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Resumen

Las levaduras silvestres han sido empleadas por siglos para obtener alimentos para el consumo
humano. Sin embargo, su uso como organismo fermentador en la industria de bioetanol ain
debe determinarse. El propdsito de este estudio fue identificar potenciales levaduras silvestres
etanologénicas presentes en un efluente secundario para producir bioetanol a partir de biomasa
microalgal pretratada. En primera instancia, se aislaron e identificaron levaduras presentes en el
agua residual de estudio mediante el método de identificacion molecular basado en la regién 18S-
ITS1-5.8S-1ITS2-26S. Simultdneamente, un consorcio de microalgas secas del género Scenedesmus
fue sacarificado empleando 4cido sulftrico diluido y neutralizado con hidréxido de sodio. La
fermentacion del licor hidrolizado acido microalgal se llevé a cabo a una concentracién celular
inicial de 3 X 10° células mL~' o una densidad 6ptica de 0.1 a 600 nm a una relacién inicial
sustrato/microorganismo de 1 x 1073, La produccion de etanol y el consumo de glucosa de las
levaduras, asi como el contenido residual de nitr6geno amoniacal, ortofosfatos y nitratos, fueron
determinados durante la fermentacion. Candida sp. fue identificada como principal especie de
levadura etanologénica en el agua residual de estudio, misma que fue utilizada para la fermentacién
del hidrolizado acido microalgal y comparada con Saccharomyces cerevisiae. Si bien ambas
especies consumieron mas del 85 % de la glucosa disponible, no fueron encontradas diferencias
significativas entre especies en cuanto a la tasa de consumo de glucosa. Por su parte, la tasa
de conversion de glucosa a etanol en Candida sp. fue superior a S. cerevisiae, alcanzado un
90 % y 88 % del valor tedrico, respectivamente. Finalmente, solo se determinaron diferencias
significativas en la remocién de ortofosfatos y nitratos entre ambas especies, donde Candida
sp. mostrd una tasa de remocién del 10 % y 96 %, respectivamente, mientras que S. cerevisiae
tan solo alcanzé una remocién del 5 % y 68 %, respectivamente. De los resultados obtenidos se
concluye que Candida sp. presenta una tasa de produccion de etanol y de remocion de nutrientes
que pueden competir con S. cerevisiae cuando se emplean bajas concentraciones de azicares

como sustrato inicial.
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Abstract

Wildtype yeast have been employed for centuries to obtain food products for human consumption.
Nonetheless, its potential use as fermenting microorganism for bioethanol production has yet to
be determined. In this study, prospective ethanologenic wildtype yeast from a secondary effluent
were identified in order to produce bioethanol using pretreated microalgae biomass. Yeast species
in wastewater were isolated and identified using the molecular identification technique based
on the 18S-ITS1-5.8S-1TS2-26S region. Concurrently, dried microalgae biomass, consisting
mostly of Scenedesmus sp., was saccharified through diluted acid hydrolysis and neutralized using
sodium hydroxide. Hydrolyzed-microalgae liquor fermentation was carried out at an initial cell
concentration of 3 X 10° cells mL~! or an optical density of 0.1 at 600 nm at an initial substrato
to microorganism ratio of 1 X 1073, Yeasts’ ethanol production and glucose consumption, as well
as residual contents of ammonia nitrogen, orthophosphates and nitrates, were determined during
the fermentation. The predominant ethanologenic yeast species in wastewater was identified
as a Candida sp. Hence, said species was used to carry out the hydrolyzed-microalgae liquor
fermentation and compared to Saccharomyces cerevisiae. Even though both species consumed
more than 85 % of the available glucose, no significant differences in the glucose consumption
rate were observed between Candida sp. and S. cerevisiae. On the other hand, glucose-to-ethanol
conversion rate in Candida sp. was superior to S. cerevisiae, achieving 90 and 88 % of the
maximum theoretical value, respectively. Finally, significant differences were only observed
between species on orthophosphates and nitrates removal rate, where Candida sp. exhibited a net
removal rate of 10 % and 96 %, respectively, whereas S. cerevisiae showed only 5 % and 68 %,
respectively. On the basis of the aforementioned results, it is concluded that Candida sp. exhibits
competitive ethanol production and nutrient removal rates in comparison to S. cerevisiae when

low concentrations of sugars are used as initial substrate.
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Capitulo 1

Introduccion

La demanda energética mundial se ha incrementado por el rapido crecimiento socioeconémico,
abasteciéndose principalmente de petréleo crudo, gas natural y carbén. Por su gran poder
calorifico, disponibilidad y calidad de combustion, més del 81 % del suministro energético global
proviene de estos combustibles fosiles (Du et al., 2016; IEA, 2017a).A pesar de lo anterior, su
uso como fuente de energia primaria ha disminuido gradualmente en los dGltimos anos por su
lenta tasa de regeneracion y alta emision de gases de efecto invernadero (GEI) como diéxido de

carbono, 6xidos de nitrégeno, 6xidos de azufre, etc. (EIA, 2018; Ho, Ngo, y Guo, 2014).

Por ende, el uso de fuentes de energias renovables ha sido ampliamente promovido con el
objetivo de reducir el uso de combustibles fosiles y los problemas ambientales asociados a estos
(Du et al., 2016; IEA, 2011; Naik, Goud, Rout, y Dalai, 2010). Actualmente, las fuentes de
energias renovables representan 14 % del suministro energético mundial. De esta cantidad, méas
de 75 % proviene de materiales organicos de origen bioldgico o bioenergia (EIA, 2017; Ho et al.,
2014; IEA, 2016, 2017a). Mediante el procesamiento de la bioenergia, se obtienen productos

energéticos como biocombustibles o biocarburantes.

El bioetanol es uno de los biocarburantes mas comunes y faciles de adaptar en motores de
combustion interna, sea puro o en mezcla con gasolina. Por su biodegradabilidad, nula toxicidad
y baja emision de contaminantes, hasta 96 % menos en comparacién a la gasolina, representa una
de las mejores alternativas para los vehiculos de transporte (Parmar, Singh, Pandey, Gnansounou,
y Madamwar, 2011; Posten y Schaub, 2009; Sirajunnisa y Surendhiran, 2016; Venkata Mohan,
Rohit, Chiranjeevi, Chandra, y Navaneeth, 2015).

Los cultivos de maiz o cafia de azicar se emplean actualmente como materia prima para la
produccidn de bioetanol de primera generaciéon dado su gran contenido de almidén o sacarosa

que pueden ser facilmente fermentables por microorganismos. Sin embargo, una transicion a
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corto plazo hacia este tipo de biocarburante es limitada por las consecuencias socioeconémicas y

ambientales que tendria a nivel mundial (Dutta, Daverey, y Lin, 2014; Morone y Cottoni, 2016).

El uso de biomasa lignocelulésica residual también se ha estudiado como un proceso alternativo
para la producciéon de bioetanol. Esta biomasa presenta un alto contenido de celulosa,
hemicelulosa y lignina, que necesita de un condicionamiento bioquimico o termoquimico para su
fermentacion. Si bien se ha reportado una amplia disponibilidad de materia prima, las
tecnologias actualmente disponibles no se encuentran lo suficientemente desarrolladas para
sustentar este proceso. Asimismo, esta segunda generacion de bioetanol también depende de
cultivos agricolas para su produccién, por lo que su implementacioén tendria impactos en el
acceso a alimentos en algunos paises en vias desarrollo (Aditiya, Mahlia, Chong, Nur, y
Sebayang, 2016; Du et al., 2016; Magro, Decesaro, Berticelli, y Colla, 2016).

En consecuencia, el desarrollo de biocarburantes a partir de biomasas microbianas adaptadas o
modificadas ha adquirido gran interés ya que prescinde del uso de suelo fértil o agua potable
(Magro et al., 2016; Suali y Sarbatly, 2012). Estos biocarburantes de tercera generacion se
obtienen principalmente a partir de algas microscOpicas o microalgas. Por su rapida tasa de
crecimiento, alto contenido de carbohidratos y capacidad de crecimiento en diferentes tipos de
agua, han sido propuestos como una gran oportunidad para la industria de biocarburantes
(Behera et al., 2015; Dragone, Fernandes, Abreu, Vicente, y Teixeira, 2011; Dutta et al., 2014;
Kumar Singh y Dhar, 2011).

La integracién secuencial de tratamiento de agua residual con la produccion masiva de
biocarburantes se ha propuesto como una manera de mejorar la sustentabilidad y factibilidad
econdmica en sistemas de crecimiento de microalgas. Actualmente se ha planteado el uso de
levaduras como una alternativa para el tratamiento y produccion de bioetanol de manera
simultanea. Entre otros motivos, estos hongos presentan una tasa de crecimiento superior a las
microalgas, una mayor facilidad de cultivo e incluso, bajo las condiciones adecuadas, una alta
tasa de fermentacion para la produccidn de etanol (Cai, Park, y Li, 2013; Cuellar-Bermudez et al.,
2017; Mohd Azhar et al., 2017; Sankaran et al., 2010).
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Para el tratamiento secundario o bioldgico de aguas residuales, el uso de microorganismos como
microalgas y/o levaduras representa una opcidn estratégica. Si bien es muy conocida la capacidad
de remocion de nutrientes y acumulacién de macromoléculas de interés comercial de las
microalgas en agua residual, el uso simultaneo de levaduras permitiria una obtencion de etanol
con alto valor para la industria en un menor tiempo por su rapida tasa de crecimiento (incluso a
pH menor a 5.0). Ademas, se lograria la obtencidn de cantidades considerables de biomasa tiles

para sectores agroalimentarios.

Con la finalidad de determinar la factibilidad de integrar un sistema de tratamiento de aguas
residuales domésticas con un sistema de produccidn de etanol para mejorar la sustentabilidad,
Walls (2018) utilizaron un novedoso reactor no esterilizado con co-cultivos de consorcios de
microalgas (predominantemente Scenedesmus sp.) y levaduras previamente aisladas de agua
residual doméstica. En este estudio se confirmé la gran capacidad de remocion de nutrientes
(96.0 % nitratos, 99.0 % nitrégeno amoniacal y 93.0 % ortofosfatos) y la alta productividad de
biomasa de levaduras (4.2 + 0.1 gL.=!). Adicionalmente, la rdpida proliferacion de levaduras
generd una reaccion de fermentacion aerdbica en el medio de cultivo, lo que confirm¢é entonces la
factibilidad de este estudio para integrar los sistemas de tratamiento de agua residual y

produccién de bioetanol.

Guldhe, Ansari, Singh, y Bux (2017) estudiaron el potencial uso de agua residual de granjas
acuicolas para el cultivo heterotréfico de microalgas Chlorella sorokiniana y como se modifica
su tasa de crecimiento, eficiencia de remocidn de nutrientes y composicion de la biomasa con
respecto a medios sintéticos de cultivo. Se encontré que los cultivos heterotréficos de C.
sorokiniana producen hasta 2.47 gL.=! de biomasa en agua residual acuicola y 4.02 gL=! en
medio sintético BG11 con una eficiencia de remocién de 84.51 % para nitratos, 96.83 % para

nitritos, 75.56 % para nitr6geno amoniacal y 73.35 % para f6sforo. Para la biomasa generada se
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obtuvo una productividad de 150.19 mgL~'d™!, 172.93mgL"'d™! y 141.57 mgL~'d! de

lipidos, carbohidratos y proteinas, respectivamente.

Ramsundar, Guldhe, Singh, y Bux (2017) valoraron el uso de diferentes efluentes procedentes de
una planta de tratamiento de agua residual doméstica en diversos tipos de cultivo de Chlorella
sorokiniana . Para este estudio se seleccionaron efluentes luego del tratamiento primario,
secundario y terciario; ademas del licor de retorno de lodos activados. En el estudio se encontrd
que la presencia de bacterias y zooplancton puede competir por nutrientes y materia organica e
incluso inhibir el crecimiento de microalgas. Por ende, fue necesaria una desinfeccion mecéanica
(filtracioén) para disminuir la carga bacteriana sin comprometer la disponibilidad original de
nutrientes. El efluente del tratamiento secundario se observd como el mejor sustrato. Para
cultivos heterotroficos, se obtuvo una productividad de biomasa de 76.25 + 3.54 mgL='d~! con
una tasa de remocion de 25.0 % para nitratos, 23.53 % para nitrégeno amoniacal, 25 % para
nitritos y 83.81 % para ortofosfatos. Se obtuvo ademas 11.52 mgL='d!, 10.20 mgL-'d' y
12.88 mg L~! d~! para lipidos, carbohidratos y proteinas, respectivamente.

Paralelamente se evalud la bioprospeccion de un consorcio de microalgas autdctonas de agua
dulce para la acumulacién de carbohidratos bajo condiciones de inanicidén y su uso como fuente
de azicares alternativos para obtener bioetanol en el estudio de Sanchez Rizza, Sanz Smachetti,
Do Nascimento, Salerno, y Curatti (2017). Se lograron identificar 17 especies de las cuales una
subespecie de Desmodesmus sp. y otra especie desconocida (SP-2), lograron una acumulacién de
carbohidratos en peso seco de hasta 70.4 % y 53.5 %m/m, respectivamente, luego de 10 dias de
cultivo. Se obtuvo ademas una productividad de hasta 0.24 g de etanol por g de biomasa con una
concentracion de 24 g de etanol por L de medio de cultivo al utilizar biomasa hidrolizada y la

levadura Saccharomyces cerevisiae.

Dévila (2016) evalué la generacion de bioetanol utilizando biomasa de microalgas cultivada en
agua residual y cosechada mediante ozonoflotacidon. Para este trabajo se llevd a cabo un
monitoreo de la cantidad de nutrientes en agua residual, asi como en el contenido de
carbohidratos totales en la biomasa durante las fases de crecimiento, para determinar las
condiciones de mayor productividad de biomasa y carbohidratos totales. Se alcanzaron
remociones del 97.9, 80.0 y 93.1% de nitrégeno amoniacal, nitratos y ortofosfatos,
respectivamente. Para el caso de carbohidratos totales, se tuvo un aumento de 14.4 a 31.1 %
debido a la fase de estrés a la que se expuso la cepa de microalga. Para lograr la fermentacion
alcohdlica, se realiz6 una hidrdlisis dcida con H,SO, 4 %v/v, en la cual se obtuvo una
concentracion de glucosa de 5.4 gL=! en la solucién de hidrolizado. Finalmente, se obtuvieron

1.8 g de etanol por L de medio de cultivo al utilizar la biomasa hidrolizada con un rendimiento de
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3.6 % (g etanol g biomasa™").

Para optimizar la produccion de etanol en reactores en continuo a altas temperaturas, Tofighi,
Mazaheri Assadi, Asadirad, y Zare Karizi (2014) propusieron aislar y caracterizar levaduras
nativas etanologénicas, osmotolerantes y termotolerantes preexistentes en agua residual industrial
de una planta procesadora de almidén. Se encontraron un total de tres especies de levaduras (dos
subespecies de Candida tropicalis y una de S. cerevisiae) de rapido metabolismo y alta tasa de
produccion de etanol hasta a 45. De estas especies, S. cerevisiae demostrd no solo resistencia a
altas concentraciones de sustrato (180 g L=! de glucosa) sino la mejor capacidad de produccion
de etanol (6.9 % m/v) con una tasa de conversion glucosa-etanol de 75 % y una produccion de
biomasa de 25.0gL~! .

Wongkarnka (2005) realiz6 una serie de experimentos a escala laboratorio de manera continua y
en lote para determinar la capacidad de tratamiento de levaduras aerobias en agua residual
industrial. Se estudi6 la capacidad de remocion de demanda quimica de oxigeno (DQO) y las
mejores condiciones de operacion (pH y temperatura) para el crecimiento de Candida
guillermondii, C. tropicalis y C. utilis. Se obtuvo que bajo las siguientes condiciones de
operacion: Temperatura 30 , pH de 4.0 a 4.5, tiempo de retencion celular de 36 horas, se logrd
una tasa de remocion del DQO de hasta 90 % en todas las especies de levaduras, con produccién
de 3.4 a4.3 gL.=! de biomasa cultivada.

