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Palabras clave: mezcal artesanal, microbiota nativa, consorcios microbianos

Introduccion. La alta demanda de mezcal ha puesto en
riesgo tanto a las poblaciones de Agave como al mismo
mezcal, ya que se han incorporado métodos tecnificados
y monocultivos microbianos comerciales iniciadores para
la fermentacion, con la intencién de conseguir altos
rendimientos y eficiencia en el proceso, reflejandose en
un detrimento de la riqgueza microbiana y sensorial que
caracteriza a este producto.

El objetivo de este trabajo fue él estudio de la dinamica
poblacional y fisicoquimica durante la fermentacién
espontanea de mezcal artesanal, con el fin de
seleccionar a cepas nativas como iniciadoras de la
fermentacion, y al mismo tiempo conservar las
caracteristicas sensoriales propias del producto
artesanal, ademas de mejorar la calidad del mezcal.

Metodologia. Se caracterizo el proceso de una fébrica
artesanal, ubicada en Santiago Matatlan, Oaxaca,
empleando mosto de Agave angustifolia Haw. Se realizo
un monitoreo cada 12 h durante la fermentacién (0 - 120
h) de los parametros fisicoquimicos (pH, temperatura,
°Brix, % Alc.Vol.) y microbiol6gicos (UFC/mL: levaduras
(LEV), bacterias &cido lacticas (BAL) y mesodfilas
aerobias (BMA), empleando los medios YEPG, MRS y
ACE, respectivamente). Para el aislamiento vy
clasificacién de cepas, se realizé una seleccion basada
en la morfologia colonial y microscépica, asi como en la
tincion de Gram.

Resultados. De acuerdo a la caracterizacion
fisicoquimica de la fermentacion artesanal (Fig. 1), se
observo el descenso gradual de los sélidos solubles
totales del mosto de 15 a 5.6 °Brix. La produccién final
de alcohol (5.6% v/v) se acerc6 a los valores
reportados de inhibicibn microbiana (6%) en
fermentaciones alcohdlicas espontaneas (1). Las
condiciones medidas de pH y temperatura durante el
proceso son semejantes a lo reportado por (2),
permiten deducir que la microbiota estd compuesta por
organismos mesdfilos y acidofilos.

En la Fig. 2, se observan las curvas de crecimiento de
los tres tipos de microorganismos estudiados durante
la fermentacién. Las LEVs se mantuvieron con una
poblacion casi constante (8x 106 UFC/mL) a lo largo de
casi todo el proceso, con excepcién de un pico de
mayor crecimiento a las 72 h. En el caso de las BAL y.
BMA, se observa un crecimiento acelerado desde el

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

inicio de la fermentacion, presentando picos de crecimiento
maximo a las 24 y 48 h, respectivamente. A partir de los
aislamientos 'y observaciones microbiolégicas, se
categorizaron 9 grupos de LEV, 5 de BAL y 7 de BMA con
un total de 55, 26 y 44 cepas, respectivamente.
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Fig. 1. Pardmetros fisicoquimicos de la fermentacién artesanal.
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Fig. 2. Dinamica de crecimiento de la fermentacion artesanal.

Conclusiones. Se logré6 conocer las dinamicas de
crecimiento de diferentes grupos microbianos durante la
producciéon de mezcal artesanal, y su relacion con los
cambios fisicoquimicos ocurridos en el mosto. Esta
diversidad denota la complejidad de la microbiota durante la
fermentacion del mosto de agave, que puede ser explicada
por la coexistencia simbiética entre bacterias y levaduras.
En trabajos futuros se espera la formulacion de un in6culo
iniciador de bacterias y levaduras, para la produccion de
mezcal a partir de un consorcio microbiano nativo del mosto
de agave fermentado.
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Palabras clave: potencia gaseada constante, kia, didmetro Sauter, transferencia de oxigeno

Introduccion. Para un tanque agitado mecanicamente,
la transferencia de oxigeno (caracterizada por el kLa) se
ve afectada tanto por las caracteristicas fisicoquimicas
del medio, como por las condiciones geométricas y
operacionales del sistema (1). El suministro de potencia
gaseada al sistema (Pg/V) influye fuertemente sobre los
valores del kLa, a través del rompimiento de las burbujas
para generar una mayor superficie de transferencia (2).
Se ha observado que, para una velocidad de aireacion
superficial determinada y al mantener una velocidad de
agitacion (N) constante, cambios en las caracteristicas
fisicoquimicas del medio provocan modificaciones
importantes en los valores de Pg/V (3), lo que a su vez
genera una doble afectacion sobre la transferencia de
oxigeno. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
de Pg/V sobre la transferencia de oxigeno y tamafos de
burbuja en un sistema fermentativo real, bajo dos
condiciones operacionales diferentes: a) N constante y
b) Pg/V constante.

Metodologia. Se realizaron fermentaciones en
biorreactor de 100 L empleando Bacillus velezensis 83,
seleccionadas por el incremento en la viscosidad
observado. El valor de Pg/V fue determinado a partir de
la lectura del par (torque), dada por una celda de carga
acoplada a la flecha del reactor. Para las fermentaciones
conducidas Pg/V constante, se modificé la velocidad de
agitacion de modo que la energia suministrada fuera la
misma a lo largo del proceso. Los valores del k.a, el
diametro Sauter (Ds2) y las caracteristicas fisicoquimicas
del medio fueron determinadas a lo largo de las
fermentaciones.

