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RESUMEN 

El cultivo óptimo de Euglena gracilis se ha convertido en un tema de interés para 

su uso en biorremediación y para   aprovechar   su   biomasa   en   la   obtención   

de biocombustible  y    otros metabolitos de valor biotecnológico.  A pesar de los 

avances obtenidos,   aún  se  requiere  optimizar  su  producción   para  reducir  

los  costos  y aprovechar  eficientemente   sus  propiedades.   En  un  intento  por  

remover  materia orgánica  en aguas de desecho,  se cultivó  E. gracilis  

heterotrófica  bajo condiciones aerobias  y  microaerofílicas,   en  presencia  de  

sobrenadantes  de  desecho  (SN  de desecho)  de  cultivos  de  células  

eucariontes,   ya  que  contienen  una  mezcla  de nutrientes remanentes y 

productos secundarios que E. gracilis podría consumir y aprovechar  para su 

crecimiento  y la obtención  de biomasa y metabolitos  de interés biotecnológico.  

El análisis de los SN de desecho indicó que estos contenían glucosa, glutamato y  

etanol  en  concentraciones   milimolares   (mM)  y  albúmina,  la  cual  se hidrolizó 

incubando el SN en presencia de papaína antes de añadirlos al medio, para 

favorecer la utilización de los aminoácidos presentes. Se realizaron cinéticas de 

crecimiento  de siete días, durante  los cuales se midió el consumo  de los 

sustratos en el medio, mediante ensayos enzimáticos  y cromatografía  de gases. 

Al final de la curva se cosecharon  las células y se aislaron fracciones 

mitocondriales  y citosólicas  para  determinar  su  participación  en  la  

degradación  de  las  fuentes  de carbono.  Para maximizar el consumo  de 

materia orgánica y obtener metabolitos  de relevancia  biotecnológica,  se 

incubaron  suspensiones  celulares  de alta densidad  en presencia de los 

sobrenadantes de desecho y se determinaron los contenidos de biomasa, 

proteína, paramilo y lípidos totales, de células   provenientes de medios  definidos  

o de sobrenadantes.  La densidad  celular obtenida  en medios suplementados  

con SN de desecho en condiciones aerobias fue de 2.5 x 106 céls/mL, siendo el 

etanol el sustrato más abundante en el medio y el más utilizado. Similar a las 

mitocondrias aisladas de células cultivadas en G + M , se demostró que las 

mitocondrias   aisladas   de   células   cultivadas   en   medios   con   SN   de   

desecho consumieron  O2   y  formaron  un  gradiente electroquímico 

transmembranal que podría estar  ligado  a  la  síntesis  de ATP, por la adición de 

glutamato,  prolina y glutamina,  aminoácidos  resultantes  de la hidrólisis de  la 

albúmina.  El consumo  de  sustratos  y producción  de metabolitos  de interés 

comercial en cultivos de alta densidad y provenientes de medios definidos, no 

presentó diferencias significativas, pero tuvo la ventaja de que los SN 

disminuyeron su carga de materia orgánica.  E.gracilis fue capaz de duplicarse  y 

producir metabolitos de interés biotecnológico,  a partir de los SN de desecho  

gracias  a su metabolismo mitocondrial. 
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3.  INTRODUCCIÓN 

 

3.1.     Contaminación del agua. 

 

El agua es un recurso natural indispensable  para todos los seres vivos y es un 

elemento  importante  en  el  desarrollo  sustentable  de  cualquier  país  (Oswald, 

2011). Sin embargo, las actividades humanas producen aguas residuales y la 

gran mayoría se vierte directamente  en el medio, deteriorando  la calidad del 

agua, lo que también afecta la salud humana y la productividad económica 

(UNESCO, 2017).  

La calidad del agua se mide con indicadores  de la cantidad de materia orgánica 

biodegradable  (demanda  bioquímica  de oxígeno,  DBO),  la materia  orgánica  

no biodegradable  (demanda  química  de oxígeno,  DQO)  y los sólidos  

suspendidos totales,  dentro  de  los  cuales  se  incluye  la  materia  orgánica  en  

suspensión,  el aumento en el valor de estos indicadores incide en la afectación 

de los cuerpos de agua   (CONAGUA,   2016).   Según   dichos  parámetros,   en  

México   las  regiones hidrológico-administrativas que  corresponden  a las aguas  

del Valle  de México, Golfo Norte, Lerma-Santiago-Pacífico  y Golfo Centro, se 

consideran como fuertemente contaminadas (Oswald, 2011). Dicha característica 

acelera el envejecimiento natural y acorta considerablemente  la vida de los 

cuerpos de agua en un proceso llamado eutrofización, en el que  al haber un 

exceso de nutrientes como nitrógeno, fósforo y materia orgánica, hay un 

crecimiento acelerado de microalgas  y  cianobacterias  que  al  llegar  a  su  

máxima  densidad  poblacional decaen  y se asientan  en el fondo,  lo que  

conlleva  a su degradación  realizada principalmente  por bacterias que consumen 

el O2 disuelto, haciendo poco factible la vida de la mayoría  de las especies  

endémicas  que forman  ese ecosistema, provocando  además  que  el cuerpo  de 

agua  deje  de  ser aprovechable  para  el abastecimiento de agua potable y para 

otras actividades (López et al. 2003). 

El crecimiento  urbano  y poblacional  aunado  al problema  de  contaminación  del 

agua, han incrementado el grado de presión sobre el recurso hídrico, que según 

la clasificación de la Organización de las Naciones Unidas (ONU), para las aguas 

del Valle de México existe un grado de presión muy alto, lo que indica que la 

región está sometida a un estrés hídrico extremo. En este contexto, es 

indispensable  el desarrollo de tecnologías orientadas al cuidado del ambiente, la 

reutilización de los residuos  y a la generación  de energías  limpias  de bajo  

costo  (Oswald, 2011). 
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3.2.     Tratamiento y reutilización de desechos orgánicos. 

 

Frente al deterioro de la calidad del agua, el tratamiento de las aguas residuales 

cobra una gran importancia,  ya que estas pueden ser una fuente sustentable  de 

energía,  nutrientes  y  otros  subproductos  útiles  (UNESCO,  2017).  Uno  de  

los métodos  más usados  para el tratamiento  de aguas residuales  es la 

biorremediación,  la cual logra la remoción o biotransfomación  de contaminantes, 

incluyendo  nutrientes  y xenobióticos.  Este  tratamiento  biológico  depende  de  

la capacidad  de  los  organismos   para  degradar  los  contaminantes   orgánicos  

a productos inocuos como dióxido de carbono, agua y biomasa (Olguín, 2003). 

La biorremediación asistida por microalgas es un tema de gran interés debido a 

su capacidad para degradar nutrientes como nitrógeno, fósforo y materia 

orgánica, que son los principales causantes de la eutrofización. Además, la 

ilimitada fuente de nutrientes de las aguas residuales provee un medio de 

crecimiento sostenible para las algas, incrementando la densidad y el contenido 

de lípidos, por lo que se considera  como una posible  fuente de extracción  de 

biodiesel  (Mahapatra  et al, 2013). 

Las lagunas algales de oxidación y estabilización han sido uno de los principales 

métodos para llevar a cabo dicho proceso, y han resultado ser efectivas y de bajo 

costo.  El  uso  de  Cyanophyta  ha  sido  efectivo  para  la  depuración  de  aguas 

residuales  urbanas  disminuyendo   los  valores  en  DBO  al  usar  organismos  y 

nitrógeno. A partir de ello también se han desarrollado  lagunas de alta densidad 

algal con el fin de dar un tratamiento más eficiente a los desechos orgánicos, con 

la producción  de biomasa para alimentación  animal. Se han utilizado especies 

de Chlorophyta y  a la Euglenophyta  Euglena  gracilis,  ya  que  han  demostrado  

ser eficientes  para  degradar  diversos  compuestos  orgánicos,  aunque  no se 

cuenta con mucha información  sobre los mecanismos  y los procesos biológicos 

que se llevan a cabo en estos (Candela, 2016). 

 

3.3.     Euglena gracilis heterotrófica. 

 

Una de las especies más estudiadas es Euglena gracilis Klebs, la cual pertenece 

al grupo de los Euglenoideos, un  grupo monofilético de flagelados unicelulares de 

vida libre que se encuentran en su mayoría en cuerpos de agua continentales. Se 

caracterizan por poseer una película constituida de glicoproteinas, esta es flexible 

y le confiere a las células la capacidad de cambiar su forma a través del 

movimiento, lo que se le conoce como metabolia, y adaptar su tamaño según el 

ambiente  en  el que  se encuentre (Leander et al. 2007; Farmer, 2012). Pueden 

perder sus cloroplastos  cuando  se cultivan  en la oscuridad  llevando  a cabo un 
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metabolismo heterótrofo y los recuperan una vez que se cultivan en presencia de 

luz. El género Euglena se conoce además por producir paramilo (β-1,3 glucano) 

como  polisacárido  de reserva.  A su vez el paramilo  puede  ser transformado  a 

ésteres de cera en condiciones de hipoxia, siendo ésta una prometedora materia 

prima para producir biodiesel (Schwartzbach et al. 1975; Osafune et al. 1990). Se 

ha   determinado que Euglena puede crecer en condiciones aeróbicas y 

microaerofílicas en un amplio intervalo de pH de 3 a 8, su metabolismo puede ser 

fotosintético  con la producción  de  O2  en presencia  de luz, o heterótrofo  con el 

consumo de sustratos orgánicos (Santiago-Martínez et al., 2015). 

 

3.3.1. Metabolismo de Euglena gracilis heterotrófica. 

 

Se ha demostrado  que Euglena gracilis heterotrófica  puede consumir una amplia 

variedad de sustratos, dicho consumo puede cambiar dependiendo de la 

concentración  de O2, por lo que se presentan características  particulares para el 

metabolismo aerobio y microaerofílico (Tucci et al., 2010). 