Arnold, Knapp, y Johnson (2000) evidenciaron la capacidad de hongos filamentosos y
levaduriformes para reducir el potencial de contaminacion de efluentes ensilados. En este estudio
se aislaron diferentes especies de levaduras (C. utilis, Galactomyces geotrichum, entre otras)
preexistentes en el efluente de agua y se determino su tasa de remocion de DQO, concentracion
de carbono orgénico total (COT), nitr6geno amoniacal y fosfatos. Ambas especies de levaduras
lograron una reduccion de 74-79 % de DQO, 60-78 % de COT, 60 % de nitrégeno amoniacal y
98 % de fosfatos en diluciones 1:1 de agua residual con agua corriente. Se obtuvo hasta 7.0y 8.6

g L~! de biomasa en seco para C. utilis y G. geotrichum, respectivamente.

Thanh y Simard (1973) documentaron las prometedoras ventajas del uso de levaduras (género
Rhodotorula, basidiomicetos) para el tratamiento secundario de aguas residuales industriales. En
este estudio, se evalud la capacidad de 27 especies de levaduras para reducir fosfatos, nitrégeno
amoniacal y materia organica presente en agua residual doméstica para producir biomasa de alto
contenido proteico. La remocién de DQO, nitrégeno total, amoniacal y fosfatos fue de 0 a 72 %,
22a93%,27a90% y 12 a 100 %, respectivamente. Se obtuvo adicionalmente hasta 10.0 g L~!

de biomasa en seco para Rhodotorula spp. Asimismo, la fuente de carbono seleccionada
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(glucosa) fue definida como un factor limitante en el desarrollo poblacional de las levaduras y en

la factibilidad del proceso unitario.



Capitulo 3

Objetivos

3.1.

3.2.

Objetivo general

Determinar las especies de levaduras silvestres idoneas para producir etanol y reducir la
contaminacidn por nutrientes en agua residual empleando biomasa de cultivos de microalgas

predominantemente Scenedesmus sp. como fuente de carbono

Objetivos especificos

Aislar e identificar los géneros de levaduras silvestres encontradas en el agua residual de

estudio

Verificar la capacidad fermentativa de las levaduras aisladas por medio de cultivos axénicos

en agua residual doméstica enriquecida con glucosa

Generar biomasa de microalgas a partir de agua residual de estudio y caracterizar el
contenido de monosacaridos presentes en el hidrolizado dcido microalgal obtenido a partir

de hidrolisis acida

Comparar la produccién neta de etanol y la tasa de remocién de nitrégeno amoniacal, nitratos
y ortofosfatos entre la especie de levadura silvestre con mayor rendimiento etanologénico y

Saccharomyces cerevisiae durante la fermentacion del hidrolizado 4cido de microalgas






Capitulo 4
Hipotesis

Emplear levaduras silvestres etanologénicas procedentes de agua residual doméstica tratada
permitird obtener un rendimiento de etanol y de remocién de contaminantes (principalmente
nitrogeno y fosforo) similar a Saccharomyces cerevisiae durante los procesos de fermentacion de

biomasa microalgal pretratada.

Capitulo 5
Alcance

Generar simultdneamente productos de mayor valor agregado y reducir la contaminacién por
nutrientes de aguas residuales domésticas en un proceso en el cual se genera biomasa a partir de un
cultivo de microalgas predominantemente Scenedesmus sp., la cual es posteriormente cosechada
e hidrolizada para finalmente obtener azicares fermentables con la finalidad de producir etanol

empleando levaduras silvestres no convencionales.






Capitulo 6

Marco Teorico

6.1. Levaduras. Generalidades

Las levaduras son hongos unicelulares eucariontes microscopicos capaces de reproducirse
asexual o sexualmente por la formacién de esporas fuera del esporocarpo Figura 6.1. Estos
hongos también son dimoérficos, ya que pueden proliferar de manera levaduriforme o formar
largas cadenas de células en gemacidn llamadas hifas o pseudohifas. Una primera distincion de
estos hongos microscdpicos es la forma en que producen esporas para su reproducciéon con
basidios (Basidiomycota) o con micelio (Ascomycota). En caso que carezca de una fase de
reproduccion sexual en su ciclo de vida, se consideran como deuteromicetos o (Fungi imperfecti)
(Kurtzman, Fell, y Boekhout, 2011a; Mohd Azhar et al., 2017).

Figura 6.1. Crecimiento levaduriforme de Saccharomyces cerevisiae en
agua residual (100x)
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Los ascomicetos son levaduras donde las esporas sexuales o ascosporas se producen dentro de
una célula sexual en forma de saco llamada asca, la cual generalmente contiene hasta ocho
ascosporas. Por otra parte, los basidiomicetos producen células sexuales o basidiosporas en
estructuras extracelulares elongadas llamadas basidios, los cuales presentan hasta cuatro
esterigmas o filamentos que unen al basidio con las basidiosporas. Dependiendo de factores
como especie, nutricion y edad, el tamafio de las levaduras es de 1-10 um de ancho y 2-20 um de
longitud (Boekhout y Kurtzman, 1996).

Por otra parte, en levaduras Fungi imperfecti 1a gemacion y la fision binaria representan los
métodos de reproduccion asexual mas comunes. LLa gemacion es un proceso de division
asimétrico donde se forma una prominencia nucleada de menor tamafio que se desprende
paulatinamente, mientras que la fision binaria es un proceso de division donde se generan dos
células hijas del mismo tamafno (Mohd Azhar et al., 2017; Yeong, 2005). Se ha observado que las
células diploides levaduriformes modifican su forma de reproduccién en respuesta a la
disponibilidad de nutrientes, siendo sexual bajo condiciones de nutricién pobres y asexual

durante periodos de gran abundancia de nutrientes (Neiman, 2005).

De manera general, las levaduras pertenecientes a la familia Saccharomycetaceae presentan un
metabolismo quimiorganotrofico, es decir, utilizan compuestos organicos como fuente de energia
y no requieren de luz solar para su crecimiento. Su principal fuente de carbono son
monosacaridos (glucosa, fructosa), disacaridos (sacarosa, maltosa) y ribosa, alcoholes y dcidos
organicos en algunas especies. Adicionalmente, pueden llevar a cabo la respiracion celular
(aerobias estrictas) o bien pueden tener un metabolismo fermentativo (anaerobia facultativa)
(Carrillo et al., 2007).

Las levaduras se encuentran ampliamente distribuidas en todas las areas bidticas del planeta,
desde los niveles mas altos de la atmdsfera (por encima de las nubes estratosféricas) hasta en las
partes mas profundas de los océanos, en acuiferos debajo del mar, glaciales, en la piel humana
y la filosfera (Starmer y Lachance, 2011). Su ubicuidad y capacidad fermentativa han hecho
a estos microorganismos muy populares en la produccién, enriquecimiento y preservacion de
alimentos. Durante siglos, se ha utilizado para la produccién de etanol, proteinas, hormonas
esteroideas, colorantes (astaxantina, carotenos) y forraje. El género Saccharomyces representa
una de las categorias taxonémicas de levaduras dominantes sobre cualquier proceso fermentativo
natural o espontaneo. La capacidad de una especie en particular, S. cerevisiae, de acumular altas
concentraciones de etanol (18 % v/v) y proliferar bajo condiciones de aerobiosis y anaerobiosis
le han conferido su condicion de cultivo iniciador universal de fermentaciones o levaduras

convencionales (Lin y Tanaka, 2006).
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En la actualidad, nuevas aplicaciones industriales, como la produccién de bioetanol, requiere de
organismos etanologénicos mas eficientes, termotolerantes, osmotolerantes y resistentes a
factores de estrés como acidez, temperatura, compuestos inhibitorios o citotoxicos. Por tal
motivo, se han explorado nuevas alternativas microbianas (especialmente levaduras) para mejorar
la vialidad econémica de los procesos fermentativos industriales. La bioprospeccion de estas
nuevas especies de levaduras ha recibido el nombre de levaduras silvestres, no convencionales o
no-Saccharomyces. Esto se debe principalmente a que la evolucion de estas especies ocurrid de
manera independiente a las levaduras convencionales y poseen mecanismos de crecimiento
unicos y novedosos atn por estudiarse (Deparis, Claes, Foulquié-Moreno, y Thevelein, 2017;
Radecka et al., 2015).

Histéricamente las levaduras no convencionales se han asociado a microorganismos
descomponedores de alimentos por su rapido crecimiento, en comparacion a Saccharomyces,
durante la fermentacién espontinea. Si bien influyen en gran medida en este proceso natural, las
condiciones desfavorables (cambios de temperatura, pH, oxigeno, concentraciéon de alcohol) que
se generan como consecuencia de su crecimiento producen la autolisis celular. Estos nutrientes
liberados al medio son después aprovechados por levaduras convencionales como sustratos de
crecimiento celular. A pesar de lo anterior, algunas especies exhiben capacidades de gran interés
industrial como crecimiento en sustratos complejos, tolerancia a condiciones de estrés y
compuestos inhibidores de la fermentacion. Diferentes estudios han reportado condiciones
etanologénicas exitosas en especies dentro de los géneros Candida, Kluyveromyces, Pichia,
Debaryomyces, Dekkera/Brettanomyces, Zygosaccharomyces, entre otras. Sin embargo, su
implementacion en fermentaciones industriales se limita por el escaso conocimiento técnico y la
baja capacidad fermentativa real de algunas especies (Brex6 y Sant’Ana, 2017; Radecka et al.,
2015).

6.2. Microalgas. Generalidades

Consideradas como un grupo de microorganismos acudticos presentes en diferentes formas y
tamafios, las microalgas son esencialmente especies talofitas (Fig. 6.2) y poseen un pigmento
fotosintético primario conocido como clorofila a (Dragone et al., 2011; Lee, 2007). Aunque se
encuentran muy cominmente en ambientes acuaticos, las microalgas sobreviven en habitats
terrestres como en suelos, desiertos, pantanos, rocas e incluso en simbiosis con liquenes. Estos
microorganismos funcionan no solo como productores primarios en la cadena tréfica sino como

fuentes de oxigeno para el metabolismo de los organismos consumidores.
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Figura 6.2. Culitvo de microalgas en agua residual observadas al
microscopio (100x)

Dragone et al. (2011) y Tomaselli (2007) mencionan que las microalgas se han clasificado
tradicionalmente de acuerdo a su color. Sin embargo, los sistemas de clasificacion taxonémica
mas actuales consideran otros criterios como el tipo de pigmentos, la composicidén quimica, la
estructura flagelar, esquema y ruta de la division celular, etc. Bajo estos criterios, se han logrado
identificar una gran cantidad de especies, siendo la mas comun el fitoplancton. Adicionalmente,

dentro de las microalgas se encuentran especies procariotas y eucariotas.

Las microalgas tienen la capacidad de sintetizar sus nutrientes tanto autotréfica como
heterotréficamente de acuerdo con Brennan y Owende (2010); Lee (2007) y Perez-Garcia,
Escalante, De-Bashan, y Bashan (2011). La autotrofia o fototrofia consiste en la obtencién de los
requerimientos nutricionales y energéticos a partir de compuestos inorganicos como CO, y de
luz, respectivamente. La heterotrofia, a su vez, consiste en la capacidad de ciertas especies de
microalgas de mantener un crecimiento estable y sostenido en ausencia de luz a partir de hexosas,
acidos organicos, alcoholes u otros compuestos organicos sintetizados por otros organismos. Un
caso en particular es la glucosa, una de las fuentes de carbono mis comunes para el cultivo

heterotrofico de microalgas.

La glucosa es una molécula que no es capaz de difundirse de manera pasiva a través de la
membrana plasmatica de las células de microalgas por la distribucién espacial de sus atomos. En
consecuencia, ciertos géneros de microalgas (Chlorella, Tetraselmis, Nitzschia, etc.) se han
adaptado para crecer en heterotrofia usando un sistema de cotransporte activo hexosa-protones.

Este sistema, sintetizado por una proteina simporte llamada Hexose Uptake Protein (hupl por sus
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siglas en inglés), disminuye el potencial de membrana de la célula a causa del transporte de
protones y, en consecuencia, incrementa la permeabilidad de la membrana celular que permite la

entrada de glucosa al medio intracelular (Perez-Garcia et al., 2011).

Se ha determinado ademas que ciertos tipos de microalgas son mixotréficas, es decir, combinan
ambas capacidades de sintesis de nutrientes para alimentarse (Perez-Garcia et al., 2011). Hay que
destacar que el crecimiento de las microalgas dependera en gran medida de las condiciones
ambientales y cada uno de estas capacidades de alimentacion (autétrofo, heterétrofo, mixotréfico)
definira tanto la composicion quimica como los productos metabdlicos celulares (Perez-Garcia et
al., 2011; Sharma, Sahoo, Singhal, y Patel, 2016).

De acuerdo con Carvalho, Monteiro, y Malcata (2009); Geider y La Roche (2002) y Paes et al.
(2016), el contenido bioquimico de las microalgas puede variar por factores como condiciones
ambientales, temperatura, intensidad de la luz y estado fisiol6gico. Una recopilacién sobre la
composicion media de varias especies de microalgas realizada por Becker (2007) (Tabla 6.1)
pudo determinar que lipidos, carbohidratos y proteinas representan hasta el 99 % de la biomasa
total seca. El resto, se distribuye en otras moléculas como vitaminas, pigmentos, glicerol y

aminas.

Dentro de estas tres principales clases de macromoléculas, los carbohidratos representan un
grupo importante al ser no solo el punto de inicio para la sintesis de lipidos y proteinas, sino
también un compuesto facilmente procesado por hidrdlisis y fermentacion para la produccion de
biocarburantes (Juneja, Ceballos, y Murthy, 2013; Williams y Laurens, 2010). Adicionalmente,
esta macromolécula cumple funciones metabdlicas y estructurales basicas en las células. Si bien
la composicion de los carbohidratos puede variar entre especies, la glucosa, galactosa, manosa y
ribosa son los monosacaridos mas comunes (Hernandez, 2017; Williams y Laurens, 2010). Se
han reportado algunas especies de microalgas que pueden acumular hasta 60 % de carbohidratos
en forma de almidodn, el cual puede ser transformado en bioetanol (Juneja et al., 2013; Suali y
Sarbatly, 2012).

Al igual que los carbohidratos, las proteinas también tienen funciones metabdlicas y estructurales
importantes dentro de las células de las microalgas. Aunque estas macromoléculas estén
compuestas por diferentes tipos de aminoacidos, el contenido, proporcién y disponibilidad de los
nutrientes (en especial nitrégeno) asi como otros factores ambientales, determinardn su
porcentaje relativo en las microalgas (Becker, 2007; Suali y Sarbatly, 2012; Williams y Laurens,
2010). Las proteinas también funcionan como catalizadores enzimaticos del metabolismo celular

y la formacion del soporte para las moléculas de clorofila (Hernandez, 2017).
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Tabla 6.1. Composicion bioquimica de algunas especies de microalgas

Microalga Proteinas (%') Carbohidratos (%') Lipidos (%)
Anabaena cylindrica 43 - 56 25-30 4-17
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2

Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14 -22
Euglena gracilis 39-61 14 - 18 14 - 20
Scenedesmus obliquus 50 - 56 10 - 17 12-14
Spirogyra sp. 6 - 20 33 -64 11-21
Spirulina platensis 46 - 63 8-14 4-9

Porcentaje base seca

Los lipidos presentes en las microalgas también funcionan como reservas de energia y soporte
estructural dentro de las células. Compuestos como los fosfolipidos y los glucolipidos son los
principales componentes de la pared celular y determinan la facilidad de extraccién de los
metabolitos intracelulares (Rawat, Ranjith Kumar, Mutanda, y Bux, 2013; Williams y Laurens,
2010). Si bien la proporcion de lipidos en microalgas varia de acuerdo a su género, especie e
incluso a las condiciones de cultivo, es comun encontrar lipidos neutros, polares, ésteres cerosos,
esteroles e hidrocarburos (Hernandez, 2017; Juneja et al., 2013). Los 4cidos grasos constituyen
hasta el 80 % del contenido total de lipidos en las microalgas y estos pueden ser saturados,
insaturados o poliinsaturados (Rawat et al., 2013; Williams y Laurens, 2010). Para la produccién
de biocombustibles aquellos con mayores niveles de insaturacion (poliinsaturados) son los que
determinan su viabilidad como materia prima, asi como su productividad y calidad (Hern4ndez,
2017; Juneja et al., 2013; Rawat et al., 2013; Williams y Laurens, 2010).