Resultados. Para la condicion de N constante, se
observé una caida del 40 % en los valores de Pg/V (Fig.
1A). Los valores iniciales del kLa fueron mayores para N
constante, pero presentaron una caida similar para
ambas condiciones (Fig. 1B). Los valores del Ds2
también se comportaron de manera similar para ambas
condiciones. No obstante, el comportamiento observado
fue bastante atipico: dado el incremento en la viscosidad
del sistema (Fig. 1C), se esperaba observar un aumento
en los valores del D32, que seria contrarrestado al
mantener Pg/V constante; sin embargo, para ambas
condiciones operacionales, el Ds2disminuy6 a ~ 400 ym

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

(Fig. 1D), ademés de que se observaron poblaciones
mas homogéneas de burbujas (datos no mostrados),
aumentandose el area superficial de transferencia. Este
comportamiento del Ds2 (opuesto a la caida en los
valores del kia) se adjudica principalmente a la
presencia de surfactina y bacilomicina, metabolitos
producidos por B. velezensis 83 con fuerte actividad

surfactante.
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Fig. 1. Evolucién de los parametros evaluados en las fermentaciones
con B. velezensis 83 para las condiciones @ N constante y A Pg/V
constante.

Conclusiones. el suministro de Pg/V constante no
logro contrarrestar el efecto negativo de la viscosidad
sobre los valores de kLa; mientras que valores del D32
sugieren estar mayormente determinados por la
presencia de biosurfactantes, que por Pg/V o la
viscosidad del sistema. La disminucion en los valores
del k.a pudo deberse muy probablemente a una fuerte
disminucién del coeficiente masico de transferencia, kv.
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Introduccioén. En los cultivos del hongo Trichoderma
harzianum, ocurren cambios importantes en la viscosidad
a lo largo del cultivo, que pueden conducir a variaciones
locales en la disipaciéon de energia y transferencia de
oxigeno (1, 2). Para estudiar la transferencia de oxigeno
se puede analizar la fracciéon volumétrica del aire (hold-
up), pero al presentarse variaciones de la viscosidad en
estos cultivos, es importante hacer estos estudios a
potencia volumétrica gaseada constante, que permitan
discernir entre los efectos de la potencia misma y las
variables del proceso como la concentracion de biomasa
y la aireacion, sobre la transferencia de masa (2). El
objetivo del presente trabajo fue estudiar los efectos
locales del flujo de aireacion, la potencia y la
concentracion de biomasa de T. harzianum sobre el hold-
up, en un modelo de fermentacion de tres fases a escala
piloto.

Metodologia. El tanque agitado utilizado fue disefiado a
replica de los biorreactores de escala piloto, equipado con
tres turbinas Rushton estdndares y un puerto removible en
la parte superior del tanque para el analisis del hold-up
local (@) por succion capilar. El analisis se hizo en
condiciones que se presentan tipicamente en las
fermentaciones de T. harzianum: tres concentraciones de
micelio, 0.2, 3.2 y 6.0 g/L; dos valores de flujo de
aireacién, 0.25 y 0.45 vwm y tres valores de potencia
volumétrica gaseada, 0.47, 0.84 y 2.20 W/L. Esta ultima
se mantuvo constante a través de la medicion del par de
torsion, variando la velocidad de agitacion. Se analizaron
tres puntos dentro del tanque: entre el impulsor inferior e
intermedio (puerto 1), enfrente del impulsor intermedio
(puerto 2) y entre el superior e intermedio (puerto 3).
Permitiendo analizar dos zonas de recirculaciéon (puertos
1y 3) y uno de alta disipacion de energia (puerto 2).
Resultados. La concentracion de biomasa no mostré un
claro efecto sobre los valores de hold-up local,
manteniéndose valores similares para todas las
concentraciones probadas. Las mayores diferencias de
hold-up local se observaron en la condiciébn de baja
potencia volumétrica gaseada, pero las diferencias
encontradas entre los puertos 2 y 3 fueron reduciéndose
conforme se incremento la potencia hasta 2.2 W/L, so6lo
conservandose las diferencias en el puerto 1 (Fig. 1). Las
diferencias con el puerto 1 se atribuyen principalmente al
fendmeno de inundacion del Gltimo impulsor.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Al incrementar el flujo de aire de 0.25 a 0.45 vwm (Fig. 1 a
y b), se tuvo un aumento en los valores locales de holdup,
atribuido principalmente a un aumento en la presencia de
burbujas de mayor tamafio, disminuyendo las diferencias
entre las regiones analizadas.
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Fig. 1. Fraccion volumétrica del gas, hold up (@) en funcién de la
concentracién de la biomasa y la potencia volumétrica gaseada (Pg/V)en la
condicién de a) 0.25 vwvm y b) 0.45 vvm. Los datos se muestran por puerto

analizado (1-3).

Conclusiones. Por primera vez, controlando la potencia
volumétrica, se pudieron conocer los efectos de las
variables operacionales sobre la dispersién de aire local,
mostrando que los efectos mas importantes se debierona
la potencia volumétrica y al flujo de aireaciéon y no a la
concentracién de biomasa.
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Introduccion. Actualmente existen dos enfoques para el
desarrollo de células minimas: la reducciéon del genomay la
reduccion del proteoma, siendo el segundo el enfoque que
se utilizé para el desarrollo de la cepa de Escherichia coli
PFC, donde se silenciaron genes de 3 factores de transcrip-
cion (AphoB, AflhC, AcueR) en la cepa BW25113, lo que
resultd en una reduccién del 0.5% de la carga proteémica [1].
Este trabajo se centré en la produccion de ADN plasmi-dico
(pPADN), dadas sus miultiples aplicaciones como agente
terapéutico. El objetivo de este trabajo fue evaluar los efec-
tos de la reduccion del proteoma en la produccion y calidad
del plasmido pUC57-kan en distintos medios de cultivo en
modo lote y modo lote alimentado.