 

3.3.2. Metabolismo Aerobio. 

 

En condiciones  aeróbicas  los sustratos  más utilizados  para cultivar a E. gracilis 

son: etanol, glutamato, malato, DL- lactato y glucosa (Jasso-Chávez et al.,  2010; 

Lira-Silva  et  al.,  2011).  De  ellos,  el etanol,  es el que  se  consume  con  mayor 

velocidad, ya que éste puede difundir a través de la membrana plasmática y 

mitocondrial, y una vez en la matriz es oxidado a acetaldehído por la enzima 

NAD+- ADH con la producción de NADH. Así mismo, el acetaldehído es oxidado a 

acetato por  la  NAD+-ALDH  aumentando  la  producción  de  NADH,  mientras  

que  se  ha propuesto que el acetato podría ser usado por la acetato tiocinasa 

para sintetizar Acetil-CoA  y entrar al ciclo de Krebs (Figura 1) (Yoval-Sánchez  et 

al., 2011). El glutamato en combinación con el etanol también incrementó la 

producción de  biomasa,  este  es  metabolizado  por  la  GABA-2-

oxocetoglutarato aminotransferasa  y la succinato-semialdehído  deshidrogenasa, 

ésta última enzima junto con la α-KGDC  en  Euglena remplazan la función de la 

2-oxocetoglutarato  deshidrogenasa  del ciclo de Krebs común (Buetow, 1989; 

Rodríguez-Zavala et al., 2006). 

En el citosol, el malato puede ser oxidado a piruvato + CO2 por la NADP+-ME con 

la producción de NADPH o ser transportado en conjunto con el glutamato a la 

matriz mitocondrial por medio de la lanzadera malato-aspartato  y ser oxidado en 

el ciclo de Krebs por la NAD+- MDH (Buetow, 1989; Lira-Silva et al., 2011). Por 

otro lado, el D y L-lactato externos o producidos por la glucólisis son oxidados en 

la mitocondria por las D- y L-iLDH. Estas enzimas son membranales  y transfieren 
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directamente los electrones de la oxidación de lactato a la ubiquinona, de esta 

forma entran a la cadena  respiratoria  (Jasso-Chávez  et al. 2001).  Otra 

ramificación  de la cadena respiratoria  de Euglena es la vía de la Oxidasa Alterna 

resistente a cianuro que transfiere directamente los electrones del ubiquinol al O2 

y que está involucrada en la respuesta al estrés oxidativo (Castro-Guerrero et al. 

2004). 

Se ha reportado que el crecimiento  de E. gracilis es menor cuando la fuente de 

carbono es glucosa, requiriendo concentraciones mayores a 30 mM en el medio 

de cultivo (Jasso-Chávez y Moreno-Sánchez, 2003); una vez que comienza  su 

consumo,  ya sea como  sustrato  externo  o por la degradación  del paramilo, la 

glucosa es convertida  a piruvato por la vía glucolítica.  Sin embargo, Euglena no 

posee un complejo de piruvato deshidrogenasa, por lo que el piruvato es  

reducido  por  una  NAD+-LDH  o  por  una  Piruvato: NADP oxidorreductasa,  

cuando  se encuentra  en condiciones  de hipóxia ya que ésta última es inactivada 

por O2 (Jasso-Chávez et al. 2001). 

 

3.3.3. Metabolismo Microaerofílico.  

 

En condiciones de baja tensión de O2 la Euglena sintetiza ésteres de cera de 

cadena mediana  a larga,  siendo  el miristil  miristato  (C: 14) el de mayor 

abundancia,  a través   de   un   proceso   llamado   fermentación   de   ésteres   

de   cera,   que   se realiza parcialmente  en  la  mitocondria  con  la  degradación  

del paramilo,  en  el cual  la enzima PNO descarboxila el piruvato proveniente de 

la glucólisis a acetil-Co-A, el cual es a su vez usado como aceptor final de 

electrones y como precursor para la síntesis de ácidos grasos. Los ácidos grasos 

son reducidos a alcoholes, esterificados con otros ácidos grasos y acumulados  

en el citosol en forma de ceras (Tucci et al. 2010). 
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Figura 1.  Metabolismo heterotrófico de Euglena  gracilis ADH:  Alcohol deshidrogenasa, 

ALDH: Aldehído deshidrogenasa, ATK: Acetato tiocinasa, PNO: Piruvato NADP+  

oxidoreductasa, NAD+LDH: Lactato deshidrogenasa dependiente de NAD+, iLDH: Lactato 

deshidrogenasa independiente de NAD+, UQ: Ubiquinona, RQ: Rodoquinona, FRD: 

Fumarato reductasa, SSDH: Succinato semialdehído deshidrogenasa, α-KGDC: α-

Cetoglutarato descarboxilasa, GDH: Glutamato deshidrogenasa, EM: Enzima málica, 

MDH: Malato deshidrogenasa; las flechas indican las reacciones y vías que suceden en 

el metabolismo aerobio y las azules lo que se da únicamente en el metabolismo 

microaerofílico; en verde se resalta la cadena respiratoria, los bloques naranjas 1 y 2 

simbolizan los transportadores de la lanzadera de malato – aspartato y los recuadros 

amarillos señalan los sustratos consumidos por la Euglena. Esquema modificado y 

basado en datos previamente reportados por Tucci et al. (2010), Müller et al. (2012), 

Jasso-Chávez,  R.  y  Moreno-Sánchez  R.  (2003), y Yoval-Sánchez  et al. (2011). 

Durante  el  metabolismo  microaerofílico  se  lleva  a  cabo un  ciclo  de  Krebs  

en reversa  (reductivo),  el cual conlleva  a la síntesis  de succinato  por medio de 

la fumarato reductasa dependiente de rodoquinol como donador de electrones 

(Padermshoke et al, 2016). El succinato después es excretado., este producto del 

metabolismo  tiene interés biotecnológico  ya que es utilizado en la producción de 

bioplásticos.   Así   mismo,   la   fijación   de   CO2    hace   que   Euglena   sea   

un microorganismo competente para la captación de dicho gas de efecto 

invernadero (Tomita et al., 2016). 



16 
 

 

3.3.4. Metabolitos de interés biotecnológico. 

 

Euglena   gracilis   sintetiza   varios   compuestos   de  interés  para  la  

producción industrial  como son: vitamina  E, ésteres de ceras, aminoácidos  y 

paramilo  (Buetow,  1989). Este último se compone de  cadenas lineales de 

glucosa con enlaces β-1,3 y es sintetizado en presencia de un exceso de 

sustratos en el medio, éste se almacena en forma de gránulos en el citoplasma y 

puede exceder el 50% del peso seco de la célula (Kiss et al. 1988; Kuda et al., 

2009). 

El paramilo se considera un compuesto con potencial para el uso médico y 

veterinario, ya que ha presentado efectos inmuno-estimulantes.  Incluso derivados 

sulfatados del paramilo han mostrado tener una actividad anti-VIH (Koizumi et 

al.1993). Adicionalmente,  se encontró actividad antibacteriana y activación de 

macrófagos mediante la adición de cargas positivas al polisacárido  (Sakagami et 

al., 1989). Así mismo,  éste polisacárido  ha sido usado en la dieta de especies  

de importancia comercial para activar su respuesta inmune y promover el 

crecimiento.  Se ha  probado  también  que este polímero posee  actividad  

antitumoral  y anti-infecciosa  en animales y posiblemente en humanos 

(Rodríguez-Zavala  et al., 2006). El paramilo o extractos de células de Euglena, 

también se han utilizado en alimentos y bebidas incrementando  su valor 

nutricional, al igual que en cosméticos  (Shibakami et al., 2013).  Con la adición  

de grupos acilo  al paramilo  se ha mostrado  su potencial como  componente   de  

materiales  termoplásticos,   y  sus  residuos  pueden  ser utilizados como 

fertilizantes (Shibakami et al., 2014). 

Otro de los productos de interés resultado del metabolismo  de E. gracilis son las 

ceras, éstas se acumulan en el citosol durante su metabolismo  microaerofílico  y 

pueden alcanzar hasta 40µg de ésteres de cera (106células-1) (Inui et al., 1992). 

Se sabe  que  el ácido  graso saturado  que  más sintetiza  E. gracilis  es el ácido  

mirístico (C14);  sin  embargo,  en  un  estudio  en  el  que  se  cultivó  a  Euglena  

en  aguas residuales domésticas sin tratamiento previo, se encontró un mayor 

contenido de ácidos  grasos  de  18  carbonos  como  el  ácido  esteárico  (C18),  

oleico  (C18:1), linoleico (C18:2) y linolenico (C18:3), representando una 

abundancia de 50%, y de ácido palmítico con un 42%. Dicho contenido de ácidos 

grasos hace que el aceite obtenido de Euglena tenga propiedades  adecuadas 

para su uso como biodiesel, ya que  los aceites  con mayor  cantidad  de palmitato  

y oleato  tienen  una  mejor estabilidad oxidativa, mayor ignición y lubricación 

(Mahapatraet al., 2013) 

Por todo lo anterior,  el cultivo de Euglena  gracilis  se ha convertido  en tema  de 

interés  para  su  uso  como  biorrefinería,  para  la  obtención  de  biocombustible  
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y biomasa  de  alto  valor,  aunque  aún  se  requiere  optimizar  su  producción  

para reducir los costos y aprovechar eficientemente sus propiedades. 

 

4.  ANTECEDENTES 
 

Euglena  gracilis  tiene  la  capacidad  de  catabolizar  varios  sustratos 

simultáneamente.   Sin   embargo,   cuando   se   cultiva   heterotróficamente   en   

la oscuridad  y aerobiosis  con la   combinación  de glutamato + malato + etanol, 

se incrementa  la producción  de biomasa  alcanzando  29 x 106cél/mL  (10.8 g 

peso seco x L-1), en comparación con la combinación de glutamato + malato + 

glucosa, en donde se obtienen 20 x 106céls/mL. Por su parte, en presencia de 

sólo glucosa 5 x 106 céls/mL. El alto rendimiento de biomasa obtenido con la 

combinación de glutamato + malato + etanol se debe a que el 2-oxoglutarato 

derivado del glutamato y  el malato entran al ciclo de Krebs y favorecen el 

metabolismo  del acetato, producto del catabolismo del etanol, consumiendo  más 

del 90% de etanol después de 24 h de incubación. Bajo estas  condiciones,  la 

acumulación  de paramilo  fue menor  en cultivos  con glucosa o etanol por 

separado (Rodríguez-Zavala et al., 2006). 

Así   mismo,   se  ha   evaluado   el  contenido   de  ésteres   de   cera   en   

cultivos microaerofílicos  de E. gracilis heterotrófica  (previamente  crecidos en 

condiciones aerobias) en tres tipos de medios definidos: Koren-Hutner, etanol y 

glucosa solos, siendo éste último sustrato el que obtuvo un mayor rendimiento 

con 2.10 g x L-1 de ésteres de cera (Inui, 1983). Esto se debe a que la utilización 

de glucosa como fuente de carbono favorece la acumulación de paramilo en 

condiciones aerobias, el cual  después  es  degradado  y  los  esqueletos  de  

carbono  son  utilizados  en  la síntesis de ésteres de cera, cuando se pasa a 

microaerofília (Schwartzbach, 2017). 

