y 11c, porque muestra la

variacion de tamano (FSC).

Synechocystis sp. PCC6803 emite autofluorescencia cuya emision se aprecia entre 630 y
670 nm debi6 a la clorofila (Chukhutsina er al., 2015) (figura 9f), en la figura 10b se
compara la cantidad de eventos (en este caso células) con respecto a la intensidad de
fluorescencia PC5.5 (filtro que capta entre 600 y 700 nm) situdndose con una intensidad
entre 10° y 10 en la figura 11b la intensidad aparece por debajo de 10° siendo un
indicativo de la degradacion de las proteinas como la clorofila y por ende una muerte
celular debido a que la clorofila es sensible a factores fisioldgicos como el calor la cual

provoca la inactivacion de la misma (Takahashi, 2018).
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Figura 9. Células de presentes en los medios de cultivo observadas a 100x. a) Células vivas de
Synechocystis sp., b) Células de R. mucilaginosa en BE+R, c¢) Células de R. mucilaginosa en agua, d)
Células de R. mucilaginosa en sobrenadante y d) Células de R. mucilaginosa en medio YM (Como
referencia).
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Figura 10. Células vivas de Synechocystis sp., analizadas mediante citometria de flujo. a) muestra
complejidad con respecto al tamaiio b) intensidad de fluorescencia, ¢) Dispersion del tamaiio.
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Figura 11. Células esterilizadas de Synechocystis sp., analizadas mediante citometria de flujo. a) muestra
complejidad con respecto al tamafio b) intensidad de fluorescencia, ¢) Dispersion del tamafio.

En el caso de Rhodotorula mucilaginosa (Figura 9¢) la dispersion celular es mayor en

comparacion con la cianobacteria, presentando una mayor complejidad y mayor tamafio

(figura 12a), nuestra levadura no presenta fluorescencia por lo cual la poblacion aparece

por debajo de 10° (Figura 12b) y graficamente presenta un mayor tamafo (Figura 12c)

46




en comparacion de las células de Synechocystis sp esterilizadas, ya que dichas células

aparecen cercanas a 10° y en el caso de la levadura estan centradas entre 10° y 10°.
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Figura 12. Células de R mucilaginosa analizadas mediante citometria de flujo. a) muestra complejidad con
respecto al tamafio b) intensidad de fluorescencia, ¢) Dispersion del tamaiio.

En la figura 13a se pueden apreciar las 2 poblaciones, tanto de la cianobacteria y

levadura, en la parte inferior se siguen concentrando las células de Synechocystis sp,

mientras que las células de R mucilaginosa se muestran con un mayor tamafio y

complejidad, dicho fendmeno lo podemos corroborar en la figura 13c al apreciarse las

dos poblaciones de manera explicita, estando a la izquierda con un menor tamafio las

células de la cianobacteria y a la derecha con mayor tamano las células de las levaduras,

asi como lo muestran la figura 9b.
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Después de incubar los distintos tratamientos se concentrd la biomasa a 1 mL de agua

destilada, en la Figura 14 se muestran las imagenes de la concentracion; la biomasa de

Synechocystis sp. PCC6803 estéril aparece bajo un color blanco junto a la biomasa de

Rhodotorula mucilaginosa con un color rosado (BE+R), en el caso de la incubacion en

el sobrenadante (D) y el agua (B) se observa una coloracion rosada con mayor

intensidad, y la biomasa estéril de la cianobacteria no presenta coloracion (C)
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Figura 14. Fotografias de la concentracion y formacion de pellet a partir de los tratamientos realizados: A)
BE+R: biomasa de la cianobacteria estéril y Rhodotorula mucilaginosa, B) agua, C) BE: biomasa de la
cianobacteria estéril y D) sobrenadante del cultivo de Synechocystis sp.