Metodologia. Se realizaron en modo lote con los distintos en
matraces de 250 mL con 50 mL del medio (Medio mi- neral
(MM) suplementado con 2.5 g/L de glucosa, caldo Ili-
sogénico (LB) y Terrific Broth (TB)). Se tomaron muestras
cada hora para los posteriores analisis. Los cultivos modo
lote alimentado fueron realizados en matraces de 500 mL
con 50 mL del medio de cultivo EnPresso B Plasmid (En-
Presso GmbH, Berlin, Alemania) y se tomaron muestras
cada hora a partir de la hora 18 a 24. Todos los cultivos se
llevaron a cabo a 37 °C y 250 rpm, por triplicado. La bio-
masa fue medida por DO a 600 nm, y la concentracion de
pADN a 260 nm. La purificacion del plasmido fue realizada
mediante el QlAprep Miniprep Kit [2], el analisis topoldgico
fue realizado mediante electroforesis con 1% de agarosa.

Resultados. Enla Fig. 1 se muestran los cultivos modo lote.
Se encontré que el la fraccién de pADN superenrro- llado
(SCF) se encontraba por debajo de las recomendacio-nes de
la FDA [3]. Los cultivos modo lote alimentado se muestran
en la Fig 2., la cepa PFC mostro el mejor desem-pefio. La
delecion del gen recA tuvo efectos positivos en lafraccion
superenrollada pero afect6 de manera distinta los
desemperios de las cepas. * indica los grupos donde se en-
contraron diferencias significativas, p<0.1.

Conclusiones. La cepa PFC presento en general a un me-
jor desempenio en la sintesis de pADN. Esto podria debersea
gue la cepa PFC destina una mayor cantidad de recursosy
energia a la produccion de pADN y una menor cantidad
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de recursos a la produccion de biomasa. Esto fue especial-
mente notorio en los cultivos por lote alimentado, lo que
muestra el potencial del desarrollo de las células minimas
para la produccién de pADN bajo condiciones industriales.
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Introduccién. La biomasa en procesos de fermentacion es
una de las variables cuyo monitoreo es crucial para la
obtencion de un producto en la cantidad y calidad deseadas.
La espectroscopia de impedancia es una técnica
prometedora para el monitoreo de biomasa debido a sus
caracteristicas no invasivas ni destructivas. Esta técnica se
basa en la aplicacién de una corriente alterna en un cultivo,
la cual bajo determinadas frecuencias permite que las
membranas celulares se comporten como capacitores. A
pesar de ser una herramienta util, hay limitantes para su
implementacién a nivel de investigacién e industrial ya que
existen dificultades para interpretar de manera rapida y
conveniente la cantidad y la calidad de los datos obtenidos
en un cultivo celular. El objetivo de este trabajo fue el
empleo de diferentes herramientas de analisis de datos de
impedancia para la determinacién de una frecuencia fija de
monitoreo de cultivos de B. thuringiensis como sistema
celular modelo.

Metodologia. Se establecieron cultivos de B. thuringiensis
en un biorreactor de 0.4 | de volumen de operacion. Los datos
de impedancia se obtuvieron mediante el empleo de
analizador de impedancia Hioki 3532-50, conectado a una
sonda de impedancia in situ de acero inoxidable fabricado
bajo el esquema de cuatro electrodos. La caracterizacién de
fermentaciones se realizd mediante la obtencién de
espectros de impedancia, angulo de fase, resistencia y
reactancia cada hora. Los espectros se conformaron de 50
frecuencias en el intervalo logaritmico de 42 Hz a 5 MHz. Los
datos crudos obtenidos se validaron mediante la prueba de
Kramers-Kroning (Lin KK tool) (1), posteriormente los datos
validos se analizaron mediante el circuito equivalente Zarc
(EISSA) (2), el modelo Cole-Cole (Matlab-PSO) (3) y la
distribucion de tiempos de relajacion (DRTool) (4).

Resultados. Los datos validos obtenidos de todos los
tiempos de fermentaciébn conformaron un semicirculo
deprimido (Fig. 1). Mientras que un analisis de los
diagramas Nyquist mediante el uso de los modelos Zarc y
Cole-Cole caracterizan un semicirculo asociado a un
proceso de polarizacién, el andlisis de distribucién de
tiempos de relajacion mostr6 la presencia de tres
distribuciones, las cuales pueden estar relacionadas a
procesos de polarizacion diferentes (Fig. 2). Un andlisis
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exsitu de suspensiones celulares permitié identificar que la
distribucion C presentaba relacion a la biomasa.
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Fig.1. Diagrama Nyquist del tiempo 12. Datos crudos 50 de 42 Hz a 5
MHz. Datos vélidos 26 de 175.7 a 68300 Hz.
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Fig.2. Distribucion de tiempos de relajacion del tiempo 12.
Las frecuencias caracteristicas se indican en cada distribucién.

Conclusiones. La identificacién de diferentes distribuciones
constituye un paso fundamental para la determinacion de
una frecuencia que permita establecer el monitoreo de
cultivos de diferentes modelos celulares con posibilidad de
implementarse a niveles industriales.
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Introduccion. La beauvericina (BEA) es un metabolito
secundario producido por algunos hongos
entomopatégenos (HE) tales como Cordyceps sp. y
Beauveria bassiana, asi como hongos fitopatégenos del
género Fusarium sp. La molécula tiene diversas actividades
biolégicas y mecanismos de accibn de interés
farmacéutico?. La mayoria de los estudios para aumentar
la produccion de BEA se basan en laoptimizacion de
cultivos liquidos (SmF)2, sin embargo, no se ha explorado
las ventajas que tiene el cultivo en estado solido (SSF) en
la produccién de BEA. EIl objetivo de este trabajo es
determinar la cinética de produccién de BEA en un SSF,
usando un medio de cultivo optimizado embebido en un
soporte solido inherte.

Metodologia. Se utilizd6 un medio de cultivo liquido
previamente optimizado para produccion de BEA?
inoculado con 2x108 conidios de Fusarium Oxysporum AB2
por mL de medio, y embebido en cubos de 0.7mm de
espuma de poliuretano (PUF), en matraces Erlenmeyer de
250mL. La PUF se lavé con 150mL de agua destilada,
posteriormente el PUF con la biomasa fue sometida a bafios
sénicos con metanol al 84%, la prepurificacion de la BEA se
llev6 a cabo usando cartuchos no polares C18. La
cuantificacion de la BEA se hizo desde el dia 3 hasta el dia
24 de cultivo mediante HPLCS. La confirmacién de la
molécula se llevd a cabo mediante espectroscopia de
masas por electrospray (MS-ESI).