También se han realizado cultivos de Euglena en medio Koren-Hutner y glucosa- 

peptona,   que  después   de  tres  días  de  incubación   aeróbica   se  pasaron  a 

condiciones  anaeróbicas  con  la suplementación  de 1% de ácido  oleico. La 

combinación de estas condiciones dió como resultado un aumento en la 

producción de biomasa de 15.7g peso seco x L-1 y un mayor rendimiento  de 

ésteres de cera de 7.7 g x L-1, ya que la adición de ácidos grasos insaturados al 

medio de cultivo, proporciona precursores de la fermentación de ésteres de 

cera(Tani et al. 1987). 

Por otro lado se han realizado cultivos de E. gracilis heterotrófica en un medio con 

melaza, residuo de la cristalización del azúcar de caña, en condiciones aeróbicas 

a  pH de  3.5,  con  un  contenido  de  18.7  gx L-1   de  azúcares  reductores  

(como glucosa). Posteriormente,  se sometieron las células a condiciones 
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anaerobias y se determinó  la biomasa  y los ésteres  de cera,  obteniendo  una 

cantidad  de 1.25g peso seco x L-1 y 0.53 g ésteres  de cerax L-1, 

respectivamente  (Inui, 1983).  Se obtuvo la misma biomasa  (1.24g DW x  L-1) y 

un contenido  máximo  de lípidos de 24.6% al cultivar a  Euglena  en aguas 

residuales  domésticas  sin tratamiento. Al mismo tiempo, se evaluó la remoción 

de nutrientes observándose  la remoción del 92%  del  carbono   orgánico   total  y  

una  tasa  de  crecimiento   fue  mayor  en comparación con otros géneros de 

microalgas cultivadas en aguas residuales (Mahapatra, 2013). Estos dos últimos 

estudios no obtuvieron rendimientos comparables con aquellos obtenidos en 

medios definidos. Sin embargo, poseen la ventaja de reutilizar residuos de la 

actividad humana con fuentes de carbono aprovechables para el crecimiento de 

Euglena. 

 

5.  JUSTIFICACIÓN 
 

Debido a los antecedentes indicados sobre la captación de nutrientes, producción 

de biomasa  y metabolitos  de valor  comercial,  tanto  en cultivos  definidos  como 

experimentales  de  Euglena  gracilis  heterotrófica,  es de interés  evaluar  su 

comportamiento en medios de cultivo enriquecidos con residuos orgánicos, ya 

que como se ha demostrado previamente este protista puede adaptar su 

metabolismo a las condiciones  de su entorno, en lo que se refiere a pH, 

concentración  de O2 y fuentes de carbono disponibles. Lo anterior da la ventaja 

de utilizar eficientemente los componentes de dichos desechos, evitando la 

contaminación por su descarga directa a cuerpos de agua, obteniendo también la 

disminución de costos en la producción de compuestos de interés biotecnológico 

como son el paramilo y las ceras.   Por   ello,   en   éste   proyecto   se   busca   

reutilizar   y   aprovechar sobrenadantes  de desecho de cultivos de células 

eucariotas, ya que estos  contienen nutrientes  remanentes que Euglena podría 

ser capaz de utilizar. 

 

6.  HIPÓTESIS 
Si se cultiva a Euglena en presencia de sobrenadantes con alto contenido 

de materia orgánica, entonces este organismo contará con fuentes de carbono 

suficientes para producir biomasa y compuestos de interés biotecnológico.  
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7.  OBJETIVOS 

 

7.1. Objetivo General. 

 

Evaluar el catabolismo de Euglena gracilis heterotrófica en sustratos 

provenientes de desechos orgánicos y su efecto en la producción de biomasa y 

metabolitos de interés biotecnológico. 

 

7.2. Objetivos Particulares. 

 

Determinar el crecimiento de E. gracilis en condiciones aerobias y 

microaerofílicas, en medios enriquecidos con sobrenadantes de desecho de 

cultivos celulares (SN de desecho). 

Cuantificar  los sustratos  en los sobrenadantes  y determinar  su consumo por E. 

gracilis. 

Determinar el papel del metabolismo  mitocondrial  en la remoción de los 

sustratos orgánicos en cultivos de E. gracilis. 

Determinar  la producción  de biomasa,  paramilo  y lípidos totales en los cultivos 

de Euglena con SN de desecho. 

 

 

8.  MATERIALES Y MÉTODOS 
 

8.1.     Condiciones de cultivo. 

 

Se realizaron cultivos de E. gracilis Klebs heterotrófica  (cepa Z like) en 

condiciones aeróbicas en matraces de 250mL; y microaerofílicos en viales de 

100mL sellados herméticamente con tapones de teflón, asegurados con collares 

de aluminio (Santiago-Martínez  et al., 2015), se iniciaron con una densidad 

celular de 2 x 105céls/mL y se mantuvieron en incubación con agitación de 7 a 9 

días en oscuridad y a  25°C.  

Los SN de desecho que se utilizaron para el cultivo de E. gracilis se obtuvieron de 

residuos  de cultivos  de  Entamoeba  histolytica,  células  tumorales,  
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Trypanosoma cruzi, y Saccharomyces cerevisiae, del departamento de bioquímica 

del INCICH. 

Tanto  a  los  cultivos  con  sobrenadantes   como  a  los  medios  control  se  les 

añadieron minerales descritos por Hunter y colaboradores (1956), cuyas 

concentraciones finales en el medio fueron: 2 mM de MgSO4, 1.5 mM de 

NH4PO4, 10  mM  de  KH2PO4,  2  mL  de  minerales  traza  A  y 1mL  de  

minerales  traza  B (Apéndice 1). Por último, se añadieron 2 ml/L de un stock de 

vitaminas compuesto por tiamina, FeCl3  y cianocobalamina  (Apéndice 2). La 

solución de vitaminas   y el sobrenadante  de levaduras  se esterilizaron  usando 

un  filtro de 0.2 µm (Millipore, USA) y se añadieron al medio antes de sembrar. 

 

Figura 2. A) Vial utilizado en condiciones Microaerofílicas, B) Matraz Erlenmeyer en 

condiciones aerobias. 

 

Conforme se determinaba la capacidad de crecimiento, el contenido y consumo 

de sustratos en el medio, se fueron estableciendo  diferentes  condiciones  de 

cultivo, con el fin de obtener una condición en la que se aprovecharan lo mejor 

posible los nutrientes en los SN de desecho, obteniendo un mayor rendimiento  en 

cuanto a producción  de  biomasa  y  un  bajo  costo  en  la  preparación  y 

esterilización  del medio.  

Primera condición.  Inicialmente se cultivó a E. gracilis en cada sobrenadante  por 

separado para determinar en cuál concentración  había un mayor crecimiento, los 

sobrenadantes   fueron   esterilizados   por un  filtro   de  0.2  µm  (Milipore,   

USA), mezclando diferentes volúmenes del sobrenadante con agua destilada y la 

adición de una solución de vitaminas (1mL/L de cultivo), a  un pH cercano al 

neutro. 

Segunda  condición.  Posteriormente  se prepararon  los medios  de cultivo  con la 

mezcla  de todos  los sobrenadantes  y 1/3 del volumen  final de agua  destilada, 

adicionando también vitaminas y minerales esenciales para el crecimiento de 

Euglena, ajustando el pH a 3.5 para evitar la contaminación del cultivo y favorecer 

A) B) 
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el consumo de los sustratos (principalmente  ácidos carboxílicos),  la esterilización 

también fue por filtración. 

Tercera condición.  Se adicionó papaína pura (50 µg/mL) al medio de cultivo con 

la mezcla de sobrenadantes  de la segunda condición, y se incubó  con agitación 

durante  12  h.  Esta  incubación  se  realizó  con  el fin  de  degradar  la albúmina  

remanente  en el medio  y que  se pudieran  consumir  los aminoácidos liberados 

por la papaína, además de que esto permitiría la esterilización con autoclave  sin  

que  se  precipitara  la  albúmina.  En  ésta  condición  el  pH  inicial también  se 

ajustó  a 3.5,  ya que  en dicho  valor  se favorece  la actividad  de la enzima. De 

igual forma se adicionaron vitaminas y minerales al medio de cultivo. 

 

8.1.1. Cultivos de alta densidad 

Se  hicieron  incubaciones  con  una  alta  densidad  celular  inicial  (2  x 106 

céls/mL aprox.),  para evaluar un posible aumento en la velocidad de consu mo de 

sustratos en los desechos. Esto se realizó a partir de células de la cosecha al 

último día de la curva de crecimiento en condiciones de esterilidad, para así 

utilizar el paquete de células obtenido como inóculo inicial de medios con 

sobrenadantes.   Además, con  el  fin  de  evaluar  si  existían  diferencias  en  el  

tipo  de  cultivo  de  donde  se originaba el inoculo para la resiembra, es decir si 

provenía de un medio definido o de     un  cultivo   enriquecido   con  

sobrenadantes   de  desecho,   los  pellets  se obtuvieron  bajo condiciones  

estériles tanto de cultivos en medio definido (Hutner con glucosa y con glutamato 

+ malato como fuentes de carbono) como de cultivos en medio con 

sobrenadantes. 

 

8.2.     Densidad celular. 

 

Para  determinar  el crecimiento  de todas  las condiciones,  cada  día se tomaron 

alícuotas de 50 µL del cultivo en condiciones de esterilidad, de las cuales se 

realizó una dilución 1:10 con agua destilada y 5µL de HCl al 0.1%, para 

determinar la densidad celular con una Cámara de Neubauer.  También  se tomó 

1mL de los cultivos para la cuantificación de sustratos presentes en el medio y se 

midió el pH a lo largo de la curva de crecimiento (Rodríguez – Zavala et al., 2010). 

