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RESUMEN

Los aceites microbianos unicelulares obtenidos a partir de microorganismos oleaginosos se
consideran como una alternativa sustentable a los aceites vegetales para la produccion de
biodiésel, utilizando para su produccién medios de cultivo elaborados a partir de residuos
lignoceluldsicos. En el presente trabajo se evalud el crecimiento de la levadura oleaginosa
Clavispora lusitaniae Hi2 y la produccion de lipidos, al cultivarla en medios formulados a
partir de los residuos nejayote y bagazo de cafia de azucar.

Se caracterizaron las propiedades nutricionales del nejayote centrifugado (NC), hidrolizado
del sélido de nejayote (HSN) e hidrolizado de bagazo de cafia de azucar (HBC),
cuantificando azucares reductores, carbohidratos totales, almidon, proteina y nitrégeno total;
se formularon medios de cultivo binarios en relaciones 25:75, 50:50 y 75:25 y se realizaron
cinéticas de crecimiento de Clavispora lusitaniae Hi2 en minireactores BioSan, al término de
cada cinética se determind la concentracion de biomasa, lipidos y consumo de azucares
reductores.

Los medios formulados a partir de NC:HSN presentaron la mejor produccién de biomasa y
lipidos a las 20 h de incubacién, con una produccién de biomasa de 5.60 + 0.28 g/L y de
lipidos de 0.99 £ 0.09 g/L, con las relaciones 25:75 y 50:50, respectivamente.

La utilizacién de los hidrolizado de nejayote y bagazo de cafia de azlcar como medio de
cultivo para el crecimiento de Clavispora lusitaniae Hi2 es una alternativa para aprovechar
estos residuos agroindustriales para generar compuestos biotecnolégicos de interés

comercial.
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ABSTRACT

The single cell oil obtain to oleaginous microorganism is considered like sustainable
alternative that a vegetables oils to biodiesel production, using for its production culture
medium elaborate to lignocellulosic waste. In these work it was evaluated the grow of
oleaginous yeast Clavispora lusitaniae Hi2 and the lipid production when grown in mediums
formulate to of nejayote and sugarcane bagasse waste.

The nutrition properties of centrifuged nejayote (NC), hydrolyzate of nejayote solid
(HSN) and sugarcane bagasse hydrolyzate (HBC) was characterized, quantifying reducing
sugars, total carbohydrates, starch, protein and total nitrogen; it was formulated binary culture
medium in relation 25:75, 50:50 y 75:25 and it has been made the growth kinetic of
Clavispora lusitaniae Hi2 in BioSan minireactors, in the end of which kinetic it was
determinate the biomass, lipid and consumption of reducing sugar concentration.

The medium formulated from NC:HSN presented the best production of biomass and
lipid at 20 h of incubation, with a production of biomass of 5.60 + 0.28 g/L and of lipid of 0.99
+ 0.09 g/L, with the relation 25:75 y 50:50, respectively.

The utilization of nejayote and sugarcane bagasse hydrolyzate like a culture medium to
the grow of Clavispora lusitaniae Hi2 is an alternative to approach these agroindustrial waste

to generated biotechnology compounds of commercial interest.
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INTRODUCCION

En la actualidad los combustibles fésiles constituyen el 80% de la energia que se usa
en el mundo (32% petréleo, 21% gas y 27% carbdn) y cerca del 67% de las fuentes con que
se produce electricidad (5% petroleo, 22% gas y 40% carbdn) (Ferrari, 2013). En el afio
2011, cerca del 93% de la energia utilizada a nivel mundial por el sector del transporte
provino de los derivados del petréleo. Las emisiones relacionadas con el uso de la energia
incluyen CO,, CHi4, N2O, Oxidos de nitrégeno (NOx), monéxido de carbono (CO) y los
compuestos organicos volatiles distintos del metano (COVDM), asi como las emisiones de
diéxido de azufre (SO2) (Bennaceur et al., 2005; Lopez, 2012).

El dafio al ambiente que esta produciendo el uso de combustibles, asi como su limitada
obtencion, por ser un recurso no renovable, ha generado un aumento en el precio,
convirtiéndolos en una de las probleméticas criticas a nivel global. La produccién de
biocombustibles, se esta convirtiendo en un area en desarrollo de gran importancia, ya que
es una alternativa de produccion sustentable de combustibles liquidos o gaseosos
producidos a partir de biomasa, entendiendo por tal la materia organica biodegradable
(OCDE/FAO , 2017)..

Actualmente s6lo se encuentra disponible, a nivel comercial, la tecnologia de
biocombustibles de primera generacién, siendo los mayores productores de bioetanol: Brasil,
que emplea principalmente cafia de azlcar y Estados Unidos, que utiliza maiz. (Castillo
Vazquez et al., 2011). Sin embargo, el uso de semillas oleaginosas y cafia de azucar han
generado un impacto en los suministros y precios de alimentos primarios. Por otro lado, la
produccién de biodiésel, utiliza aceite de colza como materia prima principal y, una vez mas,
existe preocupacion por el aumento de los precios de la colza por la desviacién de su aceite
para la produccién de biodiésel (Foust et al., 2009). Debido a estas preocupaciones y a las
limitaciones generales de la tecnologia de biocombustibles de primera generacion, por la
competencia con la produccion de alimentos, se requeriran tecnologias avanzadas para la
produccion de biocombustibles para cumplir con los objetivos de un volumen agresivo para el
despliegue de los biocombustibles como opcién comercial.

El uso de microorganismos para la produccién de biocombustibles es un tema de
transcendencia, debido a que los microorganismos oleaginosos, como levaduras, bacterias,

hongos filamentosos y microalgas son capaces de acumular lipidos, que pueden ser



transformados en biocombustible. Las ventajas de la produccion de aceite microbiano en
comparacion con el aceite vegetal es el corto ciclo de vida de los microorganismos y la
posibilidad de un proceso de produccién in vitro no influenciado por factores externos como
el lugar, la estacion o el clima, por lo cual ha sido una alternativa viable para su uso Schulze
et al., 2014; Ageitos et al., 2011).

Por otro lado, los residuos agroindustriales han sido de gran interés, debido a que es
un material rico en nutrientes, tales como, carbohidratos, proteinas y minerales que pueden
ser aprovechados como fuente de carbono para el crecimiento de microorganismos de
interés comercial (Saval, 2012).

Debido a lo anterior en el presente proyecto se llevara a cabo la formulacién de un
medio de cultivo a partir de los residuos agroindustriales nejayote e hidrolizado de bagazo de
cafia de azlcar para la produccion de aceites unicelulares a partir del crecimiento de la

levadura oleaginosa Clavispora lusitaniae Hi2.



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1 Introduccién

1.1.1 Combustibles fasiles

Los combustibles fosiles son fuentes de energia no renovables que generan
contaminantes y estan vinculados al calentamiento global, el cambio climatico e incluso
algunas enfermedades incurables (Aransiola et al., 2013).

Existen tres tipos de combustibles fosiles que pueden usarse para el suministro
energético: petroleo, gas y carbon, los cuales son recursos finitos. La energia quimica
contenida en ellos es energia solar del pasado geoldgico, capturada por medio de la
fotosintesis de plantas que posteriormente se acumularon junto con otra materia organica en
cuencas marinas someras; donde por el sepultamiento progresivo en las capas geolbgicas
aumento6 paulatinamente la presion y la temperatura hasta provocar su transformacion. Una
vez formados, petrdleo y gas tienden a migrar hacia la superficie debido a su contraste de
densidad, pero en condiciones geolégicas apropiadas pueden acumularse en rocas porosas
constituyendo reservorios con un volumen importante de hidrocarburo. La formacion,
migracioén y acumulacion de carbon, petréleo y gas son procesos que duran entre centenares
de miles de afios hasta millones de afios. Por lo tanto, son recursos no renovables ya que lo
gue existe en el planeta no puede aumentar, por lo menos no en el arco de la civilizacién
humana. Por otro lado, la formacidon de un yacimiento petrolero necesita una serie de
eventos geoldégicos que no ocurren de manera constante ni ocurren en todos los lugares,
sino que solo se dieron en ciertos periodos geoldgicos y en determinadas regiones del
planeta. En la actualidad los combustibles fosiles constituyen el 80% de la energia que se
usa en el mundo (32% petréleo, 21% gas y 27% carbo6n) y cerca del 67% de las fuentes con
que se produce electricidad (5% petréleo, 22% gas y 40% carbon) (Ferrari, 2013).

Hay diferentes factores limitantes que confirman que los combustibles fésiles no son
viables para seguir utilizandose en un futuro (Marin Quemada & San Martin Gonzalez, 2011):

e La problematica ambiental en general y el cambio climatico en particular.
e La inestabilidad geopolitica de las principales regiones productoras de
hidrocarburos.

e El posible agotamiento de los combustibles fosiles.



1.1.2 Petréleo

Es un aceite mineral de color oscuro, olor fuerte y formado por mezclas en
proporciones diferentes de sustancias organicas; compuestas, casi en su totalidad, por
carbono e hidrogeno denominadas hidrocarburos. La era del petréleo se inicié cuando la
demanda de aceite para ldmparas durante la revolucion industrial agotd los recursos
tradicionales: las grasas animales y el aceite de ballena. En respuesta a este aumento en la
demanda, Edwin Drake perfor6 el primer pozo petrolero en 1859 en Titusville, Pennsylvania.
El petréleo de este pozo se refind para producir queroseno (fraccidbn Cio-Cig), que sirvid
como excelente aceite para lamparas. La fraccion de gasolina (Cs-C12) empez6 a adquirir
importancia tiempo después, cuando surgen los “carruajes sin caballos”, sefialando el
nacimiento de la edad de la gasolina y que hasta la actualidad es de gran importancia,
siendo el combustible la base del funcionamiento de la industria automovilistica, aviones,
barcos y en general de todos aquellos elementos que se relacionen con la industria
petroquimica. Su combustion produce desechos toxicos que afectan el ambiente (Zumdahl,
2007; Reyes Torres, 1999). En la Tabla 1 se indican las principales aplicaciones de las
diversas fracciones de petréleo.

Tabla 1. Principales aplicaciones de fracciones de petréleo (Reyes Torres, 1999).

Fraccién de Aplicaciones principales
petréleo*
Cs—Cu2 Gasolina
Ci0—Cus Queroseno

Combustibles para aviones a chorro
Cls—Css Combustible diésel

Aceite para calefaccion

Aceite lubricante
>Coas Asfalto

*Indica la longitud de cadenas presente en cada fraccién.

En el 2011 el petrdleo representd el 31.5% del suministro mundial de energias

primarias, los derivados del petréleo constituyeron el 40.8% del consumo mundial de energia



final. Por sectores, el consumo mundial de derivados del petrdleo se desglosé del siguiente
modo:
¢ 62.3%: transporte
¢ 16.8%: usos no-energéticos (principalmente petroquimica)
¢ 12.0%: agricultura, pesca, servicios publicos y comerciales, residencial y otros
usos (incluida la generacion de electricidad)
¢08.9%: industria

En el afo 2011 cerca del 93% de la energia utilizada mundialmente por el sector del
transporte provino de los derivados del petrdleo. Los biocombustibles representaron
aproximadamente el 2%, el gas natural cerca del 3% y la electricidad poco mas del 2%.
Estos datos nos dan una idea de la importancia que el petréleo tiene en la actualidad, sin
embargo, el uso del petréleo es limitado debido a que es un recurso no renovable y en unos

afios se agotara.

1.1.3 Impacto ambiental por el uso de combustibles fosiles

El calentamiento global es una de las principales problematicas ambientales
mundialmente, es la secuela de emisiones de Gases de Efecto Invernadero (GEI). Los GEI
pueden definirse como componentes gaseosos en la atmoésfera, tanto naturales como
producidos por el hombre, que absorben y liberan radiacion a longitudes de onda
especificas. Esto se produce dentro del espectro de radiacion infrarroja emitida por la
superficie de la Tierra, la atmésfera y nubes. Los principales GEI en la atmésfera de la Tierra
son el vapor de agua (H20), diéxido de carbono (CO3), 6xido nitroso (N2O), metano (CH,4) y el
ozono (0O3) (GrundfosX,2020.).

México emitié6 683 millones de toneladas de biéxido de carbono equivalente (MtCO-e)
de gases efecto invernadero (GEI) en el 2015. También se detectan las emisiones de
metano, Oxido nitroso, hidrofluorocarbonos, perflourocarbonos, hexafloruro de azufre y
carbono negro. El gas mas relevante que emite nuestro pais es el biéxido de carbono con
71% de las emisiones, seguido del metano con 21%. Del total de las emisiones, 64%
correspondieron al consumo de combustibles fésiles; 10% se originaron por los sistemas de
produccion pecuaria; 8% provinieron de los procesos industriales; 7% se emitieron por el
manejo de residuos; 6% por las emisiones fugitivas por extracciéon de petréleo, gas y

minerias y 5% se generaron por actividades agricolas (INECC, 2018).



Las emisiones de diéxido de carbono proceden de la oxidacion del carbono de los
combustibles durante la combustién. En condiciones de combustion 6ptimas, el contenido
total de carbono de los combustibles deberia convertirse en CO-. Sin embargo, los procesos
de combustién reales no son perfectos y la consecuencia de ello es que se producen
pequefas cantidades de carbono parcialmente oxidado y no oxidado. Una pequenfia fraccion
del carbono no se oxida a CO- inmediatamente. La mayor parte de esta fraccion se emite en
forma de gases distintos del CO; tales como el metano (CH,), el monoéxido de carbono (CO)
y los compuestos orgénicos volatiles diferentes del metano (COVDM). En el caso del
petroleo, alrededor del 1.5 + 1 % del carbono pasa a través de los quemadores sin oxidarse.
En el afio 2002, se emitieron a la atmdsfera més de 24,000 millones de toneladas métricas
de CO, como resultado de la quema de combustibles. Por una tonelada de petrdleo se
producen tres toneladas de CO, (Bennaceur et al., 2005; Lopez, 2012).

Se define por contaminacion al aumento o aparicion de sustancias perjudiciales o
ciertas formas de energia (calor, ruido o radioactividad) en el ambiente, cuya cantidad es
mayor a la que éste es capaz de admitir y neutralizar. Se denominan contaminantes a los
factores que dafan o perjudican el entorno. En muchos sitios la contaminacion del aire es un
grave problema que no sélo afecta a la salud, sino que impide el desarrollo de la vegetacion,
deteriora edificios y monumentos. La mayor parte de los contaminantes del aire se originan
al guemar combustibles fésiles (carbdn y petréleo), y procesados (gasolinas) y, en menor
proporcion el gas natural. De esta acciébn se producen diversas sustancias como las
siguientes (Campos Bedolla et al., 2003):

» Mono6xido de carbono. Se origina cuando un combustible no se quema
completamente, convirtiéndose en un gas toxico para las personas.

» Diobxido de carbono. Se genera por los procesos de combustion, la mayoria de
las veces, en cantidades que no pueden ser absorbidas por las plantas a través
de la fotosintesis. Aunque no es una sustancia peligrosa para los seres vivos,
Su exceso puede provocar cambios climaticos en el planeta.