6.3. Biocombustibles

Los biocombustibles o biocarburantes representan una de las fuentes de energia mas sustentables
para el futuro cercano de acuerdo con Aguillon, Islas, Martinez, Riegelhaupt, y Alternasindd
(2010); Nigam y Singh (2011); Parmar et al. (2011) y Posten y Schaub (2009). Estos son
combustibles obtenidos a partir de alcoholes, ésteres, éteres y otras biomoléculas provenientes de
material biol6gico residual (biomasa), productos agricolas y desechos industriales. Cuando se
hace referencia a este tipo de carburantes se engloban en todos sus estados de agregacion:
liquidos, gaseosos o solidos. Aunque a nivel mundial se han adoptado diferentes medidas para

promover y desarrollar el uso eficiente de este tipo de combustible, factores como materia prima
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disponible, ubicacién, agendas politicas y desarrollo cientifico-tecnolégico hacen de la
incorporacion de los biocombustibles al mercado econdémico mundial un enorme reto
multidisciplinario (Aguillon et al., 2010; IEA, 2017a; Nigam y Singh, 2011). Actualmente los

biocombustibles liquidos son los méas estudiados y de mayor interés tecnoldgico y comercial.

6.3.1. Biocombustibles liquidos

Son aquellos obtenidos a partir de materia biologica procesada y/o producida en forma liquida
para emplearse en motores Otto y Diésel (solos o en mezcla con gasolina/diésel convencional),
para producir electricidad y calor en generadores e incluso para trabajos mecanicos en motores
industriales (Aguillén et al., 2010; Chakraborty et al., 2012; Day, Tseng, Puyol, y Nissan, 2015;
IEA, 2017b; Nigam y Singh, 2011). En la actualidad, la principal forma de uso de estos
combustibles es mediante aceites vegetales esterificados (biodiésel) y alcohol etilico carburante
(bioetanol). Estos, a su vez, se clasifican sucesivamente de acuerdo con el tipo de material
bioldgico utilizado y a la tecnologia empleada para su produccidn, en primera, segunda, tercera y

cuarta generacion.

Clasificacion de los biocombustibles liquidos

Los biocombustibles de primera generacion son aquellos producidos cominmente a partir de
cultivos agricolas para consumo humano con alto contenido de azticares, granos o semillas que
requieren de un proceso bastante simple para obtener el aceite o combustible final (Chakraborty
et al., 2012; Nigam y Singh, 2011). La cafa de azicar, el aceite de girasol, aceite de cacahuate,
las semillas de algoddn, entre otros son algunos ejemplos de materia prima utilizada. Algunos de
los procesos para obtener este tipo de combustible son bastante tradicionales y/o convencionales.
Como ejemplo encontramos la transesterificacion con catalizadores homogéneos o heterogéneos
para la produccion de biodiésel y la fermentacion alcohdlica para la produccidn de bioetanol de
acuerdo con Medina, Ospino, y Tejeda (2015); Naik et al. (2010) y Vazquez y Dacosta (2007).

A pesar de que actualmente son producidos en cantidades comercialmente significativas
alrededor del mundo por su facil procesamiento y relativamente baja emision de GEI, su
sustentabilidad es cuestionable (Chakraborty et al., 2012; Fargione, Hill, Tilman, Polasky, y
Hawthorne, 2008; Mohr y Raman, 2013). A grandes rasgos, esta generacion de combustibles:
compite activamente por el uso de agua y suelo para la produccion de cultivos alimenticios, es de
gran costo y procesamiento por lo que requiere de grandes subsidios gubernamentales para

competir con las fuentes fésiles, posee una tasa de reduccion de GEI bastante variable luego de
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considerar el cambio de uso de suelo y pone en riesgo la conservacién de la biodiversidad y la

conservacion del agua por el uso intensivo de monocultivos.

Los de segunda generacion son aquellos producidos cominmente a partir de materia prima no
comestible como los residuos de cultivos agricolas, forestales o de biomasa lignoceluldsica de
plantas no comestibles (p. €j. paja de trigo, aserrin, hojarasca, rastrojos de maiz, etc.) segin
Chakraborty et al. (2012) y Nigam y Singh (2011). Los procesos de conversién termoquimica
(gasificacion/pirdlisis de la materia prima para producir biocombustibles de cadenas de carbono
largas) y bioquimica (catdlisis enzimatica de la materia prima para producir azicares
fermentables) son las principales rutas de obtencién de biocarburantes de esta generacion (Naik
et al., 2010; Nigam y Singh, 2011). Si bien la materia prima lignoceluldsica crece en suelos
pobres en nutrientes, no pone en peligro la disponibilidad de cultivos alimenticios para consumo
y mejora la calidad del agua y del suelo por sus minimos requerimientos de pesticidas y
fertilizantes; su principal desventaja es el bajo costo-efectividad, la alta tecnologia requerida y el
gran tamafio de las instalaciones necesarias para obtener este biocombustible (Chakraborty et al.,
2012; Nigam y Singh, 2011).

Los de tercera generacion son aquellos producidos a partir de biomasa acudtica, es decir, biomasa
microbiana (cianobacterias) o de microalgas con una alta densidad energética almacenada en su
composicion molecular (Arthur Lee y Lavoie, 2013; Saladini, Patrizi, Pulselli, Marchettini, y
Bastianoni, 2016; Singh, Olsen, y Nigam, 2011). Los sistemas que producen este tipo de
biocombustibles pueden dividirse en dos partes principales: fase de crecimiento natural o cultivo
de biomasa acuética y fase de cosecha de la materia prima para biocombustibles. Incluso, al igual
que los biocombustibles de segunda generacion, la fase productiva puede ser termoquimica o
bioquimica. Esta generacion de biocombustibles tiene como principales ventajas eliminar la
competencia por el suelo para su crecimiento y un balance positivo en la emision de GEI (por la
fijacion de didxido de carbono para la produccion de insumos). Sin embargo, al depender de la
produccién de las macromoléculas de microorganismos, su implementacion se ve limitada a
ciertas especies de microalgas, por las tecnologias de cultivo y cosecha disponibles de acuerdo
con Arthur Lee y Lavoie (2013) y Saladini et al. (2016).
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6.4. Bioetanol. Generalidades

El etanol carburante es un liquido claro e incoloro considerado como uno de los combustibles
alternos mas comunes e importantes en el mundo. Cuando se produce a partir de materia
organica o biomasa rica en carbohidratos recibe el nombre de bioetanol. Es uno de los tipos de
alcoholes més simples de producir por la fermentacion de azacares disponibles en materia prima
como cafia de azucar, cereales, maiz, entre otros (Lee, 2007). En comparacion con la gasolina, el
etanol es considerado una alternativa mucho més limpia y renovable debido a su nimero alto de
octanaje, alta entalpia de evaporizacion y baja presion de vapor. Por estos motivos puede ser
empleado directamente como combustible en vehiculos o como agente oxigenante en la gasolina,
logrando mejorar la oxidacién de los hidrocarburos y reducir la generaciéon de compuestos
aromaticos y mondxido de carbono por combustion. Para su uso como combustible en motores
de combustion interna, el bioetanol debe contar con un contenido de humedad menor al 0.7 % y
una pureza mayor al 99.3 % del volumen total (Cardona, Sanchez, y Gutiérrez, 2010; Thangavelu,
Ahmed, y Ani, 2016).

El proceso para producir etanol depende en gran medida del tipo de materia prima que se desea
emplear. De acuerdo con Thangavelu et al. (2016), existen tres pasos importantes para su
produccién a partir de microalgas: obtencidon de una solucién con azucares fermentables
(hidrdlisis), conversion de azicares en etanol (fermentacion), purificacion del etanol y, en
ocasiones, tratamiento del efluente o vinazas. Previo a estos pasos, se realiza frecuentemente un
pretratamiento a la materia prima para facilitar los procesos sucesivos. A continuacidn, se

describen las etapas mas importantes.

6.4.1. Pretratamiento

El pretratamiento tiene un efecto significativo sobre el proceso en general, que facilita la
hidrélisis y producen grandes cantidades de azicares fermentables. También tiene un grado de
influencia en el rendimiento productivo de alcohol y en los costos de produccion. De acuerdo con
Mohd Azhar et al. (2017), los métodos de pretratamiento consisten en operaciones fisicas,
procesos quimicos, bioldgicos y fisicoquimicos. El pretratamiento fisico o mecénico consiste en
la molienda en polvo o pellets para utilizarse como sustrato por trituradores, microondas y
ultrasonidos, mientras que el pretratamiento quimico se basa en la lisis de las células por
ozondlisis, hidrdlisis (acida o alcalina) y 6érganosolventes. El pretratamiento bioldgico se basa en
el uso de diferentes especies fungicas para degradar los sustratos y finalmente el pretratamiento
fisicoquimico incluye procesos novedosos como la explosion de fibras con solucion de amoniaco

y vaporizacion.
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6.4.2. Hidrolisis

Este proceso se lleva a cabo luego del pretratamiento para degradar la materia prima en aztcares
fermentables para la produccion de bioetanol. Los métodos mas comunes son la hidrdlisis acida e
hidrolisis enzimética. La hidrdlisis 4cida es considerada una de las més antiguas y puede llevarse
a cabo con acidos diluidos o concentrados. La hidrolisis 4cida diluida se realiza a altas
temperaturas utilizando concentraciones muy bajas de 4cidos inorganicos mientras que la
hidrdlisis 4cida concentrada utiliza bajas temperaturas de operacidn a concentraciones altas de
acidos. Aunque en este proceso se recupera una gran cantidad de azucares (90 %) en un menor
periodo de tiempo, su principal desventaja es la dificultad de recuperar y reciclar el acido,
haciendo el proceso muy poco econémico (Jeffries y Jin, 2000; Joshi, Raj, Dinita, Jarina, y
Rajani, 2011).

La hidrdlisis enzimatica por su parte requiere de enzimas para hidrolizar la materia prima en
azucares fermentables. Existen tres tipos de enzimas: las endo-f-1,4-glucanasas,
celobiohidrolasas y f-glucosidasas. La concentracion y la fuente de dichas enzimas determinan
la intensidad de la actividad enzimatica del proceso. Por ejemplo, la celulosa es degradada a
azucares reductores en condiciones de pH (4.8-5.0) y temperatura (45-50 ) moderadas.
Adicionalmente, la hidrolisis enzimatica no genera problemas de corrosidn en los reactores, por
lo que es posible obtener un alto rendimiento de conversion de azdcares. La eficiencia de este
tipo de hidrélisis depende de condiciones Optimas como temperatura, tiempo, pH, carga
enzimatica y concentracion del sustrato. La cantidad de azdcares fermentables que se obtienen
incrementan a medida que la carga enzimatica se incrementa mientras que la carga celul6sica
disminuye. A pesar de lo anterior, la mas grande desventaja de este tipo de hidrolisis es el costo
de las enzimas (Canilha et al., 2012; Joshi et al., 2011).

6.4.3. Fermentacion

El proceso fermentativo consiste en la conversion de los monosacaridos obtenidos con
anterioridad en alcohol por accién de bacterias o levaduras (Saccharomyces, Zymomonas, etc.).
Una de las principales limitaciones de la fermentacion es la generacion de subproductos
(compuestos degradados) que inhiben la produccién de bioetanol como son acidos débiles,
furanos y/o fenoles. Canilha et al. (2012) y Chandel et al. (2007) han sugerido tanto la Hidr6lisis
y Fermentacion Simultanea (HFS) como la Hidrdlisis y Fermentacion Secuencial (HFSe) para
disminuir la produccion de subproductos inhibitorios, siendo reportado el HFSe como el mejor

proceso para la produccién de bioetanol.
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Empleado usualmente para estudiar y optimizar las condiciones de operacion (pH, temperatura,
tiempo de reaccion) la HFESe se realiza en reactores por separado de manera tal que se produzcan
mas sustratos de manera eficiente para su fermentacion. Sin embargo, este proceso es mucho mas
laborioso y poco econdmico al requerirse altas cargas de reactivos para el hidrolizado y poco
sustrato para obtener una eficiente productividad de etanol, de acuerdo con Mohd Azhar et al.
(2017). Adicionalmente, se requiere un tiempo de reaccién mayor para eliminar la contaminacién
y algunos subproductos del sustrato hidrolizado. Caso contrario, la HFS resulta un proceso
estratégico para eliminar la contaminacién y los subproductos del sustrato hidrolizado en un
mismo reactor, donde estos ultimos son progresivamente asimilados por el organismo
fermentador, produciendo una mayor concentraciéon de bioetanol en comparacién al HFSe.
Aunque el costo y tiempo de reaccién del HFS sea mucho menor al llevarse a cabo en un solo
reactor, este procesamiento simultineo requiere de condiciones de operacion y recuperacion de
metabolitos cuya optimizacion y escalamiento resulta un gran reto para la produccién masiva del

combustible (Danquah, Liu, y Haru, 2011; Sirajunnisa y Surendhiran, 2016).

6.4.4. Separacion y purificacion del etanol

La recuperacion del etanol representa uno de los pasos de mayor importancia para determinar la
factibilidad técnica y econdmica de la produccién de bioetanol. De acuerdo con Balat, Balat, y
Oz (2008), las tecnologias mas comunes para esto son la destilacién y la centrifugacién. Para los
casos en donde los subproductos de la fermentacion son mas volatiles que el agua, se utiliza con
mayor frecuencia la destilacion. Los sistemas de destilacion permiten la separacion del bioetanol
en mezclas con agua (o azeotropicas) debido a la diferencia entre los puntos de ebullicién de
estos dos liquidos. Este proceso genera un gas de etanol, el cual es condensado por una corriente
de agua fria y concentrado en una columna de rectificaciéon hasta un 95 %. Procesos mas
avanzados como la desorcion de gases o stripping permiten obtener una concentracion arriba del
99 % (Balat et al., 2008; Kwiatkowski, McAloon, Taylor, y Johnston, 2006). Por otra parte, la
centrifugacion es otro proceso simple que permite separar principalmente las fracciones solidas y
liquidas mas densas que el etanol. Sin embargo, en este proceso se logra obtener un etanol
purificado de entre 15y 20 % (Mcaloon, Taylor, Yee, Ibsen, y Wooley, 2000).

6.4.5. Tratamiento del efluente

Durante el proceso de refinacion del etanol se acumulan una importante cantidad de residuos
conocidos como vinazas, melazas o bagazos. Estos residuos, considerados como altamente

corrosivos y contaminantes para el ambiente, son ricos en compuestos no voléatiles presentes en
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los tanques de fermentacion, proteinas de levaduras, fragmentos de células, compuestos fendlicos
y materia organica. Usualmente el tratamiento de las vinazas consiste en emplearlos como
agentes de fertirrigacion (irrigacion de campos con agua rica en nutrientes como fertilizante) en
tierras empleadas para fines agricolas. Sin embargo, estas practicas se han asociado a problemas
de eutrofizacién y al incremento en la demanda de oxigeno en fuentes de agua superficiales o
subterraneas en zonas rurales. A causa del incremento de la produccidn de etanol en los tltimos
afos, alternativas sostenibles para el aprovechamiento de las vinazas han sido estudiadas
exhaustivamente como fermentacién anaerobia (metano), fermentacidon aerobia (proteinas
unicelulares) y combustion (fertilizantes) que permitan mejorar, ademas, la factibilidad
técnico-econdmica de la industria del bioetanol (Espafia-Gamboa et al., 2011; Reis, Bento, Alves,
Carvalho, y Castro, 2019).
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Materiales y Métodos

La fase experimental se resume en la figura 7.1. La caracterizacion fisicoquimica del agua
residual de estudio y cultivo de microalgas fue realizada en el Laboratorio de Ingenieria
Ambiental del Instituto de Ingenieria de la UNAM. El aislamiento y caracterizacion de los
géneros de levaduras no convencionales presentes en el agua residual se llevd a cabo en el
Laboratorio de Biologia Molecular y Genémica de la Facultad de Ciencias de la UNAM. Por su
parte, la identificacién molecular fue realizada por la Coleccion Nacional de Cepas Microbianas
Celulares del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAV-IPN).