 

8.3.     Consumo de sustratos. 

 

Se determinó  la concentración  de sustratos en el medio de acuerdo a la 

metodología descrita por Jasso-Chávez et al. (2001),  al inicio y   al final de la 
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curva  de  crecimiento  por  ensayos  enzimáticos (A, B y C),  en  un  

espectrofotómetro   con arreglo   de   diodos   (Agillent,   USA)   o   por   

cromatografía   de   gases (D y E),  en   un Cromatógrafo Shimadzu modelo GC-

2010. Para ello se tomaron muestras de 1mL en todas las condiciones de cultivo y 

se centrifugaron a 14462 x g por 10 min; del sobrenadante obtenido se tomó una 

alícuota de 50 a 200µL de cada muestra para la cuantificación de las fuentes de 

carbono (Jasso-Chávez  et al., 2001). 

 

A) Glutamato. 

El consumo de glutamato se midió a través de un ensayo enzimático, midiendo la 

generación de NADPH que absorbe a 340 nm y el cual es producto de la reacción 

de  la glutamato  deshidrogenasa  que  cataliza  la oxidación  de  L-glutamato  a 2- 

oxoglutarato en presencia de NADP+ 

                                          GDH 

 Glutamato  +  NADP+              2OG + NADPH + NH4+ 

 

Para llevar a cabo dicha reacción, se utilizaron  celdas de cuarzo que contenían: 1 

mM de NAD+, 1.17 UI de glutamato deshidrogenasa comercial, de 50 a 150 µL del 

sobrenadante  de las muestras y una solución amortiguadora  de Tris - Hidracina 

(150 mM  /400 mM),  a pH 9, teniendo  un  volumen  final  de 2 mL  a 37°C  

(Jasso- Chávez et al., 2001). 

 

B) Glucosa 

La concentración de glucosa se determinó también por medio de la generación de 

NADPH producto  de una reacción acoplada  de la fosforilación  de la glucosa en 

presencia de ATP por la HK,  y la oxidación de la glucosa 6- fosfato (Glc6P) por la 

Glc6P  deshidrogenasa  con la conversión  de NADP+   a NADPH.  La reacción  

se llevó a cabo con 3 mM de ATP, 5 mM de MgCl2, 15 UI de hexocinasa 

comercial, 10 UI  de  G6PDH,  0.75 mM  de  NADP+    y  50  a  150 µL  del  

sobrenadante  de  las muestras en un volumen final de 2 mL con un buffer de 120 

mM de KCl, 10 mM de MOPS y 1 mM de EGTA (buffer KME) a pH de 7.2 (Jasso – 

Chávez et al., 2001). 

 

                              HK                              G6PDH 

Glucosa + ATP                 G6P + ATP                  6-fosfogluconolactona  

                                                       NADP+   NADPH  
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C) L-Lactato 

Para cuantificar  el lactato  presente  en el medio   se utilizaron  en las celdas de 

reacción: 0.15 mM de NAD+, 27.5 UI de L-LDH comercial, 50 a 150 µL del 

sobrenadante  de  las  muestras  y  una  solución  de  500 mM  hidracina  y  400 

mM glicina pH 9, para asegurar que la reacción llevada a cabo por la L-lactato 

deshidrogenasa  estuviera  favorecida  hacia  la producción  de  lactato,  ya que  

la hidracina forma un complejo con el piruvato (hidrazona), y de esa forma 

cuantificar  la concentración  de  lactato  en base  a la generación  de  NADH  que  

absorbe  a 340nm (Jasso – Chávez et al., 2001). 

                           L-LDH 

L-Lac + NAD+                  Pyr + NADH 

  

 

D) Etanol 

Se determinó  el consumo  de etanol por cromatografía  de gases  utilizando  una 

columna capilar HP-PlotU de 30 m de largo y 0.32 mm de díametro interno 

(Agilent Technologies, USA) y un detector de ionización de flama (FID). Se 

tomaron 100µL del sobrenadante de las muestras previamente centrifugadas  y se 

pasaron por un filtro con tamaño de poro de 0.45 µm (Millex), se inyectaron 2 µL 

del filtrado y se dejó correr la muestra durante 20 min. La inyección en el 

cromatógrafo se realizó con  las  siguientes  condiciones:  temperatura  de  la  

columna  180°C,  75  kPa  de presión, flujo total de 24.7 ml/min, y un Split de 75 

(Yoval-Sánchez et. al. 2011). 

La cantidad de etanol se determinó con el valor del área bajo la curva del pico de 

etanol, cuyo tiempo de retención es de 3.7 min  y se extrapolaron los valores con 

una curva estándar. 

 

E) Acetato 

Para la determinación de acetato en el medio, se le agregaron 10µL de HCl 

concentrado  al sobrenadante  obtenido  de  las  muestras  centrifugadas  como  

se describió anteriormente,  se filtraron 100 µL de la mezcla, se inyectaron 2 µL, y 

se dejó   correr   la  muestra   durante   20  min   en  una   columna   db-1701   

(Agilent Technologies, USA) a 230°C, 81 kPa de presión, flujo total de 28 ml/min y 

un Split de 25 (Jasso – Chávez et al., 2015). 
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8.4. Consumo de O2 y producción de CO2.  

 

Para corroborar que los cultivos microaerofílicos se encontraran en condiciones 

de hipoxia y para saber si se llevaba a cabo un metabolismo  oxidativo,  se midió 

la concentración  de O2  y CO2  a lo largo de la curva de crecimiento,  por medio 

de cromatografía de gases inyectando 5µL del espacio vacío de los frascos 

microaerofílicos.  Para la determinación de O2  se utilizó una columna HP- 

MOLESIEVE, a 200 °C, 100 kPa de presión, flujo total de 13.9 ml/min y un Split de 

5, y para medir el CO2  se utilizó la HP-PLOT/U con un flujo total de 45 ml/min y 

las mismas condiciones de temperatura, presión y Split que se usaron para medir 

el etanol (Jasso – Chávez et al., 2015). 

Para la cuantificación se tomaron los valores del área bajo la curva del tiempo 0 

(el tiempo inicial del cultivo) como el 100% y a partir de ellos se obtuvieron los 

porcentajes de los días siguientes. 

8.5. Cosecha de células. 

 

Las células se cosecharon en la fase estacionaria temprana (día 7 a 8) por 

centrifugación  a 1844 x g por 10 min a 4 °C. Se tomaron  muestras  del 

sobrenadante   para  medir  el  pH  final  del  cultivo  y  el  botón  de  células  se 

resuspendió con 50 mL de un buffer compuesto de 250 mM de sacarosa, 10 mM 

de HEPES y 0.5 mM de EGTA a pH 7.2 (buffer SHE). Se centrifugó nuevamente,  

se descartó el sobrenadante,  el botón de células se resuspendió con el mismo 

buffer y se llevó a un volumen final de 1 mL, del cual se tomaron 200 µL y se les 

adicionó BHT  al  0.02%.  Las  muestras  se  almacenaron   a  -20°C  para  

posteriormente determinar  la  cantidad  de  proteína  y extraer  los  lípidos  

totales.  El resto  de  la cosecha se utilizó para la determinación del peso seco 

(Rodríguez – Zavala et al., 2010). 

 

8.6. Determinación de Proteína intracelular 

.  

La proteína se determinó adicionando 200 µL de (1% p/V) desoxycolato de sodio 

a  las muestras  previamente   almacenadas  a  -20°C  en  tubos  de  ensayo  de  

vidrio,  se agitaron  por vortex  y se diluyeron  con 1 mL de agua  bidestilada,  

después,  se mezcló con 2 mL de reactivo de Biuret y se homogeneizó.  Se 

incubaron los tubos por 15 min a temperatura  ambiente y posteriormente  se 

centrifugaron  a 3000 rpm por 20 min, para eliminar la turbiedad causada por el 

paramilo. Finalmente, se leyó la absorbancia a 540 nm utilizando una curva 

estándar preparada con BSA (100mg/mL) para calcular la concentración de 

proteína (Rodríguez – Zavala et al., 2010). 
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8.7. Peso seco. 

 

Los pellets de  células provenientes de la cosecha lavados con SHE se colocaron 

en crisoles de porcelana, de los que se obtuvo el peso después de calentarlos a 

90°C. Los crisoles con la muestra fueron calentados a la misma temperatura por 6 

h, para secar las muestras, posteriormente  se colocaron en un desecador  hasta 

que el peso fue constante, después, se  dejó enfriar y se pesaron en una balanza 

analítica (Rodríguez – Zavala et al., 2010). 

 

8.8. Extracción de lípidos totales. 

 

Las  células  fueron  cosechadas  a 1844 x g durante  10  min y sonicadas  por 5 

ciclos    10 s  sonicación  /  30 s  descanso.  Se  tomaron  25  µL  de  las  

muestras sonicadas  y se resuspendieron   con 2 mL de una mezcla de 

cloroformo-metanol (2:1) en tubos de ensayo, se añadieron 25 µL de ácido 

margárico (1 µg/µL) como estándar  interno,  se agitó  por  vortex  durante  30 s,  

se añadió  1 mL  de  solución salina (0.9% NaCl) y se agitó nuevamente por 30 s. 

Posteriormente, se centrifugaron las muestras en una centrífuga clínica a 3000 

rpm por 5 minutos y se obtuvo un sistema bifásico del cual se separó  la  fase  

inferior,  que  contenía  las  sustancias  lipídicas,  y  se  colocó  en nuevos tubos 

de ensayo; se repitió la extracción con la fase superior, que contenía las  

sustancias  no  lipídicas.  Una  vez  obtenida  la  fase  lipídica  de  la  segunda 

extracción se añadió una pizca de sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua 

contaminante,  se adicionaron 200 µL de una mezcla de metanol-BHT  en caso de 

que la muestra siguiera turbia. Se filtraron las muestras pasándolas por puntas de 

micropipeta  (de  100-1000  µL)  con  un  filtro  de  algodón  y  se  evaporaron  los 

solventes con N2 a 40 °C aprox (EI Hafidi et al., 2004). 