> Oxidos de azufre y de nitrdgeno. Estas sustancias ocasionan la lluvia acida y

algunos problemas respiratorios.



1.1.4 Biocombustibles

Los biocombustibles, se estan convirtiendo en un area en desarrollo de gran
importancia, ya que es una alternativa de produccion sustentable de combustibles.

Los biocombustibles son combustibles liquidos, gaseosos o sélidos producidos a partir
de biomasa, entendiendo por tal la materia organica biodegradable y que no se encuentra en
estado fosil, y que generan energia mediante un proceso de transformacion (fermentacion
alcohdlica, acidos grasos, descomposicion anaerdbica o biomasa) (Carreras, 2010). Los
biocombustibles se utilizan, mayoritariamente, en el sector del transporte como:

> Biodiésel: producido a partir de la reaccion de los aceites vegetales o grasas
animales con alcohol.

> Bioetanol: se produce a partir de la fermentacion de materia organica con altos
contenidos en almidén (como cereales, cafia de azucar y remolacha).

> Biogas: es un gas compuesto principalmente por metano, formado por la
degradacion anaerobia de materia organica.

Dependiendo de la materia prima utilizada para la obtencion de biocombustibles, éstos
se clasifican en cuatro generaciones. La primera generacion esta compuesta por aquellos
obtenidos de cultivos alimenticios como maiz, sorgo, trigo, cebada, etc.; la segunda
generacion consiste de los producidos a partir de residuos de procesos agroindustriales o
forestales; la tercera generacion abarca el biocombustible extraido a partir de microalgas y
otras fuentes microbianas; y los de cuarta generacion la cual ain se encuentra en desarrollo,
se basa en la utilizacion de bacterias genéticamente modificadas, capaces de transformar
anhidrido carbonico (CO.) en biocombustibles (Castillo Vazquez et al., 2011).

Actualmente, sélo se encuentra disponible a nivel comercial la tecnologia de
biocombustibles de primera generacion, siendo los mayores productores de bioetanol: Brasil,
gue emplea principalmente cafia de azlcar y Estados Unidos, que utiliza maiz (Castillo
Vazquez et al., 2011). En el 2018, Estados Unidos y Brasil fueron los principales paises
productores de biocombustibles a nivel mundial. En el primero, la produccién fue de
aproximadamente 38 millones de toneladas equivalentes de petréleo. En el segundo, esta se

situd en torno a 21,4 millones de toneladas (statista, 2019).



1.1.4.1Biodiésel

El biodiésel se define como ésteres de alquilo (normalmente metilo o etilo) de acidos
grasos de cadena larga derivados de grasas vegetales o animales, puede ser Gtil como
fuente alternativa para reemplazar el diésel refinado del combustible fésil. La produccién
mundial de biodiésel alcanzé 7 952 millones de galones (26.8 millones de toneladas) en
2015, iendo USA el lider en produccion, seguido de Brasil, Indonesia, Alemania, Francia y
Argentina, este Ultimo es el mayor exportador actualmente (Cluster Biodiésel Avanzado,
2017). Se obtiene por medio de acidos grasos transesterificados (ésteres metilicos de acidos
grasos-FAME), es biodegradable, no toxico y esencialmente libre de azufre y componentes
aromaticos (Beopoulos et al., 2011).

Los aceites vegetales mas utilizados para la produccién de biodiésel son la palma, la
soja, la colza y el aceite de tung (Beopoulos et al.,, 2011). En la Tabla 2 se muestra la
composicion de diferentes aceites vegetales.

Tabla 2. Composicién de acidos grasos de diferentes aceites vegetales (Beopoulos et al., 2011).

Aceite Porcentaje de composicién de los 4cidos grasos en peso indice Valor
vegetal ) ) ] ] ) ] ) ) ) de Fos del
16:1 18:.0 20:.0 22.0 24,0 181 221 182 183 acidez (ppm) peréxido

Maiz 11.67 1 1.85]0.24 | 0.00 | 0.00 | 25.16 | 0.00 | 60.60 | 0.48 | 0.11 7 18.4
Semilla

de 28.33 | 0.89 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 13.27 | 0.00 | 57.51|0.00 | 0.07 8 64.8
algoddn

Crambe | 20.7 | 0.70 | 2.09 | 0.80 | 1.12 | 18.86 | 58.51 | 9.00 | 6.85 | 0.36 12 26.5
Mani 11.38 1239|132 | 252|123 |48.28 | 0.00 | 31.95|0.93| 0.20 9 82.7
Colza 3.49 | 0.85)|0.00 | 0.00|0.00]| 644 | 0.00 | 22.30|8.23 | 1.14 18 30.2
Soja 11.75 ] 3.15 ] 0.00 | 0.00 | 0.00 | 23.26 | 0.00 | 55.53 | 6.31 | 0.20 32 44.5
Girasol | 6.08 | 3.26 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 19.93 | 0.00 | 73.73 | 0.00 | 0.15 15 10.7

Se prevé que la produccion mundial de biodiésel llegara a 40.5 Mml para 2026, lo que
equivale a un aumento de 12% con respecto al nivel de 2016 (36 Mml). M&s que las fuerzas
del mercado, la politica seguira influyendo en los patrones de produccion. Se estima que la
Unién Europea permanezca como el productor mas importante de biodiésel, por un gran
margen. La produccion llegara a 13 Mml para 2026, por debajo de los 13.3 Mml de 2016 y
los 14.3 Mml de 2020, cuando se supone que se cumplira el objetivo de la RED. Lo anterior

se relaciona con las menores perspectivas de uso de diésel (OCDE/FAO , 2017).




En México operan seis plantas productoras de biodiésel, que en conjunto poseen una
capacidad de produccion de alrededor de 4,182 metros cubicos al afio (Figura 1). Dos de
estas compafiias se ubican en Puebla, mientras que el resto se encuentran en Baja
California, Durango, Estado de México y Oaxaca. En tres de estas plantas se utilizan grasas
animales, en dos aceite de la higuerilla y en una aceite comestible usado (Tapia & Valadez,
2017).

15001
1400 TOTAL

1300 4,182m°

Produccién de biodiésel (m°)

Plantas productoras de biodiésel

Figura 1. Produccién de biodiésel en México (Tapia & Valadez, 2017)..



La materia prima utilizada para el proceso de fabricacion del biodiésel es variada, se
emplean aceites vegetales, grasas animales, aceites reciclados, residuos agroindustriales,
entre otros. También existen diferentes tipos de catalizadores, basicos como hidroxidos de
sodio o potasio, acidos como acido sulfurico, lipasas y fluidos supercriticos (Marchetti et al.,
2007).

El primer paso para la produccién es la conversién de la materia prima en aceite bruto,
posteriormente es sometido a un desgomado, filtrado, neutralizado y secado obteniéndose
un aceite refinado sin sélidos en suspensién, con un minimo de acidez y humedad aptos

para su transesterificacion en biodiésel (Figura 2) (Ganduglia et al., 2009).

EKTRACCIGN REFINGQ
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ACEITE > i ACEITE >
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Figura 2. Esquema del proceso productivo del aceite refinado (Ganduglia et al., 2009).

Una vez obtenido el aceite refinado se hace reaccionar con un alcohol monovalente
como el metanol en presencia de un catalizador béasico (condiciones de presion vy
temperatura). La reaccion quimica de transesterificacion para obtener el biodiésel consiste
en la reaccién de un triglicérido (molécula de glicerol esterificada por tres moléculas de
acidos grasos), que esta contenido en el aceite refinado y un alcohol ligero (etanol o
metanol), obteniéndose como producto glicerina y mono ésteres derivados de los tres acidos

grasos que es el biodiésel (Figura 3) (Ganduglia et al., 2009).
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Figura 3. Reaccién de transesterificacion para la obtencion de biodiésel (Ganduglia et al., 2009).

1.1.5 Microorganismos oleaginosos

Todos los microorganismos por lo general producen alrededor del 6 a 8% de lipidos por
biomasa seca como componentes de la membrana celular. Sin embargo, los
microorganismos oleaginosos, como levaduras, bacterias, hongos filamentosos y microalgas
son capaces de acumular al menos un 20% de aceite intracelular en peso seco. Estos lipidos
son llamados aceites unicelulares y se almacenan en forma de gotitas de lipidos dentro de
las células (Schulze et al., 2014; Garay et al., 2016).

El proceso de acumulacion de lipidos comienza cuando existe un exceso de fuente de
carbono y hay una limitacion de nitrégeno en el medio de cultivo, produciendo un cambio
importante en el metabolismo, se deprime la sintesis de proteinas y se activa la sintesis y
acumulacién de acidos grasos (Figura 4). El lipido que se produce en las especies
oleaginosas suele estar en forma de triacilgliceroles (TAG) y es un suministro de reserva
intracelular de carbono y energia para ser utilizado en tiempos de agotamiento de nutrientes
(Wynn & Ratledge, 2005).
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Figura 4. Generacion y acumulacion de lipidos en microorganismos oleaginosos.

El rendimiento y el tipo de lipido dependen de varios factores incluyendo el tipo de
microorganismo, las condiciones de cultivo y los sustratos elegidos. Las ventajas de la
produccion de aceite microbiano, en comparacion con el aceite vegetal, es el corto ciclo de
vida de los microorganismos y la posibilidad de un proceso de produccion in vitro no

influenciado por factores externos como el lugar, la estacién o el clima (Schulze et al., 2014).

1.1.6 Generalidades de las levaduras

Las levaduras han sido utilizadas por el hombre durante muchos siglos para fermentar
jugos de frutas, pan o elaborar muchos y nutritivos alimentos. Su importancia es ain mayor
en la actualidad porque se utilizan en muchos procesos fermentativos y para sintetizar
algunas vitaminas, grasas y proteinas a partir de azlcares simples y amoniaco. El primer
hombre que observo levaduras al microscopio fue Antonie van Leeuwenhoek (Pelczar et al.,
1996).

Las levaduras son hongos unicelulares no filamentosos con forma esférica u oval

tipica. Estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y con frecuencia se encuentran como
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una cubierta polvorienta color blanco en frutas y hojas. Generalmente se reproducen por
gemacion (Tortora et al., 2016).

En la brotacion o gemacion (Figura 5) la célula parental forma una protuberancia (un
brote) en su superficie externa. Cuando el brote se alarga el nacleo de la célula parental se
divide y un nudcleo migra al interior del brote. El material de la pared celular se deposita entre
el brote y la célula parental y por ultimo el brote se separa. Las levaduras en brotacion, como
Saccharomyces, se dividen de manera irregular. Una célula de levadura puede formar hasta
24 células hijas por brotacion. Algunas levaduras producen brotes que no pueden separarse
y forman una cadena corta de células denominadas seudohifas. Candida albicans se adhiere
a las células epiteliales humanas como una levadura, pero suele requerir la formacion de

seudohifas para invadir los tejidos profundos (Tortora et al., 2016).

¥ Célula paren;D/

} 3k

* Cicatriz
del brote

Figura 5. Micrografia de la levadura Saccharomyces cerevisiae en brotacion (Tortora et al.,
2016).

Las levaduras de fisibn, como Schizosacchasromyces, se dividen de modo uniforme
para producir dos células nuevas. Durante la fision la célula parental se alarga, su nucleo se
divide y se producen dos células hijas. EI aumento del nimero de células sobre un medio
solido produce una colonia similar a las colonias bacterianas (Tortora et al., 2016).

Las levaduras pueden crecer como anaerobias facultativas. Pueden utilizar el oxigeno
0 un compuesto organico como aceptor final de electrones; éste es un atributo valioso por
gue permiten que estos hongos sobrevivan en diversos ambientes. Si tienen acceso al
oxigeno las levaduras llevan a cabo la respiracién aerébica para metabolizar los hidratos de

carbono a dioxido de carbono y agua; en ausencia de oxigeno fermentan los hidratos de

13



carbono y producen etanol y diéxido de carbono. Esta fermentacion se utiliza en la industria
de la cerveza, del vino y de la panaderia (Tortora et al., 2016).
Hay aproximadamente 600 especies de levaduras, separadas en unos 39 géneros.
Son clasificadas principalmente en 3 grupos taxonomicos (Pelczar et al., 1996; Ageitos et al.,
2011):
1. Las levaduras ascoporogenas y ascomicéticas (esporas resultantes de la
cariogenia y meiosis que nacen en ascas).
2. Las levaduras basidiomicéticas (las esporas son resultado de las cariogamia y
meiosis que nacen enbasidios).
3. Las levaduras que no tienen estadios perfectos pertenecen a los hongos
imperfectos (deuteromicetos).

En general, las células de las levaduras son mas grandes que las de la mayor parte de
las bacterias, pero las mas pequefias no son tan grandes como las bacterias mayores. Las
levaduras varian considerablemente de tamafio, pudiendo tener entre 1 a 5 micrémetros de
ancho por 5 a 30 micrémetros de largo. Generalmente son ovoides, si bien algunas son
esféricas y otras alargadas. Cada especie tiene su aspecto caracteristico (Figura 6), pero
aln en cultivo puro existen variaciones considerables de tamafio y forma de las células
individuales, dependiendo de la edad y del medio. Las levaduras no tienen flagelos u otros

organelos de locomocién (Tortora et al., 2016).

Figura 6. Variabilidad en la morfologia de las levaduras (Tortora et al., 2016).

Las levaduras se encuentran muy difundidas en la naturaleza y son diseminadas por
los insectos o el viento. La mayor parte son sapréfitas que viven sobre la materia organica

muerta, pero algunas son parasitas dependientes de huéspedes vivos 0 son parasitas
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facultativas u obligadas que producen enfermedades a las personas, animales o plantas. En
muchas clases de suelos hay varias especies de levaduras. Ello demuestra su gran
capacidad para sobrevivir en ambientes tan distintos en los que varian la composicién del
suelo, temperatura, luz, humedad y otros factores. Las levaduras que habitan usualmente en
el suelo, producen un limo extracelular que les permite resistir la desecacion. También son
capaces de aprovechar un gran numero de compuestos del carbono (Tortora et al., 2016).

El carbono es el elemento mayoritario presente en la célula de la levadura, alrededor
del 50% del peso seco, por tal motivo es indispensable que lo adquiera para su crecimiento,
también es indispensable el nitrdgeno, algunas requieren vitaminas como la tiamina, biotina,
inositol, acido pantoténico, etc., requieren de azufre para la sintesis de ciertos aminoacidos,
de potasio para la estimulacion de la fermentacion y la respiracion, de magnesio para el
funcionamiento de enzimas, sintesis de proteinas y el rendimiento celular en general,
requieren calcio para favorecer el mantenimiento de la integridad celular en entornos

severos, y de zinc para la sintesis de vitaminas (Uribe Gutiérrez, 2007).

1.1.7 Levaduras oleaginosas

De las 600 especies de levaduras, sélo 30 se han caracterizado como capaces de
acumular mas del 20% de su peso seco como lipidos (Ageitos et al., 2011). Las levaduras
oleaginosas son generalmente no patégenas y son capaces de sintetizar y acumular lipidos
con una composicion similar a los aceites y grasas vegetales (Beopoulos et al.,, 2011).
Cryptococcus sp., Yarrowia sp., Candida sp., Rhodotorula sp., Rhodosporidium sp.,
Trichosporon porosum y Lipomyces sp. son géneros de levaduras oleaginosas (Schulze et
al., 2014; Ageitos et al., 2011).