Resultados. La maxima produccion de BEA se alcanza en
el dia 7 de cultivo y permanece hasta el dia 11, sin cambios
significativos, después de ese dia comienza una
disminucién lenta y constante hasta el dia 24, en donde hay
una disminucién del 19.8% respecto al maximo alcanzado
en el dia 7 (Fig. 1). Es el primer estudio donde la
concentracion mas alta de BEA se mantiene durante 5 dias,
sin que exista una disminucién significativa como ocurre en
la mayoria de los metabolitossecundarios®.

Otra de las principales contribuciones es que nuestro
sistema disminuye tiempos de produccion, ya que alcanza
el maximo de produccion a los 7 dias de cultivo, lo cual
supera cualquier otro sistema descrito para la produccion de
BEA (hasta 30 dias) para llegar al maximo de produccion®.
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BEA (mg-Lh)

Biomasa (g-L %)

Tiempo (dias)

Fig. 1. Cinética de produccion de BEA en mg-L™' (O) y
de biomasa en g-L" (4).

Conclusiones. La maxima produccion de BEA se alcanza
desde los 7 dias de cultivo, y se sostiene sin disminucion
significativa hasta el dia 11.
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Introduccién. El modelo econémico mundial depende
principaimente del uso de combustibles fosiles,
desafortunadamente los sistemas energéticos basados en
carbono emiten grandes cantidades de gases a la
atmosfera causantes del efecto invernadero [1]. El
biohidrogeno (BH2) obtenido por fermentacion oscura es
una alternativa frente a los combustibles fosiles por su alta
energia potencial (122 kJ g-1) [2] y porque su combustion
es libre de CO2, su obtencién a través de la fermentacion
oscura (FO), presenta diversos retos como mejorar la
eficiencia de conversion adoptando estrategias como el
disefio de los reactores. En este trabajo se presenta la
evaluacion de un reactor anaerobio hibrido de flujo
ascendente (RAHFA) para la produccién de BH2
empleando la FO de residuos organicos.

Metodologia. Se emplearon como sustratos una mezcla de
céscaras de frutas (CFs) y lodos (LP) de una planta
tratadora de agua residual (PTAR). El in6culo utilizado fue
un lodo anaerobio granular. Inéculo, sustratos y efluentes
del reactor fueron caracterizados de acuerdo a los métodos
estandar y normas mexicanas (NMX). La mezcla con
relacién carbono nitrégeno 30 (C/N=30) fue alimentada en
un reactor hibrido de flujo ascendente (RAHFA) equipado
con soporte para inodculo. Se evalué el pH, la produccion de
BH2 y otros subproductos por cromatografia de gases (GC
FIDy TCD) atres diferentes valores de Tiempo de retencion
hidraulico (TRH) 24,12 y 6 h, ademés de la evolucion de las
especies en el reactor por la técnica avanzada
secuenciacion PCR, realizada por RTL Genomics,
Lubbock, Texas [3].

Resultados. Los resultados de la caracterizacion
fisicoquimica de la codigestion al inicio de la operacién del
reactor RAHFA fueron: relacién C/N = 30, pH inicial 5.5,
T=350C, in6culo granular. Los resultados de la evolucion
del pH a la salida del reactor presentaron una disminucion.
Para el TRH de 24 h el pH disminuyo hasta 5.01. Para el
TRH 12 h, el pH fue de 4.70 y para 6 h el pH medido fue de
4.55 en los diferentes ciclos. El rendimiento de BH2 revelé
la siguiente secuencia 650+50 (24 h) > 48+4 (12 h) > 20+2
mL H2*g-1DQO removida (6 h). La evolucion de los
metabolitos formados fue &cido acético>> Aacido butirico >
acido iso-butirico para las condiciones acetogénicas (24h)

pero para 12 y 6 h la secuencia fue acido, butirico> acido.
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Fig. 1. Evolucidn de las especies microbianas en el proceso
de codigestion de CFs y LP en el RAHFA a diferentes TRH.

valérico > acido propionico > acido acético. De acuerdo con
la técnica molecular, la composicion de hidrégeno se
atribuy6 a los géneros (Megasphaera, Clostridium,
Lactobacillusy Prevotella, quienes estuvieron presentes en
los siguientes porcentajes de 26%, 2%, 12%, 29 %,
respectivamente para 24 h (véase figura 1)

Conclusiones. Fue posible la produccién continua de BH2
empleando el RAHFA a través de la FO. El rendimiento de
BH2 presentd la siguiente secuencia 650150 (24 h) > 48+4
(12 h) > 20+2 mL H2*g-1DQO removida (6 h). Los
resultados de produccién de BH2 se atribuyeron a los
géneros Megasphaera, Clostridium, Lactobacillus vy
Prevotella, quienes estuvieron presentes en los siguientes
porcentajes de 26%, 2%, 12%, 29 %, respectivamente para
HRT=24 h. En cambio, las especies prometedoras en la
produccion de BH2 como Clostridium y Lactobacillus, se
inhibieron (12 y 6 h) cuando las condiciones de la reaccion
favorecieron las rutas metabdlicas de la acidogénesis.
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Introduccioén. La riboflavina (vitamina B2) es importante
para la generacion de los glébulos rojos y la liberacion de
energia de las proteinas. La demanda mundial de este
producto supera 1,250 ton/afio. La riboflavina puede ser
producida mediante sintesis quimica o fermentacion
microbiana, siendo ésta Ultima la via mas desarrollada por
su menor costo y mayor productividad [1].