 

8.9.     Derivatización de ácidos grasos. 

 

Los extractos  lipídicos  previamente  obtenidos  se resuspendieron  con 100 µL  

de tolueno y se añadieron  2 mL de una mezcla de metanol-BHT,  se 

homogenizaron las muestras y se adicionaron 50 µL de H2SO4  concentrado y 1 

mL de solución de 0.9 % (p/V) NaCl, se homogenizó nuevamente,  se añadieron 2 

mL de n-hexano y se agitó por vortex durante  20 s. Después,  se centrifugaron 

las muestras en centrífuga clínica a 3000 rpm por 5 min se obtuvo un sistema 

bifásico del cual se separó la fase superior, y se colocó en tubos de ensayo con 

tapa de rosca, mientras que a la fase inferior se le añadió nuevamente H2SO4 
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concentrado, solución salina y n-hexano para repetir la extracción. La fase 

obtenida de ambas extracciones se calentó a 90 °C durante 1 h añadiendo n-

hexano en caso de que el volumen disminuyera. Posteriormente se colocaron los 

tubos en hielo para detener la reacción, se evaporaron los solventes con N2 a  40 

°C aproximadamente y se almacenaron las muestras a -20 °C. Para cuantificar los 

lípidos totales se resuspendieron  los extractos obtenidos en 100 µL de n -hexano 

y se analizaron por cromatografía de gases en una columna omegawax 320 con 

las siguientes condiciones: 220 °C (programando una rampa de temperatura de 

200 a 220 °C aumentando 10 °C a los 5 y 20 min), 75 kPa de presión, flujo total 

de 66.1 ml/min, y Split de 50 (El Hafidi et al., 2004). 

 

8.10.   Extracción y determinación de Paramilo. 

 

Se tomaron alícuotas de 500 µL de los medios de cultivo al último día de la curva 

de crecimiento (de 0.8 x 106 céls/mL  en cultivos microaerofílicos y 2 x 106 céls/mL 

en cultivos aerobios), se centrifugaron a 1800 x g por 10 minutos al botón de 

células se le añadieron 50 µL de 30 % (V/V) PCA (ácido perclórico)  y se agitó de 

1 a 2 min.  

Posteriormente  se centrifugó a 8327 x g por 2 min, se descartó el sobrenadante  

y al pellet se le adicionó 1 mL de 1 % (p/V) SDS, se homogeneizaron nuevamente 

las muestras por vortex y se calentaron en baño maría en agua hirviendo durante 

15 min. Al finalizar el tiempo las muestras se centrifugaron  a 8327 x g por 15 min, 

se descartó el sobrenadante  y se resuspendieron  los pellets con 1 mL de 0.1 % 

(p/V) SDS, se centrifugaron   las muestras y  los pellets se resuspendieron  con 1 

mL de1 M NaOH; finalmente, las muestras se guardaron a -20 °C hasta su uso 

(Rodríguez– Zavala et al., 2010). 

Para determinar  el contenido  de paramilo  en las células se utilizó  el método de 

Fenol-Sulfúrico  (Dubois), en el que se mezclaron alícuotas de 20 a 50 µL   de las 

extracciones previamente almacenadas a -20 °C con 600 µL de 5 % fenol y 1250 

µL de H2SO4  concentrado (95 – 98 %), se homogeneizaron  las muestras y se 

incubó durante 30 min a temperatura ambiente. Se midió la absorbancia en un 

espectrofotómetro   a  una  longitud  de  onda  de  480 nm,   utilizando  una  curva 

estándar  preparada  con  glucosa  (1mg/mL)     y    como  blanco  agua  destilada 

aplicando el mismo tratamiento (Jasso-Chávez y Moreno-Sánchez, 2003). 

 

8.11.   Aislamiento de fracciones mitocondriales y citosólicas. 

 

Se realizaron  cultivos de 1 L con SN de desecho, aerobios y microaerofílicos  con 

densidad inicial de 0.4 x 106 céls/mL.  Al séptimo día de crecimiento  los cultivos 
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se cosecharon por centrifugación a 3,836 x g por 10 min a 4 °C, el botón de 

células se resuspendió  con  200 mL  de  buffer  SHE  pH  7.2,  se  centrifugó  

nuevamente,  se descartó  el sobrenadante  y el botón  de  células  se  

resuspendió  con  el mismo buffer, posteriormente se le añadió 1 mM 

DTT/cisteína y  1 mM PMSF para inhibir la proteólisis, se llevó a un volumen de 

40 mL con buffer y se rompieron  las células con  3  ciclos  de  13 s  de  

sonicación  y  1  min  de  descanso.  El  homogenado  se centrifugó a 614 x g por 

10 min a 4 °C, el sobrenadante resultante, que contiene el citosol, mitocondrias  y 

microsomas,  se centrifugó a 15,344 x g por 10 min a 4 °C, para separar la 

fracción mitocondrial (pellet) de el citosol y microsomas (sobrenadante).   El  pellet  

fue  resuspendido   con  10  mL  de  buffer  SHE  y  se centrifugó  nuevamente   a  

15,344 x  g  10  min  descartando   el  sobrenadante   y añadiendo  BSA 

deslipidada  (20 µL/mL).  El sobrenadante  anteriormente  obtenido (conteniendo  

citosol  y microsomas)  se ultracentrifugó  a 225,000 x  g por 45 min para aislar la 

fracción citosólica en el sobrenadante  resultante. Ambas fracciones se 

mantuvieron en hielo para determinar actividades enzimáticas y función 

mitocondrial (Jasso-Chávez y Moreno-Sánchez, 2003). 

 

8.12.   Medición de actividades mitocondriales. 

 

Para medir la función mitocondrial  se determinaron  las actividades de la L-iLDH, 

complejo II (SDH), complejo IV (TMPDox) y Oxidasa Alterna (AOX) (Tabla 1). 

También se determinó el consumo de O2 utilizando como sustratos derivados del 

metabolismo de aminoácidos y aminoácidos que Euglena podría consumir del 

sobrenadante de desecho (Tabla 2). El consumo de O2 se midió con un electrodo 

tipo Clark en una celda de 1.7 mL  con un buffer de 120 mM KCl, 20 mM MOPS y 

2 mM EGTA a pH 7.2 (Buffer  KME),  saturado  de  aire  (210  µM  O2   a  25  °C)  

incubando las mitocondrias con agitación constante a 25 °C. 

 

Tabla 1. Sustratos y actividades medidas en fracciones mitocondriales 

Sustrato Actividad/complejo 

L-lactato L- iLDH 

Succinato Complejo II 

TMP/ascorbato de sodio Complejo IV 

D- lactato + azida Oxidasa Alterna 

 

Sustratos para medir el consumo de aminoácidos:  
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• 10 mM 2- Oxoglutarato 

• 5 mM Malato + 10 mM Glutamato 

• 5 mM Malato + 10 mM Prolina 

• 5 mM Malato + 10 mM Alanina 

• 5 mM Malato + 10 mM Glutamina 

 

La velocidad de respiración se calculó considerando una solubilidad del oxígeno 

de 420 nanoátomos gramo de Oxígeno por mL a una altitud de 2240 m a 25 °C 

(Jasso- Chávez y Moreno- Sánchez, 2003). 

 

8.13.   Medición de potencial de membrana. 

 

La formación del potencial de membrana se determinó en suspensiones de 

mitocondrias  aerobias (0.16 mg de proteína), incubadas a 25 °C en 2 mL de 

buffer KME  con  2 mM  Pi,  2 mM  de  MgCl2   y 50 nM  de  Rodamina  123  como  

indicador fluorescente. La señal de fluorescencia se midió a una longitud de onda 

de 523 nm de  emisión  y  utilizando  una  longitud  de  onda  de  excitación  de  

494  nm;  los sustratos utilizados fueron: 25 µM malato + 10 mM glutamina, 25 µM 

malato + 10 mM glutamato, 25 µM malato + 10 mM prolina y 25 µM malato + 1 

mM succinato semialdehido (Jasso – Chávez et al., 2001). 

 

8.14.   Actividades enzimáticas. 

 

También se evaluaron las actividades de enzimas involucrad as en el 

metabolismo de  sustratos  presentes  en  los  sobrenadantes   de  desecho  en  

las  fracciones citosólicas  como:  Malato  deshidrogenasa  (NAD+-MDH),  enzima  

málica (NADP+- EM), glutamato deshidrogenasa (NADP+-GDH), hexocinasa (HK), 

L-lactato deshidrogenasa (NAD+-LDH) y L-alanina DH. La determinación de 

actividad de estas enzimas se llevó a cabo de la misma forma en la que se 

cuantificaron  los sustratos, en un espectrofotómetro  con detector de arreglo de 

diodos, siguiendo la formación de NADH o NADPH (Jasso – Chávez et al., 2001).  

Estas determinaciones  junto con las actividades mitocondriales,  se evaluaron 

con el  fin  de  determinar qué vías  metabólicas  tomaban   más  importancia  en  

la remoción de las fuentes de carbono en los SN de desecho. 
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9.  RESULTADOS 
 

9.1.   Crecimiento de E. gracilis heterotrófica en sobrenadantes de desecho.  

 

Para la primera  condición  de cultivo en donde se sembró  a E. gracilis  en cada 

sobrenadante  por separado, se obtuvo una densidad celular mayor en condición 

aerobia que en microaerofílicos, para los todos los tipos de sobrenadantes, y hubo 

un mayor crecimiento  en los sobrenadantes  de desecho de T. cruzi (Tabla 2). A 

pesar de que se encontró mayor crecimiento en el SN de T. cruzi , se decidió 

utilizar la mezcla de los tres sobrenadantes  para evaluar si el crecimiento  

aumentaba  y aprovechar los sustratos que contenía cada uno. 

Tabla  2.    Densidad  celular  de  E.  gracilis  (x 106 céls/mL),  se  muestra  el  promedio  ±  

SD  de tres réplicas   obtenidas   en  cultivos   de  diferentes   sobrenadantes   de  

desecho   y     los principales sustratos encontrados en cada uno. 