Presentan ventajas para la produccion de lipidos sobre otras fuentes, entre ellas, sus
tiempos de duplicacion suelen ser inferiores a una hora, son mucho menos afectados que las
plantas segun la estacién o las condiciones climéticas y sus cultivos son mas facilmente
escalables que los de las microalgas. Ademas, los biosurfactantes de levaduras oleaginosas
presentan mejores propiedades que sus contrapartes quimicas en términos de
biodegradabilidad y amplia gama de propiedades bioldgicas, pueden ser utilizados en

cosmeticos, alimentos y biorremediacion (Ageitos et al., 2011).

1.1.8 Residuos agroindustriales
La agroindustria se basa en la transformacion de productos agricolas, pecuarios o

forestales en productos de interés comercial, ya sea como alimento o como materia prima.
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Entre los productos que se industrializan se encuentran: frutas, verduras, raices, semillas,
hojas, tubérculos y vainas; algunos se comercializan en fresco y otros son transformados en
néctares, jugos, mermeladas, ensaladas, harinas, aceites, vinos, concentrados en polvo,
conservas, etc. Derivado de una produccidén excesiva de estos productos comercializables,
se provoca un crecimiento en la generacion de residuos agroindustriales, los cuales son
materiales en estado soélido o liquido que ya no son de utilidad para el proceso que los
genero, pero que son susceptibles de aprovechamiento o transformacion para generar otro

producto con valor econémico, de interés comercial y/o social (Saval, 2012).

En el 2006 se produjeron en México 75.73 millones de toneladas de materia seca
proveniente de 20 cultivos, de los cuales 60.13 millones de toneladas corresponden a
residuos primarios, obtenidos al momento de la cosecha, entre los que estan: hojas y tallos
del maiz, tallos y vainas de sorgo, puntas y hojas de cafia de azlcar, paja de trigo, cebada y
frijol, asi como cascara de algodén. El resto, 15.60 millones de toneladas corresponden a
residuos secundarios obtenidos del procesamiento post-cosecha, entre los que estan:
bagazo de cafia de azlicar, mazorcas y olotes, bagazo de maguey o agave, asi como pulpa
de café (Saval, 2012).

Las caracteristicas de los residuos agroindustriales son muy variadas, dependen de la
materia prima y del proceso que los generd, no obstante, comparten una caracteristica
principal que es el contenido de materia organica, constituida por diferentes porcentajes de
celulosa, lignina, hemicelulosa y pectina. Se han definido criterios de seleccién de los
residuos para ser aprovechados con fines biotecnoldgicos, entre ellos los descritos a
continuacién (Saval, 2012):

¢ Que el componente principal del residuo pueda ser utilizado como sustrato para
la produccion fermentativa de insumos de procesos industriales.

e Que el residuo esté disponible localmente y en las cantidades necesarias para
asegurar la fabricaciéon de un producto de interés.

¢ Que no tenga otras aplicaciones 0 usos que compitan con el proceso que se
pretende promover.

e Que no requiera pretratamiento, y en caso de requerirlo, que éste sea sencillo y

econdmico.
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Los residuos agroindustriales son ricos en nutrientes y de gran importancia, ya que
pueden ser aprovechados para la produccién de diferentes productos, como es el caso de
enzimas, entre las que destacan: las celulasas, las hemicelulasas, las xilanasas y las
pectinasas, también se han utilizado residuos agroindustriales para la produccion de
biosurfactantes, bioplaguicidas, metabolitos secundarios, como el acido lactico,
polihidroxibutirato, polihidroxialcanato y uno de los productos de gran relevancia es la
produccién de bioenergéticos, como el biohidrégeno, biogas, biodiésel y bioetanol (Saval,
2012). Sin embargo, cuando los residuos no son reutilizados y se abandonan en el lugar

donde se generaron, se convierten en contaminantes de suelos y aguas subterraneas.

1.1.8.1 Generalidades del maiz

Maiz, palabra de origen indio caribefio, significa literalmente “lo que sustenta la vida”.
El maiz que es junto con el trigo y el arroz uno de los cereales mas importantes del mundo,
suministra elementos nutritivos a los seres humanos y a los animales y es una materia prima
bésica de la industria de transformacion, con la que se producen almidén, aceite y proteinas,
bebidas alcohdlicas, edulcorantes alimenticios y, desde hace poco, combustible
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, 1993).

Es el cereal con mayor demanda de consumo en México, aproximadamente 23,200 Mt
anualmente. Se estima que para el 2020 las cifras aumenten a 24,600 Mt; esto debido a la
gran cantidad de productos que se derivan del mismo, tales como tortillas, totopos, tostadas,
tacos, harinas, entre otros (Diaz Montes et al., 2016). El cultivo del maiz tuvo su origen en
América Central, especialmente en México, de donde se difundié hacia el norte hasta el
Canada y hacia el sur hasta Argentina. La evidencia mas antigua de la existencia del maiz,
de unos 7,000 afios de antigledad, ha sido encontrada por arquedlogos en el valle de
Tehuacan (Puebla, México) pero es posible que hubiese otros centros secundarios de origen
en América (Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion,
1993).

Los granos de maiz se desarrollan mediante la acumulacion de los productos de la
fotosintesis, la absorcidn a través de las raices y el metabolismo de la planta de maiz en la
inflorescencia femenina denominada espiga. Esta estructura puede contener de 300 a 1,000
granos segun el niumero de hileras y el diametro y longitud de la mazorca. El peso del grano

puede variar mucho, de aproximadamente 19 a 30 g por cada 100 granos.
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La composicion quimica del grano de maiz, y por ende su valor nutritivo, dependen del
genotipo de la variedad, el ambiente y las condiciones de siembra.

La cubierta seminal o pericarpio se caracteriza por un elevado contenido de fibra cruda,
aproximadamente el 87 %, la que a su vez esta formada fundamentalmente por hemicelulosa
(67 %), celulosa (23 %) y lignina (0.1 %). El endospermo (Figura 7), en cambio, contiene un
nivel elevado de almiddn (87 %), aproximadamente 8 por ciento de proteinas y un contenido

de grasas crudas relativamente bajo (Tabla 3) (Diaz Montes et al., 2016).

Endosperma

Figura 7. Morfologia del grano de maiz (Nansa, 2012).

La calidad nutritiva del maiz esta definida en buena medida por el tipo de sus proteinas
y ésta, a su vez, la establece el contenido de los llamados aminoacidos esenciales. Las
proteinas contenidas en el grano se clasifican en cuatro tipos, de acuerdo con su solubilidad:
albuminas (solubles en agua), globulinas (solubles en soluciones de sales), prolaminas
(solubles en soluciones alcohdlicas) y glutelinas (solubles en soluciones alcalinas o acidas
diluidas). En cuanto al contenido de lipidos, el grano de maiz contiene alrededor de 5 %,
principalmente en el germen; el aceite de maiz contiene bajos niveles de grasas saturadas.
En cuanto a vitaminas, se sabe que el maiz amarillo contiene principalmente dos vitaminas
solubles en grasa, 3-caroteno o provitamina A y a-tocoferol o vitamina E, y la mayoria de las
vitaminas solubles en agua. En relacion con el almidén, el grano maduro del maiz presenta
en promedio 72 %, y practicamente todo esta presente en las células del endospermo. En un
maiz normal, el granulo de almidon contiene aproximadamente 27 % de amilosa —una

molécula esencialmente lineal formada aproximadamente por 1 000 unidades de glucosa— y
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73 % de amilopectina —una molécula ramificada que posee aproximadamente 40,000 o0 mas

unidades de glucosa (Paredes Lépez et al., 2008).

Tabla 3. Composicién quimica de las principales partes de los granos de maiz (FAO, 1992)
Pericarpio Endospermo Germen

Componente (%) (%) (%)
Proteinas 3.7 8.0 18.4
Extracto etéreo (grasa cruda) 1.0 0.8 33.2
Fibra cruda (Hemicelulosa, celulosa y lignina) 86.7 2.7 8.8
Cenizas 0.8 0.3 10.5
Almidon 7.3 87.6 8.3
Azlcar 0.34 0.62 10.8

1.1.8.1.1 Nixtamalizacion

La nixtamalizacion es un proceso térmico-alcalino autdéctono de México y efectuado en
América Central, el norte de Estados Unidos y parte de Europa y Asia. El proceso de la
nixtamalizacion se ha transmitido de generacién en generacion en Mesoamérica, y todavia
se utiliza como en tiempos prehispénicos. Del ndhuatl “nixtli” (cenizas) y “tamalli” (masa). Se
inicia con la adicién de dos partes de una solucion de cal aproximadamente al 1% a una
porcién de maiz. Esta preparacion se cuece de 50 a 90 minutos, y se deja remojando en el
agua de coccion de 14 a 18 horas. Posterior al remojo, el agua de coccién, conocida como
nejayote, se retira y el maiz se lava dos o tres veces con agua, sin retirar el pericarpio ni el
germen del maiz. Se obtiene asi el lamado maiz nixtamalizado o nixtamal, que llega a tener
hasta 45% de humedad. Dicho proceso mejora las caracteristicas nutricionales y sensoriales
del maiz, ya que permite la remocién parcial del pericarpio, la gelificacion del almidén y la
hidrélisis de las fibras. (Diaz Montes et al., 2016;Paredes Lépez et al., 2008).

La coccién alcalina y el remojo provocan la disolucién y el hinchamiento de las capas
del pericarpio, esto hace que las paredes celulares y los componentes de la fibra dietaria de
esta parte del grano se vuelvan fragiles, facilitando su remocion, lo cual obviamente
disminuye el contenido de fibra dietaria insoluble (Paredes Lopez et al., 2008). En dicho
proceso, la accion del hidroxido de calcio genera dos productos: el nixtamal, que es el grano

suave disponible para la elaboracién de masa o productos derivados, y el nejayote, que es el
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agua de cocimiento y cuyas propiedades fisico-quimicas resultan de los componentes
presentes en el maiz (Diaz Montes et al., 2016).

El nejayote es un subproducto del proceso de nixtamalizacion en la industria de
procesamiento de maiz. Este subproducto es considerado como un agua residual altamente
contaminante debido a su alta alcalinidad (pH=10-14), alta demanda bioldgica de oxigeno
(2,692-7,875 mg O-/L), alta demanda quimica de oxigeno (10,200-22,000 mg O,/L), ademas
de la concentracién de sélidos en suspension y materiales organicos disueltos (2,540 mg-L ™)
(Ramirez Romero et al., 2013; Sanchez Gonzales et al., 2011; Castro Mufioz et al., 2015;
Diaz Montes et al., 2016).

Por cada kilogramo de maiz procesado se producen entre 2 y 3 litros de nejayote
dependiendo del proceso (Ramirez Romero et al., 2013). Se ha estimado que una planta
procesadora de maiz, productora de nixtamal, con capacidad de 600 t-dia?, llega a generar
entre 1,500 y 2,000 m® de nejayote por dia. Diaz Montes et al., 2016 sefiala que el nejayote
industrial se vierte en cuerpos de agua (rios o lagos), en suelos o en el alcantarillado publico,
y pocas veces se le aplica algun tratamiento previo. Debido a sus propiedades fisico-
quimicas (Tabla 4), rara vez se ha intentado darle alguna aplicacion.
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Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas del nejayote (Hernandez Martinez , 2014).

Propiedad Parametro
Contenido total de solidos (g.L™?) 11.68
Solidos solubles totales (°brix) 1.53
Carbén organico total (mg.L™?) 2,984.10
Demanda quimica de oxigeno (mg.L™) 25,000-30,000
Polifenoles totales (mg acido galico. L™) 1,190
pH 12-14
Densidad (kg.m) 1,003.54
Viscosidad (pa.s) 0.002301
Nitrégeno libre (ppm) 200-300
Calcio (mg.I?) 1,526.21
Humedad (%) 97.72
Cenizas (%) 0.767
Proteina (%) 7.42
Grasa (%) 1.48
Fibra (%) 19.3
Carbohidratos (%) 0.862

1.1.8.1.2 El nejayote como fuente de carbono para procesos biotecnolégicos

Existen varias metodologias que describe Diaz Montes y colaboradores en 2016,
viables para generar aplicaciones tecnologicas del nejayote, que ayuden a recuperar
componentes de alto valor agregado como polifenoles, carbohidratos, azlUcares, gomas y
componentes de calcio de interés en las areas alimenticia, farmacéutica y biotecnolégica.

Los usos que se le han dado al nejayote estan encaminados a la recuperaciéon de
componentes de alto valor agregado, como fuente de enriquecimiento para alimentos
funcionales o como medio de cultivo para crecimiento de bacterias. También se ha indagado
como tratar el efluente con materiales floculantes, mediante tecnologia de membranas o

sistemas bioldgicos, para disminuir la accion contaminante que este extracto genera.
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Sanchez y colaboradores, en 2011, utilizaron el nejayote como medio de cultivo de las
cepas de B. flexus NJY2 y NJY4 para sintetizar actividades enzimaticas comercialmente
importantes como amilasas, xilanasas, proteasas y esterasas de 4cido fendlico.

Ramirez Romero y colaboradores, en 2013, emplearon el nejayote como medio de

cultivo de bacterias acido lacticas para generar probidticos con produccién de bacteriocinas.

1.1.8.2Generalidades de la cafia de azlcar

La cafa de azucar, Saccharum officinarum L., es una graminea originaria de Nueva
Guinea; se cultivé por primera vez en el sureste asiatico y la India occidental. A México llego
en la época de la conquista (1522 aprox.), fue asi como la primera plantacién se llevé a
cabo en el estado de Veracruz, instalandose posteriormente los primeros ingenios
azucareros en las partes calidas del pais como parte de la colonizacién (CONADESUCA,
2015).

En México son quince estados productores de cafia de azlcar, en la Figura 8 se
observan los porcentajes de participacion correspondientes respecto a la produccién
nacional, destacando Veracruz como el estado con mayor volumen de produccion y con
el mayor nimero de ingenios azucareros con 22 de los 54 en el pais (CONADESUCA,
2015).

La agroindustria azucarera es de suma importancia para la economia del pais, al
constituir una fuente significativa de empleos directos e indirectos, con mas de dos millones
de empleos generados. Produce mas de 60 millones de toneladas de cafia y casi 7 millones

de toneladas de azlcar para la zafra 2012-13 (Sagarpa et a., 2015).
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PORCENTAJE DE CANA MOLIDA POR ENTIDAD

ZAFRA 2013 - 2014
(%)

122-276
2.77-5.36

B 5.37-13.19

B 1320-3771

Figura 8. Participacion estatal con respecto al nacional de produccién de cafia de azlcar molida
(CONADESUCA, 2015)

La cafia de azucar esta constituida por jugo y fibra. La fibra es la parte insoluble en
agua y esta formada principalmente por celulosa, la cual, a su vez, estad constituida por
azucares sencillos como glucosa (dextrosa). En la cafia, el agua representa entre 73 %y 76
%, los sélidos totales solubles (brix, % cafia) varian entre 10 % y 16 %, y la fibra (% de cafia)
oscila entre 11 % y 16 %. Entre los azlUcares méas sencillos se encuentran la glucosa y la
fructosa entre 1 % y 5 % (Larrahondo, 1995).