En este trabajo se analiza el diagrama de flujo para la
produccion de riboflavina a nivel industrial, y se mejora la
rentabilidad del proceso considerando aspectos de
operacion y disefio del proceso, tomando en cuenta los
siguientes criterios: una tasa de retorno sobre la inversion
(RSI) minima del 20%, un periodo de recuperacién (PR)
minimo de 3 afios y un costo de produccion unitario (CPU)
menor al costo de venta [2].

Metodologia. Se tom6 como base el disefio conceptual del
proceso de producciéon de la riboflavina (1,031 ton/afio) a
partir de jarabe de glucosa (557 ton/afio, al 70%),
desarrollado por Storhas y Metz [3]. La corriente arriba del
proceso consiste de la preparacion del medio de cultivo, la
dilucion y la esterilizacion de las materias primas. En la
seccion de reaccibn se produce la riboflavina por
fermentacion usando Candida famata, a 1 atm, 30°C, 0.3
vvm, durante 300 h. Mientras que en la corriente abajo, se
cristaliza y purifica el producto hasta lograr 85% de pureza.
El diagrama de flujo del proceso (con un total de 18
operaciones unitarias) se implementé en el simulador
SuperPro Designer®. Para el analisis técnico-econdmico se
evaluaron los tres criterios mencionados: CPU, RSl y PR.
Mientras que para aumentar la rentabilidad se variaron
diversos parametros como: pureza de sustrato (70-80%),
costo de adquisicion del sustrato (+5%), precio de venta del
producto, y algunas variables de operacion y disefio que
afectan el analisis de tiempos y movimientos del proceso
(Fig. 1).

Resultados. El costo base de adquisicién del sustrato se
propuso en 0.08 USD/kg, y el de venta del producto en 60
USD/kg. Los rendimientos del proceso fueron Yws =

1.56 g/g y Yris = 3.19 g/g, con una productividad de 1.011
g/(L-h). De acuerdo al diagrama de tiempos y movimientos
(Fig. 1), los tiempos de operacion mas largos se identificaron
en el sistema de aireacion y el reactor de fermentacion
(rectangulos rojos en la Fig. 1). Mientras que los tiempos
muertos mas largos se observan en las secciones de
corriente arriba y abajo.
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Fig. 1. Diagrama de tiempos y movimientos del proceso.
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Al evaluar econdmicamente el disefio conceptual
base [3], éste no cumpli6 con los criterios de
rentabilidad del proceso como se observa en el Caso
A de la Tabla 1. Asi que se hicieron los cambios
descritos en la metodologia, logrando una mejora
radical para hacer el proceso rentable cuando se
aumento la cantidad de reactores, asi como de sus
correspondientes compresores Y filtros (de entrada y
salida) de aire. El mejor resultado obtenido se
muestra como Caso B en la Tabla 1.

Tabla 1. Andlisis de la rentabilidad del proceso.

Caso No. de No. de filtros y CPU RSI PR
reactores compresores (USD) (%) (Afos)
A 1 1 38.12 22.62 4.42
B 2 4 27.05 4786 2.09
Conclusiones. Los resultados reflejan la

dependencia de los parametros de operacion y las
variables de disefio en la rentabilidad del proceso, lo
que ayuda a comprender mejor los procesos y la
interrelacion de las operaciones unitarias. Bajo esta
misma perspectiva se pretende estudiar a futuro el
impacto ambiental.
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Introduccion. Los residuos agroindustriales se han
convertido en un problema ambiental, por lo que hay un
creciente interés en implementar procesos que permitan su
uso de forma eficiente e integral. Estos residuos pueden ser
utilizados para la recuperacion y produccion de un amplio
rango de compuestos, por medio de técnicas biotecnolégicas.
Sin embargo, es necesario realizar pretratamientos que
liberen los azucares y compuestos bioactivos presentes en
los residuos.

El objetivo del trabajo fue caracterizar e hidrolizar residuos
generados en el estado de Jalisco para su uso en la
produccion de compuestos de alto valor agregado.

Metodologia. Los residuos elegidos fueron bagazo de agave
(BA), residuo de malta de cerveza (M), zarzamora (2),
frambuesa (F) y suero de leche (SL). La caracterizacion y la
determinacion de lignina soluble (LS), se llevaron a cabo de
acuerdo con la metodologia de NREL (1). Los azucares
totales (AT) y azlcares reductores (AR) se determinaron
usando las técnicas de fenol-sulfirico (2) y DNS (3),
respectivamente. La concentracion de nitrogeno se realizo
por el método de ninhidrina (4). Los residuos, en una
concentracién de 10% (p/v), fueron sometidos a 3 distintos
procesos de extraccion o hidrdlisis a 50°C y 220 rpm, por 20
h: (I) sin tratamiento (ST, extraccidn acuosa), (II) hidrélisis
enzimatica (E, buffer de acetatos 50 mM, pH 5.5, 2% enzima
CTec2) y (Ill) hidrolisis quimico-enzimatica (QE, H2SO4al 1%,
sometido a 121°C durante 15 min, ajuste de pH a 5.5, 2%
enzima CTec2).

Resultados. Los resultados de la caracterizacion (Tabla 1),
indican que los diferentes residuos estudiados cuentan con
compuestos que pueden ser utilizados por las como fuente
de carbono para la produccion de compuestos de alto valor
agregado. Los resultados de los procesos de extraccion se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 1. Analisis bromatolégico de los residuos agroindustriales del
Estado de Jalisco. LS: Lignina soluble.

Compuesto (%) BA M z F SL
Humedad 9.05 4.4 27 6.85 3

Grasa 0.132 6.29 0.262 0.37 0.4
AT 80.18 66.10 78.91 58.66 NR
AR 51.7 35.02 3891 28.18 61
LS 8.89 3.03 NA NA NA

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Tabla 2. Concentracion de azlcares y proteina en los diferentes
hidrolizados.