 S.N. de desecho 

de E. histolytica 

S.N. de desecho de 

células tumorales 

S.N. de desecho de 

 T. cruzi 

Microaerofílicos 0.7 ±  0.1 0.6 ± 0.2 1.7 

Aerobios 1.4 ± 0.6 0.8 ± 0.1 2.3 

 Sustratos del medio 

Albúmina + + + 

Glucosa + + - 

Etanol + - - 

Lactato - + - 

Aminoácidos - + + 

 

En la segunda condición, en la que se utilizó la mezcla de sobrenadantes más un 

tercio del volumen final de agua como medio de cultivo a pH 3.5, se obtuvo una 

densidad   celular   máxima   de  2.8 ± 0.6 x 106 céls/mL   al  4  día  de   cultivo   y  

de 1.5 ± 0.05 x 106 céls/mL   al día  7  de  la  curva  para  la  condición  aerobia  y 

microaerofílica, respectivamente (Gráfica 1). En este caso la mezcla de los 

sobrenadantes se esterilizaba por filtración lo cual hacía  que el proceso de 

preparación  de los medios fuera complicado  y costoso, por lo que se buscó una 
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alternativa para continuar con los experimentos y poder realizar cultivos de mayor 

volumen. 
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Gráfica  1.  Cinética  de  crecimiento  de  E. gracilis  cultivada  en  la mezcla  de  

sobrenadantes  de desecho esterilizados  por filtración. Los valores mostrados son el 

promedio ± DS (n=3) 

 

La alternativa  para la esterilización  de los sobrenadantes  era por autoclave;  sin 

embargo,  debido  a la albúmina  contenida  en cada  uno, al realizar  este tip o de 

esterilización  la albúmina  se precipitaba,  lo que hacía que el medio ya no fuera 

utilizable. Por ello se procedió a incubar el SN con papaína pura (100 µg/mL) 

antes de esterilizar por autoclave, para degradar la albúmina remanente y que de 

esta forma se pudiera esterilizar de una manera más fácil y menos costosa, a la 

vez de que los aminoácidos liberados por la papaína pudieran ser consumidos por 

las células. En la gráfica 2 se muestra una curva de degradación  de  la  albúmina  

en  el  medio  a  diferentes  tiempos  de  incubación,  en  la  que se observa que 

se degrada más del 60% a partir de las 6 h. 
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Gráfica  2.  Contenido  de  albúmina  en  sobrenadantes  de  desecho después de 16hr  

de  incubación  con 100 µg/ml de papaína. 

 

Posteriormente,   en una tercera condición de cultivo utilizando los sobrenadantes 

pre-incubados  con papaína  y esterilizados  por autoclave,  se realizó  la curva de 

crecimiento (Gráfica 3) en la que se obtuvo una fase exponencial del día 5 al 7, 

con una densidad máxima de 2.5 ± 1 x 106 céls/mL, para cultivos aerobios, 

mientras que para  los  microaerofílicos   disminuyó  el  crecimiento   con  un  

valor  máximo  de 0.6 ± 0.3 x 106 céls/mL.  
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Gráfica   3.  Cinética   de  crecimiento   de  E.  gracilis   cultivada   en presencia de  

sobrenadantes   de  desecho previamente  incubados  12h  con  papaína  y esterilizados  

por  autoclave.  Los  datos  muestran  el promedio ± la desviación estándar (n=3). 

El crecimiento de E. gracilis se vio afectado en la condición microaerofílica  por la 

esterilización  con autoclave  probablemente  debido a la evaporización  del etanol 

contenido  en  el  sobrenadante  de  amibas. Por  dicha  razón  en  los  siguientes 

cultivos    se   realizó   la   misma    esterilización    por   autoclave    pero   con   la 

suplementación del etanol esterilizado por filtración. 

 

9.2.      Consumo de sustratos. 

 

Se evaluó la concentración  de sustratos en el medio con SN al inicio y al final de 

la curva de crecimiento en condiciones aerobias y microaerofílicas, y se determinó 

que el sustrato  más  importante  en  el medio  y con  mayor  concentración  fue  

el etanol (Tabla 3.), con una concentración  de 13-14 mM en ambas condiciones  

(aerobios y microaerofílicos),  consumiéndose  casi por completo al final del 

cultivo; lo mismo se observó  en el contenido  de glutamato,  mientras  que  la 

glucosa,  L-lactato  y  acetato no fueron consumidos. Por otro lado el pH aumentó 

a 4.7 para cultivos aerobios y a 4.5 para microaerofílicos. 
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Tabla  3. Contenido  de sustratos  y pH en el medio,  al inicio  y final  del cultivo,  en 

condiciones aerobias y microaerofílicas. Los resultados mostrados son el promedio ± la 

desviación estándar de 3 a 5 cultivos con triplicado, los datos marcados con * son de una 

sola repetición (n= 1). 

 

Sustrato Aerobios Microaerofílicos 

 Al inicio del 

cultivo 

Al día 8 del 

cultivo 

Al inicio del 

cultivo 

Al día 8 del cultivo 

Etanol (mM) 13±6.2 0.04±.03 14±5.5 0.02± 0.01 

Glutamato (mM) 2.2±0.5 0.1±0.03 1.7±0.9 0.1±0.02 

Glucosa (mM) 3.6 * 2.7 * 2.5 * 2.5 * 

L-lactato (mM) 0.2 * 0.2 * 0.1 * 0.09 * 

Acetato (mM) 0.2 * 0.2 * 0.1 * 0.12 * 

pH 3.5 * 4.7±0.4 3.5 * 4.5±0.35 

 

 

9.3.      Consumo de O2 y producción de CO2. 

 

Por otra parte se determinó el porcentaje de O2 y CO2 en condición 

microaerofílica, donde se observó un consumo de O2 desde el inicio del cultivo y 

una producción de  CO2  (Gráfica  4).  Estos  resultados  verifican  que  realmente  

se  obtiene  una condición de microaerofília. 
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Gráfica  4.  Consumo   de  O2    y  producción   de  CO2   a  lo  largo  de  la  curva de 

crecimiento  en  condiciones microaerofílicas. Los resultados están dados en porcentaje, 

considerando la concentración del  tiempo inicial como el 100%. 

 

9.4. Actividades mitocondriales. 

 

Una vez determinado el consumo de sustratos en los sobrenadantes, se procedió 

a aislar las fracciones mitocondriales y citosólicas, para evaluar la participación de 

los aminoácidos  liberados por la actividad de la papaína,en el aporte energético 

para el crecimiento de E. gracilis en el SN de desecho y evaluar el metabolismo 

en dicho proceso. 

En la tabla 4 se muestra el consumo de O2 en mitocondrias aisladas de E. gracilis 

cultivada  en  medios  con  SN  de  desecho,  en  medio  definido  con  glutamato  

+ malato y en medio definido con glucosa, con la adición de diferentes sustratos. 

Se mostró un mayor consumo de O2   con la adición de glutamato + malato  y 

alanina en mitocondrias provenientes de células aerobias cultivadas en SN, 

siendo comparables con las de medio definido de G+M.Este  consumo  también  

fue  mayor  respecto  a  la  adición  de  los  otros aminoácidos  (glutamina  y 

prolina)  y a la adición  de 2- oxoglutarato,  que  es un derivado   de   la   

degradación   del   glutamato.   También   se   determinaron   las actividades  de 

la L-iLDH,  complejo  II, complejo  IV y oxidasa  alterna,  las cuales fueron  

similares  a las obtenidas con mitocondrias provenientes de células cultivadas en  

medios  definidos,  estos experimentos sirvieron   para  corroborar  que  las 

mitocondrias   aisladas de células provenientes   del   cultivo   en   SN   de   

Tiempo (días) 
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desecho   eran   funcionales   y sus actividades comparables a las obtenidas en 

condiciones control. 

 

Tabla  4.  Consumo  de  O2   en  fracciones  mitocondriales  de  E. gracilis  cultivada  en 

medios  con sobrenadante de desecho (SN), o en medios definidos (glutamato + malato y 

glucosa respectivamente). Las unidades están dadas en natgO/min*mg proteína, los 

resultados muestran el promedio ± la SD de 3 experimentos. N.D.= no determinado. 

SUSTRATO MEDIO DE 

SN 

Aerobio 

MEDIO DE SN 

Microaerofílico 

MEDIO DE 

G+M 

Aerobio 

MEDIO DE 

GLUCOSA 

Aerobio 

L – lactato(L-iLDH) 69±33 25±18 62±23 32±11 

Glutamato + malato 45±25 11±3 53±28 32±10 

Malato+Glutamina 13±9 21 (n=1) 33±19 30±24 

Malato+Prolina (n=1) 6 14 43±24 37±18 

Malato+L-alanina 35±32 7 (n=1) N. D. N. D. 

2 - oxoglutarato (n=1) 6 21 30±11 46±40 

Ascórbico + 

TMPD(complejo IV) 

82±42 62±29 147±40 90±47 

Succinato(complejo 

II) 

18±9 40±11 N. D. N. D. 

AOX (L-lac+ azida) 22±11 28 (n=2) N. D. N. D. 

 

 

9.5. Generación del potencial electroquímico transmembranal. 

 

Se determinó  el potencial  electroquímico transmembranal  en mitocondrias  

aisladas de E. gracilis cultivadas en condiciones aerobias  en  medio  con  SN  de  

desecho,  como  se  muestra  en  la  figura  2,  se determinó  la formación  de un 

potencial  de membrana  por la disminución  de la fluorescencia  de la rodamina  

123,  con la adición  de malato  + los aminoácidos: glutamato, prolina y glutamina, 

indicando de esta forma que el consumo de éstos está  ligado  a  la  formación  de  

un  gradiente  electroquímico  y  por  lo  tanto  podría estar ligado a  la síntesis de 

ATP. Así mismo, se determinó la formación del potencial de membrana con  la  

adición  de  succinato  semialdehido  que es parte del ciclo  de Krebs en este 

organismo.  



36 
 

 

 

 

Figura 2. Determinación  de potencial  de membrana  en fracciones mitocondriales  

aisladas  de E. gracilis cultivada en sobrenadantes de desecho. A) Disminución de la 

fluorescencia o formación de potencial de membrana con la adición de 10 mM de 

glutamato, B) con 10 mM de prolina, C) con 1 mM de succinato  semialdehido  y D) con 

10 mM  de glutamina.  En todos los casos se utilizaron 0.16 mg prot mitocondrial/mL y 4.6 

µM del desacoplante CCCP al final del trazo. 

 

9.6. Actividades enzimáticas citosólicas.  

 

A) 

D) C) 

B) 
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En  la  tabla  5  se  muestran  los  resultados  de las  actividades  enzimáticas 

determinadas en fracciones citosólicas provenientes de células cultivadas en 

medios con SN, y medios definidos de glutamato+malato y glucosa. Se observó 

una mayor actividad de la NAD+-MDH   y la hexocinasa en citosoles de células en 

SN, en comparación con medios control, mientras que la actividad de la NADP+-

GDH no fue detectada en para citosoles provenientes de células cultivadas en SN 

de desecho, lo que nos indica que el consumo del glutamato está siendo llevado a 

cabo solo en la mitocondria. 

 

Tabla 5. Actividades enzimáticas  en fracciones citosólicas  de E. gracilis cultivada en 

medios con SN de desecho y en medios definidos. Las unidades están dadas en 

nmol/min* mg proteína, los resultados   que   se  muestran   son   el   promedio   ±  

desviación   estándar   de  3  experimentos. N.D.= no detectado. 