Los resultados obtenidos de la biomasa en peso seco se aprecian en la figura 15,
destacando que la cantidad de biomasa utilizada al inicio de la esterilizacion de
Synechocystis sp. fue de 31.13+2.63 mg, después del proceso de incubacion la biomasa
esterilizada y sin inéculo (BE) disminuyo a 16.45+1.34 mg, Rhodotorula mucilaginosa
logré crecer en el medio de cultivo que contiene células de la cianobacteria esterilizada
llegando a 30 mg (se rest6 16 mg referente de la biomasa de la cianobacteria) esto indica
que la levadura utiliza la biomasa como fuente de alimento, seguido por el sobrenadante

del cultivo de la cianobacteria, el crecimiento se puede deber a la presencia de sales del
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medio BG-11, muerte celular de la cianobacteria, ademds, se ha reportado que la
cianobacteria tiene la capacidad de liberar polisacaridos al medio de cultivo en
condiciones de estrés (Mallick er al., 2020) para ser aprovechados por la levadura. Se
presentd biomasa creciendo en agua, debido al medio de cultivo residual del indculo y

bien el aprovechamiento de nutrientes liberado por células de la levadura.

Biomasa en peso seco de R. mucilaginosa, mg

Figura 15. Biomasa en peso seco obtenida después de la incubaciéon. BE+R: Biomasa estéril con R.
mucilaginosa, Agua y sobrenadante. Mismas letra o numero no hay diferencia significativa (a=0.05).
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Una vez finalizado el proceso de extraccion de carotenos previamente descrito, se
obtuvo una mayor cantidad de carotenoides en el medio que contenia biomasa de
Synechocystis sp. estéril indicando que R. mucilaginosa propicia la degradacion celular
de la cianobacteria, se reporta ampliamente que R. mucilaginosa tiene la capacidad de
expresar proteasas(Lario er al., 2015) las cuales pueden degradar a las células de

Synechocystis sp.

Se cuantificaron los carotenoides presentes en el sobrenadante y agua (Figura 16),
estando por debajo de un 50 % de BE+R, en cuanto al rendimiento de carotenoides por
biomasa de levadura fue todo lo contrario, en el caso del agua tiene un mejor
rendimiento de carotenoides, al no tener nutrientes no es posible realizar la duplicacion
celular, sin embargo, se da la produccion de carotenoides, previamente se ha reportado
que fotoperiodos ocasionan estrés en la levadura e incrementando el rendimiento de
carotenoides hasta en 254 ng/g (Garcia-Cortes et al., 2021), ademas hay reportes de que
los carotenoides son producidos para evitar dafios por especies reactivas de oxigeno y
proteger contra la fotooxidacion (Moore, Breedveld and Autor, 1989), por tal motivo el
agua estaria ocasionando estrés oxidativo en las células manteniéndolas en un estado
inerte sin reproduccion celular pero acumulando pigmentacion, resaltado el prolongado

tiempo de incubacion de 21 dias.
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Carotenoides,

Figura 16. Produccion de carotenoides por cada medio de cultivo y rendimiento respecto a la biomasa de
la levadura. Mismas letra o nimero no hay diferencia significativa (0¢=0.05).
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4.9 Relacion entre CO, asimilado por Synechocystis sp. PCC6803 y carotenoides
obtenidos.

Para obtener la relacién de gramos carotenoides producidos a partir de gramos de
diéxido de carbono asimilado se tomd como referencia lo reportado por (Shastri and
Morgan, 2005), indican que para condiciones autotroficas s€¢ que por cada gramo de
diéxido de carbono asimilado se producen 0.552 g de biomasa, en los experimentos
se partieron de 0.4 gramos de biomasa de Synechocystis sp. representando 0.7242
gramos de dioxido de carbono. La relacion de asimilacion de CO, de los medios
utilizados se presenta en la Tabla 6. Destacando el crecimiento y produccion de

carotenoides en BE+R de generacion de hasta 42 mg/g de didéxido de carbono.

Tabla 6. Relacion de biomasa y carotenoides producidos por cada gramo de CO.,.