Muestreo de agua

—

Cultivo de
microalgas

Caracterizacion
fisicoquimica

Aislamiento de
levaduras

v

Cosechado de

v

Identificacion de

microalgas levaduras
Pretratamiento de Fermentacion - Preparacionde
microalgas alcohdlica inéculo
Remocion de Cuantifiacion de L Andlisis
nutrientes (N, P, C) EtOH producido cromatografico

Figura 7.1. Diagrama general de la metodologia experimental
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El secado de la biomasa microalgal y el andlisis de glucosa residual, etanol y 4cido acético
procedentes de la caracterizacion fermentativa fue realizada en la Unidad de Escalamiento y
Planta Piloto del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Finalmente, el pretratamiento de la
biomasa microalgal y la fermentacion alcohdlica de la biomasa microalgal pretratada se llevo
a cabo en el Laboratorio de Fabricacion de Electroquimicos de la Universidad de Newcastle,
Newcastle-upon-Tyne, Reino Unido. En las secciones sucesivas se describen los aspectos y

procedimientos analiticos mas importantes que se utilizaron en el estudio.

7.1. Muestreo y caracterizacion del agua residual

doméstica de estudio

Se empleo agua residual doméstica para el crecimiento de un cultivo microalgal, asi como para el
aislamiento de levaduras silvestres. El agua residual doméstica provino del colector del efluente
secundario de la Planta de Tratamiento de Agua Residual de la Facultad de Ciencias Politicas y
Sociales (PTAR FCPyS, figura 7.2) ubicada en Ciudad Universitaria, Coyoacan, Ciudad de
Meéxico. Se tomaron seis muestras puntuales y representativas de esta agua residual en intervalos
de dos semanas durante los meses de febrero a abril de 2018, en conformidad con lo sugerido por
la norma NMX-AA-003-1980. Dichas muestras fueron tomadas de puntos con flujo turbulento
empleando recipientes previamente enjuagados con el agua por muestrear. Estas muestras fueron
colectadas en bidones de polietileno de alta densidad (HDPE por sus siglas en inglés) de 20.0 L.

Las muestras se conservaron a 4.0 hasta su uso.

Figura 7.2. Planta de Tratamiento de Agua Residual Facultad de Ciencias Politicas
y Sociales de la UNAM (a) y Tanque de almacenamiento del efluente
secundario (b)
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En la tabla 7.1 se resumen los métodos analiticos que se utilizaron para determinar las
caracteristicas fisicoquimicas de cada una de las seis muestras de agua residual antes de iniciar la
fase experimental. Para evitar alteraciones en las pruebas, el agua residual fue previamente
filtrada al vacio usando papel Whatman™ 40 con un tamafio de poro de 8.0 um. Para la
determinacién de carbohidratos totales por el método fenol-sulftrico, se realiz6 una curva de
calibracion con soluciones de glucosa de 0 a 100 g L=!. En caso de ser necesario, se realizaron
diluciones con agua destilada para asegurarse que las concentraciones obtenidas se encontraran

dentro del intervalo de medicion en los equipos utilizados.

Tabla 7.1. Pardmetros fisicos y quimicos evaluados en el efluente secundario de la Planta de
Agua Residual de la Facultad de Ciencias Politicas y Sociales de la UNAM

Parametro Método Instrumento/Equipo Referencia
Termdmetro
Temperatura 2550B Brannan LO-tox
Sélidos suspendidos totales 2540D Estufa Thermo Scientific
(SST) Precision Econotherm
Medidor de pH APHA-AWWA-WPCF (2005)
pH 4500-H* B Thermo Scientific
Orion Star A211

Amoniaco-Nitr6geno 4500-NH,C  Destilador BUCHI B-324

(NH;-N)

Carbohidratos totales L. .

(CHO) Fenol-Sulftrico DuBois et al. (1956)
Tl}rbldez » 2130B HACH DR3900 APHA-AWWA-WPCF (2005)
Nitratos-Nitrégeno 8039

(NO,™ -N)

Ortofosfatos

(PO, —P) 8178 HACH Co. (2000)
Demanda quimica de oxigeno 8000 Digestor DQO HACH

(DQO) 45600-00

7.2. Crecimiento de microalgas en agua residual

Se utiliz6 un consorcio de microalgas obtenido del Laboratorio de Ingenieria Ambiental del
Instituto de Ingenieria de la UNAM (figura 7.3). El cultivo de las microalgas se realiz6 en
contenedores de polietileno (PET por sus siglas en inglés) de 42.5 cm de longitud por 22.1 cm
ancho con una capacidad maxima de 10.1 L a temperatura ambiente (minima 20, maxima 25) y
con agitacion manual dos veces por dia. El proceso de adaptacion consistié en inocular
sistematicamente (cada 14 dias) el agua residual de estudio con 0.30 gL' de biomasa de
microalgas previamente sedimentada por cada lote de trabajo (tres en total). La identificacion de

los géneros de microalgas predominantes en el cultivo se realiz6 mediante observacion directa de
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una muestra en un microscopio Optico Carl Zeiss modelo Axio Lab.A1, utilizando los objetivos
de 63X y 100X, y posterior comparacion con claves taxonomicas reportadas en la literatura
(Wehr, Sheath, y Kociolek, 2015). La densidad celular de las microalgas en el agua de estudio fue
determinada por hematocitometro o cdmara de Neubauer. Paralelamente, el contenido de
carbohidratos y lipidos de los cultivos fue determinado mediante la técnica fenol-sulftrico
(DuBois et al., 1956) y sulfofosfovainillina (Knight, Anderson, y Rawle, 1972), respectivamente.

Figura 7.3. Cultivos de microalgas en el Laboratorio de Ingenieria
Ambiental

7.2.1. Cosechado, secado y pretratamiento

El proceso de recuperacion final de la biomasa de microalgas se realizd en dos etapas,
sedimentacion natural y centrifugacion. En primera instancia, los cultivos fueron sedimentados
por un periodo de 72 h y se procedi6 a la decantacion del sobrenadante. A continuacion, la
biomasa concentrada fue separada por centrifugacion en una centrifuga refrigerada Beckman
Coulter Avanti J-26S XPI a una temperatura de 5.0 por 15 min a 17,670 X g RCF de acuerdo a lo
sugerido por Hernandez, Riafo, Coca, y Garcia-Gonzélez (2015) y Miranda, Passarinho, y
Gouveia (2012). La humedad de las muestras fue entonces eliminada mediante un equipo de
secado por aspersion Bowen Engineering BE-1449 (Fig. 7.4) a una temperatura de entrada y

salida de aire de 130 y 70, respectivamente.
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Figura 7.4. Preparacién de equipo de secado por aspersion Bowen
Engineering BE-1449

Con base en los estudios realizados por Castro, Ellis, Miller, y Sims (2015) y Ellis, Hengge,
Sims, y Miller (2012), se determind necesario realizar una hidrdlisis 4cida. Estos estudios han
destacado que la fermentacion alcohdlica de biomasa microalgal cultivada en agua residual solo
es posible cuando se degradan los polisacaridos en unidades monoméricas y diméricas como
maltosa, glucosa y xilosa, los que son facilmente fermentables por levaduras en comparacidn con
los polisacaridos. Para este estudio, se utilizaron las condiciones 6ptimas reportadas por dichos

autores.

El proceso consisitio en preparar una suspension 1:10 de biomasa microalgal seca en 1.0 M
H,S0O,. A continuacion, se elevd la temperatura hasta 90 y se mantuvo en agitacion magnética
a 1,200 RPM durante 120 min (Fig. 7.5). El hidrolizado fue entonces centrifugado a 1,500 X
g RCF por 20 min, antes y después de la neutralizacion, para eliminar residuos solidos y sales
del medio. Como neutralizante, se agregd suficiente NaOH (5.0 M) hasta alcanzar un pH de 6.5.
Finalmente, se determiné el contenido de monosacaridos en el hidrolizado mediante una técnica
de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) descrita posteriomente en la seccion 7.6.1.
Por su parte, el contenido de monosacaridos remanente en el lodo residual fue cuantificado por el

método Anthrone descrito por de Farias Silva, Meneghello, de Souza Abud, y Bertucco (2018).
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Figura 7.5. Biomasa de microalgas seca resultante (a) y parrilla de
calentamiento con agitacién empleada para hidrolisis acida
con sistema de reflujo por enfriamiento: reactor (b) y vista
general (c)

7.3. Aislamiento e identificacion molecular de levaduras

silvestres

Analisis preliminares realizados en el agua residual de estudio demostraron la existencia de
levaduras silvestres potencialmente etanologénicas al afadir una fuente de carbono organica
externa (Walls, 2018). En el presente proyecto de investigacion se aislaron e identificaron las
especies de levaduras preponderantes en el agua residual. Para ello, se utiliz6 biomasa seca
recuperada del agua residual doméstica, compuesta principalmente por bacterias, protozoarios y

levaduras (Fig. 7.6a).

El aislamiento de levaduras se realiz6 partiendo de una solucién 1:10 de biomasa seca en agua
estéril. De esta suspension, 20.0 pL fueron inoculados en placas Petri con medio rico Yeast
Extract Peptone Dextrose o YPD (1.0 % extracto de levadura, 2.0 % peptona, 2.0 % glucosa, 2.0 %
agar y 0.015 % cloranfenicol) semisélido previamente estéril. Inmediatamente después, el cultivo
en cuestion fue transferido a una incubadora Amerex’s GYROMAX 703 a una temperatura de
28.0 durante 48 h. Este proceso se repitid en placas con YPD hasta obtener finalmente colonias

morfolégicamente uniformes (figuras 7.6b y 7.6c).
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Figura 7.6. Biomasa seca de microorganismos proveniente de agua residual
(a) y colonias uniformes aisladas de levaduras silvestres en
placas con YPD (b,c)

Para la determinacién de las especies de levaduras existentes en el agua residual de estudio, se
selecciond el método molecular de identificacidn de los fragmentos de las regiones espaciadoras
internas, ITS por sus siglas en inglés. Esta técnica consiste en la extraccion, amplificacion y
secuenciacion del fragmento 18S-ITS1-5.8S-ITS2-26S de los microorganismos. En primera
instancia, se extrajo el acido desoxirribonucleico o ADN a aproximadamente 500 mg de biomasa
humeda de las colonias uniformes previamente mencionadas por medio del ZR Fungal/Bacterial
DNA MiniPrep™ kit (ZymoResearch, Irvine, CA, EE.UU.). A continuacién, el fragmento de
interés (18S-ITS1-5.8S-ITS2-26S) fue amplificado mediante una reaccion de polimerasa en
cadena (PCR por sus siglas en inglés) usando los oligonucleétidos ITSS e ITS4 a las condiciones
previamente descritas por White, Bruns, Lee, y Taylor (1990). Para comprobar el tamafio del
fragmento (al menos 500 pb), se realizé una electroforesis en gel agarosa al 1.0 % por 15 minutos
a 100 V.

La secuenciacion de los fragmentos previamente mencionados, asi como su edicidn, fue realizada
utilizando el programa Chromas 2.4, con la finalidad de conformar una secuencia consenso
para cada aislamiento. Estas secuencias fueron entonces comparadas con secuencias bioldgicas
disponibles en la base de datos del Centro Nacional de Informacién Biotecnol6gica (NCBI por sus
siglas en inglés) mediante una busqueda BLAST. Con los datos obtenidos se realiz6 finalmente un
dendrograma utilizando el programa MEGA 6.0 con el método Neighbor-Joining para observar
las relaciones filogenéticas entre cepas del mismo género con distintas secuencias de holotipos de

especies definidas. Esta técnica de identificacion se explica con mayor detalle en el Apéndice A.
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7.4. Capacidad fermentativa de levaduras silvestres

Como paso previo a la determinacion de la capacidad fermentativa, se prepararon indculos de las
cepas de levaduras aisladas en la seccidn anterior. En primera instancia, las colonias de levaduras
aisladas en cajas Petri con medio YPD semisdlido fueron resuspendidas en medio liquido YPD
(1.0 % extracto de levadura, 2.0 % peptona, 2.0 % glucosa) e incubadas a 28.0 con una agitacién
mecéanica de 120 RPM durante 48 h. La suspensién fue entonces centrifugada a 2,163 X g RCF
durante 20 min y se retir6 el sobrenadante. Este paso se repitidé nuevamente afiadiendo agua

destilada esterilizada para eliminar cualquier residuo del medio de cultivo.

A continuacion, se recuper6 el precipitado de biomasa lavada y se realizaron una serie de
diluciones hasta 1:1,000 con agua destilada con la finalidad de medir la densidad 6ptica a 600 nm
(DOygy) por espectrofotometria. Con estos datos, se realizaron los cdlculos pertinentes para

inocular el medio de cultivo a 0.1 (DOyg).

Para evaluar las capacidades fermentativas de cada cepa de levadura se realizaron fermentaciones
axénicas en agua residual doméstica filtrada al vacio utilizando membranas estériles S-Pack™
Millipore Co. de 0.20 um y enriquecida con glucosa (dextrosa) anhidra en polvo ultrapura
(J.T.Bakery, Hampton, NH, EE.UU.). Se utilizaron concentraciones de glucosa de 2.5y 5.0 %
m/v en agua residual filtrada como medio de cultivo. La caracterizacion se realizé en matraces
Erlemenyer con una capacidad maxima de 250 mL utilizando un agitador orbital con control de
temperatura Heidolph™ UNIMAX 1010 a 180 RPM y una temperatura de 28.0, como se observa
en la figura 7.7.

Finalmente, la produccion de etanol y dcido acético, asi como el consumo de glucosa se midieron
utilizando la técnica de HPLC especificada en la seccién 7.6.1. Adicionalmente, el crecimiento
de las levaduras fue determinada empleando los valores de (DOy,) registrados cada tres horas

durante un periodo de tres dias.
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Figura 7.7. Cultivo de levaduras silvestres en incubadora con agitacién
orbital

7.5. Fermentacion alcohdlica de biomasa pretratada de

microalgas

La obtencidn del etanol a partir de la biomasa microalgal se realiz6 en dos etapas que incluyen la
obtencidn del hidrolizado rico en azdcares fermentables y la fermentacion utilizando la levadura
silvestre con mayor productividad de etanol presente en el agua residual. Primero, el hidrolizado
de biomasa de microalgas generado en la seccién 7.2.1 fue enriquecido con nutrientes esenciales
para el crecimiento de levaduras, principalmente nitrégeno y fésforo. Conforme con los trabajos
desarrollados por Aslan y Kapdan (2006), Eze, Velasquez-Orta, Hernandez-Garcia,
Monje-Ramirez, y Orta-Ledesma (2018) y Villasefior, Capilla, Rodrigo, Cafiizares, y Fernandez
(2013), se agregaron 120.0 + 5.2 mg L! de cloruro de amonio, 20.0 + 7.61 mg L~! de nitrato de
sodio y 61.9 + 2.51 mgL~! de fosfato monopotésico como fuentes de nitrégeno amoniacal,
nitratos y ortofosfatos, respectivamente, para simular la concentracion promedio de estos

nutrientes en el licor hidrolizado de microalgas.

Paralelamente, se prepararon los indculos de levaduras de acuerdo con el procedimiento descrito
en la seccion 7.4. También se prepar6 un indculo de la subespecie S288C de S. cerevisiae con la
finalidad de obtener una referencia bioldgica para este estudio. Una vez obtenido los indculos

para cada especie de levadura, se inocul0 el caldo fermentativo a 0.1 DOy, equivalente a una
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densidad celular de 3x10° células mL~! manteniendo wuna relacién inicial
sustrato/microorganismo de 1 x 1073, Finalmente, se realiz6 la fermentacion alcohdlica del
hidrolizado de microalgas en tubos de poliproplieno esterilizados con tapén de una capacidad de
50 mL. Se incluyeron blancos experimentales por cada condicién de estudio, conteniendo
solamente solucion hidrolizada. Las condiciones de este proceso fueron microaerobias, a una
temperatura constante de 28.0 con agitacion mecanica a 120 RPM en una incubadora con

agitacion orbital.

Durante este proceso se evalu6 el consumo de glucosa, produccién de etanol y 4cido acético, asi
como la tasa de remocion de nitrégeno amoniacal, nitratos y ortofosfatos. En la tabla 7.2 se
describen los métodos analiticos utilizados. Se tomaron muestras del caldo fermentativo bajo
condiciones de esterilidad para evitar la contaminacion del cultivo en una cabina de flujo laminar
con lampara UV de 254 nm. Una vez tomada las muestras, se procedi6 a centrifugar por 5 min a
13,300 x g RCF para separar la biomasa de levaduras del caldo fermentativo y realizar las

respectivas determinaciones.