Enzima MEDIO SN 

Aerobios 

MEDIO SN 

Microaerofílicos 

MEDIO G+M 

Aerobio 

MEDIO 

GLUCOSA 

Aerobio 

Malato 

deshidrogenasa 

845 ± 284 1017 ± 503 77.8 ± 81 237 ± 147 

Enzima málica 22 ± 6.5 15.5 ± 5.5 9.7 ± 5 20 ± 7.5 

Glutamato 

deshidrogenasa 

(NADP+/NAD) 

*forward 

N.D N.D. 4.7 ± 5.7 8.8 ± 7.8 

Hexocinasa 38 ± 20.5 67 ± 48.5 5.2 ± 5.5 10.8 ± 15.7 

L-Lactato 

deshidrogenasa 

38 ± 7.5 18 ± 11 66.7 ± 58.7 19 ± 9 

 

 

9.7. Cultivos de alta densidad. 

 

9.7.1.   Cinética de crecimiento 

 

Se llevaron  a cabo  curvas  de crecimiento  en cultivos  con inóculos  iniciales  de 

(2 x 106 cels/mL) provenientes de medio con SN de desecho, y medios definidos 

de glutamato + malato  y glucosa,  respectivamente.  En  dicha  condición  se  
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obtuvo  la máxima  densidad  celular  al  día  5  para  los  inóculos  provenientes  

de  medios definidos y al día 6 para los provenientes  de SN, después de la cual 

se observó una  fase  estacionaria   (Gráfica   5).  Los  cultivos  con  inóculo  

proveniente   de glutamato + malato fueron los que presentaron un mayor número 

de células (9.3 ± 2.9 x 106 céls/mL),  seguido  del proveniente  de  glucosa  (7.7 ± 

3.3 x 106 céls/mL), mientras que el menor fue el proveniente de SN de desecho 

(6.9 ± 3.8 x 106 céls/mL). 

 

 

 

 

 

 

            

 

 

 

 

 

Gráfica  5.  Cinética  de  crecimiento  de  E.  gracilis  cultivada  en presencia de 

sobrenadantes  de  desecho  con inóculos iniciales de 2 x 106 céls/mL  y  provenientes   

de medios con SN de desecho (línea negra), medio definido con glutamato + malato 

(línea roja) y medio definido de glucosa (línea azul).   Los datos muestran la media ± la 

SD (n=3). 

 

9.7.2.   Consumo de sustratos 

 

En cuanto al consumo de sustratos presentes en el SN de desecho en los cultivos 

de alta densidad, se observó que el sustrato más importante o más consumido fue 

el etanol (Gráfica 6), siendo mayormente  consumido por las células provenientes 

de medio definido de glucosa con un   97 % y 96 %   de consumo  para condición 

microaerofílica   y  la aerobia,  respectivamente,   seguido  de  las  células  de  SN  

de desecho  con  un  80%  de  consumo  para  microaerofílica   y  88 %  aerobios  

de consumo   para  la  condición aerobia.   La  glucosa   se  consumió   más  por  

las  células provenientes de medio de glucosa que las de SN de desecho y 
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glutamato+malato, con  una  disminución  de  la  concentración  del  sustrato  en  

el  medio  mayor  en condición aerobia que en la microaerofílica. Por último el 

glutamato fue consumido en un 88 %  para  la condición  microaerofílica  y 94 %  

para  condición  aerobia  de células   provenientes   de   SN   de   desecho,   

mientras   que   para   las   células provenientes de medio definido el glutamato 

sólo disminuyó su concentración  en microaerofília. 
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Gráfica 6. Consumo  de sustratos  en medios con SN de desecho como fuente de 

carbono, con inóculos  iniciales  de  alta  densidad,  provenientes  de  medios  con  

sobrenadante  de  desecho, glutamato + malato o glucosa, respectivamente.  La gráfica 

muestra  el promedio  ± la desviación estándar (n=3). 

 

      9.7.3.   Rendimiento de biomasa y metabolitos de interés biotecnológico. 

  

En   la   Gráfica   7   se   muestran   los  resultados   de   rendimiento   de   

biomasa determinada  como peso seco,  de proteína, de paramilo y de lípidos 

totales, en incubaciones de células provenientes de medio con SN de desecho y 

medios definidos. Para el contenido de proteína se mostró un mayor rendimiento 

con inóculo de glutamato + malato  (2.7 ± 0.4 g x L-1 en cultivos aerobios y 0.8 ± 

0.5 g x L-1  en microaerofílicos) de igual manera con dichas células se obtuvo un 

mayor peso seco (5.3 ± 1.3 g x L-1   en aerobios y 1.8 ± 0.3 g x L-1   en 

microaerofílicos). Por otro lado,  el rendimiento en lípidos totales fue similar en 

condiciones microaerofílicas en células de SN de desecho y células de 

glutamato+malato (0.4 ± 0.14 g x L-1    y  0.5 ± 0.2 g x L-1,   respectivamente);   

sin  embargo,   en  cuanto  al paramilo   la  condición   que   obtuvo   un   mayor   



40 
 

contenido   fue   la  del  inóculo proveniente de SN de desecho en aerobiosis (con 

1.5 ± 0.4 g x L-1). 

Microae Ae Microae Ae Microae Ae
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Gráfica  7.  Rendimiento   de  biomasa  en  peso  seco  y de proteína,   de paramilo  y  de 

lípidos  totales. Rendimientos en medios con SN de desecho como fuente de carbono con 

inóculos iniciales de alta densidad,  provenientes   de   medios   con   SN de   desecho,   

glutamato   +   malato   o   glucosa, respectivamente.  La  gráfica  muestra  el  promedio  

± la  desviación  estándar  (n=3). 

 

10.  DISCUSIÓN 
 

En la primera condición de cultivo en la que se incubó a E. gracilis en los SN de 

desecho por separado, se observó un mayor crecimiento en el sobrenadante de 

T. cruzi (Tabla 2). Esto probablemente se deba a que dicho medio de cultivo 

contiene hidrolizados proteicos provenientes de la albúmina y aminoácidos  libres, 

de los cuales el glutamato  representa  del 10 al 17% siendo el más abundante 

(Atlas, 2010), y que es a la vez  el aminoácido más utilizado como fuente de 

carbono  y nitrógeno  por  E. gracilis  (Oda et al., 1982). 

Al  mezclar  los  sobrenadantes   y  esterilizarlos  por  filtración  no  hubo  

diferencias aparentes en el crecimiento,  lo cual fue una ventaja ya que se pudo 

aprovechar el desecho de los tres SN, obteniendo un crecimiento de 2.8 x 106 

céls/ mL para aerobios y 1.5  x 106 céls/  mL  en  microaerofílicos  (Gráfica  1).  

Sin  embargo,  al  esterilizar  los sobrenadantes por autoclave la densidad de la 

condición microaerofílica disminuyó a 0.6 ± 0.3 x 106 céls/ mL (Gráfica 3). Esto 

puede deberse a que el etanol, que es uno de los  sustratos  en  los  que  E.  

gracilis  crece  mejor  (Jasso-Chávez   et  al.,  2010; Rodríguez-Zavala  et al., 
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2010),  se evapora  con la esterilización  con autoclave.  A pesar de ello el 

crecimiento  de las células  aerobias  no se ve tan afectado,  esto sugiere  que  en 

el medio  quedan  remanentes  de otros  sustratos  que pueden  ser consumidos  

en aerobiosis,  tales como los aminoácidos  liberados  por la incubación con 

papaína, la cual actúa preferentemente sobre alanina, leucina y prolina (Atlas, 

2010),   dichos  aminoácidos   se  han  reportado   como  una  fuente   de  

nitrógeno alternativa o como una fuente de carbono en Euglena (Richter et al., 

2015). 

En cuanto al consumo de sustratos, el que mejor se consumió fue el etanol 

seguido del glutamato  (Tabla  3). Este resultado  concuerda  con lo ya reportado  

por Yoval- Sánchez  et al.  (2011)  en donde  se señalan  que  el etanol  es el 

sustrato  que  E. gracilis consume con mayor velocidad, ya que este difunde a 

través de la membrana mitocondrialpara oxidarse en la matríz.   Por  el  contrario,   

la  glucosa   no  se  consumió,   ya  que  la concentración  inicial en el medio fue 

de 3.6 mM y se requirieren  concentraciones mayores a 30 mM para ser 

consumida (Jasso-Chávez y Moreno-Sánchez, 2003). De la misma  forma  las 

concentraciones  iniciales de  L-lactato  y acetato  fueron  bajas,  y no fueron 

consumidos. Aunado a la baja concentración de glucosa, lactato y acetato, el 

medio  se mantuvo  con un pH ácido,  siendo este de 4.7 al final del cultivo,  lo 

cual favoreció  la degradación  del glutamato  y el malato  sobre  los demás 

sustratos (Santiago-Martínez et al. 2015),  el aumento de pH a lo largo de la 

curva, de 3.5  a  4.7,    pudo  ser  provocado  por  la  excreción  de  compuestos  

nitrogenados derivados  del  metabolismo  de  aminoácidos  (Hernández  –  Pérez  

y  Labbé,  2014). Además de favorecer la degradación de aminoácidos, el 

mantener el medio en un pH ácido representa una ventaja esto ya que restringe el 

crecimiento de microorganismos no acidófilos evitando de esa manera la 

contaminación de los cultivos (Waygood et al. 1980). 

Por otra parte, el consumo de O2 en fracciones mitocondriales de Euglena 

incubada en SN de desecho, resultó ser mayor con la adición de glutamato que 

con los otros aminoácidos (Tabla 4), similar al resultado obtenido en medio 

definido de glutamato + malato, lo que sugiere que las mitocondrias  de células 

cultivadas  en el desecho mantienen muy activo el metabolismo oxidativo debido a 

los aminoácidos presentes en el sobrenadante.Se sabe que el glutamato se 

incorpora al ciclo de Krebs, ya sea por la vía GABA o por la lanzadera de malato-

aspartato,  produciendo NADH, el cual es utilizado  en la cadena  de transporte  

de electrones  (Buetow,  1989,  Rodríguez- Zavala et al., 2010). 