Concentraciones (g/L)

Residuo AT Proteina
BA ST 2.95+0.99 0.68+0.05 0.04+0.00
E 19.85+2.97 14.01+0.65 0.41+0.03

QE 65.75+2.81 51.51+3.34 0.46+0.01

M ST 26.09+3.57 24.94+2.66 0.89+0.04
E 31.70+6.05 31.70+6.05 1.81+0.04

QE 78.42+4.29 72.40+0.67 2.49+0.01

F ST 94.16+3.10 26.45+3.83 1.46+0.05
E 87.95+2.58 35.04+1.67 2.09+0.01

QE 82.11+8.77 31.04+2.66 2.13+0.12

z ST 58.39+17.55 26.09+0.33 2.13+0.15
E 55.114#5.68 38.57+1.00 2.29+0.14

QE 71.16+12.90 39.75+1.67 2.35+0.02

Se seleccionaron hidrolizados con una concentracion de
AR mayor o igual a 20 g/L. En el caso de BA es necesario
someterlo a tratamiento QE. Para M, se presentan
concentraciones de AR aceptables en los tres procesos
de extraccion. Para frambuesa, el tratamiento QE afecta
la cantidad de AR, mientras que, para zarzamora, la
cantidad de AR se mantiene constante entre los
tratamientos. Los hidrolizados fueron utilizados en un
cribado para seleccionar levaduras capaces de producir
proteina unicelular y/o lipidos microbianos. Utilizando los
residuos BA y M, fue posible identificar 20 y 7 cepas,

respectivamente, para la produccion de estos
compuestos.
Conclusiones. Los residuos elegidos fueron

caracterizados y se logré hidrolizar los azlcares para que
puedan ser utilizados por microorganismos capaces de
producir lipidos y/o proteinas. Con la informacion
obtenida ser& posible elegir el proceso mas adecuado
considerando el propésito de revalorizacién del residuo.
Agradecimiento. Al CECYTJAL por el financiamiento:
proyecto 8192-2019. FODECIJAL.
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Introduccion. Las microalgas presentan un gran potencial
de produccion de metabolitos de interés [1,2]. Entre estos
compuestos se encuentran los exopolisacaridos (EPS),
compuestos con gran aplicacién industrial debido a sus
propiedades espesantes e inmunomoduladoras [3]. Hasta
el momento los métodos de produccién de EPS no resultan
eficientes ya que no se favorecen las condiciones de
recuperacién de EPS [4-5]. La técnica de fermentacion
extractiva, permitiria alcanzar mayores rendimientos de
produccion al reducir el nimero de operaciones unitarias de
recuperacion de EPS al integrar la produccién vy
recuperacion de EPS en una misma operacion [6]. En el
presente proyecto se empled la técnica de fermentacién
extractiva acoplada a EOPO 12000 (agente termosensible)
para la recuperacion de EPS producido por Neochloris
oleoabundans.

Metodologia. Se realizaron conteos celulares en camara
de Neubauer de N. oleoabundands en cultivos batch de 100
mL de medio de cultivo a un 10, 20y 30 % de EOPO 12000
por 12 dias, 25°C, iluminacién de 40-60 uM fotones/m-s y
agitacion 150 rpm. Posteriormente, se analizaron las
condiciones de temperatura y tiempo para la generacién de
dos fases acuosas en medios de cultivo de 12 dias de
incubacion con EOPO 12000 a 4 diferentes
concentraciones (Tabla 1). Observandose un tiempo limite
de formacion 25 minutos. La determinacion de la particion
del EPS recuperado en cada fase fue realizada solamente
en los tratamientos en los que la formacion de fases se
logré en un tiempo menor a 25 minutos empleando un
método de precipitacion para recuperar el EPS [9].

Resultados. Al 30% de EOPO 12000 se inhibe por
completo el crecimiento de la microalga (Figura 1). Para
llevar a cabo la formacion de fases para la separacion de la
microalga y el EPS se estudiaron diferentes temperaturas y
concentraciones de EOPO 12000. Medios con EOPO
12000 al 20 y 25% resultaron positivas para la formacion
de dos fases en menos de 25 minutos a 70°C (Tabla 1).
Una vez determinados los parametros para la formacion de
fases, se cuantifico la produccién de EPS en cada fase del
sistema de fermentacion extractiva. Las mejores
particiones de EPS se obtuvieron utilizando una
concentracién del 25% de EOPO 12000 (Tabla 2).

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

M control I €0k 10% [ s0p0 20% £0PO 30%

Fig. 1. Curvas de crecimiento de N. oleoabundands bajo diferentes

concentraciones de EOPO 12000. Medio Salim y colaboradores 2011, 252C, 150

rpm. lluminacién de 40-60 uM fotones/m:-s

Tabla 1. Andlisis de variables para generacién de fases. NF: No
formacion de fases, I:formacion de fases incompleta.
Yo viv Temperatura 'I‘iur.npu Desviacion
EOPO °C (s) lar (s)
10% 30- 70 NF
15% 30-70 NF
30-60 NF
70 1,172 64
3050 NF
25% 60 1
70 888 58

Tabla 2. Recuperacion de EPS en las fases de fermentacién.

Yo viv Fse Particion de | Desviacion
EOPO “ EPS estiandar
Superior 98 86% 0.4%

Inferior 1.14% 0.1%

25%

Superior 99.09% 0.8%

o
20% Inferior 0.91% 0.3%

Conclusiones. La implementacion de la fermentacion
extractiva con N. oleoabundands, requiere de EOPO
12000 a un % menor del 30% de para evitar efectos
negativos en la viabilidad de la microalga. Para lograr la
formacion de fases y separacion del EPS, es necesario
trabajar con temperaturas de 70°C y concentraciones de
EOPO 12000 mayores al 20%.