El bagazo de cafia es un material lignocelulésico constituido principalmente por
celulosa (38-50 %), hemicelulosa (17-32 %) y lignina (15-30 %). Se obtiene como
subproducto de la molienda de cafia de azlcar (Saccharum officinarum) en los centros
azucareros y representa aproximadamente entre el 25 y 40 % del total de materia procesada,
dependiendo del contenido de fibra de la cafia y la eficiencia en la extraccion del jugo
(Chandler et al., 2012). Este material es de naturaleza quimica muy compleja y requiere ser
tratado previamente para permitir su degradacion (Carreon et al., 2009).
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1.1.8.2.1 El bagazo de cafia como materia prima para procesos biotecnoldgicos

El uso de residuos agroalimentarios como sustratos en procesos biotecnolégicos es
una alternativa sostenible y adecuada que permite la produccion de nuevos alimentos,
productos quimicos y farmacéuticos. En este sentido, residuos procedentes de la industria
azucarera, como el bagazo de cafia, presenta diversas opciones desde el punto de vista
biotecnoldgico, entre ellas la produccion de xilosa, a partir de Pichia pastoris, papel, enzimas,
principalmente de aquellas que son inducibles, entre las que destacan: las celulasas, las
hemicelulasas, las xilanasas y las pectinasas, xilitol y biocombustibles, siendo el bioetanol
unos de los que actualmente se produce a nivel industrial (Basanta et al., 2007; Saval, 2012;
Schulze et al., 2014).

La primera etapa de pretratamiento de un residuo lignocelulésico para la produccion de
bioetanol es una molienda para aumentar la superficie de contacto y hacer mas accesible el
material. Después se pueden aplicar métodos fisicos como la explosion con vapor y la termo-
hidrdlisis, o bien, métodos quimicos como la hidrdlisis acida y alcalina (Saval, 2012).

Asteraye Tsigie y colaboradores, en el 2011, evaluaron la produccién de lipidos por
Yarrowia lipolytica Polg cultivada en hidrolizado de bagazo de cafia de azlcar, obtuvieron
un rendimiento de 11.42 g/L de biomasa, 58.5 % (g/g) de lipidos por biomasa seca y 6.68 g/L
de rendimiento de lipidos en un medio de cultivo compuesto de hidrolizado de bagazo de
cafia de azlcar como fuente de carbono y peptona como fuente de nitrégeno durante 4 dias;
el hidrolizado de bagazo de cafa fue neutralizado con Ca(OH); a un pH de 6.5, lo cual hizo
que se redujeran compuestos inhibidores, tales como, el 5-hidroximetilfurfural y el fufural
redujeron un 21.31% y 21.84% respectivamente. El hidrolizado tenia una composiciéon de
21.38 % de azucares reductores, 13.51 g/L de xilosa, 2.58 g/L de arabinosa, 3.93 g/L de
glucosa, 0.48 g/L de 5-hidroximetilfurfural y 0.09 g/L de fufural.

Por otro lado, en el 2012 Huang, y colaboradores mejoraron la produccién de lipidos a
partir del hidrolizado de bagazo de cafia de azUcar con Trichosporon fermentans por
metodologia de superficie de respuesta. Obtuvieron una concentracién de lipidos de 15.8 g/L
bajo condiciones Optimas como relacion 165 C/N, 11% de concentracion de inéculo, pH
inicial de 7.6 y con 9 dias de fermentacion; el hidrolizado de bagazo de cafia se trat6 con
acido sulfarico al 1.5% v/v en relacion 1:10 de bagazo de cafia de azlcar y acido sulfurico, y
emplearon carbon activado para la destoxificacion del hidrolizado de bagazo de cafia. Los
lipidos de T.fermentans contienen principalmente acido palmitico, acido estearico, acido

oleico y acido linoleico.
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1.2 Planteamiento del problema

El dafo al ambiente que genera el uso de combustibles fosiles y a su limitada
obtencion por ser un recurso no renovable, son una de las probleméticas criticas a nivel
global. Los biocombustibles, se estan convirtiendo en un area en desarrollo de gran
importancia, actualmente, sélo se encuentra disponible a nivel comercial la tecnologia de
biocombustibles de primera generacion, sin embargo, estos son obtenidos de cultivos
alimenticios como maiz, sorgo, trigo, cebada, etc. compitiendo por el espacio de siembra
entre la generacion de alimentos o para la produccion de biocombustibles.

Por otra parte, en las agroindustrias ha incrementado la produccion provocando un
crecimiento en la generacion de residuos, los cuales son de naturaleza quimica muy
compleja y requieren ser tratados previamente para permitir su degradacion, cuando los
residuos se abandonan en el lugar donde se generaron, se convierten en contaminantes de
suelos y aguas subterraneas.

Con el fin de aprovechar y transformar los residuos agroindustriales para generar otro
producto con valor econdémico, de interés comercial, social y ambiental, y cubrir las
problematicas anteriormente mencionadas, se desarrollé el presente proyecto para formular
un medio de cultivo a partir de los residuos agroindustriales, nejayote y bagazo de cafia de
azucar. El medio formulado a partir de estos residuos se utilizé, para la obtencién de aceites
unicelulares a través del cultivo de levaduras oleaginosas capaces de almacenar lipidos por
arriba del 20% para transformarlos en biodiésel y generar una alternativa a los

biocombustibles de primera generacion.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes

En la Universidad Politécnica del Estado de Morelos (UPEMOR) se lleva a cabo el
aislamiento y caracterizacion de levaduras oleaginosas para la obtencion de aceites
unicelulares empleando residuos agroindustriales como medio de cultivo para el crecimiento
de dichas levaduras; esta linea de investigacion esta a cargo del Dr. Luis Gerardo Trevifio
Quintanilla, en donde se han obtenido resultados favorables. Martinez Burgos, 2013, aislo,
seleccioné e identific6 cepas de levadura capaces de producir aceites microbianos,
obteniendo como resultado cuatro cepas capaces de producir lipidos por arriba del 20%, las
cepas Hi2 y FAChp, identificadas como Clavispora lusitaniae y las cepas FAChb y FP5
identificadas como Pichia kluyveri. Hernandez Martinez, 2014, evalud la produccién de
aceites unicelulares por levaduras en el residuo de la nixtamalizacion (nejayote), en donde
obtuvo las condiciones para la nixtamalizacion, dichas condiciones se muestran en la Tabla
5; en la Tabla 6 se presentan las propiedades fisico-quimicas del nejayote evaluadas en el
proyecto.

Tabla 5. Condiciones utilizadas para el proceso de nixtamalizacién (Hernandez Martinez, 2014).
Maiz (g) Agua (mL) | Cal (g) Tiempo de Tiempo de Agua de

coccion (min) | reposo (h) lavado
(mL)
200+0.1 | 636+80.9 | 4+0.03 53+4.7 24 +£0.0 909 + 130

Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas del nejayote (Hernandez Martinez, 2014).

Propiedad Valor
pH 11.7 £ 0.81
Solidos totales en suspensién (%) p/p 2.18+0.78
Solidos sedimentados (mL/L) 250 £ 50
Azlcares totales nejayote completo (g/L) 6.5+ 0.04
Azucares totales nejayote filtrado (g/L) 42+0.2
Azucares reductores nejayote completo (g/L) 0.89 £ 0.026
Azucares reductores nejayote filtrado (g/L) 0.67 £ 0.008
Concentracion del almidén nejayote completo (g/L) 4.35+0.05
Concentracion del almidén nejayote filtrado (g/L) 1.38+0.01
Concentracion de nitrégeno (g/L) 0.198 + 0.055

26



Se utilizaron las cepas Clavispora lusitaniae Hi2 y FAChp para la produccién de lipidos
en medio de nejayote y se evaluaron los pardmetros mencionados en la Tabla 6 después de

10 dias de incubacion obteniéndose los resultados mostrados en la Tabla 7.

Tabla 7. Consumo de azlcares reductores, nitrdgeno total y produccion de lipidos (% en peso
seco) de las cepas Hi2 y FAChp en medio de nejayote y en medio limitado en nitrégeno (Hernandez
Martinez, 2014).

Pardmetro FAChp Hi2
evaluado Medio de Medio con Medio de Medio con
nejayote nitrégeno limitado nejayote nitrégeno limitado

Consumo 61% 89% 66% 89%
de azUcares

reductores

Consumo 36% 60% 36% 47%

de
nitrégeno
total

Produccion 69% 17% 86% 23%
de lipidos

Flores, 2015, aisl6 25 cepas de levaduras y evalu6 mediante una prueba
semicuantitativa el nivel de produccion de lipidos, de las cuales, seleccionaron sélo las cepas
con mayor concentracion de aceites microbianos unicelulares, que fueron catalogadas como
C0, M2, MR1 y M1; obteniendo un rendimiento en biomasa y porcentaje de lipidos de 3.928
g/L, 69.30 % en peso seco; 6.676 g/L, 57.14 %; 2.928 g/L, 97.85 %; 4.856 g/L y 44.08 %
respectivamente. También se realizé la identificacibn molecular de las cepas antes
mencionadas, mediante la secuenciacibon de DNA ribosomal 26S D1/D2 5-
GCATATCAAAAGCGGAGGAAAAG-3' y 5GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'., obteniendo que
la levadura CO es una cepa del género Kluyveromyces marxianus, la levadura M2 es una
cepa del género Issatchenkia orientalis, la levadura MR1 es una cepa del género Candida

glabrata, y la levadura M1 es una cepa del género Pichia kudriavsevii.
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Justificacion

Actualmente se comercializan en el mercado los biocombustibles de primera
generacion, produciendo un incremento de los precios de los productos alimenticios de los
gue se derivan, ademas de que exista una competencia por el uso de las tierras de labranza,
tanto para siembra con fines alimenticios como para la produccién de biocombustibles. Este
proyecto de investigacion tiene como finalidad la obtencidén de aceites unicelulares por medio
del cultivo de levaduras oleaginosas, capaces de almacenar mas del 20% de lipidos, en
medios de cultivo elaborados a partir de los residuos agroindustriales, ricos en nutrientes,
nejayote y bagazo de cafa de azucar.

La importancia del presente proyecto recae en el uso y combinacion de diferentes
residuos agroindustriales como fuente de nutrientes para el crecimiento de levaduras
oleaginosas y la obtencion de altos porcentajes de lipidos para poder transformarlos, en un
futuro, en biodiésel e implementarlo como un biocombustible sustentable, generando un

aporte a la biotecnologia ambiental.
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3.2 Hipotesis

Se obtendra una mayor concentracion de lipidos a partir de levaduras oleaginosas
mediante su crecimiento en un medio de cultivo formulado a partir de la combinacion de los
residuos nejayote y bagazo de cafia de azUcar, con respecto a los residuos evaluados por
separado.

3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo general

Evaluar el crecimiento de la levadura oleaginosa Clavispora lusitaniae Hi2 y la
produccion de lipidos al cultivarlas en un medio formulado a partir de los residuos nejayote y
bagazo de cafia de azUcar.

3.3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar las propiedades nutricionales del nejayote, hidrolizado del sélido de
nejayote e hidrolizado de bagazo de cafia de azlcar (cuantificacion de azuUcares
reductores, carbohidratos totales, almidén, proteinas y nitrégeno total).

e Evaluar las tasas de crecimiento de levaduras oleaginosas en medios formulados a
partir de nejayote e hidrolizado de bagazo de cafia de azlcar con diferentes
relaciones carbono/nitrégeno.

e Valorar la producciéon de lipidos acumulados por la levadura oleaginosa Clavispora

lusitaniae Hi2 en las formulaciones de medio de cultivo seleccionadas.
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

De manera general se planted la siguiente estrategia experimental desarrollada en el

presente proyecto (Fig. 9). Se inici6 preparando los sustratos, el nejayote, obtenido de la

nixtamalizacién utilizando una relacién 1 g de maiz: 3 mL de agua: 0.02 g de cal, y el bagazo

de cafia de azucar, proporcionado por el ingenio azucarero de Zacatepec. Se prepararon los

hidrolizados y se neutralizaron los sustratos. Posteriormente se caracterizaron los nutrientes

y se formularon diferentes relaciones de los medios de cultivo. Finalmente se realizaron

cinéticas de crecimiento para evaluar la tasa de crecimiento y al mismo tiempo se evalud la

produccion de lipidos y biomasa.

=

Nixtamalizacion
Maiz: agua: cal

19:3ml:0.02g

Nixtamal

/ Nejayote

Sedimentacion Bagazo de cafia

Liquida | Sdlido 1
Hidrolisis acida del sélido del Hidrolisis acida del bagazo

nejayote de cafa de azucar
Nejayote

centrifugado HCI al 2.5% en autoclave durante

30 mina 121°C durante 30 mina 121°C
| HBC

Caracterizacion de nutrientes:

HCl al 2.5% en autoclave

Cultivo de levaduras
oleaginosas en medio YPD

Azucares reductores . .
Formulacién del medio de

Carbohidratos totales
Almidon
Proteinas

cultivo en diferentes
proporciones

Crecimiento de levaduras
oleaginosas en medios de

cultivos formulados )
)

Nitrogeno total )

Cuantificacion de lipidos

acumulados

Evaluacion de la tasa de
crecimiento de levaduras

oleaginosas

Figura 9. Estrategia experimental general desarrollada en el presente proyecto.
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4.1 Materiales
A continuacion se enlistan los materiales utilizados en el proyecto.
Levaduras oleaginosas:

e Candida lusitaniae Hi2

Nejayote:
e Cal
e Maiz

Hidrolizado de bagazo de cafia:
e Acido clorhidrico
Acido 3,5-Dinitrosalicilico:
e Hidréxido de Sodio (NaOH)
e Tartrato de sodio (Na) y Potasio (K)
e Acido 3.5-dinitrosalicilico
Fenol-sulfurico:
o Fenol (C¢HsO)
e Acido sulfurico (H2SO4)
Reactivo yodo:
e Yodo (I2)
e Yoduro de Potasio (Kl)
Cuantificacion de nitrogeno Kjeldahl
e Acido sulfurico (H2SO4)
o Tabletas digestoras de 4.98g de K2S0O4Y 0.02g de CuSO.*5 H,0
¢ Hidréxido de sodio (NaOH) al 32%
e Acido bérico (HsBOs) al 4%
Cuantificacion de lipidos
e HCIl4M

e Cloroformo:Metanol 1:1
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4.2 Métodos

4.2.1 Preparacion del hidrolizado de bagazo de cafia de azlcar

El bagazo de cafa de azucar fue proporcionado por el Corporativo Azucarero Emiliano
Zapata, el cual se paso6 por una serie de tamices para pruebas fisicas, utilizando mallas del
namero 4, 12, 16, 60 y 140 obteniéndose los rendimientos de cada fraccién y siendo las
fracciones del tamiz 12 y 16 las empleadas para la hidrdlisis.