Para  determinar  el  potencial  de  membrana  se  utilizó  rodamina  123,  un  

catión lipofílico que al producirse un gradiente electroquímico (interior negativo) 

transmembranalmitocondrial este entra a la mitocondria  provocando una 

disminución en la señal de fluorescencia  (Johnson et al. 1981), este efecto pudo 

observarse  en la adición de los aminoácidos  glutamato,  prolina, succinato  

semialdehido  y glutamina (Figura  2),  lo que sugirió  que  al adicionar  estos  
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aminoácidos,  se  lleva  a cabo  un transporte de electrones que genera el 

gradiente electroquímico que podría estar ligado a la síntesis de ATP. Este 

resultado se confirmó al restablecerse la señal de fluorescencia con la adición  de 

CCCP,  un translocador  de protones  que causa  el desacoplamiento  de dicho 

gradiente electroquímico.  

Por otro lado, de las actividades enzimáticas citosólicas, la enzima que resultó 

tener mayor actividad fue la NAD+ malato deshidrogenasa (Tabla 5),  fue incluso 

mayor que  en  las  fracciones  citosólicas  de  medios  definidos  de  glutamato + 

malato   y glucosa.   Esto  puede   deberse   a  que  la   NAD+ MDH   está     

involucrada   en  la transaminación  de los aminoácidos  presentes  en el medio  

de SN de desecho,  a través  de  la lanzadera  de  malato-aspartato  (Buetow,  

1989).  Por otro  lado,  se ha determinado que en condiciones de anaerobiosis, pH 

ácido, con glutamato + malato y  glucosa  como  fuente  de  carbono,  la  GDH  

citosólica  con  NAD+   es  la  principal enzima  encargada  de  la  oxidación  del  

glutamato  y  se  induce  la  actividad  de  la enzima  málica  para  la  oxidación  

del  malato  (Santiago-Martínez  et  al.  2015). Sin embargo en los resultados de 

éste trabajo no se detectó la actividad   forward de la GDH  citosólica,  esto  

puede  ser un efecto  del aumento  del contenido  de  amonio, como  

consecuencia  de  la  oxidación  de  los  aminoácidos,  induciendo  la  reacción 

reversa de dicha enzima, para actuar en la regulación homeostática del amonio 

en la célula o para la síntesis de glutamina (Spanaki y Plaitakis, 2011). 

En cuanto a la actividad de la Hexocinasa,  se obtuvieron actividades más altas 

en los medios con SN de desecho vs los medios definidos (Tabla 5.), a pesar de 

que la concentración de glucosa determinada en el sobrenadante  de desecho es 

baja (3.6 mM). Esto puede deberse  a una adaptación  a la presencia  de glucosa  

como fuente de carbono externa como lo sugiere Graves (1971), quien reportó 

niveles tres veces más altos de hexocinasa  en células crecidas  en glucosa,  que 

en células con etanol o acetato como fuente de carbono, aunque no encontró 

diferencias en el consumo de glucosa en estas condiciones. 

Estos resultados nos muestran que el consumo de los aminoácidos y otros 

sustratos en los sobrenadantes  de desecho,  se está llevando  a cabo  

principalmente  por el metabolismo mitocondrial el cual tiene un papel importante 

en la remoción de compuestos orgánicos. 

En las incubaciones de alta densidad celular se obtuvo un mayor número de 

células al día cinco, para los inóculos provenientes de medio definido de 

glutamato + malato  y glucosa, 9.3 ± 2.9 x 106 céls/mL  y  7.7 ± 3.3 x 106 céls/mL, 

respectivamente,  mientras que para las células provenientes de SN de desecho  

se obtuvieron 6.9 ± 3.8 x 106 céls/mL. A pesar de que la densidad alcanzada en 

células provenientes de SN de desecho fue menor a las provenientes de medios 

definidos, el consumo en los sustratos fue similar para los 3 tipos de inóculos 

respecto al etanol y la glucosa, no así para el glutamato,   que   sólo   se   
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consumió   en   las   células   provenientes   de   SN   de desecho. Cabe  destacar  

que  la  concentración  de  glucosa  en  el medio  para  ésta última determinación 

fue de 3.5 mM, valor por debajo de la concentración que se reporta como 

necesaria  para que la glucosa pueda consumirse  (Jasso-Chávez  y Moreno- 

Sánchez, 2003). Por lo que se sugiere que el iniciar con un inóculo de alta 

densidad y  un cultivo previamente  adaptado  a desechos  orgánicos,  hace  más 

eficiente  el consumo de los sustratos. 

El rendimiento en proteína y biomasa en peso seco fue mayor para los inóculos 

de glutamato + malato (Gráfica 7), Estos valores obtenidos en peso seco fueron 

mayores a los reportados anteriormente en un medio definido de glutamato + 

malato donde se obtuvo 2.2 g de peso seco x L (Moreno- Sánchez et al. 2017). 

Este resultado  en biomasa  puede  deberse  a  que  las  células  provenientes   

de  glutamato + malato mantienen  un metabolismo  mitocondrial  más activo que 

el de células provenientes de glucosa o SN de desecho, por la degradación del 

glutamato,  lo que les ayuda a crecer másen los sobrenadantes. 

Por otro lado, el contenido en lípidos totales fue similar en células provenientes de 

sobrenadantes   y  G+M  0.4 ± 0.14 g/L   y  0.5 ± 0.2 g/L,   respectivamente.Estos  

fueron similares  a  los  anteriormente  reportados  por  Inui  et al.  (2014)  en  

cultivos  de  E. gracilis  en  un  medio  con  melaza,  donde  se  obtuvieron  0.53 

g/L. Un  rendimiento mayor,  de 7.7 g/L, fue obtenido  en un medio definido  con 

glucosa  + glutamato  + malato suplementado con 1 % de ácido oleico, en dicho 

estudio se sugiere que la adición de precursores de la síntesis de ésteres de cera 

puede aumentar su rendimiento (Tani et al. 1987). 

En  cuanto  al contenido  de  paramilo,  se  obtuvo  un  mejor  rendimiento  en 

condiciones aerobias, en células provenientes  de  SN    de  desecho con  1.5 ± 

0.4g/L,  éste  valor  fue  mayor  que  el reportado por Rodriguez-Zavala  et al., 

(2010), quienes obtuvieron  un valor máximo de 0.624 ± 0.013g/L en un medio de 

Glucosa + NH+, éstos resultados pueden deberse al contenido de etanol en el 

medio con SN de desecho, ya que según lo reportado por Nakazawa  (2017), a 

partir del etanol y el acetato se puede llevar a la cabo la gloconeogénesis (la 

biosíntesis de la glucosa a partir de precursores no glucosídicos) y por lo tanto la 

síntesis de paramilo, ya que el etanol es oxidado a acetato por las reacciones 

secuenciales de la ADH y la ALDH y luego es convertido en acetil-CoA que se 

metaboliza a través del ciclo del glioxilato. 

Los últimos  resultados  mostrados  sobre  rendimiento,  indicaron  que  es posible 

cultivar a E. gracilis en desechos orgánicos, obteniendo rendimientos en biomasa 

y metabolitos de interés biotecnológico, similares a los de medios de cultivo 

definidos, con la ventaja de que se logró remover los sustratos orgánicos 

presentes en el SN de desecho. 
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11.  CONCLUSIONES  

   
El protista Euglena gracilis fue capaz de duplicarse en medios de cultivo 

enriquecidos con sobrenadantes de desecho, logrando además remover los 

sustratos orgánicos del medio siendo el etanol el sustrato que se consumió más 

rápido. Por otro lado, al comenzar los cultivos con  una alta densidad se promovió 

el consumo de los sustratos a pesar de que estos se hallaran en concentraciones 

menores a las óptimas reportadas previamente para Euglena heterotrófica. 

Dicha remoción de sustratos se logró gracias a que el metabolismo mitocondrial 

de las células cultivadas en el SN de desecho se mantuvo activo, mostrando un 

consumo de oxígeno posiblemente ligado a la síntesis de ATP al adicionar 

aminoácidos como sustrato, esto se debió a que el SN de desecho contenía 

aminoácidos libres como producto de la hidrólisis de la albúmina por la papaína 

mismos que estaban siendo degradados; se observó lo contrario en mitocondrias 

de células cultivadas con glucosa que tuvieron una menor actividad mitocondrial 

ya que en ellas predomina el metabolismo citosólico en el que se lleva a cabo la 

glucólisis. 

Con estos resultados se demostró que el metabolismo mitocondrial es esencial en 

la remoción de sustratos orgánicos, principalmente aminoácidos y que E. gracilis 

puede presentar gran adaptación metabólica en respuesta a las fuentes de 

carbono disponibles, ésta característica puede ser aprovechada para remover 

materia orgánica tratada. A partir de dicha materia orgánica se pudo obtener en 

aerobiosis una biomasa mayor a la reportada anteriormente en medios definidos, 

se observó un resultado similar en el rendimiento de paramilo y lípidos totales en 

células cultivadas en SN de desecho, y el costo del medio de cultivo, al ser de 

reuso, es de menor costo y de esta forma también se evitó la descarga de los 

desechos orgánicos al drenaje.  

Con éstos resultados se demostró que el cultivo de la Euglena gracilis es una 

alternativa para obtener metabolitos de interés biotecnológico a partir de materia 

orgánica tratada, con rendimientos similares o mayores a los de un medio de 

cultivo convencional con la ventaja de que se remueven los contaminantes 

orgánicos, sin embargo aún se requieren pruebas toxicológicas en los metabolitos 

obtenidos a partir de éstos cultivos.  
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13. APÉNDICE  
 

Apéndice 1. Composición de las soluciones de minerales traza del medio Hunter. 

 

Solución de minerales traza A: 

 0.138 M  de sulfato de zinc (ZnSO4 – 7H2O) 

 0.236 M  de sulfato de manganeso (MnSO4 – H2O) 

 0.0412 M de molibdato de sodio (Na2MoO4 – 2H2O) 
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 0.0032 M de cloruro de cobalto (CoCl2 – 6H2O)  

 

Solución de minerales traza B: 

 0.032 M de sulfato de cobre (CuS04 – 5H2O) 

 0.096 M  de ácido bórico (H3BO4)  

 

 Apéndice  2.Preparación  de  la solución  de vitaminas  para  el medio  de cultivo. 

 

 Preparación para 100 ml de solución: 

 0.01 g de tiamina (B1) 

 0.05 g de cloruro férrico (FeCl3) 

 100 µL (2 mg) de un stock de cianocobalamina (B12) al 2 % 

 Disolver en agua destilada y esterilizar por filtración. 
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