) Relacion .y
Medio de Blorr%asa'de R Produccion de de Relac10n‘ de
. mucilaginosa . . carotenoide
cultivo (mg) carotenoides (ug) | biomasa s con CO.
& con CO; ’
Synl10 16.67+1.52 3.33+0.42 23.01+£2.1 | 4.60+0.57
1
Syn30 15.97+0.51 3.68+0.15 22.02+0.7 | 5.08+0.21
1
BE+R 30.9+0.07 15.91+0.4 42.66+£0.1 | 21.97+0.55
0

! Biomasa en peso seco

2 mg de carotenos/g de CO,

*ng de carotenos/ g de CO,

+ indican la desviacion estandar (n=3)

En el presente trabajo se plantea una estrategia para la conversion de CO, en

carotenoides, un producto de alto valor, utilizando un enfoque que combina la
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cianobacteria Symechocystis sp. y la levadura Rhodotorula mucilaginosa. Los
resultados obtenidos son alentadores, demostrando la capacidad de R. mucilaginosa
para crecer y producir carotenoides utilizando la biomasa de Syrnechocystis sp. como
sustrato, ya sea directamente o tras un proceso de hidrolisis. Esto sugiere que la
estrategia propuesta es viable y tiene potencial para ser escalada a nivel industrial.
Aunque los resultados a nivel de laboratorio son prometedores, es importante evaluar
la escalabilidad del proceso a nivel industrial. Se deben realizar estudios en
biorreactores a mayor escala para determinar la eficiencia y la productividad del
sistema en condiciones mas cercanas a las de una aplicacion industrial.

El rendimiento de carotenoides obtenido es bajo en comparacioén con otros estudios.
Es necesario optimizar las condiciones de cultivo de ambas especies, asi como las
estrategias de co-cultivo o de utilizacién de la biomasa de Synechocystis sp., para
maximizar la producciéon de carotenoides. Sin embargo, es necesario optimizar el
rendimiento de carotenoides para aprovechar el potencial de los resultados. Varias
perspectivas incluyen modificar el medio de cultivo de Synechocystis con NaCl para
promover la acumulaciéon de carbohidratos (Du et al, 2013), optimizar el
procedimiento de hidrdlisis variando las temperaturas y diferentes acidos (Nguyen et

al., 2009) y cambiar la temperatura de produccion de carotenoides (Kot et al., 2016).
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CONCLUSIONES

Las condiciones de crecimiento en el laboratorio fueron apropiadas para el crecimiento
de Synechocystis sp., manteniendo una temperatura de 28+2 °C. La intensidad luminica
medida como actividad fotosintética (PAR) en promedio fue de 43+18.5 con
fotoperiodos naturales de 11:13 luz-oscuridad. La concentracién promedio de CO, en el

laboratorio fue de 1088.5+302.7 ppm.

Synechocystis sp. alcanzo la fase estacionaria al dia 9 de incubacion, con una densidad

Optica medida a 730 nm de 0.9.

El analisis elemental de la biomasa de Synechocystis sp. reveld una composicion
constante de N y S, pero un aumento en el contenido de C y H en cultivos mas antiguos,
lo que sugiere una acumulacion de carbohidratos y/o lipidos en la fase estacionaria. El
perfil de azucares también mostrdé cambios, con la aparicion de fructosa exclusivamente
en cultivos de 30 dias, lo que podria indicar una adaptacion metabdlica a la limitacion de

nutrientes.

Se obtiene un porcentaje de hidrolizado del 15 % sin importar de la concentracion de

biomasa de Synechocystis sp. sometida al tratamiento.

El porcentaje de hidrolizado depende del tiempo de incubacion de Synechocystis sp., 30

dias de incubaciodn alcanza una concentracion de 1 g/L de azucares reductores.
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Se logré la produccion de carotenoides en los medios producidos (Synl0 y Syn30)

alcanzando hasta 3.6 pg y un rendimiento de 220 pg/g de biomasa de la levadura

La produccion de carotenoides es similar sin importar el medio de cultivo utilizado

Syn10 y Syn30, obteniendo un 50 % menos a lo producido por el medio YM.

R. mucilaginosa logra producir hasta 30 mg de biomasa al degradar la biomasa estéril de

Synechocystis sp.

R. mucilaginosa produce carotenoides hasta 16 pg a partir de la biomasa estéril de

Synechocystis sp.

En el medio Syn10 se obtuvieron 4.6 pg a partir de 1 g de CO,, el medio Syn30 5.08 pg
a partir de 1 g de CO, y en biomasa estéril de Synechocystis sp. 21.97 pg apartirde 1 g

de CO..
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