Se evalug la extraccion de azlcares reductores mediante el analisis de las variables de
tiempo (30 y 60 min), concentracién del HCI (0.7 y 2.5%) y la proporcién g de bagazo de
cafa de azUcar: mL de HCI (Tabla 8 y 9).

Tabla 8. Experimento 1: Parametros evaluados en la hidrélisis

Tratamiento HCI Relacion bagaz6:HCI Tiempo
(% viv) (g:mL) (min)

1 0.7 1:10 30

2 0.7 1:10 60

3 0.7 1:5 30

4 0.7 1:5 60

Tabla 9. Experimento 2: Parametros evaluados en la hidrdlisis

Tratamiento HCI Relacion bagaz6:HCI | Tiempo
(% viv) (g:mL) (min)

1 2.5 1:5 30

2 2.5 1.5 60

3 2.5 1:15 30

4 2.5 1:15 60

El bagazo se coloc6 en matraces Erlenmeyer y se afiadi®é una solucion de &cido
clorhidrico (HCI) al 2.5% v/v en proporciones 1:5 (1g de bagazo de cafia de azlcar por 5 mL
de solucion). La hidrolisis se llevd acabo en el autoclave, los matraces fueron sometidos a
temperatura de 121°C a 15 psi durante 30 min. Una vez que se finalizd la hidrélisis se
recupero el liquido por decantacion, sin embargo, no se logro recuperar el volumen inicial ya
gue el bagazo de cafia absorbe casi el 70% de la solucion de HCI, por lo que se realizaron

lavados con agua destilada hasta obtener el volumen inicial, después se centrifugd la
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muestra obteniendo solamente el sobrenadante, se ajusté el pH a 6.5 y finalmente se guardé

en refrigeracion hasta su uso.

4.2.2 Proceso de nixtamalizacion

La obtencion del nejayote se realiz6 siguiendo la metodologia del proceso de
nixtamalizacién desarrollada por Herndndez (2016), en donde utilizé la relacién 1 g maiz: 3
mL agua: 0.02 g cal.

Primero se limpié el maiz, eliminando la tierra y maiz podrido, después se disolvieron
4g de cal en 636 mL de agua hasta desaparecer todos los grumos, posteriormente se
agregaron 200g de maiz a la mezcla y se calent6é hasta ebulliciébn y se mantuvo asi por un
periodo de 30 a 60 min (hasta que el pericarpio se desprenda facilmente), se dejé reposar la
mezcla durante un tiempo de 12 a 24 h. Después se drend el nejayote y en un recipiente se
realizé el lavado con 909 mL de agua y con giros suaves para deprender las particulas de la
cal, el almidén y restos del pericarpio, posteriormente se dejé que precipitaran los sdlidos
para después decantar la fase liquida y centrifugar a 7800 rpm durante 30 min (centrifuga
5430 R, rotor F-35-6-30) y por ultimo se guardé en refrigeracion hasta su uso (Hernandez,
2016).

4.2.3 Preparacion del hidrolizado del sélido de nejayote

El nejayote total de la nixtamalizacion se dej6 sedimentar por aproximadamente 30
min, se decant6 el sobrenadante, el precipitado se vertié en capsulas de porcelana y se seco
en el horno a 60°C durante aproximadamente 2 dias (hasta llegar a peso constante),
posteriormente se extrajo el sélido de nejayote con una espatula y se colocé en un frasco
hasta su uso.

El solido de nejayote se colocé en matraces Erlenmeyer y se afiadio una solucion de
acido clorhidrico (HCI) al 2.5% v/v en proporciones 5:1 (5 mL de solucién por 1g del sélido de
nejayote). La hidrdlisis se llevd acabo en el autoclave, los matraces fueron sometidos a
temperatura de 121°C a 15 psi durante 30 min. Una vez que finalizé la hidrélisis se recupero
el liquido por decantacion, sin embargo, no se logré recuperar el volumen inicial ya que el
sélido de nejayote absorbe casi toda la solucién de HCI, por lo que se realizaron lavados con
agua destilada hasta obtener el volumen inicial, después se centrifugd la muestra obteniendo
solamente el sobrenadante, se ajustd el pH a 6.5 y finalmente se guard6 en refrigeracion

hasta su uso.
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4.2.4 Caracterizacion del hidrolizado de bagazo de cafia de azucar, hidrolizado del

sdélido de nejayote y nejayote centrifugado

Las propiedades nutricionales de los hidrolizados de bagazo de cafia de azucar y
nejayote utilizados como medio de cultivo fueron caracterizados mediante la cuantificacion
de azucares reductores, carbohidratos totales, almidon, nitrdgeno y proteinas; siguiendo las

técnicas mencionadas a continuacion.

4.2.4.1 Cuantificacion de azucares reductores (técnica del acido 3,5-dinitrosalicilico)

Para la preparacién del reactivo del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) se pesaron: 5 g de
acido 3,5-dinitrosalicilico, 150 g de tartrato de Na-K y 8 g de NaOH. Primero se disolvi6 el
NaOH en 200 mL de agua destilada y se afiadi6 lentamente y en agitacion el tartrato de Na-
K. Después se aforé con agua destilada hasta 400 mL y se afiadid lentamente el acido 3,5
dinitrosalicilico, se dejé en agitacion toda la noche. Al otro dia se aforé a 500 mL, se filtr6 y
se guardé en refrigeracion (Miller, 1959).

Para el desarrollo de la reaccién del DNS con la muestra, se adicionaron 500 ul de
muestra y 500 ul del reactivo de DNS en un tubo de ensayo y se colocaron en bafio de agua
a 100°C durante 5 min. Posteriormente se detuvo la reaccién con un bafio de agua y hielo.
Se le afadieron 5 mL de agua destilada, se agitd6 y se realiz6 la lectura a 540 nm en
espectrofotémetro (Miller, 1959; Bello Gil et al., 2006; Avila Nufiez et al.,2012).

La concentracion de azucares reductores se determind utilizando una curva de
calibracién de absorbancia en funcién de la concentracion. La curva se obtuvo preparando

soluciones de 0.5-2 g/L, utilizando glucosa como estandar.

4.2.4.2 Cuantificacion de carbohidratos totales (técnica del fenol-acido sulfirico)

Se agreg6 1 mL de la muestra en un tubo de ensayo, se afiadié 1 mL de fenol al 5 % y
5 mL de acido sulftrico concentrado, el acido se colocé en el centro del tubo para obtener
una mezcla homogénea. Los tubos se dejaron reposar 10 minutos, posteriormente se
agitaron y se colocaron durante 10 minutos en un bafio de agua de 25° a 30°C antes de
tomar las lecturas. El color es estable por varias horas y las lecturas pueden hacerse mas
tarde si es necesario. La absorbancia del color amarillo anaranjado caracteristico se midié a
480 nm para las pentosas y los &cidos urénicos (Dubois et al., 1956). Todas las soluciones
se prepararon por triplicado para minimizar los errores que resultan de la contaminacion

accidental.
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La cantidad de azlcar se determiné por referencia a una curva patron previamente

construida utilizando dextrosa a concentraciones de 0.25-2 g/L.

4.2.4.3 Cuantificacion de almidon (técnica con yodo)

La preparacion del reactivo de yodo (I 5 mM: KI 50 mM) se realizé adicionando unas
gotas de agua destilada, 0.83 g de yoduro de potasio (KI) a un vaso precipitado, después se
afadié 0.13 g de yodo I,, se disolvié la mezcla a una temperatura no mayor a 20°C, se
mezclo hasta disolver por completo agregando poco a poco gotas de agua destilada hasta
gue todo el yodo qued6 homogenizado y finalmente se pasé la solucién a un matraz de 100
mL y se aforo (Fuwa, 1954; Xiao et al., 2006).

La cuantificacion de almidon se realizé afiadiendo 1 mL de muestra con 2.5 mL de
reactivo de yodo, se diluyé con 1.5 mL de H,O destilada y se realiz6 la lectura de

absorbancia a 580 nm.

4.2.4.4 Cuantificacion de nitrégeno total
El método Kjeldahl consisti6 de tres pasos, primero se realizé una digestion, todos los
enlaces de nitrégeno organico se rompen y se convierten en amonio (NH,), para esto 10 mL
de acido sulftrico (H2SO4) se mezclaron con 20 mL de muestra y se utiliz6 una pastilla
catalizadora compuesta de 4.98 g de K:SO4y 0.02 g de CuSO.*5 H,0, posteriormente se
realizé la destilacion, en donde los iones amonio (NH4") se convierten en amoniaco (NHs)
mediante la adicion de un alcali (NaOH al 32%), el amoniaco (NH3) es arrastrado al vaso
receptor por medio de una corriente de vapor de agua, el vaso receptor para el destilado se
llen6 con una solucién absorbente de acido bérico (HsBOs; al 4%) y el amoniaco fue
capturado cuantitativamente por la soluciéon formando iones amonio solvatados y finalmente
se hace la valoracién, en donde la concentracion de los iones de amonio capturados son
determinados por medio de una valoracién acido-base y se calcula el resultado mediante la
siguiente formula:

% N = (ceq * (V- VBL) *M * 100 %) / E
donde:
ceq Concentracion equivalente de la disolucion valorante [mol/I]
V Consumo disolucion valorante muestra [I]
VBL Consumo disolucion valorante con valor del blanco [I]
M Peso molar nitrégeno [g/mol]

E Peso de la muestra [g]

35



4.2.5 Cuantificacion de proteinas
La cuantificacion de proteinas se realizd por el método Kjeldahl, previamente descrito,
en donde una vez obtenido la concentracion de nitrdgeno se multiplicé por el factor de

proteinas de 6.25.

4.2.6 Formulacion de medios de cultivo y evaluacién del crecimiento de la levadura
Clavispora lusitaniae Hi2

Se formularon medios de cultivo a partir del nejayote centrifugado (NC), hidrolizado del
sélido de nejayote (HSN) e hidrolizado de bagazo de cafia de azucar (HBC), asi como las
mezclas de NC:HSN, HBC:HSN y HBC:NC en relaciones 25:75, 50:50 y 75:25 de cada
combinacién, se esterilizaron en autoclave por 15 min a 121 °C, posteriormente se
centrifugaron en condiciones estériles a 600 rcf durante 20 min para clarificar los medios.

Las primeras cinéticas se realizaron en minireactores RTS-1 y RTS-2 BioSan durante
20 h utilizando un volumen de operacion de 25 mL a 2000 rpm y 30 °C midiendo la D.O. a
850 nm. Para esto se prepar6 un precultivo de Clavispora lusitaniae Hi2 en medio YPD de 12
h, posteriormente se ajust6 el cultivo a 0.1 de D.O. a 600 nm y se inoculd en relacion 1:10,
colocando 2.5 mL del precultivo ajustado a 0.1 D.O. en tubo falcén para minireactores RTS
Biosan que contenia 22.5 mL de medio.

Posteriormente se evaluaron otras cinéticas a mayores tiempos, 72 y 240 h, se
realizaron en matraces de 1 L utilizando un volumen de operacion de 250 mL a 200 rpm y 30
°C midiendo la D.O. a 600 nm. Para esto se preparé un precultivo de Clavispora lusitaniae
Hi2 en medio YPD de 12 h, posteriormente se ajust6 el cultivo a 0.1 de D.O. a 600 nm y se

inoculd en relacion 1:10.

4.2.7 Extraccién y cuantificacion de los lipidos acumulados por la levadura
oleaginosas Clavispora lusitaniae Hi2 en las formulaciones de medios
seleccionadas

Transcurridos 10 dias de cultivo se cuantificd la produccion de lipidos mediante la
técnica modificada de Bligh y Dyer, 1959 y se llevo a cabo a la par, con la prueba de peso
seco del paquete celular con el fin de realizar la determinacién del porcentaje de produccion
de lipidos.

La extraccion de lipidos se realizé mediante solventes orgénicos, usando una mezcla
de cloroformo y metanol (1:1). Para llevar a cabo la extraccion se pesaron 25 mL del cultivo

de 10 dias y se centrifugd a 4,000 rpm durante 10 minutos a 21°C (centrifuga 5430 R, rotor
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F-35-6-30), se retird el sobrenadante y se lavo el precipitado por triplicado con 6 mL de H.O
destilada fria. Posteriormente se afiadieron 5 mL de HCI 4 M y se hidrolizaron a 60 °C
durante 2 horas. Transcurrido el tiempo, se agregaron 10 mL de la mezcla de
cloroformo/metanol (1:1) y se dejaron reposar a temperatura ambiente durante un intervalo
de 2 a 3 horas. Luego se centrifugaron a 4,000 rpm por 5 minutos a 21°C (centrifuga 5430 R,
rotor F-35-6-30), se observo la formacidén de un sistema trifasico, del cual se extrajo la fase
inferior —orgénica- que contiene los lipidos disueltos en cloroformo y se colocé en tubos
falcon de 50 mL previamente pesados, se tuvo cuidado de no transferir parte de la fase
intermedia integrada por restos celulares ni de la parte superior compuesta por metanol y
compuestos hidrosolubles. posteriormente se calientan los tubos destapados en bafio
caliente a 60 °C hasta evaporar en su totalidad los solventes y se llevo la pasta de lipidos a
peso constante, una vez obtenida la diferencia de los pesos se extrapolé el valor con el
obtenido de la prueba del peso seco del paquete celular para 25 mL y se obtuvo el
porcentaje de lipidos con respecto al peso seco del paquete celular.
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CAPITULO 5. RESULTADOS

5.1 Tamizaje del bagazo de cafia de azucar

Con el fin de obtener una materia prima homogénea para la hidrélisis se obtuvieron
diferentes tamafos de particula del bagazo de cafia de azlcar, como se muestra en la Tabla
10, las fracciones de bagazo de la malla nimero 12 y 16 presentan un tamafio de particula
de 1.70 y 1.18 mm, constituyen el 29.14 y 21.10 % del total del bagazo tamizado,

respectivamente, y debido a su facil manipulacion son ideales para realizar la hidrélisis acida.

Tabla 10. Tamizado del bagazo de cafia de azUcar.

Madlla #4 Malla #12 Malla #16 Malla #60 Malla #140
(4.75mm) (1.70mm) (1.18mm) (106um) (250um)

15.07 % 6.03%

5.2 Hidrolizado del bagazo de cafia de azucar

Se probaron diferentes condiciones de hidrdlisis para el bagazo de cafia de azucar, en
la Tabla 9 se muestran los diferentes tratamientos evaluados, en donde se vario la relacion g
de bagazo/ mL de HCI (1:5 y 1:10) y el tiempo de hidrélisis (30 y 60 min), la concentracion
del HCI utilizada fue al 0.7%. En la Figura 10 se observan los resultados de estos ensayos,
donde los tratamientos 1 y 2 fueron superiores a los tratamientos 3 y 4, es decir, al duplicar
la cantidad de HCI se observdé un aumento del 50% en la concentracion de azlcares
reductores, sin embargo aldn era muy poca la cantidad de azlcares reductores obtenida, por
lo que se aumentd la concentracion del HCI al 2.5%, se modificé la relacion g de bagazo/ mL
HCI (1:5 y 1:15) y el tiempo de hidrdlisis se evalué a 30 y 60 min (Tabla 10), los resultados
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obtenidos se presentan en la Figura 11, donde se puede apreciar que la concentracion de
azlcares reductores en el tratamiento 1 es similar a los tratamientos 3 y 4, sin embargo en
éstos se utiliza una mayor cantidad de HCI y en el tratamiento 2 donde se utiliza la misma
relacién de g de bagazo/mL de HCI (1:5) pero se aumenta el tiempo de hidrélisis, se obtuvo
una disminucion de azucares reductores, por lo que se decidié trabajar con el tratamiento 1.