Tabla 7.2. Métodos analiticos para la caracterizacién del caldo fermentativo

Parametro Método Instl:umento Referencia
Equipo

Amoniaco-Nitrogeno

(NH, —N) 8038

Nitratos-NItrogeno g3 HACH DR6000 HACH Co. (2000)

(NO; —N)

Ortofosfatos

(PO —P) 8178

Monosacaridos HPLC Perkin Elmer Takle, Vohra

(Glucosa) Flexar™ LC y Patil (2010)

Etanol Shimadzu GC :

Acido Acético GC 2010plus Shimadzu (2016)
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7.6. Analisis cromatografico

7.6.1. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

La identificacién y cuantificaciéon de carbohidratos presentes en el hidrolizado de biomasa
microalgal se realiz6 en un equipo de HPLC Perkin Elmer Flexar™ LC con una columna Restek
™ Ultra Amino de 150 mm X 4.6 mm a 35 y un inyector de bucle de HPLC marca Rheodyne
modelo 7725 (Fig. 7.8). Se utiliz6 una solucién 70 % acetonitrilo:30 % agua a un flujo de 0.8
mL min~! como fase mévil. Para la identificaciéon de monosacaridos, se utilizé un detector de
indice de refracciéon marca WATERS 2410 (16X, 35). El volumen de inyeccion utilizado fue de
20 pL por muestra. Se realizaron curvas patrones de calibracion de soluciones de sacaridos, como

glucosa, xilosa y maltosa, de 0 a 10,000 ppm (Apéndice B).

Figura 7.8. Vista general del equipo de cromatografia liquida de alta
resolucion utilizado en la Universidad de Newcastle

Por otra parte, se evalu¢ la capacidad fermentativa con base en la produccién de etanol, acido
acético y acido citrico, los cuales se analizaron en un equipo de HPLC compuesto por una columna
de exclusion de iones Bio-Rad™ AMINEX HPX-87H (300 mm X 7.8 mm) a 50 acoplada a un
inyector de bucle WATERS U6K (Fig. 7.9). Se emple6 una soluciéon de H,SO, 5.0 mM a un
flujo de 0.6 mL min~! como fase movil. Para la identificaciéon de monosacaridos, se utilizé un
detector de indice de refracciéon marca WATERS 2410 (16X, 40) mientras que para analizar la

composicidn del 4cido acético se utiliz6 un detector UV/Vis marca WATERS 2487 a una longitud
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de onda de 210 nm. Para la cuantificacidén de los azicares se realizaron curvas de calibracion
de glucosa, etanol y acido acético de 0 a 20,000 ppm (Apéndice C). El volumen de inyeccion

utilizado fue de 20 pLL por muestra.

a b

Figura 7.9. Equipo de cromatografia liquida de alta resolucién compuesto
por columna de exclusion de iones (a), detector de indice de
refraccion(b) y de UV/Vis (¢)

7.6.2. Cromatografia de Gases

Se determind la produccion de etanol y acido acético en el caldo fermentativo de biomasa de
microalgas utilizando un equipo de cromatografia de gases Shimadzu GC 2010plus™ compuesto
por una columna GC Zebron ZB-WAXplus™ (30 m X 0.26 mm X 0.25 pm) a una temperatura de
250 + 10 (Fig. 7.10). Se utiliz6 una rampa de temperatura de 50 por minuto. Como gas
acarreador se empled helio ultrapuro (99.9 %) a una presién de 21.2 psi con un flujo de 2.0
mL min~!. Se utilizé un detector de ionizacion de descarga de barrera integrado BID 2010plus
para detectar los analitos de interés. El volumen de inyeccion por muestra fue de 1.0 uL y se
utiliz6 un equipo de muestreo automatico Shimadzu AOC 20i. Se realizaron curvas patrones de

calibracion de soluciones de etanol y acido acético, de 0 a 20,000 ppm (Apéndice B).
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Figura 7.10. Equipo de cromatografia de gases utilizado en la
Universidad de Newcastle

7.7. Diseio experimental para el analisis de la informacion

Para realizar las pruebas de laboratorio se plante6 un disefio de experimentos con un modelo de tipo
factorial 3*. Como variables independientes para este proyecto se seleccionaron la concentracion
de glucosa proveniente de microalgas y el tiempo de fermentacion. Por otra parte, las variables de
respuesta fueron la produccion volumétrica de etanol generado y el consumo de glucosa por cultivo.
La matriz de estos experimentos contd con tres niveles reales, que a su vez fueron codificados
como -1, 0y 1 (tabla 7.3). Un disefio experimental factorial 3? fue finalmente generado, el cual
mostro un total de 9 experimentos con dos réplicas por condicion. El célculo de las combinaciones
de los niveles para maximizar la cantidad de etanol, el consumo de glucosa y la remocién de

nutrientes se realiz6 empleando el programa estadistico MINITAB® 18.
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Tabla 7.3. Matriz de experimentos para el tratamiento de agua residual
y la produccion de etanol simultidnea con levaduras no

convencionales

» Valores

%“ codificados Valores reales

5 | —

©O A B A: C_cfncentracmn B: Tiempo
[gL™] [h]

1 -1 -1 1.0 8

2 0 -1 2.5 8

3 +1 -1 5.0 8

4 -1 0 1.0 30

5 0 0 2.5 30

6 +1 O 5.0 30

7 -1  +1 1.0 53

8 0 +1 2.5 53

9 41 +1 5.0 53
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Capitulo 8

Resultados y discusion

8.1. Caracteristicas del agua residual de estudio

Se determind la concentracion de nutrientes y otros parametros fisicoquimicos del agua residual
doméstica utilizada para el desarrollo de la presente investigacion. En la tabla 8.1 se presenta el
promedio y la desviacion estandar para cada pardmetro de estudio. En comparacién con trabajos
similares desarrollados por Walls (2018), Ramsundar et al. (2017) y Guldhe et al. (2017), se
observé un mayor contenido de carbohidratos, nutrientes (NH, —N y PO,*~ —P) y pH. De acuerdo
con Ge et al. (2015) y Collivignarelli, Bertanza, Abba, Sordi, y Pedrazzani (2017), una gran
concentracion de nitrégeno amoniacal y valores de pH superiores a siete son resultado de procesos
de oxidacidn (nitrificacion) deficiente en el agua residual. Asimismo, el elevado contenido de
carbohidratos se ha relacionado con descargas puntuales de dichas biomoléculas al agua o por un
proceso de remocion deficiente de los lodos del tratamiento primario (Lim, Lau, y Poh, 2016;
Makisha y Semenova, 2018).

Tabla 8.1. Resultados de las propiedades fisicoquimicas del agua residual de estudio

. . Agua de Ramsundar Guldhe
Parametro — Unidad ¢ dio Walls @018) o a1, 2017) et al. 2017)
Temperatura 266 +5.60 SD 219+324 273
pH - 82+ 045 7.5 7.5+0.23 7.3
Turbidez NTU 6.7 + 0.09 SD 23.3+0.07 SD
SST mgL™! 26.67+0.02 47.9+3580 60.0+0.02 70
CHO mgL™! 2597 +1.67 5.7+3.90 SD SD
NH;-N mgL™! 1475+132 133.1+1390 505+021 5.3
NO;™ -N mgL™! 332+872 15.0+4.90 26.0+0.01 40.7
PO’ —P mgL™! 68.7+268 67.5+19.50 19.7+042 8.8
DQO mgL™! 121 +3.05 95+ 24.70 110 96

SD Sin determinar

37



CAPITULO 8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.2. Identificacion y composicion del consorcio de microalgas

Como se observa en la figura 8.1, se lograron identificar cuatro géneros predominantes de
microalgas: Scenedesmus (50.0 x 10* células mL™"), Tribonema (2.0 x 10* células mL™"),
Monoraphidium (1.7 x 10* células mL™") y Phacus (0.4 x 10* células mL~!). Asimismo, se
observaron otros géneros como Chlorophyceae y, en menor medida, Diatomeae,
morfolégicamente no identificables por su similitud con otros géneros de microalgas. Si bien para
la produccién de biocombustibles se ha reportado ampliamente el uso de cultivos axénicos de
Scenedesmus o Chlorella, 1a bioprospeccion de especies nativas representa un método innovador
con el que se podria mejorar tanto el modelo técnico-econémico de cultivos masivos como la

produccion neta de biomasa microalgal.

Figura 8.1. Géneros de microalgas identificadas como Scenedesmus (a),
Monoraphidium (b), Phacus (c¢) y Tribonema (d) observadas al
microscopio (100X)
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El contenido de carbohidratos y lipidos presentes en el consorcio de microalgas empleado en este
estudio se detalla en la tabla 8.2. Los resultados obtenidos para estos pardmetros fueron
comparados con estudios similares. Es importante resaltar que aquellos estudios donde se
obtienen una mayor composicién bioquimica emplean medios de cultivos comerciales con una
concentracién de nutrientes (p. ej. BG11) superior a la encontrada comtinmente en agua residual.
Aunque se logra mejorar las tasas de crecimiento y acumulacioén de compuestos bioquimicos, el
uso de medios de cultivo comerciales incrementa los costos de produccién y mantenimiento
disminuyendo consecuentemente su vialidad econémica a mediana y gran escala (Laurens et al.,
2015; Simas-Rodrigues et al., 2015).

Tabla 8.2. Comparacion de estudios con respecto al contenido bioquimico de consorcios de
biomasa microalgal

Medio de Lipidos CHO

Microalga cultivo (gkg ) (gkg ) Referencia
Consorcio Agua residual 1233 +0.5 68.9 +0.2 Este estudio
Scenedesmus sp.
de Farias Silva,
igﬁfi‘ism”‘s if;ilﬁca 4o 100£228 4840449  Meneghelloy
9 Bertucco (2018)
Consorcio Sanchez Rizza

Aguaresidual SD 55.3 et al. (2017)

Aguaresidual 354 +29 258+1.3 Fournier (2015)

Scenedesmus sp.
Consorcio
Desmodesmus sp.

SD Sin determinar; CHO Carbohidratos

Adicionalmente, en estos mismos estudios se favorece ain més la acumulacion de lipidos y
carbohidratos a causa de estimulantes fisicos o quimicos, siendo este tltimo el mas utilizado. La
limitacion de nutrientes o estrés nutricional es uno de los estimulantes quimicos mas utilizados,
el cual consiste en mantener cultivos bajo inanicidn por periodos prolongados de tiempo una vez
agotada la fuente de nutrientes. En consecuencia, las rutas metabdlicas de las microalgas se
ajustan a las nuevas condiciones de cultivo donde se promueve inicialmente la acumulacién de
carbohidratos (macromoléculas de reserva altamente energética) y posteriormente de lipidos
(Hernandez-Garcia et al., 2019).

Por otra parte, también se puede asociar la diferencia observada en el contenido de azicares entre

cultivos axénicos y mixtos a la pureza de las especies empleadas. Se observa que los cultivos
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mixtos poseen una productividad bioquimica relativamente inferior a aquella encontrada en los
cultivos con cepas seleccionadas probablemente debido a la competencia interespecifica. En otras
palabras, la acumulacion de lipidos y carbohidratos en cultivos mixtos se ve afectada debido a las
diferentes tasas de asimilacion de nutrientes y produccién de metabolitos entre todas las especies

de microalgas que cohabitan en un mismo cultivo.

Sin embargo, algunos cultivos con cepas seleccionadas presentan una plasticidad bioquimica
impredecible ante cualquier variacion fisica (temperaturas, pH, turbidez) y/o quimica (relacion
C:H:0O:N) que podrian disminuir del mismo modo la productividad de lipidos y carbohidratos. A
pesar de lo anterior, se ha considerado como una mejor opcidn utilizar cultivos mixtos de especies
autdctonas para cultivos masivos dada la aclimatacion previa de las microalgas y el menor riesgo
ecoldgico asociado a la introduccidn de especies fordneas que estas representan (Sanchez Rizza
etal., 2017).

8.3. Pretratamiento de la biomasa microalgal

En primera instancia, es importante destacar que se obtuvo un total de 40.0 g de biomasa seca de
microalgas predominantemente Scenedesmus sp. La cuantificacion de xilosa, glucosa y maltosa,
asi como de azicares totales se realiz6 en el hidrolizado y en el lodo residual del pretratamiento,

respectivamente.

En este estudio, el hidrolizado obtenido tuvo la siguiente composicion: 3.9 g L=! de glucosa; 0.5
gL~! de maltosa y 0.35 gL.~! de xilosa. En el caso del lodo residual, el contenido de xilosa,
glucosa y maltosa no pudo ser determinado mediante cromatografia liquida por su viscosidad. En
consecuencia, el contenido total de azicares se determind por el método colorimétrico fenol
sulfdrico. Una cantidad inferior a 0.01 gLL=! de azdcares totales fueron cuantificados. En este
estudio se logré comprobar una diferencia significativa entre el contenido de sacaridos en la
biomasa microalgal no tratada y pretratada (p < 0.05). Esto demuestra la importancia del
tratamiento quimico en sustratos complejos para producir azicares facilmente fermentables. Los
rendimientos de extraccion de aziicares y de sacarificacion obtenidos, asi como una comparacion

entre estudios, se sintetizan en la tabla 8.3.
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Tabla 8.3. Comparacién de estudios para la extraccion y sacarificacion de biomasa microalgal pretratada para hidrolisis acida

Azucares

Acido Biomasa . Azacares Sacarifi-
. L. e .. CHO Temp Tiempo totales en ; ., .

Microalga sulfarico inicial (%) 0 (min) hidrolizado extraidos cacion Referencia

(%vIV) (gL ) i (%) (%")

(gL™)
Consorcio 5.0 100 69 90 120 475 69.9 81.1 Este estudio
Scenedesmus sp.
Scenedesmiis de Farias Silva,
obliouis 3.0 50 23.0 120 30 20.7 90.0 64.4 Meneghello y
q Bertucco (2018)

Scenedesmus 50 123 120 25 3.05 49.8 58.7 Davila (2016)
obliquus
Consorcio 5.0 100 SD 8090 120 16.1 SD 49.0 Castro et al. (2015)
Scenedesmus sp.
Consorcio 5.0 100 SD 90 60 8.9 SD 26.0 Ellis et al. (2012)
Scenedesmus sp.
Scenedesmus g 50 SD 120 30 32 72.3 46.2 Miranda et al. (2012)
obliquus

SD Sin determinar; CHO Carbohidratos; Temp Temperatura
2 gramos de azicares totales extraidos por gramo de biomasa
b gramos de glucosa en gramos de azicares totales extraidos

NOISNDSIA A SOAVLIINSHY "§ OTNLIdV)
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En primera instancia, se observa una recuperacion de azdcares y un porcentaje de sacarificacion
superior al reportado por el resto de los estudios. Estas diferencias han sido asociadas a factores
previamente estudiados como carga de biomasa inicial, tipo-concentracion del acido empleado
para el pretratamiento y temperatura-tiempo de reaccion en el reactor (Castro et al., 2015; de
Farias Silva, Meneghello, y Bertucco, 2018; Miranda et al., 2012).

En cuanto a la concentracion inicial de biomasa, Miranda et al. (2012) determiné que tanto el
rendimiento de extraccién de aziicares como el rendimiento de sacarificacion se ven
negativamente afectados conforme se incrementa la proporcion de biomasa en la solucion 4cida.
Esto sucede a causa del incremento en la viscosidad de la fraccion liquida o hidrolizado. A pesar
de que el autor concluye que la carga 6ptima de biomasa es de 50 gL~!, dicho pardmetro fue
calculado para una temperatura de reaccion mayor (120) y un tiempo menor (30 min) a la

utilizada en este estudio.

de Farias Silva, Meneghello, y Bertucco (2018) y Miranda et al. (2012) emplearon reactores
especializados (autoclave) para alcanzar la condiciones previamente mencionadas. Aunque el uso
de equipos autoclave es ampliamente utilizado para el pretratamiento quimico, este posee efectos
desfavorables cuando no se opera correctamente. Cuando los polisacaridos son hidrolizados en
monosacaridos, son susceptibles a una degradacion térmica progresiva si no se controla con
presicion la temperatura o el tiempo de reaccion. La exposicidon prolongada de estos azicares a
120 favorece la disminucion del rendimiento de sacarificaciéon y la acumulacién de
hidroximetilfuranos (HMF) y furfurales, los cuales poseen efectos inhibitorios durante la

fermentacion alcohdlica (Valdez-Guzman et al., 2019; Velazquez-Lucio et al., 2018).