Agradecimiento. Este proyecto fue realizado gracias al
apoyo de CONACyT (beca 932082) y la Divisién de
Estudios de Posgrado de la FCQ de la UANL.
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Introduccion. La levadura X. dendrorhous es una de las
principales alternativas biolégicas para llevar a cabo la
produccion de carotenoides y en especifico,
astaxantina. Esto se debe a su facil adaptacion en
mdultiples medios de cultivo de bajo costo y a la
implementacion de sistemas de produccién a gran
escala (1,2). Sin embargo, los rendimientos de estos
compuestos por cepas silvestres son bajos para
competir con la sintesis quimica (2), por lo cual, se han
propuesto alternativas como: el desarrollo de cepas
genéticamente modificadas y/o la induccidon metabdlica
con la finalidad de incrementar los rendimientos. Para
inducir el metabolismo se han empleado fitohormonas
ylo agentes que generen estrés oxidativo (3,4), lo cual
obliga a que la célula active sus mecanismos de
defensa, entre los que destaca la biosintesis de
carotenoides. En el presente estudio se analizé el efecto
del glutamato, asi como de los estresores oxidantes
H202, menadiona y Fe*?, sobre la producciéon de
carotenoides por X. dendrorhous 25-2.

Metodologia. Se empled la levadura X. dendrorhous 25-
2. Se utilizé un medio de cultivo mineral enriquecido con
glutamato en concentracién alta (+, 1 g/L) y baja (-, 0.1
g/L) (1). Para la induccién de estrés oxidativo (3,4), se
adicion6 H202 (10 mM), menadiona (1 mM) o Fe*?
(50uM) a las 24, 36, 48, 60 y 72 h de fermentacién de
manera  independiente.  Los  cultivos  fueron
monitoreados hasta las 120 h. La biomasa se determiné
por densidad 6ptica (DO) a 600 nm (1) y la produccion
de carotenoides por espectrofotometria (5).

Resultados. Evaluando el efecto de la induccion de
carotenoides en los cultivos de X. dendrorhous a las 120
h de fermentacién, se evidencié que la presencia de
glutamato a una concentracién de 1 g/L promueve la
biosintesis de carotenoides comparado con los cultivos
gue contienen un nivel bajo de este nutriente. Ademas,
la adicién de H202 en el mismo cultivo fue la mejor
alternativa para inducir la produccion de carotenoides,
hasta un 17.36% mas (2.04 mg/L) comparado con el
tratamiento control (1.74 mg/L) (Fig. 1). Con la finalidad
de mejorar estos resultados y tratar de inducir ain mas
la biosintesis de carotenoides, se realizé un segundo
experimento adicionando distintas concentraciones de
H202 en un rango de 0 hasta 100 mM con nivel alto de
glutamato (1). Los resultados obtenidos fueron similares
(Tabla 1) y expresados en términos de rendimientos de
producto por biomasa (YP/X, mg/qg).

6 5025
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Glutamato (+) Glutamato (-)
m DO a 600 nm Carotenoides Tot. (mg/L)

Fig. 1. Comparacion de los cultivos de X. dendrorhous 25-2
evaluados en nivel alto (+) y bajo (-) de glutamato y sometidos a
H.0:, menadiona o Fe*.

Para los cultivos tratados a concentraciones de 0 a 40 mM de
H202, se obtuvieron YP/X en un rango de 0.194 a 0.199
mg/g. Para los cultivos tratados a concentraciones de 60 a
100 mM, se incrementd ligeramente el rendimiento a valores
entre 0.202y 0.211 mg/g. En cuanto a la velocidad especifica
de crecimiento maxima (umax, h1), no se observé una
variacion significativa (p-value>0.05) debido al efecto de la
adicién de diferentes concentraciones de H202.

Tabla 1. Evaluacién del rendimiento (Yeix) para los cultivos
de X dendrorhous 25-2 inducidos a diferentes
concentraciones de H202 y su efecto en la velocidad
especifica de crecimiento (y, h't).

Conclusiones. Se demostrd la induccion de la biosintesis de
carotenoides y astaxantina por X. dendrorhous 25-2 debido
al empleo de glutamato en combinacion con H202. Fue
posible incrementar hasta un 17.36% la produccién de
carotenoides. Este trabajo demuestra que la levadura cuenta
con la capacidad metabdlica que le permite soportar el estrés
oxidativo mediante la sobreproduccién de carotenoides y
astaxantina.

Agradecimiento. Al CONACYT por la beca asignada de
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Introduccion. El agente etiolégico de la enfermedad
bovina de carbunco sintomético o pierna negra es la
bacteria anaerobia gram-positiva Clostridium chauvoei.
Dicha enfermedad tiene una alta tasa de letalidad
causando pérdidas econdémicas significativas en el sector
ganadero. Por esta razén, se han desarrollado vacunas
gue consisten en el crecimiento de C. chauvoei en
fermentadores seguido de su inactivacibn con
formaldehido [1]. La produccidn industrial de esta vacuna
enfrenta diversos retos debido a la falta de conocimiento
de la fisiologia y procesos metabdlicos de la bacteria,
ademds de existir pocos métodos rapidos para determinar
la bioactividad de las toxinas durante el proceso de
fermentacion. Esto causa pérdidas en las industrias
farmacéuticas debido al rechazo de lotes por no cumplir
las especificaciones requeridas para la vacuna. En el
presente trabajo se propone un método rapido basado en
la lisis de eritrocitos para generar un mapa de bioactividad
en fermentaciones industriales y en un sistema de
purificacién acoplado.

Metodologia. Se determind la actividad hemolitica de
acuerdo con la metodologia propuesta previamente [2-3]
como se muestra en la Fig.1.