Tabla 11. Concentracion de azlcares reductores en diferentes tratamientos del hidrolizado de
bagazo de cafa de azucar.

Tratamiento HCI Relacion bagaz6:HCI | Tiempo Concentracion de
(% v/v) (g:mL) (min) AR/bagazo (g/g)
1 0.7 1:10 30 0.060 + 0.0007
2 0.7 1:10 60 0.061 = 0.0004
3 0.7 1:5 30 0.030 + 0.0004
4 0.7 15 60 0.030 + 0.0005
AR= azucares reductores
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Figura 10. Concentracion de azucares reductores obtenidas del hidrolizado de bagazo de cafia
de azlcar evaluando la relacién 1:10 (1y 2) y 1:5 (3y 4) g bagazo: mL HCl al 0.7% y el tiempo de 30
(1y3)y 60 (2y4) min en el proceso de hidrélisis.
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Tabla 12. Concentracién de azlcares reductores (AR) en diferentes tratamientos del hidrolizado
de bagazo de cafia de azUcar.

Tratamiento HCI Relacion bagaz6:HCI | Tiempo | Concentracion de
(% viv) (g:mL) (min) AR/bagazo (g/g)
1 25 1:5 30 0.11 £ 0.02
2 25 1:5 60 0.08 £ 0.01
3 25 1:15 30 0.12 £ 0.00
4 25 1:15 60 0.12 £ 0.00
0.15 1
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Figura 11. Concentracién de azlcares reductores obtenidas del hidrolizado de bagazo de cafia
de azlcar evaluando la relacién 1:5 (1y 2) y 1:15 (3 y 4) g bagazo: mL HCl al 2.5% y el tiempo de 30
(1y3)y 60 (2y4) min en el proceso de hidrélisis.

5.3 Caracterizacion nutricional de los sustratos

Las propiedades nutricionales del nejayote centrifugado (NC), hidrolizado del sélido de
nejayote (HSN) e hidrolizado de bagazo de cafia de azucar (HBC) se presentan en la Tabla
13, mostrando la concentracién de azUcares reductores, carbohidratos totales, almidén,
proteina y nitrégeno total, todas las cuantificaciones se realizaron por triplicado.

Al hidrolizar el solido de nejayote se aumenta la produccién de azlcares reductores
més de 100 veces con respecto al nejayote centrifugado, superando también al HBC, la

cantidad de carbohidratos totales del HBC es dos veces menor que el HSN, la cantidad del

40



almidon es similar en el NC y HSN, la cantidad de nitrégeno es mayor en el HSN con
respecto al NC y HBC (Tabla 13 y 14). En general el HSN presenté un contenido de
nutrientes superior a los otros dos sustratos (HBC y NC), por lo que puede concluirse que al
hidrolizar los sélidos de nejayote se puede obtener una mayor cantidad de azUcares
reductores que en el NC, lo que hace que este residuo sea mas atractivo para el desarrollo
de fermentaciones de interés comercial.

Tabla 13. Propiedades nutricionales del nejayote centrifugado (NC), hidrolizado del sélido de
nejayote (HSN) e hidrolizado de bagazo de cafia de azucar (HBC).

Propiedad NC HSN HBC
Azucares reductores (g/L) 0.11 £+0.01 40.50 £1.70 27.20 £3.17
Azlcares totales (g/L) 18.88 +2.00 67.54 £10.50 38.00 £5.30
Almidon (g/L) 0.23 £0.03 0.25 £0.07 0.15 +£0.03
Proteina (g/L) 0.70 +0.10 4.12 +0.66 0.95 +0.03
Nitrégeno total (g/L) 0.11 £0.02 0.65 +0.01 0.15 £0.00

Tabla 14. Propiedades nutricionales del hidrolizado del sélido de nejayote (HSN) e hidrolizado
de bagazo de cafa de azucar (HBC) (g de propiedad/ g de sustrato).

Propiedad HSN HBC
Azlcares reductores (g/g) 0.202 £0.008 0.14 +0.01
Azucares totales (g/g) 0.34 +0.0525 0.20 +0.03
Almidon (mg/g) 1.2 +0.37 0.8 £0.00
Proteina (mg/g) 20 +3.31 4.79 £0.18
Nitrégeno total (g/g) 2.29 £0.53 0.76 £0.0

5.4 Crecimiento de la levadura Clavispora lusitaniae Hi2 en los medios formulados a
partir de los hidrolizados durante 20 horas de incubacién en minireactores BioSan.
Las cinéticas de crecimiento obtenidas de la levadura Clavispora lusitaniae Hi2 en los

medios YPD, NC, HSN e HBC en minireactores RTS BioSan, se presentan en las Figuras
12,13y 14.
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D.O. (850 nm)

N
1

Tiempo (h)

- YPD u=0.49h'1 td=1.41h
= HSN MU= O40h' td=1.73h
~ HBC M=0.30h™' td=2.31h
~~ HBC:HSN (50:50) M=0. 41h td=1.69h
~ HBC:HSN (75:25) p=0. 20h td=3.46h
~ HBC:HSN (25:75) H=0.24h™" td=2.89h

Figura 12. Cinéticas de crecimiento de la levadura Clavispora lusitaniae Hi2 en los medios de
cultivo formulados a partir de los hidrolizado del sélido de nejayote (HSN) e hidrolizado de bagazo de
cafia de azlcar (HBC), evaluadas en minireactor RTS BioSan durante 20 h a 30°C.

Las cinéticas de crecimiento de Clavispora lusitaniae Hi2 en los medios de cultivo
formulados a partir de la combinacion del HBC con el HSN en relaciones 25:75, 50:50 y
75:25 se presentan en la Figura 12, el medio en donde se observa la mayor velocidad de
crecimiento fue el HBC:HSN (50:50) con 0.41 h! y un tiempo de duplicaciéon de 1.69 h, en
contraste con el medio HBC:HSN (75:25) que presenta la menor velocidad de crecimiento de
0.20 hl, aumentando asi el tiempo de duplicacién a 3.46 h. En la Figura 13 podemos
observar el crecimiento de Clavispora lusitaniae Hi2 en los medios de cultivo formulados a

partir de la combinacién del HBC con NC en las mismas relaciones (25:75, 50:50 y 75:25),
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en donde el medio formulado por HBC:NC (25:75) presenté la menor velocidad de
crecimiento de 0.05 h?, en las combinaciones del HBC con NC se observé una
complementacién de nutrientes al adiciénale al NC el HBC, sin embargo, el crecimiento
maximo en las otras dos formulaciones es inferior al observado en el medio que soélo

contiene HBC.

D.O. (850 nm)

N
1

Tiempo (h)

« ypp M=0.49h7' td=1.41h

- HBC M=0.30h" td=2.31h

~ NC p=0.12h" td=5.77h _

~ HBC:NC (50:50) H=0.24h " td=2.88h
~ HBC:NC (75:25) u=0.25h"" td=2.77h
~ HBC:NC (25:75) p=0.05h"" td=13.86h

Figura 13. Cinéticas de crecimiento de la levadura Clavispora lusitaniae Hi2 en los medios de
cultivo formulados a partir de los hidrolizado de bagazo de cafia (HBC) y nejayote centrifugado (NC),
evaluadas en minireactor RTS BioSan durante 20 h a 30°C.

Las cinéticas de crecimiento de Clavispora lusitaniae Hi2 en los medios de cultivo
formulados a partir de la combinacion del NC e HSN en relaciones 25:75, 50:50 y 75:25, se
muestran en la Figura 14. El medio donde se present6 la mayor velocidad de crecimiento fue

el NC:HSN (75:25) con 0.45 h'' y un tiempo de duplicacién de 1.54 h, datos muy cercanos al
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medio YPD. Al combinar estos dos hidrolizados se obtuvieron formulaciones de medios de
cultivo que favorecieron el crecimiento, superando a los medios formulados a partir de los

hidrolizados por separado.
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 ypp M= 049h td=1.41h
. Ne | p=0.12hT td= 5.77h

—~ NC:HSN (50:50) H=0. 13h td=5.33h
< NC:HSN (75:25) K= 0. 45h td=1.54h
~ NC:HSN (25:75) H=0. 13h™ td=5.33h

Figura 14. Cinéticas y velocidades de crecimiento de la levadura Clavispora lusitaniae Hi2 en
los medios de cultivo formulados a partir de nejayote centrifugado (NC) e hidrolizado del sélido de
nejayote (HSN), evaluadas en minireactor RTS BioSan durante 20 h a 30°C.

A partir de la revisidn de las cinéticas obtenidas se puede concluir que Clavispora lusitaniae
Hi2 adquiri6 del NC, HSN e HBC las fuentes de carbono y nitrégeno para su crecimiento, lo
cual se verificé6 mediante la cuantificacién de azlcares reductores y produccion de biomasa a

las 20 h como se reporta en la Tabla 15.
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Tabla 15. Produccion de biomasa, lipidos y consumo de azlcares reductores a las 20 h de
crecimiento de Clavispora lusitaniae Hi2 en los diferentes medios formulados. En la tabla se incluye el
andlisis estadistico de los resultados de biomasa y lipidos para establecer si existen diferencias

significativas entre los tratamientos realizados.

MEDIO BIOMASA | LIPIDOS (g/L) | LIPIDOS CONSUMO DE
(g/L) (X+DS) (X+DS) (%) (X+DS) AZUCARES
REDUCTORES
(%) (X+DS)
YPD 5.67 £ 0.712 0.84 +0.11% 15+0.01 90.9+£0.13
HSN 3.80 + 0.49 0.77 + 0.08%° 21 +0.04 59.04 +£1.85
HBC 3.07 £ 0.73%® | 0.55 + 0.42% 16 +0.11 11.22 +5.22
NC 1.93 +0.24° 0.71 + 0.072 37 +£0.05 1.01 £ 0.00
NC:HSN 3.84 +0.21°« 0.99 + 0.092 26+0.01 69.82 +1.21
(50:50)
NC:HSN 3.14 + 0.45%% 0.93+0.16% 31 +0.00 78.28 £2.32
(75:25)
NC:HSN 5.60 + 0.28% | 0.67 + 0.442 12 +0.08 91.36 + 11.21
(25:75)
HSN:HBC 4.10 + 0.36"¢ | 0.73 £ 0.11% 18 £ 0.04 15.96 + 4.36
(50.50)
HSN:HBC 4.45 + 0.48%° 0.19 + 0.11°« 4 +0.03 74.83 + 0.65
(75:25)
HSN:HBC 2.63 + 0.66% 0.17 + 0.09 7 +0.06 82.93 £ 2.66
(25:75)
HBC:NC 1.93 + 0.10° 0.15 + 0.08¢ 8+ 0.05 92.03+0.71
(50.50)
HBC:NC 2.38 £ 0.45° 0.36 + 0.11°« 15 + 003 30.80 £ 20.41
(75:25)
HBC:NC 4.29 + 0.092*° 0.13+0.0% 3+0.00 82.07 + 2.01
(25:75)

Medias con letras iguales dentro de la misma columna no son estadisticamente diferentes (Tukey,
0.05).

La mayor produccién de biomasa se obtuvo en el medio YPD con 5.67 g/L, seguido de los
medios de NC:HSN (25:75) y HSN:HBC (75:25) con 5.60 + 0.28'y 4.45 + 0.48 g/L,
respectivamente. En los medios formulados a partir de NC:HSN y HSN:HBC se observa la
tendencia de que a mayor proporcion de HSN mayor es la biomasa que se obtiene. Por otro
lado, el medio compuesto por NC:HSN (50:50) es el que presentd la mayor produccion de
lipidos con 0.99 + 0.09 g/L, seguido de los medios NC:HSN (75:25) y YPD con 0.93 £ 0.16 y
0.84 £ 0.11 g/L, respectivamente. Sin embargo, en cuestion de rendimiento lipidos/biomasa
el mayor porcentaje con un 37 %, se presenta en el medio NC seguido de NC:HSN (75:25) y

NC:HSN (50:50) con 31 y 26 %, respectivamente. En la mayoria de los medios formulados
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no se presentd, a las 20 h de incubacion, el consumo total de las azlcares reductores (Tabla
15).

Mediante la elaboracion de gréficos ternarios se evalu6é el comportamiento en respuesta a
las variables de biomasa (g/L) (Figura 15), lipidos (g/L) (Figura 16) y porcentaje de lipidos
por biomasa seca (%) (Figura 17) que presentan los hidrolizados (HBC, HSN y NC) de
manera individual y al combinarse en mezclas binarias, utilizandolos como medios de cultivo
para Clavispora lusitaniae Hi2, en donde el area roja en los gréficos indican la mejor
respuesta posible de la variable evaluada en el experimento. En la Figura 15 se evalué la
produccion de biomasa (g/L) obteniendo la mejor respuesta en una concentracién mayor al
56.5 % y menor al 78 % del HSN, mayor al 8 % y menor al 31.5 % del NC y menor al 24 %
para el HBC. En la Figura 16 se evalud la produccion de lipidos (g/L) consiguiendo la mayor
produccién a concentraciones mayores al 24 % y menores al 77 % del HSN, mayores al 33
% y menores al 77 % del NC y menores al 13 % para el HBC y en la Figura 17 se evalud la
produccion de lipidos por biomasa seca (%) logrando la mejor respuesta en concentraciones
menores al 17 % del HSN, mayores al 84 % del NC y menores al 6 % del HBC. A patrtir de
estos resultados se pueden formular mejores medios, a partir de los residuos
agroindustriales evaluados, para el cultivo de Clavispora lusitaniae Hi2 y la produccién de

biomasa y lipidos, ya sea mediante una mezcla binaria o ternaria de los residuos.
BIOMASA g/L

0 5600
100
5141

-4 683

70 L4204
L 3 765

- 3.306

- 2.848

2389

10 1.930
100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
NC (%)

Figura 15. Gréficos ternarios del comportamiento de la variable de biomasa, utilizando
hidrolizado de bagazo de cafia de aztcar (HBC), hidrolizado del sélido de nejayote (HSN) y nejayote
centrifugado (NC) como medio de cultivo para Clavispora lusitaniae Hi2. El &rea roja en los graficos

ternarios significa la mejor respuesta posible de la variable buscada en el proceso.