Por su parte, el tipo de 4cido también ha sido asociado al rendimiento de extraccidn de azicares y
sacarificacion. De acuerdo con Velazquez-Lucio et al. (2018), el uso de 4cidos fuertes como
H,S0O, facilita la degradacion de la pared celular y despolimerizacién de la hemicelulosa en las
microalgas para asi lograr la hidrdlisis del almidon en moléculas simples (monosacéridos). Por su
parte, la concentracidn a la que se emplean los dcidos también es determinante en el rendimiento
final del pretratamiento quimico. Emplear concentraciones superiores a 2 N (5.0% v/v)
promueve, al igual que temperaturas a 120, la degradacién de azicares en la fraccion liquida en

compuestos inhibitorios o no deseados (Miranda et al., 2012).

Finalmente, si bien en este estudio se empled un sistema de condensacion Liebig que disminuyd las
pérdidas de volumen durante el pretratamiento, la concentracidn de azticares final en el hidrolizado
fue baja en comparacion con el resto de los estudios. Esto sucede por la baja concentracién de

carbohidratos iniciales que poseia la biomasa microalgal previo al pretratamiento (ver secc. 8.2).
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8.4. Especies de levaduras silvestres preponderantes en agua

residual

De acuerdo con el proceso de identificacion molecular, las levaduras aisladas pertenecian a la
familia Saccharomycetaceae. Esta familia de levaduras se caracteriza por una amplia distribucion
mundial y estar presentes en una gran variedad de habitats, en especial aquellos con un suministro
abundante de sacaridos (Cannon y Kirk, 2007). Fueron identificadas dos especies taxondmicas,
Lindnera sp. (anamorfo de Candida sp., Fig. 8.2a) y Pichia sp. (Fig. 8.2b) con > 99.0 % de similitud
con la secuencia tipo. Las caracteristicas Es importante resaltar que, para fines comerciales, ambas

especies son usualmente reportadas por su nombre anamorfico.

a b

Figura 8.2. Especies identificadas como Candida sp. (a) y Pichia sp. (b) observadas al
microscopio (100x)

De acuerdo con Cooper (2011); Johnson y Echavarri-Erasun (2011) y Kieliszek, Kot, et al. (2017),
las levaduras del género Candida son un grupo de especies unicelulares extremamente heterogéneo.
Las especies pertenecientes a este género se reproducen por gemacion y tanto su forma como
tamafo dependen en gran parte de la especie, fase de crecimiento, condiciones fisioldgicas y de
las condiciones ambientales de los cultivos. Adicionalmente, este tipo de levaduras crecen bajo
un régimen aerobio y poseen una pared celular delgada. Si bien una gran cantidad de especies de
Candida son consideradas altamente patdgenas e infecciosas, Cooper (2011) ha destacado que
solo aquellas que proliferan y habitan en el aparato gastrointestinal humano ocasionan graves
dafios a la salud. Por su parte, aquellas especies de Candida encontradas en habitats naturales son

mucho menos nocivas y presentan un gran potencial biotecnolégico y comercial.
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Sobre Candida sp., Kurtzman, Fell, y Boekhout (2011b) han reportado que, si bien su hébitat
natural es incierto, su origen se ha asociado tanto a residuos de fermentacién industrial como a
material vegetal en descomposicion, su capacidad de metabolizar pentosas y tolerar subproductos
de lignina. Es importante resaltar que el aislamiento de esta especie en agua residual doméstica
no ha sido reportado hasta este momento en la literatura. Esta levadura tiene una amplia historia
en el sector alimenticio y biotecnoldgico. En la industria de alimentos y bebidas, su uso como
forraje o alimento para ganado es bien conocido; sin embargo, tltimamente se ha reportado su
gran capacidad de producir proteinas unicelulares, SCP por sus siglas en inglés, para combatir el
déficit proteico global (Kieliszek, Btazejak, y Kurek, 2017; Kurcz, Btazejak, Kot,
Bzducha-Wrobel, y Kieliszek, 2018).

Tabla 8.4. Caracteristicas morfologicas de las levaduras silvestres aisladas y de Saccharomyces

cerevisiae
Levaduras

Caracteristicas
Sacclfa.r omyces Candida sp. Pichia sp.
cerevisiae

Longitud 55-75 3.0-4.0 6.5-8.5

(um)

Ancho 51-62 45-6.0 40-6.0

(um)

Forma de ) )

) Puntiforme Granular Circular

colonias

Densidad celular 6 6 6

(células mL~1)* 3x10 3x 10 3x10
Colonias humedas, Colonias himedas, Colonias secas,

Otras de color blanco o de color amarillento o de color amarillo
Cremoso sepia oscuro

* Densidad celular estimada a 0.1 DOgj, a partir de Broach, Pringle, y Jones (1997) y Reyna-Beltran et al. (2018)

8.4.1. Curvas de crecimiento y capacidad fermentativa

En vista de la diversidad etanologénica de especies del género Candida y Pichia, se decidi6
verificar la produccion de etanol y consumo de glucosa (capacidad fermentativa) de las cepas
identificadas mediante un proceso de fermentacion alcohdlica de manera simultdnea empleando

agua residual esterilizada y concentraciones en exceso de glucosa, uno de los azdcares mas
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facilmente fermentables. Del mismo modo, estas cepas identificadas fueron comparadas bajo las
mismas condiciones de cultivo con una especie fermentadora conocida Saccharomyce cerevisie.
El rendimiento tedrico maximo para la produccién de etanol en este estudio se muestra en el
Apéndice C. La cinética de crecimiento y la produccién de etanol resultante para las especies

evaluadas (S. cerevisiae, Candida sp. y Pichia sp.) se muestra en la figura 8.3.

Una caracteristica comtn en todas las condiciones de estudio fue la ausencia de una fase de
adaptacion (lag) y una rapida fase de crecimiento exponencial. Si bien este fendmeno se ha
asociado a un estado fisiologico particular de las células parentales y, en menor medida, a la
cantidad de indculo inicial enS. cerevisiae, el motivo especifico de este comportamiento celular
aun es desconocido en especies como Candida sp. y Pichia sp. (Pamment y Hall, 1978). En vista
de los resultados obtenidos en este estudio se infiere que la razon de la ausencia de la fase lag en

S. cerevisiae sea la misma para las especies aisladas en el agua residual.

En cuanto al crecimiento celular de las levaduras, se observa que Candida sp. (Figs. 8.3b y 8.3e)
muestra una cinética de crecimiento significativamente diferente en comparacion con aquellas
calculadas para S. cerevisiae y Pichia sp. (p < 0.05). A 25 gLL=! de glucosa inicial, para Candida
sp. se calcul6 una densidad 6ptica de 6.6 ODg, (equivalente a 198 X 10° células ml~!) en 72 h,
mientras que para S. cerevisiae y Pichia sp. se determin6 una DO de 3.2 (96 x 107 células ml~!)
y 2.3 (69 x 10° células ml~') ODg,, al mismo tiempo, respectivamente. Por su parte, cuando la
cantidad de glucosa inicial fue incrementada a 40 g L=! Candida sp., S. cerevisiae y Pichia sp.
exhibieron una densidad 6ptica de 12.5 (375 X 10° células ml~"), 4.9 (147 x 10° células ml~!) y
6.8 (204 x 10° células ml~') OD,, a 72 h de cultivo, respectivamente.

Se ha reportado con anterioridad que los parametros cinéticos (p. €j. crecimiento celular)
dependen en gran medida del medio de cultivo, las condiciones microbianas y experimentales. Al
igual que en el presente estudio, Alloue-Boraud et al. (2015) reportdé un mayor crecimiento
celular en una especie de Candida (C. tropicalis) en comparacion con S. cerevisiae. El autor
atribuy¢ esta diferencia a la presencia de pequefias concentraciones de oxigeno en el reactor

durante las primeras etapas de la fermentacidén alcoholica.
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Figura 8.3. Curva de crecimiento (@), consumo de glucosa (@) y produccién de etanol (ll) para Saccharomyces cerevisiae
(cepa control) a 25 gL~ (a) y 40 g L~! (d), Candida sp. a25 gL=! (b) y 40 gL~ (e) y Pichia sp.a25 gL' (¢)y
40 g L' (f) de glucosa inicial
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Lo anterior también fue observado por Salari y Salari (2017) quien afadié ademas que si bien S.
cerevisiae puede crecer aerobica o anaerObicamente, su crecimiento puede verse ralentizado si el
medio de cultivo no cuenta con los azacares necesarios. Para el crecimiento aerdbico, el autor
reportd que la galactosa y fructosa son preferidas. Si bien en el presente trabajo no fue
confirmada la presencia de estos azidcares, el rapido crecimiento en Candida sp. puede asociarse
tanto a una adaptacion previa (dada su naturaleza silvestre) a la fermentacidn alcohodlica aerobia

de glucosa como a la ausencia de otros monosacaridos fiacilmente asimilables por S. cerevisiae.

Se observo una diferencia significativa en el consumo de glucosa entre Pichia sp. y el resto de las
especies (p < 0.05). Pichia sp. exhibid el menor porcentaje de consumo de glucosa tanto a una
concentracién inicial de 25 gL' (56 %) como a 40 gL' (53 %) de glucosa. Por su parte,
Candida sp. y S. cerevisiae mostraron una tasa de consumo de glucosa similar. En primera
instancia, es importante recordar que la asimilacion de glucosa es una de las rutas metabodlicas
con mayor regulacion en levaduras. Esta actividad esta principalmente influenciada tanto por la
concentracion de glucosa en el medio como por la fase de crecimiento en que se encuentran las

levaduras y la disponibilidad de nutrientes en el medio.

En vista de lo anterior, Does y Bisson (1989) realizé una comparacion entre las cinéticas del
consumo de glucosa en diferentes especies de levaduras silvestres y comerciales cultivadas en
medio YPD con 2 % 0 0.05 % v/V de glucosa. Al igual que en este estudio, solo una especie de
Pichia evaluada (P. heedi) exhibi6 una tasa de asimilacién de glucosa muy inferior a la
determinada para S. cerevisiae. El autor afiade a su vez que esta diferencia puede ser asociada a la
capacidad fermentativa de las levaduras. En otras palabras, las levaduras con capacidad
fermentativa poseen un mecanismo de transporte activo de glucosa que les permite asimilarle con
mayor rapidez en comparacidn con las especies de levadura que solo consumen glucosa por

respiracion o mecanismos de transporte pasivo.

Aunque Candida sp. y S. cerevisiae consumen glucosa de una manera similar cuando se emplean
25 gL! de glucosa, se observo que Candida sp. consume mucho mas rapido esta fuente de
carbono en comparacion con S. cerevisiae, donde esta primera especie logra consumir 98 % de la
glucosa a 51 h (Fig. 8.3b mientras que la segunda consume 95 % del contenido total de glucosa
luego de 72 h (Fig. 8.3a). Sin embargo, se observo una diferencia significativa entre ambas
especies cuando se increment6 la concentracion a 40 gLL=!, en donde S. cerevisiae obtuvo un
porcentaje de remocion de glucosa igual a 95 % en 72 h (Fig. 8.3d) mientras Candida sp. exhibid

un porcentaje mucho menor en el mismo tiempo (60 %, Fig. 8.3e).
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De acuerdo con van van Dijken, Weusthuis, y Pronk (1993) y Van Urk, Postma, Scheffers, y Van
Dijken (2009), algunas especies de levaduras no-Saccharomyces emplean mecanismos de
transporte de alta afinidad, también llamado simporte de protones o activo, para asimilar el
sustrato (glucosa). En este tipo de transporte, el sustrato es asimilado de manera unilateral a
mayor velocidad por una proteina aun por identificar. Sin embargo, cuando estas levaduras se
cultivan en medios con altas concentraciones de glucosa se favorece la acumulaciéon de un

subproducto andlogo no metabolizable, el 6-deoxiglucosa (6-DG).

A su vez, esta acumulacién de 6-DG se ha asociado con la desaceleracion o ralentizacion del
mecanismo de transporte simporte de protones en estas levaduras no-Saccharomyces. Por su
parte, S. cerevisiae posee un mecanismo pasivo o por difusién facilitada, de baja afinidad al
sustrato, relativamente mas lento y cuyo sistema no permite la acumulaciéon del 6-DG. En
consecuencia, la velocidad de asimilacidon de sustrato en estas levaduras no varia de manera
significativa hasta encontrar sustancias que inhiban por completo el proceso fermentativo (HMF,

acidos orgénicos, etc.) o concentraciones de sustrato por encima de sus niveles de tolerancia (180
-1
gl™).

En cuanto a la produccion neta de etanol, se observé que Pichia sp. no posee capacidades
fermentativas, por lo que la produccion de etanol fue nula durante toda la fase experimental para
esta especie. En el caso de S. cerevisiae y Candida sp., solo se observaron diferencias
significativas entre las especies cuando se incrementd la concentracion inicial de glucosa a 40
gL~! (p £ 0.05). Bajo esta condicién de estudio,S. cerevisiae produjo un méaximo de 0.506 g

EtOH g glucosa ! mientras que Candida sp. logré tan solo 0.330 g EtOH g glucosa .

A pesar de lo anterior, el consumo de glucosa en esta tltima especie no super6 el 60 % en 72 h,
por lo que puede plantearse que un mayor rendimiento de etanol en esta especie puede ser
obtenido si se extiende el tiempo de fermentacién. Asimismo, el bajo rendimiento en Candida sp.
puede asociarse a otros multiples factores como baja tolerancia a concentraciones de glucosa
superiores a 40 gL~!, a concentraciones de etanol superiores de etanol a 10 gL~' 0 a una
desaceleracion en su sistema de asimilacion de glucosa a causa de estas condiciones de estrés. Se
requieren estudios adicionales para verificar las condiciones maximas tolerables para dicha

especie.

Finalmente, algunos subproductos comtinmente encontrados en la fermentacién alcohdlica
también fueron detectados en este trabajo. Fueron identificados principalmente acidos organicos
(acético y citrico) y algunos alcoholes distintos al etanol (glicerol) descritos en las figuras 8.4 y

8.5 para las condiciones de estudio planteadas. Es bien conocido que uno de los subproductos
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mas comunes es el acido acético. Se ha reportado que al alcanzar concentraciones superiores a
3 % vlv, combinado con otros metabolitos toxicos producidos en este proceso, se detiene o inhibe
la produccién de etanol en los fermentadores (Klinke, Thomsen, y Ahring, 2004; Olsson y
Hahn-Higerdal, 1996; Vasserot, Mornet, y Jeandet, 2010). Por su parte, el 4cido citrico es otro
subproducto importante cuya presencia permite determinar el nivel de contaminacién en los
sistemas de fermentacion. Cabe destacar que para Pichia sp. no fue identificado ninguno de los
subproductos previamente mencionados al no poseer capacidad de fermentacion alcohdlica. Para

esta especie solo se observd un crecimiento celular bajo las condiciones de estudio.

Figura 8.4. Acido citrico (@), acido acético (M) y glicerol (&) generados en agua
residual esterilizada y enriquecida con 25 gL~! de glucosa empleando
Saccharomyces cerevisiae (a) y Candida sp. (b)

Considerado como un producto de alto valor en la industria alimenticia, su presencia en el caldo
fermentativo se ha relacionado con la inhibicibn o remocién de microorganismos
descomponedores (Arias-Moliz, Ferrer-Luque, Espigares-Rodriguez, Liébana-Urefa, vy
Espigares-Garcia, 2008; In, Kim, Kim, y Oh, 2013; Nikolaus, Wayman, y Encinas, 1988). En el
caso de S. cerevisiae, se ha reportado que la presencia de este subproducto en los fermentadores
se asocia con una desaceleracion en la capacidad de crecimiento y un incremento en la
produccion de glicerol (Guadalupe Medina, Almering, van Maris, y Pronk, 2010; Nielsen y
Arneborg, 2007).
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Figura 8.5. Acido citrico (@), acido acético (M) y glicerol (&) generados en agua
residual esterilizada y enriquecida con 40 gL~! de glucosa empleando
Saccharomyces cerevisiae (a) y Candida sp. (b)

8.5. Obtencion de bioetanol a partir de biomasa pretratada y

consumo de nutrientes

En vista de la capacidad fermentativa determinada para las especies S. cerevisiae y Candida sp.,
se decidié comparar ambas especies como organismos fermentadores empleando hidrolizado de
biomasa de microalgas pretratada como fuente de carbono. Para ello, se compararon las tasas de
remocion de nutrientes, de consumo de glucosa y de produccién de etanol de cada especie. La
especie identificada como Pichia sp. fue descartada en esta fase experimental por su incapacidad

de producir etanol.