46



LIPIDOS g/L

09900
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Figura 16. Gréfico ternario del comportamiento de la variable lipidos (g/L), utilizando hidrolizado
de bagazo de cafia de azUcar, hidrolizado del sélido de nejayote y nejayote centrifugado como medio
de cultivo para Clavispora lusitaniae Hi2. El area roja en los graficos ternarios significa la mejor
respuesta posible de la variable buscada en el proceso.

Lipidos %

37.00
3275
28.50
2425
20.00
1575
1150

7250
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Figura 17. Graficos ternarios del comportamiento de la variable de lipidos por biomasa seca
(%), utilizando hidrolizado de bagazo de cafia de aztcar (HBC), hidrolizado del s6lido de nejayote

(HSN) y nejayote centrifugado (NC) como medio de cultivo para Clavispora lusitaniae Hi2. El area roja
en los gréaficos ternarios significa la mejor respuesta posible de la variable buscada en el proceso.
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5.5 Evaluacion de crecimiento de la levadura Clavispora lusitaniae Hi2 en los medios
formulados a partir de los hidrolizados durante 72 horas de incubacidn

Las cinéticas de crecimiento de Clavispora lusitaniae Hi2 durante 72 h en diferentes
medios se muestra en la Figura 18, se evaluaron los medios formulados por la combinacion
de nejayote centrifugado (NC), hidrolizado de los sélidos de nejayote (HSN) e hidrolizado de
bagazo de cafia (HBC). El HSN (linea naranja) presenta un crecimiento diauxico debido a
que se observan tres fases de crecimiento exponencial, o mismo paso con la cinética de
NC:HSN (75:25), que presenta dos fases de crecimiento exponencial, esto se debe a que el
medio tiene diferentes tipos de fuentes de carbono como: xilosa, arabinosa, glucosa,
galactosa, entre otros carbohidratos que se liberan durante la hidrélisis a partir de la
hemicelulosa y celulosa y que la cepa Clavispora lusitaniae Hi2 fue capaz de consumir para
Su crecimiento.

10-

HsNy M= 0.34 £0.00°

bc

I+

—— NC p=0.15 0.00

—— HBC M= 0.05+ 0.00°

—— HBC:NC 50:50 M= 0.09 + 0.10°°

D.O. (600nm)

—— NC:HSN 75:25 W= 0.43 %0.00°

b
—— HBC:HSN 75:25 U= 0.20 £+0.01

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Tiempo (h)

Figura 18. Cinética de crecimiento de la levadura Clavispora lusitaniae Hi2 en los medios
formulados por la combinacién de nejayote centrifugado (NC), hidrolizado de los sélidos de nejayote
(HSN), hidrolizados de bagazo de cafia (HBC) y sus combinaciones.

El medio de HSN es en el que se obtuvo la mayor produccién de biomasa y de lipidos
10.61 + 0.07 y 0.43 £0.12 respectivamente, sin embargo, no presenta un alto porcentaje de
produccion de lipidos (4%), por otro lado el NC es el medio en el que se presentan los
mayores porcentajes de lipidos, de 57, 20 y 33% a las 24, 48 y 72 h respectivamente, hubo
una disminucion de lipidos a las 48 h, sin embargo, a las 72 h aumenta pero sin alcanzar la
cantidad que presento a las 24 h pero con respecto a la concentracion en g/L la produccion

de lipidos si aumenté rebasando la concentracion inicial. Con respecto al consumo de
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azucares reductores, después de 72 h, se presenta una disminucion de la concentracién de
estos azlcares reductores de entre 38 y 68% lo que indica que la levadura podria seguir
consumiendo el remanente de azlcares reductores, después de las 72 h, y obtener una

mayor concentracion de lipidos (Tabla 16).

Tabla 16 Produccién de biomasa, lipidos y consumo de azlcares reductores (AR).

HORA VEDIO BIOMASA LIPIDOS LIPIDOS CONSUMO
g/L (X+DS) | g/L (X+DS) | % (X+DS) |DE AR % (X«DS)
NC 0.42 +0.19 | 0.32 +0.06 57% 44%
HSN 5.46 +0.26° | 0.35 0.11 7% 46%
HBC 1.25+0.02 | 0.02 #0.01 2% 21%

2 HBC:NC (50:50) | 1.51 #0.15 | 0.26 +0.02 15% 59%
NC:HSN (75:25) | 2.92+0.05 0.13 +0.08 4% 54%
HBC:HSN (75:25)| 3.36 +0.05 | 0.19 +0.08 6% 31%

NC 1.06 £0.01 | 0.21 #0.03 20% 45%
HSN 9.05+0.16% | 0.21 +0.09 2% 58%
HBC 2.90 +0.14 0.21 +0.10 8% 26%

8 HBC:NC (50:50) | 2.61 +0.10 0.18 +0.11 7% 64%
NC:HSN (75:25) | 3.17 #0.12 | 0.18 +0.01 6% 58%
HBC:HSN (75:25)| 4.48 +0.23 | 0.21+0.03 5% 44%

NC 1.14 +0.01 | 0.38 0.07 33% 41%
HSN 10.61 +0.072 | 0.43 #0.12 4% 68%
HBC 2.72 +2.33 0.13 +0.04 3% 34%

& HBC:NC (50:50) | 2.58 +0.14 | 0.32+0.13 12% 66%
NC:HSN (75:25) | 3.42 +0.22 | 0.14 +0.04 4% 60%
HBC:HSN (75:25)| 5.62 +0.73" | 0.13 +0.04 3% 46%

Medias con letras iguales dentro de la misma columna no son estadisticamente diferentes (Tukey,

0.05).
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5.6 Evaluacion de crecimiento de la levadura Clavispora lusitaniae Hi2 en los medios
formulados a partir de los hidrolizados durante 240 horas de incubacidn

El crecimiento de Clavispora lusitaniae Hi2 en los medios formulados a partir de
nejayote centrifugado (NC), hidrolizado de los sélidos de nejayote (HSN), hidrolizados de
bagazo de cafia (HBC) y combinaciones de NC:HSN se presentan en la Figura 19, las
cinéticas compuestas de HSN presentan un crecimiento aparentemente diauxico, se
observan tres crecimientos exponenciales lo que indica que la cepa es capaz de asimilar
diferentes fuentes de carbono, asi mismo el medio de HBC presenta un crecimiento dialxico,
sin embargo, en este medio la levadura presenta una fase de adaptacion muy larga ademas

su crecimiento fue menor en comparacion con los medios formulados a partir de HSN.

{

NC

HSN

HBC

NC:HSN 50:50
NC:HSN 75:25
NC:HSN 25:75

bt

D.O. (600nm)

0 - T T T T 1
0 10 20 30 40 50
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Figura 19. Cinética de crecimiento de la levadura Clavispora lusitaniae Hi2 en los medios
formulados a partir de nejayote centrifugado (NC), hidrolizado de los sélidos de nejayote (HSN) e
hidrolizado de bagazo de cafia (HBC) y combinaciones de NC:HSN, durante 50 horas a 30°C.

El HBC present6 la mayor relacién C:N con 110.55 mol:mol (tabla 17), sin embargo,

fue en el que se presentd el menor crecimiento, a las 240 h se obtuvo una biomasa de 3.09

1+0.25 g/L y 0.26 £0.17 g/L de lipidos (tabla 18), en comparacién con el medio formulado de

HSN que presentd una relacion C:N 10 veces menor (tabla 17), se obtuvo mayor biomasa

7.80 +1.39 ¢g/L (tabla 18). La gran diferencia de biomasa y lipidos que existe entre estos

medios pudo deberse a la cantidad de téxico, tales como el fufural y el 5-hidroximetilfufural,
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que podria presentarse en el HBC debido a que es un material con mayor proporcién de
lignina en comparacién del HSN. Papanikolaou et al., 2003 y Fakas et al., 2009 reportan
altas relaciones de C:N, de 175y 117 respectivamente, obteniendo rendimiento de 11.4y 4.0
g/L de biomasa y 3.4 y 1.9 g/L de lipidos respectivamente, sin embargo, Pan et al., 2009.
utiliza una relacion C:N de 38 mol:mol, menor a las reportadas por Papanikolaou et al., 2003
y Fakas et al., 2009, obteniendo en algunos casos una produccién mayor, la relaciéon C:N
va depender tanto de la cepa y la condiciones de crecimiento para obtener altos rendimiento

de biomasa y lipido.

Tabla 17. Concentraciones de azucares reductores (AR) y nitrégeno total de los medios
formulados y su relacién carbono:nitrégeno.

AzUlcares o )
Medio reductores Nlt(rglgsno (mch:I:mol)
(g/L) '
NC 0.10 0.10 0.48
HBC 37.90 0.16 110.55
HSN 13.38 0.54 11.60
NC:HSN 4.02 0.32 5.90
50:50
NC:HSN 6.68 0.43 7.28
25:75
NC:HSN 2.17 0.21 4.88
75:25
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Tabla 18 Produccién de biomasa, lipidos y consumo de azlcares reductores de la levadura

Clavispora lusitaniae Hi2 durante 240 horas de incubacion.

Horas Medio (g?LK)) ?2(15515) (g/LLI)p(IiJ_?SS) (0/5)I %31055) AR ?;;l; r(?(igg)
NC 0.71+0.22¢ | 0.15 +0.05 23 0.00
HSN 6.53+1.30° | 0.55+0.30° 60.53
, HBC 2.92 +0.56% | 0.13 +0.08 4 48.84
2 [ 'NCrsN @5:75) | 5.2420.05% | 0.38 20.16° 7 69.44
NC:HSN (50:50) | 3.790.33% | 0.50 +0.442 13 73.39
NC:HSN (75:25) | 2.49 0.23% | 0.18 0.122 7 57.66
NC 0.89+0.11° | 0.10 +0.032 11 0.00
HSN 758 +0.33% | 0.29 +0.157 4 63.97
- HBC 2.92+0.30% | 0.29 +0.232 12 60.42
NC:HSN (25:75) | 4.63+0.80° | 0.23 +0.058 5 71.24
NC:HSN (50:50) | 4.22 + 0.67% | 0.41 £0.15° 11 75.13
NC:HSN (75:25) | 2.63+0.23¢ | 0.200.132 8 59.04
NC 0.89+0.14° | 0.17 £0.01° 20 0.00
HSN 8.31+1.50° | 0.68 +0.072 8 64.12
HBC 2.79+0.37° | 0.44 0.05% 16 70.48
192 1 NCiHSN (25:75) | 5.13+0.08° | 0.32 0,03 73.49
NC:HSN (50:50) | 4.98 +0.23° | 0.21 +0.10% 76.38
NC:HSN (75:25) | 3.14 +0.22¢ | 0.28 0.17% 75.61
NC 0.99 +0.20° | 0.19 +0.132 19 0.00
HSN 7.80+1.39° | 0.30£0.19° 4 64.57
HBC 3.09+0.25¢ | 0.26 +0.172 8 72.90
% I'NCHeN 5:75) | 5.0820.16° | 0.10 20157 4 92.96
NC:HSN (50:50) | 4.81+0.29% | 0.13 +0.032 3 97.02
NC:HSN (75:25) | 3.19 +0.22%¢ | 0.27 £0.23° 9 95.86

Medias con letras iguales dentro de la misma columna en la misma hora no son estadisticamente

diferentes (Tukey, 0.05).
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La disminucion de la demanda quimica de oxigeno con respecto al crecimiento de
Clavispora lusitaniae Hi2 durante diez dias de incubaciéon en los medios NC, HSN, HBC,
NC:HSN 25:75, NC:HSN 50:50 y NC:HSN 75:25 se presentan en la Figura 20, donde se
observa una disminucion de mas del 35% de la demanda quimica de oxigeno, esto nos
indica que Clavispora lusitaniae Hi2 fue capaz de oxidar la materia organica e inorganica
contenida en los sustratos para su crecimiento.
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Figura 20. Demanda quimica de oxigeno durante el crecimiento de Clavispora lusitaniae Hi2 en
los medios de nejayote centrifugado (NC), hidrolizado del sélido de nejayote (HSN), hidrolizado de
bagazo de cafia (HBC), NC:HSN 25:75, NC HSN 50:50 y NC:HSN 75:25 durante 240 h.
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CAPITULO 6. DISCUSION

6.1 Caracterizacion de los nutrientes de los sustratos

El nejayote centrifugado presentd bajo contenido de azucares reductores (0.11 +0.01
g/L), esto también fue reportado por Garcia Depraect et al., 2016 y Ramirez Romero et al.,
2013 obteniendo concentraciones de 0.148 y 0.16-~ 0.88 g/L, respectivamente. Esto puede
deberse a que las condiciones del proceso alcalino al que se somete al maiz no hidrolizan la
celulosa y hemicelulosa del pericarpio, que al centrifugar el nejayote se separan obteniendo
s6lo el sobrenadante, que representa una gran cantidad de agua y poca materia organica.
En cambio al realizar la hidrdlisis acida de los sélidos del nejayote se obtuvo una mayor
concentracion de azucares reductores (40.50 + 1.70 g/L) y carbohidratos totales (67.54 +
10.50 g/L), debido al rompimiento de la celulosa y hemicelulosa del pericarpio del maiz. En
cuanto al nitrégeno total obtenido del nejayote centrifugado éste presenté concentraciones
bajas (0.11 £ 0.02 g/L) en comparacion con los resultados de Espafia Gamboa et al., 2018 y
Garcia Depraect et al., 2016 que obtuvieron 0.209 y 0.359 g/L, respectivamente, Lépez
Pacheco et al., 2019 presento resultados similares a los obtenidos en este trabajo, con una
concentracion de 0.12 g/L de nitrégeno. Estas diferencias se pueden atribuir al proceso de
elaboracion del nixtamal, en este proyecto se presentan las cantidades empleadas para
realizarlo, sin embargo, en las otras referencias fueron muestras obtenidas de empresas que
producen masa de maiz nixtamalizado.

Por otro lado, el HBC presentd una mayor concentracion de azlcares (27.20 £3.17 g/L)
que los reportados por Dominguez et al., 2011 (0.98 g/L) y similar a las obtenidas por Tsigie
et al., 2011 y Hernandez Salas et al., 2009 de 21.38 y 29.9 ¢g/L, respectivamente, las
diferencias observadas pueden deberse a las condiciones (tiempo de hidrdlisis, tipo y
concentracion del acido, relacion acido:bagazo) que se emplearon en cada una de las

referencias mencionadas para llevar a cabo la hidrdlisis.

6.2 Evaluacion de las cinéticas del crecimiento de Clavispora lusitaniae Hi2 en los

diferentes medios de cultivo formulados

Los medios compuestos de la mezcla del HBC e HSN presentaron crecimiento
similares, no se favorecio el crecimiento al combinar estos hidrolizados, ademéas que en los
medios formulados a partir de HBC:HSN 75:25 y 25:75 presentaron una menor velocidad de
crecimiento en comparacion con los hidrolizados evaluados por separado, esto puede
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deberse a que ambos medios de cultivo provenientes de una hidrdlisis acida presentan
compuestos téxicos para la levadura, tales como el fufural y el 5-hidroximetilfufural afectando
su crecimiento, como reporta Tsigie et al. 2011 (Figura 10). De la misma manera al evaluar
los medios formulados a partir de HBC con NC en relaciones 25:75, 50:50 y 75:25 no se
favoreci6 el crecimiento de Clavispora lusitaniae Hi2, sin embargo al combinarlo en relacion
50:50 se presentd una menor fase de adaptacion, similar a la obtenida en el medio NC
(Figura 11).

Al combinar NC:HSN se obtuvo una complementacion de nutrientes debido a que las
cinéticas presentan mayor crecimiento a las evaluadas por separado, aproximandose al
crecimiento en el medio YPD. Cabe mencionar que la tendencia que se presenta al combinar
estos hidrolizados es que a mayor cantidad de HSN mayor es su crecimiento, sin embargo la
fase de adaptacion es mas larga y a mayor cantidad de NC menor es su fase de adaptacion
y menor su crecimiento, como se muestra en la Figura 12.

Clavispora lusitaniae Hi2 presenté un crecimiento dialxico al aumentar el tiempo de
incubacién, lo que nos indica que consumio diferentes fuentes de carbono, en especial en el
medio de HSN, el cual puede estar compuesto de diferentes tipos de azlcares, tales como
glucosa, xilosa, arabinosa, maltosa, celobiosa etc. El consumo de diferentes azlcares
concuerda con lo reportado por Gutierrez Contreras et al., 2011, Hours et al., 2005 y tambien
por Freer & Greene, 1990, donde reportan que Clavispora lusitaniae Hi2 tiene la capacidad

de consumir glucosa, fructosa, xilosa, galactosa y celobiosa.

6.3 Cuantificacién de biomasa vy lipidos acumulados por la levadura oleaginosas

Clavispora lusitaniae Hi2 en las formulaciones de medios seleccionadas

Los medios compuestos de NC e HSN presentaron la mayor concentracién de biomasa
y lipidos. El cultivo en el medio NC:HSN (50:50) fue el que obtuvo la mayor cantidad de
lipidos (0.99 = 0.09 g/L y 26 %) seguido del medio NC:HSN (75:25) con 0.97 £ 0.16 g/L y 31
%, cabe mencionar que es el primer trabajo en el que se utiliza el residuo de nejayote como
medio de cultivo y la levadura Clavispora lusitaniae Hi2 para la produccion de lipidos, sin
embargo, se ha reportado que levaduras del mismo género que son oleaginosas como
Candida lipolytica, Candida tropicalis, Candida lambica, Candida membranaefaciens,
Candida sp. y Candida sp. que presentaron 13.8 £1.5, 23.1 +2.6, 34.8 +3.4, 29.6 £3.3, 36
3.2, 21 +1.4 % de lipidos por biomasa seca, respectivamente, al segundo dia de incubacion
en un medio de melaza suplementado con (NH4).SO. y KH,PO, con relacion C:N 20 mol:mol
(estimado estequiométricamente) (Karatay & Dénmez, 2010) (tabla 19).
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Tabla 19. Comparacion del contenido lipidico por biomasa seca de cepas de Candida

Cepa Lipidos Condiciones CIN
(%) (mol/mol)
Candida lipolytica 13.8 1.5 | Medio de melaza
Candida tropicalis 23.1+2.6 | (equivale a 10 g/L de
Candida lambica 34.8 +3.4 | sucosa), NH4SO4
Candida 29.6 +3.3 | YKH2PO, 20
membranaefaciens
Candida sp. 36.0£3.2
Candida sp. 21.0+£1.4

Asi mismo Pan et al., 2009 reportan a Candida pulcherrima, Candida tropicalis,
Candida utilis y Candida utilis con produccion de 6.50, 20.50, 20.90 y 10.40 g/L de biomasa,
1.95, 5.10, 4.9 y 2.54 g/L de lipidos y 30, 24.9, 23.4, 24.5 % de lipidos por biomasa seca,
respectivamente, en un medio limitado de nitrégeno (relacién C:N estimada de 38 mol:mol)

durante 5 dias de incubacion (Tabla 20).

Por otro lado, utilizando un medio de hidrolizado de bagazo de cafia, Brar et al., 2017,
obtuvieron 10.25 g/L de lipidos de la cepa Trichosporon sp. en un cultivo de 120 h, asi
mismo, Tsigie et al., 2011 utilizé hidrolizado de bagazo de cafia de azlcar como medio de
cultivo para Yarrowia lipolytica Polg obteniendo 1.76 g/L por dia, en este trabajo se obtuvo

0.55 g/L de lipidos en el medio HBC y al combinarlo con HSN en relacién 50:50 aumenta la

produccién a 0.73 £ 0.11 g/L (tabla 20).
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Tabla 20. Comparacion de biomasa y lipidos obtenidos en este trabajo con los ya reportados

Biomasa | Lipidos | Lipidos |  Condiciones CIN Cepa Referencia
(g/L) (g/L) (%) (mol/mol)
NC:HSN (25:75) en Clavispora '
5.60 0.67 12 21h, 200rpm, 30°C y 7.28 lusitaniae Este trabajo
pH 6.5
10.61 200HSN esr(;?é y H Clavispora Este trabaj
' 0.43 23 rpm,6 5 yp 11.60 lusitaniae ste trabajo
HSN en 8 dias, Clavispora
8.31 0.68 8 200rpm,63EC,)°C y pH 11.60 lusitaniae Este trabajo
Estearina vy glicerol .
11.40 3.4 30 en 5 dias 175 Yarrowia lipolytica P:tp;mkzc(n)lggu
' pH=6.5, T=28°C v
Estearina, glicerol y v i linolvti Papanikolaou
10.3 1.6 15 glucosa en 5 dias 110 arrowia fipolytica | o 31 2003
pH=6.5, T=28°C
Estearina y glicerol en v i lipolvi Papanikolaou
9.7 2.6 27 5 dias 55 arrowia ipolytica | o 41 2003
pH=6.5, T=28°C
HBC en 4 dias, 160
11.42 rpn:j, 25605 eT_ matraz | 5 o/LARY | Yarrowia lipolytica | Tsigie et al.,
: 6.68 58.5 e obumL con - 5g/L Polg 2011
volumen de operacion peptona
de 250 mL.
Xilosa 144 h, pH=6,
28°C, 180 rpm, matraz .
3.6 1.2 25.0 de 250 mL en 78 C”ggng'?ae”a Fakggoeg al.
volumen de operacion
de 50 mL.
Xilosa 144 h, pH=6,
28°C, 180 rpm, matraz .
4.0 1.9 32.2 de 250ml en volumen 117 Cuggmgzgr?aella Fakggoegt al,
de operacion de 50
mL.
HBC detoxificado, 120 , Brar et al.,
25.28 10.25 40.50 h, pH=5 71.6 g/L AR Trichosporon sp. 2017
Candida
6.50 1.95 30 )
pulcherrima
20.50 5.10 24.88 Medio Limitado en Candida tropicalis | pan et al.
nitrégeno, 28°C, 38 2009 '
20.90 4.9 23.44 180rpm Candida utilis '
10.40 2.54 24.50 Candida utilis
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El uso de estos residuos agroindustriales como medio de cultivo para Clavispora
lusitaniae Hi2 es una alternativa atractiva para el aprovechamiento de los mismos,
proporcionandoles un valor agregado por la produccion de lipidos y biomasa, se ha
reportado que los lipidos microbianos son similares a los aceites vegetales y podrian ser
utilizados como materia prima para la produccion de biodiésel (Leiva-Candia et al., 2014),
ademas se ha reportado que cepas del mismo género y especie a la levadura utilizada en
este proyecto (Clavispora lusitaniae Hi2) tiene la capacidad de asimilar diferentes tipos de
azucares lo que la hace mas atractiva para usarla en el aprovechamiento de residuos
agroindustriales (Gutiérrez Contreras et al., 2011; Martinez Burgos, 2013).

Al aumentar del tiempo de incubacion de Clavispora lusitaniae Hi2 present6 una
disminucion de lipidos, sin embargo, la produccion de biomasa aument6 esto se atribuye a

su capacidad de consumir diferentes azucares.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

7.1 Conclusion

La hidrdlisis de los sélidos del nejayote permitié obtener una mayor concentracién de
azucares reductores en comparacion con el nejayote centrifugado, cabe mencionar que este
es el primer reporte en el que se emplean el nejayote y el hidrolizado del sélido de nejayote
para la produccion de lipidos, ademas de que se ha implementado como medio de cultivo
para el crecimiento de la levadura Clavispora lusitaniae Hi2. Por otra parte, la combinacion
de los diferentes hidrolizados favorecié el crecimiento y produccién de lipidos por la levadura
Clavispora lusitaniae Hi2 al contrastarlos con los resultados obtenidos de los hidrolizados por
separado (con excepcion de la combinacion de HBC y HSN), siendo los medios formulados a
partir de NC:HSN los que presentaron los mejores resultados para la produccién de biomasa
y lipidos.

El uso de los residuos de la nixtamalizacién (NC e HSN) pueden ser utilizados como
medios de cultivo para la producciéon de biomasa ya sea para Clavispora lusitaniae Hi2 u
otra cepa de interés biotecnol6gico, ademas de producir algin metabolito de interés
industrial. También con respecto a los resultados obtenidos sobre la disminucion de la
demanda quimica de oxigeno, Clavispora lusitaniae Hi2 es una herramienta bioldgica para

disminuir la DQO en los residuos de la nixtamalizacion.

7.2 Perspectivas

El uso de enzimas celulasas y hemicelulasas es una alternativa favorable para la
hidrélisis de los residuos agroindustriales y asi obtener mayor liberacién de azlcares
reductores. Por otro lado, para obtener un mayor crecimiento de Clavispora lusitaniae Hi2 en
el medio de HBC se propone detoxificar con carbon activado y para aumentar la produccion
de biomasa y lipidos en los medios formulados se propone suplementar con otras fuentes de
nutrientes como nitrégeno, fosforo, azufre, entre otras.

Al obtener los mejores rendimientos en los medios NC y NC:HSN (50:50), debido a que
se obtuvo una complementacion de nutrientes, se propone evaluar el crecimiento de otros
microorganismos de interés biotecnoldgico, ya sea para la obtencién de biomasa o un
metabolito de interés comercial, y para la obtenciébn de aceites microbianos se podrian
evaluar los medios formulados con cepas de levaduras oleaginosas previamente reportadas,
tales como Yarrowia lipolytica, Trichosporon porosum, Cryptococcus sp.
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ANEXOS

Cuantificacion de azucares reductores de los sustratos
Se realizé la curva patron para la cuantificacion de azucares reductores del HBC, HSN
y NC en la que se aplicé el método acido 3,5-dinitrosalicilico (Miller, 1959) utilizando dextrosa
como estandar en soluciones de 0.25 a 2.0 g/L (Figura 18).
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Figura 18. Curva patron de azUcares reductores.

Cuantificacion de carbohidratos totales de los sustratos
Se cuantificaron los carbohidratos totales por medio de una curva patrén elaborada con
la metodologia fenol-acido sulfarico desarrollada por Dubois y colaboradores en 1956

utilizando dextrosa como estandar en soluciones de 10 a 100 mg/L (Figura 19).
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Figura 19. Curva patron de carbohidratos totales.



Cuantificacion del almidon de los sustratos
La concentracion de almidon se cuantificO mediante el reactivo de Yodo (12 5mM: Kl 50
mM) (Fuwa 1954; Xiao et al., 2006) utilizando una curva patron con almidéon como estandar
en soluciones de 0.25 a 2.0 g/L (Figura 20).
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Figura 20. Curva patrén de almidén.

Crecimiento de la levadura Clavispora lusitaniae Hi2 en medio YPD

Se evalud el crecimiento de la levadura Clavispora lusitaniae Hi2 en medio YPD,
utilizando un preinéculo de 24 h posteriormente se preparé el preindculo de 12 h y se ajust6
la absorbancia a 0.100 +0.04 en longitud de onda a 600 nm, se utilizaron relaciones de
in6culo:medio de cultivo YPD 1:1000 (lineas verdes), 1:100 (lineas azules) y 1:10 (lineas roja
y naranja), con el fin de evaluar diferentes concentraciones de inoculé y observar su
crecimiento; como se observa en la figura 21 la cinética con mejor crecimiento fue la
inoculada con una relacién 1:10 inoculo: medio de cultivo YPD (linea verde), debido a que
presenta menor tiempo de adaptacion al medio, sin embargo las velocidades de crecimiento

para las tres cinéticas son similares (Figura 22) .
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Figura 21. Cinética de crecimiento de la levadura Clavispora lusitaniae Hi2.
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Figura 22. Cinética de crecimiento de la levadura Clavispora lusiniae Hi2.
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Figura 23. Cinética de crecimiento de la levadura Hi2 en los medios de YPD, nejayote
centrifugado (NC), hidrolizado sélido de nejayote (HSN) e hidrolizado de bagazo de cafia de

Tabla 21 Relacién carbono: nitrégeno (C:N), velocidad de crecimiento (1) y biomasa evaluados
en la cinética de Clavispora lusitaniae Hi2 durante 12 h en diferentes medios.

azucar (HBC) durante 12 h a 30°C y 200rpm.

C:N (mol:mol) u (h't) Biomasa (g/L)
YPD 2.43 0.64 +0.01 9.18 £ 0.97
MLN 32.46 0.45+0.01 6.01+0.62
NC 0.39 0.26 + 0.00C 113+ 0.340|
HBC 75.52 0.38 + 0_08b 3.541 +0.01 i
HSN 12.37 0.41 + 0.01b 5.11+0.71 "

Medias con letras iguales dentro de la misma columna no son estadisticamente diferentes

(Tukey, 0.05).
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Figura 24. Cinética de crecimiento de la levadura Clavispora lusitaniae Hi2 en los medios de NC
adicionado con peptona, extracto de levadura y (NH4)2SO4 como fuente de nitrégeno.

Por otro lado el medio de NC se suplementé con peptona, extracto de levadura y
sulfato de amonio 5 g/L, como fuente de nitrégeno y se vio favorecido el crecimiento de la
levadura Clavispora lusitanae Hi2 en comparacién con el medio sin suplementar, ademas de
gue asimil6 mejor la fuente de nitrégeno organica (Figura 24), se obtuvo la mayor
concentracion de biomasa en los medios suplementado con extracto de levadura y peptona
2.29 +0.18 y 2.35 +0.22 respectivamente, sin embargo en donde se obtuvo la mejor
velocidad de crecimiento fue en el medio de NC+(NH4).SO4 (Tabla 10).

Tabla 22 Relacién carbono: nitrégeno (C:N), velocidad de crecimiento () y biomasa evaluados
en la cinética de Clavispora lusitaniae Hi2 durante 12 h en medios formulados por NC y suplementado

con diferentes fuentes de nitrégeno.
Medio C:N (mol:mol) U (h-1) Biomasa (g/L)
NC 0.39 0.26 + o_ood 113+034
NC+(NH4)2SO04 0.04 0344001 1.73 +0.12 "
NC+Ext. Lev. 0.24 029+ 0.01 2294018
NC+Peptona 0.08 031+ 0.01b 2354022

Medias con letras iguales dentro de la misma columna no son estadisticamente
diferentes (Tukey, 0.05).
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