8.5.1. Tasa de consumo de glucosa en el hidrolizado acido microalgal y

consumo de nutrientes

Al igual que en la experimentacion de la seccidn 8.4.1, se observé un rapido consumo de glucosa
para ambas especies. En esta fase experimental, sucedié después de las 8 h de fermentacién. A
partir de este primer punto de muestreo, se determiné una tasa de consumo de glucosa de al

menos 53 % en todas las concentraciones de estudio (tablas 8.5 y 8.6).

Como se ha descrito anteriormente, este importante consumo sucede por mecanismos de
transporte de alta afinidad a la glucosa. Se observa en la figs. 8.6a y 8.6¢ diferencias significativas
en la tasa de consumo solo si se incrementa la cantidad inicial de glucosa. En otras palabras, el
agotamiento de la glucosa en el hidrolizado microalgal incrementa de manera proporcional a la

concentracion inicial de sustrato. Si bien la lenta tasa de consumo a mayores concentraciones de
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glucosa inicial es una de las desventajas mas conocidas en S. cerevisiae, esta no pudo ser

comprobada en este estudio por limitaciones en la cantidad de biomasa microalgal disponible.

Tabla 8.5. Concentracion y tasa de consumo de glucosa en el hidrolizado de microalgas empleando
Saccharomyces cerevisiae como organismo fermentador

Concentracion de aziacar Concentracion de aziacar Concentracion de azicar
—1 -1 -1
Tiempo 50gL 25¢gL 1.0gL
(h) Consumo Tasa de Consumo Tasa de Consumo Tasa de
glucosa (gL~') consumo (%) glucosa (gL~!) consumo (%) glucosa (gL™') consumo (%)
8 35+02 73.3 1.7+ 0.5 70.3 0.9+0.2 97.6
30 42+04 87.2 1.9+ 0.6 76.5 09 +0.1 99.8
53 41+02 86.1 20+0.6 79.7 1.0+ 0.1 100.0

Consumo: S; - S; Tasa de consumo: (S,/S) X 100

Por otra parte, en la figura 8.6b se observa que la maxima tasa de consumo en S. cerevisiae se
presenta a las 53 h de fermentacion mientras que para Candida sp. se encuentra a las 30 h (Fig.
8.6d). Esta observacion confirma que Candida sp. es una especie que no solo produce una mayor
cantidad de biomasa en comparacién con S. cerevisiae, sino que también agota mucho mas rapida

dicho sustrato de crecimiento.

Tabla 8.6. Concentracion y tasa de consumo de glucosa en el hidrolizado de microalgas empleando
Candida sp. como organismo fermentador

Concentracion de aziacar Concentracion de azicar Concentracion de azicar
-1 -1 -1
Tiempo 50gL 25¢gL 1.0gL
(h) Consumo Tasa de Consumo Tasa de Consumo Tasa de
glucosa (gL~') consumo (%) glucosa (gL~!) consumo (%) glucosa (gL™') consumo (%)
8 25+05 53.4 1.8 £ 0.6 75.0 0.7+0.3 78.3
30 3.6+0.2 75.2 1.9+0.5 78.0 1.0+ 0.2 99.7
53 3.6+0.1 74.9 22+0.8 87.8 1.0+0.3 100.0

Consumo: S; - S;; Tasa de consumo: (S,/S;) x 100

Sin embargo, a partir de los resultados obtenidos se observo que entre ambas especies no existe
una diferencia significativa en cuanto al consumo de glucosa (p < 0.05). Para ambas especies, la
tasa de consumo Optima de acuerdo al disefio factorial propuesto se presenta a las 30 h a una

concentracion inicial de 5.0 gL'
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Figura 8.6. Diagrama de Pareto (a,c) y gréfica de interaccidn (b,d) para S. cerevisiae y
Candida sp., respectivamente, para la glucosa residual bajo las condiciones
de estudio

En cuanto a la reduccion de nutrientes, se observo de manera general un incremento en la tasa de
remocion conforme se aumentaba la concentracion de sustrato inicial en la fermentacion. En el
caso del nitr6geno amoniacal (Fig. 8.7), una de las fuentes de nitr6geno mas ficilmente asimilables
por muchos microrganismos, se encontraron diferencias significativas entre la concentracion inicial
de glucosa aplicada y el tiempo de fermentacion (p < 0.05). En otras palabras, la concentracion de
nitrogeno amoniacal presentd una tasa de remocion mayor conforme se incrementa el tiempo de
fermentacion y la concentracion de glucosa inicial. Para ambas especies de estudio, se encontrd
que la méxima tasa de remocion ocurri6 a las 53 h cuando se disponia de 5.0 gL.! de glucosa

Ccomo sustrato.
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Figura 8.7. Diagrama de Pareto (a, c¢) y grafica de interaccion (b, d) para S. cerevisiae
y Candida sp., respectivamente, para la remocion de nitrégeno amoniacal
bajo las condiciones de estudio

En el caso de nitratos, se observo una diferencia significativa no solo entre las condiciones de
estudio sino también entre las especies de estudio. Si bien se encontrd que la asimilacion de este
nutriente se incrementa con respecto a la cantidad de glucosa inicial, Candida sp. es en definitiva
la especie que mejor remueve nitratos. Una tasa de consumo de nitratos de hasta el 96 % luego de
53 h de fermentacion empleando 5.0 g L~! de glucosa como sustrato inicial fue encontrada para
Candida sp. (Fig. 8.8). Por su parte, S. cerevisiae obtuvo una tasa de remocioén de apenas el 68 %
en las mismas condiciones de estudio. Esto sucede por la capacidad de algunas especies de
levaduras de asimilar un amplio rango de fuentes de nitrogeno, incluyendo nitratos (Siverio,
2002; Walls, 2018).
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Figura 8.8. Diagrama de Pareto (a, c¢) y grafica de interaccion (b, d) para S. cerevisiae
y Candida sp., respectivamente, para la remocion de nitratos bajo las
condiciones de estudio

Finalmente, en la figura 8.9 se presenta la tasa de consumo de ortofosfatos para ambas especies.
Cabe destacar que, si bien se encontraron diferencias significativas para las condiciones de
estudio, el consumo de ortofosfatos no presentd una reduccion significativa con respecto a la
cantidad inicial. De acuerdo con Dick, Dos-Santos, y Meyer-Fernandes (2011) y
Freitas-Mesquita y Meyer-Fernandes (2014), esta nula o poca reduccidn de las levaduras para
ortofosfatos se debe a la sobreexpresion de una enzima fosfatasa bajo altas concentraciones de
fosfato. Cuando las células de levaduras detectan altas concentraciones de este nutriente en el
medio, se estimula la produccion de la ectofosfatasa, enzima encargada de hidrolizar al fosfato
organico en moléculas libres de fosfato, que por su actividad aumenta temporalmente la

concentracion de este nutriente.
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Figura 8.9. Diagrama de Pareto (a, c¢) y grafica de interaccion (b, d) para S. cerevisiae
y Candida sp., respectivamente, para la remocion de ortofosfatos bajo las
condiciones de estudio

8.5.2. Produccion de etanol a partir del hidrolizado acido microalgal

La produccion neta y el rendimiento total de etanol obtenido para S. cerevisiae y Candida sp. en
este estudio se detallan en las tablas 8.7 y 8.8, respectivamente. Asimismo, en la figura 8.10 solo
se observan diferencias significativas para la produccion de etanol conforme se incrementa la
concentracion de glucosa inicial y tiempo de fermentacion (p < 0.05). Ambas especies mostraron
el mismo rendimiento y produccidn de etanol bajo todas las condiciones de estudio. Si bien este
trabajo confirma una relacion directamente proporcional entre la concentracion inicial de sustrato
(glucosa) y la concentracion final de etanol producido, también se verifico el efecto del tiempo de

fermentacidn en la produccidn neta de etanol.
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Tabla 8.7. Produccién y rendimiento de etanol en la solucidon de hidrolizado de microalgas
empleando Saccharomyces cerevisiae como organismo fermentador

Concentracion de azacar Concentracion de azacar Concentracion de azacar
-1 -1 -1
Tiempo 50gL 25¢gL 1.0gL
(h) Produccién Rendimiento Produccién Rendimiento Produccién Rendimiento
_ gEtOH 1 gEtOH 1 gEtOH

etanol (g L ) (gGlucosa) etanol (g L ) (gGlucosa) etanol (g L ) (gGlucosa)
8 1.0 + 0.01 0.22 +0.02 1.0+ 0.1 0.40 + 0.09 0.5+0.01 0.50 £ 0.04
30 2.1+0.1 0.45 +0.05 0.7 £0.01 0.29 +0.03 0.2 £0.01 0.21 + 0.002
53 1.3+0.1 0.28 +0.14 0.0+0.0 0.01 0.1 +£0.01 0.06 + 0.01

En primera instancia, se observa que en todas las condiciones de estudio en ambas especies existe
al menos un punto de muestreo donde la concentracion de etanol disminuye. Esto se ha asociado
con anterioridad a la disponibilidad inicial de glucosa. Estudios han determinado bajo condiciones
de estrés (o limitacion de carbono), las levaduras (i.e. S. cerevisiae) activan un mecanismo de
respiracion celular que les permite degradar el etanol en CO, y agua e incorporarlos en la propia
biomasa (Otterstedt et al., 2004). Aunque este mecanismo no ha sido confirmado para Candida
sp., los resultados obtenidos en este estudio permiten deducir un comportamiento similar de esta

especie con S. cerevisiae.

Tabla 8.8. Produccién y rendimiento de etanol en la solucién de hidrolizado de microalgas
empleando Candida sp. como organismo fermentador

Concentracion de azacar Concentracion de azacar Concentracion de azacar
-1 -1 -1
Tiempo 5.0gL 25¢gL 1.0gL
(h) Producciéon Rendimiento Producciéon Rendimiento Producciéon Rendimiento
-1 gEtOH —1 gEtOH —1 gEtOH

etanol (g L ) (gGlucosa) etanol (g L ) (gGlucosa) etanol (g L ) (gGlucosa)
8 1.2 +0.01 0.25 +0.04 09+0.1 0.35+0.1 0.3+0.1 0.35 +0.01
30 22+0.1 0.46 + 0.05 0.5+0.01 0.22 +0.03 0.1 £0.1 0.10 £ 0.01
53 0.9 +£0.01 0.19 £ 0.1 0.1 +0.1 0.02 +£0.001 0.05+0.05 0.05 £ 0.01

Por otra parte, se observo que el punto 6ptimo para obtener la mayor productividad de etanol en
este estudio se encuentra a las 30 h empleando una concentracion inicial de 5.0 g L~! (Fig. 8.10).
Esta condicién 6ptima se encuentra en concordancia con la determinada en la seccidn anterior,
por lo que puede deducirse que la glucosa funciona como reactivo limitante en las reacciones de
fermentacion. Finalmente, se verifico la produccion de acido acético en esta fase experimental
para ambas cepas de levaduras empleadas. Como se observa en la figura 8.11, existen diferencias
significativas entre la cantidad de acido acético generado, tiempo de fermentacion y cantidad de

sustrato inicial empleado (p < 0.05).
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Figura 8.10. Diagrama de Pareto (a, ¢) y grafica de interaccion (b, d) para S. cerevisiae
y Candida sp., respectivamente, para la produccion de etanol bajo todas
las condiciones de estudio. Barras representan la concentracion de glucosa
consumida.

Aunque la produccion de acido acético se mantiene casi constante durante las primeras 30 h de
fermentacion, se observa para ambas especies y bajo todas las condiciones de estudio una
importante disminucion en el tltimo punto de muestreo. Esta reduccidn del acido acético durante
la fermentacion alcoholica se ha relacionado con condiciones de estrés en el caldo fermentativo.
Cuando ciertas especies de levaduras como S. cerevisiae son sujetas a condiciones de estrés por
acido acético, las células activan proteinas tipo quinasas que aumentan la permeabilidad del ion
acetato (endocitosis) a la membrana celular y permite a la célula degradar dicho sustrato en
mondmeros para sus actividades metabdlicas (Shang, Zeng, Zhu, y Zhong, 2016; Vasserot et al.,
2010). Si bien este mecanismo no se ha confirmado o estudiado para Candida sp., los resultados
de este estudio sugieren un comportamiento similar entre ambas especies. En la tabla 8.9 se
presenta una comparacion con trabajos similares de la produccién y rendimiento de etanol, asi

como del 4cido acético producido por las especies empleadas en este estudio.
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Figura 8.11. Diagrama de Pareto (a, ¢) y grafica de interaccion (b, d) para S. cerevisiae
y Candida sp., respectivamente, para la produccién de acido acético bajo
todas las condiciones de estudio. Barras representan la concentracion de
etanol consumida.

En primera instancia, es importante resaltar que tanto la cantidad de glucosa asimilada, como el
rendimiento de etanol y la produccion de 4cido acético son factores no solo intrinsecos de los
microorganismos fermentadores sino de las condiciones empleadas para la fermentacion
alcoholica. Por ejemplo, se observd que para la levadura S. cerevisiae (bajo condiciones de
cultivo similares) se obtiene una mayor produccién de etanol conforme se eleva la cantidad de
glucosa inicial. Sin embargo, el rendimiento del mismo (en comparacion con el maximo valor
tedrico) se ve disminuido. A pesar de lo anterior, una mejor rendimiento con mayor produccion
neta de etanol es posible si se controlan algunos factores ambientales (temperatura, pH) o
técnicos (agitacion, relacion sustrato-microorganismo). Aunque este comportamiento no se ha
verificado para Candida sp., los resultados obtenidos en este estudio sugieren un comportamiento

similar al presentado por S. cerevisiae
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Tabla 8.9. Comparacién de estudios para el rendimiento de etanol y produccion de dcido acético mediante hidrolizado dcido microalgal

Organismo Gluc 054 Gl.uc'o 3 Etanol Etanol Etanol Ac,ld.o .
" tad inicial  asimilada -1 (EEOH ) g acético Referencia
ermentador (gL (%) (gL™) <Glucoss (%*) (gL
g'zggré””“e 5.0 872+04 21+01 045+005 88 1.45 +0.10 Este estudio
Candida sp. 5.0 752+02 22+01 046+0.05 90 1.38 + 0.05 Este estudio
S cerevisiae de Farias Silva,
(éameo Sp.A™) 13.0 926 +44 496+0.1 038+0.10 74.6 0.69 + 0.06 Meneghello y

P Bertucco (2018)
S. cerevisiae 18.9 61.4+33 32+04 0.17+0.01 61 SD Davila (2016)
Clostridium
ZZCJZ’CZ’; “© 166 SD 0.53 0.03 62  SD Castro et al. (2015)
nicum N1-4
anyO ”;Z.OZ’ZZO”“ 7.8 100 3.6 0.46 90 SD Hsin Ho et al. (2013)

SD Sin determinar

2 Rendimiento con respecto al maximo valor tedrico

NOISNDSIA A SOAVLIINSHY "§ OTNLIdV)






Capitulo 9
Conclusiones

De manera general, se observo que la levadura silvestre Candida sp. aislada del agua residual de
estudio reportd no solo una capacidad etanologénica similar, sino una reduccidn de nutrientes en
agua residual superior al reportado por Saccharomyces cerevisiae al emplear biomasa de
microalgas como fuente de carbono y agua residual doméstica sintética como fuente de

nutrientes bajo condiciones de cultivo controlado.

Adicionalmente, se logré exitosamente el cultivo, y posterior cosechado de biomasa de
microalgas predominantemente Scenedesmus sp. empleando agua residual doméstica como
medio de cultivo bajo condiciones de fototrofia. Del mismo modo, se logré la exitosa conversion
de los polisacédridos provenientes de la biomasa de microalgas en monosacaridos, principalmente

glucosa, xilosa y maltosa.

= Se confirmd la presencia de levaduras silvestres tipo no-Saccharomyces, pertenecientes
a los géneros Lindnera (Candida) y Pichia, en el agua residual doméstica de estudio, las
cuales se recuperaron de la matriz de estudio mediante técnicas de separacion fisica e

identificaron mediante técnicas moleculares de manera exitosa.

= En los estudios para verificar la capacidad fermentativa de las levaduras aisladas, se observd
una importante capacidad de conversion de glucosa a etanol bajo condiciones axénicas en
agua residual doméstica esterilizada y enriquecida con 25 y 40 g L=! de glucosa) en solo

una especie de levadura silvestre en particular, identificada como Candida sp.

= Se concluye que fue posible el crecimiento de microalgas predominantemente Scendesmus
sp. en el agua residual de estudio y la hidrdlisis 4dcida incrementa la disponibilidad de

monosacaridos, principalmente glucosa, en el licor del pretratamiento. En este estudio
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en particular, se logr6 obtener 4.75 g L=! azicares fermentables mediante hidrolisis 4cida

diluida de la biomasa microalgal.

La especie Candida sp., aislada del agua residual de estudio posee una capacidad de
conversion de glucosa a etanol similar a la de S. cerevisiae durante la fermentacion del
hidrolizado 4cido de microalgas. Sin embargo, las diferencias significativas encontradas en la
tasa de remocion de nutrientes como ortofosfatos y nitratos definen aplicaciones novedosas
en procesos simultidneos de tratamiento bioldgico de agua residual con produccion de

bioetanol como producto de mayor valor agregado para la levadura silvestre Candida sp.
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Introduccién

Las técnicas moleculares se basan en el estudio del genoma nuclear, ribosémico y
mitocondrial. Estas en su mayoria son costosas y a veces laboriosas, pero son herramientas
que presentan exactitud, rapidez y factibilidad, aplicadas en cualquier ambito laboral, en

particular a la industria (Orbera, 2004).

Los acidos nucleicos y proteinas son macromoléculas comunes a todos los seres vivos,
estas presentan cambios en el tiempo progresivo. Por ello, pueden considerarse como
crondmetros moleculares o documentos de la historia evolutiva. Un ejemplo son las regiones
espaciadoras internas (ITS por sus siglas en inglés, Internal transcribed spacer) que son
parte del ADN ribosémico (ARNr) y se usan ampliamente para la ecologia molecular del
reino fungi (Peay et al 2008) y son las secuencias universales de cédigos de barras para la

identificacion de hongos (Schoch et al., 2012).

Los fragmentos ITS son una molécula polirribonucleétida de entre 500 y 800 nucledtidos (nt)
dependiendo el género y la especie estudiada (Schoch et al., 2012), estos son muy utiles
para la sistematica molecular a nivel de especie, e incluso a nivel intraespecifico (por
ejemplo, para identificar distintas variedades, ya sea en hospederos o zonas geograficas
distintas). Debido a su mayor grado de variacién que otras regiones génicas (White, 1990)

El método molecular de identificacion mediante secuenciacion del fragmento 16S-ITS1-5.8S-
ITS2-26S ARNr incluye tres etapas: a) amplificacion del gen a partir de la muestra; b)

busqueda BLAST de la secuencia de nucleétidos; y ¢) analisis de la secuencia.

Metodologia

Las cepas levadura chica y levadura grande fueron sembradas en agar YM por 48 horas a
una temperatura de 28 °C, posteriormente se tomaron 500 mg de biomasa para la
extraccion de ADN, por medio del kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep. La cantidad de

ADN obtenida se calcul6 a partir de espectrofotometro Epoch (BioTech). El fragmento 16S-
Auv. Instituto Politécnico Nacional N° 2508, Col. San Pedro Zacatenco, Deleg. GA Madero. Ciudad de México. C.P. 07360
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ITS1-5.8S-ITS2-26S se amplificé en una Reaccion de Polimerasa en Cadena (PCR) usando
los oligonucledtidos ITS5 y ITS4 de acuerdo a las condiciones previamente descritas por
White (1990), a partir del ADN total obtenido. Se utilizé un gel de agarosa al 1% para

comprobar el tamafio del fragmento esperado (500-800 nt) por 15 minutos a 100V.

La secuenciaciéon del fragmento 16S-ITS1-5.8S-ITS2-26S fue realizada por el Laboratorio
Nacional de. Servicios Experimentales del CINVESTAV con el cual se obtuvieron dos
secuencias por cada muestra. Las secuencias fueron editadas manualmente por medio del
programa Chromas 2.4 (2012) conformando una secuencia consenso, por cada aislamiento.
Las secuencias consenso de cada una de las muestras se comparé con el programa
nucleotide BLAST del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI) para encontrar

similitudes entre secuencias bioldgicas.

La secuencia consenso se alined junto con las resultantes de la busqueda BLAST, con el
programa Clustal W incluido dentro del programa MEGA 6.0 (Tamura, et al. 2013) para
realizar un dendrograma con el método de Neighbor-Joining para observar las similitudes
entre secuencias de especies tipos definidas, que resultaron relacionadas con el programa
de BLAST. Finalmente se realizé un dendrograma a partir del algoritmo de Neighbor-Joining
para observar las relaciones filogenéticas entre cepas del mismo género, con distintas

secuencias de holotipos de especies definidas.
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Resultados
En el tabla 1 se muestra el ADN la concentracion obtenida para las dos cepas, a partir de

estas se hizo una diluciéon a 100 ng/ul para la amplificacion de ADN del gen 16S-ITS1-5.8S-

ITS2-26S, dando resultado positivo para ambas muestras.

Tabla 1. ADN obtenido para levadura chica y grande (ng/ul)

CEPA CONCENTRACION DE ADN (ng/ul)
LEVADURA CHICA 433
LEVADURA GRANDE 276

Analisis molecular de la levadura chica

El producto de la PCR de la levadura chica fue secuenciado y editado, obteniendo una
secuencia consenso del fragmento 16S-ITS1-5.8S-ITS2-26S con un total 547 nucledtidos

(Figura 1).

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGAGAACCTGGGCCTGCGCTACTTGCGCGGCTC
CAACCAATACACAGTGTATTTTGCTTCTTTTGCTTTGGCTCTGCCAAAGGTTTTAAACACAGAAAT
TTATTTTCTTTAAGAACAGTCAATTTGAAATTTTAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG
TTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGGTTTTCGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCATATTGCGCTCTCTGGCATTCCAGAGAGCATGCCTGTTTGAGCGTCA
TTTCTCTCTCAAGATCCTCTAGGGGACTTGGTATTGAGTGATACTCTGTGTTAACTTGAAATACTC
TAGGCAGAGCTCCCCCCTGGAAATCCTCTGGGCCGAAATAATGTATTAGGTTCTACCAACTCGTT
ATTTTCCAGACAGACTTCCAGGCAGAGCTCGGCTTAACAACCTTTCTAAGCTTGACCTCAAATCA
GGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA

Figura 1. Secuencia del fragmento 16S-1TS1-5.8S-ITS2-26S de la levadura chica con un total 547 nucleétidos.
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Las secuencias mas similares con la cepa denominada “levadura chica” de acuerdo a la
busqueda BLAST del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI), fue la especie
Cyberlindnera (Tabla 2).

La secuencia mas similar a la levadura chica es Cyberlindnera
, con una cobertura de la secuencia del 99% y una
identidad del 99%.

Tabla 2. Secuencias similares con la secuencia consenso de la levadura chica obtenidas en
la busqueda BLAST del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI) (fecha de la
busqueda 05-07-2018).
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Se realizé un dendrograma con las secuencias de las diferentes cepas de distintas especies
relacionadas con el género Cyberlindnera para observar la relacion con la cepa identificada
(Figura 2).

73 Cyberlindnera
Pichia
79 Cyberlindnera jadinii strain CNRMA10.725 FR
100 Cyberlindnera jadinii strain PMM10-114L 2
Cyberlindnera jadinii strain WM 45 holotipo
Cyberlindnera jadinii strain PMM09-2540L FR
9o Pichia jadinii isolate M9
23 Cyberlindnera jadinii strain PMM10-1793L FR
76 Cyberlindnera jadinii isolate CNRMA 200500811
Cyberlindnera jadinii CBS 1600 holotipo
Cyberlindnera jadinii strain CNRMA10.916 FR
37  Cyberlindnera jadinii strain CBS 621 holotipo
% Cyberlindera jadinni CDBB L-245
Cyberlindera jadinni CDBB L-846
Pichia jadinii IFM 57361 JP
64 Cyberlindnera jadinii strain NCIM 3055
Cyberlindnera samutprakarnensis culture CBS:12528
100 Cyberlindnera samutprakarnensis CBS 12528 holotipo
66 Candida adriatica ZIM 2334 holotipo
100 Candida adriatica strain TY55
Candida adriatica isolate 0S2/4.
100 100 Cyberlindnera amylophila CBS 7020 holotipo
Pichia amylophila strain CECT 11439
100 Cyberlindnera mississippiensis CBS 7023 holotipo

95 Cyberlindnera mississippiensis culture CBS:5837

Figura 2. Dendrograma de similitud de las secuencias consenso del fragmento 16S-ITS1-5.8S-ITS2-26S de la
cepa “Levadura chica” (color rojo) con un total 638 posiciones de nucleétidos por medio del algoritmo de
parametro 3 de Tamura para Neighbor-Joining.
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Andlisis molecular de la levadura grande

El producto de la PCR de la levadura grande fue secuenciado y editado, obteniendo una
secuencia consenso del fragmento 16S-ITS1-5.8S-ITS2-26S con un total 428 nucledtidos

(Figura 3).

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGTGATTTATCCACCACACTGCGTGG
GCGACACGAAACACCGAAACCGAACGCACGCCGTCAAGCAAGAAATCCACAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACCTAGT
GTGAATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCTTGAACGCACATTGCGCCCGCTGGTAT
TCCGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCGTTTCCTTCTTGGAGCGGAGCTTCAGACCTG
GCGGGCTGTCTCTCGGGACGGCGCGCCCAAAGCGAGGGGCCTTCTGCGCGAACTAGA
CTGTGCGCGCGGGGCGGCCGGCGAACTTATTACCAAGCTCGACCTCAGATCAGGCAG
GAGTACCCGCTGAACTTAAG

Figura 3. Secuencia del fragmento 16S-ITS1-5.8S-ITS2-26S de la levadura grande con un total 428

nucleotidos.

Las secuencias mas similares con la cepa denominada “levadura grande” de acuerdo a la
busqueda BLAST del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI), fue la especie
Pichia (Tabla 3).

La secuencia mas similar a la levadura grande es Pichia
, con una cobertura de la secuencia del 100% y una identidad

del 99%.
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Tabla 3. Secuencias similares con la secuencia consenso de la levadura grande obtenidas
en la busqueda BLAST del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI) (fecha de
la busqueda 05-07-2018).
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Se realizé un dendrograma con las secuencias de las diferentes cepas de distintas especies
relacionadas con el género Pichia para observar la relacion con la cepa identificada (Figura

4).
63 Pichia
77 Pichia
62 Pichia

Pichia fermentans isolate E7-1
a Pichia fermentans culture CBS:187 holotipo
10050 Pichia fermentans strain ATCC 10651 holotipo
»3 Pichia fermentans culture CBS:187 NL
30 Pichia fermentans strain M0169
Pichia fermentans strain AUMC 10738 EG
g5 Pichia manshurica CBS 209 holotipo
58 Pichia manshurica strain h79b CN
99 Pichia manshurica CDBB L-1901
Pichia manshurica strain CBS 11610
¥ 97 Pichia manshurica strain H4S7K13 GH

Pichia membranifaciens CDBB L-300

59 100  Pichia membranifaciens strain CBS 107 holotipo

Candida ethanolica CBS 8041 holotipo
Pichia kudriavzevii CDBB L-1255
100 Pichia kudriavzevii CBS:6520 JP
73 Pichia kudriavzevii ATCC 24210 Holotipo

Figura 4. Dendrograma de similitud de las secuencias consenso del fragmento 16S-ITS1-5.8S-ITS2-26S de la

cepa “Levadura grande” (color rojo) con un total 502 posiciones de nucleétidos por medio del algoritmo de
parametro 3 de Tamura para Neighbor-Joining.
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Conclusiones

El analisis molecular de la secuencia del fragmento 18S-1TS1-5.8S-ITS2-28S ribosomal de la
levadura chica, nos determina la especie Cyberlindnera | con un 99% de similitud con la

secuencia tipo de esa especie.

Clasificacion Taxonomica:
Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Cyberlindnera
Especie teleomorfa: Cyberlindnera

Sinénimos anamorfos: Candida , Candida

El analisis molecular de la secuencia del fragmento 18S-ITS1-5.8S-ITS2-288S ribosomal de la
levadura grande, nos determina la especie Pichia con un 99% de similitud con la

secuencia tipo de esa especie.

Clasificacion Taxondmica:
Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Saccharomycetes
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae

Género: Pichia
Especie teleomorfa: Pichia

Sindnimos anamorfos: Candida

Aw. Instituto Politécnico Nacional N° 2508, Col. San Pedro Zacatenco, Deleg. GA Madero. Ciudad de México. C.P. 07360
Tél. +52 (55) 57-47-39-03 Fax: +52 (55) 57-47-70-02
http://cdbb.cinvestav.mx/

85



APENDICE A. IDENTIFICACION MOLECULAR DE LEVADURAS

86

GENTRO DE INVESTIGACION DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL L.PN.
Coleccion Nacional de Cepas Microbianars
y Cultivos Celulares

REFERENCIAS

Orbera, T. (2004). Métodos moleculares de identificacion de levaduras de interés

biotecnoldgico. Rev. Iberoam. Micol. 21: 15-19.

Peay K.G.; Kennedy P.G.; Bruns T.D. (2008). "Fungal community ecology: a hybrid beast

with a molecular master". BioScience. 58: 799-810.

Schoch, C.L., Seifert, K.A., Huhndorf, S., Robert, V., Spouge, J.L., Levesque, C.A., Chen,
W., Bolchacova, E., Voigt, K., Crous, P.W.; et al. (2012). "Nuclear Ribosomal Internal
Transcribed Spacer (ITS) Region as a Universal DNA Barcode Marker for Fungi". PNAS. 109
(16): 6241-6246.

Tamura K., Stecher G., Peterson D., Filipski A., and Kumar S. (2013). MEGAG6: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 6.0. Molecular Biology and Evolution 30: 2725-2729.
White, T.J., Bruns, T., Lee, S., and Taylor, J. (1990). Amplification and direct sequencing of
fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. PCR Protocols: a Guide to Methods and
Applications 18, 315-322.

Auv. Instituto Politécnico Nacional N° 2508, Col. San Pedro Zacatenco, Deleg. GA Madero. Ciudad de México. C.P. 07360
Tél. +52 (55) 57-47-39-03 Fax: +52 (55) 57-47-70-02
http://cdbb.cinvestav.mx/



Apéndice B

Curvas de calibracion

87



88

Figura B.1. Curvas de calibracién para Glucosa (a), Xilosa (b) y Maltosa (c) empleadas en HPLC Perkin Elmer Flexar™

NOIDVYAITVD dd SVAIN) g HOIANAdY
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Figura B.2. Curvas de calibracién para Glucosa (a), Etanol (b), Acido acético (c) y Glicerol (d) empleadas en HPLC WATERS U6K™

NOIDVHLITVD Hd SVAIND g HOIANIdY
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Figura B.3. Curvas de calibracion para Acido acético (a) y Etanol (b) empleadas en GC Zebron ZB-WAXplus™

NOIDVYAITVD dd SVAIN) g HOIANAdY
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APENDICE C. BALANCE ESTEQUIOMETRICO DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA

Formula fermentacion alcoholica

levaduras
Masa molecular glucosa (CH,;,04) = 180.156 g mol ™!
Masa molecular etanol (C,H;OH) = 46.071 g mol™!
Densidad etanol = 0.79 g ml~!

Moles de glucosa

1 mol C4H,,04

1.0 g C4H,,O4 X
& Let12V 180.156 g C4H,,04

=5.5x 107 mol C4H,,04

Moles de etanol tedrico

2 mol C,H;OH

5.5x 1072 mol C.H,,O, X
MOt 26 X 10l CH L0,

= 1.1 x 10~ mol C,H;OH

Masa de etanol teorico

46.07 g C,H;OH
1 mol C,H;OH

1.1 x 1073 mol C,H;OH x =0.511 g C,H,0H

Tasa de produccion de etanol por glucosa

(Rendimiento maximo tedrico)

0511 g C;H;0H x —— 0.511 £2000
Sllg — =0. 22 5
2 1 g CeH ), 04 g CeH,,04
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