] »
Suspension
| eritrocitos 2 %
(PBS)

I = R N—

#w- | Sobrenadante

Medio de
fermentacion L.
C.chauvoei  Precipitacion

Sulfato de i
amonio b W ’

20 % Saturacién \ ' Sobrenadante

,( f

Precipitado

(exopolisacaridos) Desalado In;ercamblo

nioni
(Chromalite MDEA/F)

Figura 1. Esquema general de la metodologia de actividad hemolitica

Resultados. En la Fig. 2 se observa el porcentaje de lisis
con respecto al tiempo de incubacién del ensayo, donde
hay un incremento en la tasa de lisis conforme transcurre
la fermentacion. Por medio de cromatografia intercambio
anionico (Fig. 3) se separaron las proteinas responsables
de la actividad hemolitica, las cuales son las que
interactdan con mayor fuerza con la resina.
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Figura 2. Porcentaje de lisis causado por el sobrenadante de C.
chauvoei por hora de fermentacion en eritrocitos al 2% (v/v).

1000 90
Regidn sin actividad d 100
900

hemolitica

T T
Fracciones

®
1=}
5
®
<]

80F

[
~
~
S

-
=]
=3

@

S

@
=)
5

60f

u
=)

=
3
Lisis (%)

J)
=}
=)

w
S

Absorbancia @ 280 nm (mAU)
w @
8 g
8 8
Conductividad (ms/cm

S
s o
S o
(S
o o

]

=]

20 40 60

o Tiempo (min)

o
o
o2

Figura 3. Cromatograma intercambio aniénico y porcentaje de lisis
del sobrenadante del medio de cultivo de C. chauvoei.

Conclusiones. La bioactividad de toxinas hemoliticas
de

C. chauvoei, puede ser monitoreada por un método en
microplaca, siendo un posible indicador sobre la
patogenicidad y en consecuencia la calidad del cultivo
durante una fermentacién industrial y sistema de
purificacion acoplado.
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Introduccioén. En el proceso de destilacion del tequila de
dos etapas en alambiques, se obtienen seis efluentes
residuales. En la primera etapa se obtiene mosto residual,
cabezas y colas mientras que en la segunda etapa se
obtiene flemazas (fraccion no evaporada), cabezas y
colas. El mosto residual es una mezcla compleja que sirve
de base para las vinazas tequileras ygeneralmente se
mezcla con las flemazas [1], aunque enocasiones pueden
agregarse cabezasy colas de primeray segunda etapa.

El objetivo de este estudio es caracterizar las 5 corrientes
volatiles residuales del proceso de destilacién del tequila
para determinar uso posterior en biorrefineria.

Metodologia. Se obtuvieron muestras de cabezas ycolas
de destilacién de primera etapa y muestras de cabezas y
colas de destilacion, asi como flemazas de segunda etapa
de tres tequileras distintas. Se analizaroncon cromatografia
de gases para detectar contenido de etanol, metanol,
acetaldehido, acetato de etilo, n- propanol, sec-butanol, iso-
butanol, n-butanol, iso- amilico, n-amilico y lactato de etilo
conforme a la norma NOM-006-SCFI-2012 [2].

Resultados. Los resultados de la composicion quimica se
muestran en las figuras 1 (compuestos principales) y 2
(compuestos menores) en porcentaje masa.

Fig. 1. Composicién quimica de compuestos principales

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

0% 70%  BO0%  90%  100%

stanol B N-Propanal
 Lactato de etilo

Fig. 2. Composicion quimica de compuestos menores.
Conclusiones. Basados en el principio de separacion de
corrientes es mas facil destinar los efluentes para
otros procesos. Las cabezas de destilacion de
segunda etapapueden utilizarse como biocombustible
en calderas de biomasa o en combinacion con otros
combustibles fésiles para otros usos. Las cabezas de
destilacibn de primera o segunda etapa pueden
utilizarse para venta como mezcla alcohdlica
industrial para usos como solventes. Las corrientes con
menor contenido alcohdlico pueden redirigirse para
produccion de metano o bhiohidrégeno, asi como
también para recuperacion de agua.
Agradecimiento. Esta investigacion fue realizada con
el apoyo del programa SEP-SES-PRODEP 511-
6/2019.- 7840, el Instituto Tecnoldgico de Sonora y el
Instituto Tecnolégico José Mario Molina Pasquel y
Henriquez.
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DEPENDENCIA DE LA PRODUCTIVIDAD CELULAR EN LA TASA DE AIREACION DE UN
BIORREACTOR AIRLIFT: UG CONSTANTE Y VARIABLE
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Palabras clave: reactor airlift, aeracion, productividad.

Introducciéon. Las condiciones hidrodinamicas de un
biorreactor determinan la productividad, rendimiento y
tasa de degradacion en sistemas multifasicos donde el
hidrocarburo es empleado como fuente de carbono (1).
La aeracion es empleada como la variable manipulable
para la generaciéon de cambios en la hidrodinamica del
reactor. Se ha observado que el empleo de tasas de
aeracion variable puede resultar en altas productividades
con un menor gasto energético (2). El objetivo de este
trabajo es comparar la productividad celular de un
consorcio microbiano degradador de hidrocarburos
cuando es cultivado en condiciones de aeracion (Ug,
cm/s) constante y variables.

Metodologia. Se empleé un consorcio microbiano
degradador de hidrocarburos aislado de la rizosfera de
Cyperus laxus, el cual estuvo compuesto por:
Acintetobacter voubetti, Shewanella sp., Defluvibacter
lusatiensis, Xanthomonas sp, el cual fue cultivado en un
medio mineral (3). El hexadecano (HXD) fue utilizado
como fuente de carbono. Para la determinacion del
crecimiento microbiano se empleé la técnica gravimétrica
(solidos suspendidos). Se utilizé un reactor airlift de 2 L
de volumen de operacion, equipado con controlador
Applikon (Netherlands).

Resultados. La Fig. 1 muestra la comparacion de
productividad celular en reactores de agitacionneumética
con diferentes concentraciones de HXD, empleando Ug
constante y variable durante el proceso. Las condiciones
de Ug variable presentaron mejores productividades.
Asimismo, se observé una disminucién en el gasto
energético (~33%) en el proceso (1,3).

Conclusiones. El empleo de estrategias de Ug variables
mejoran la productividad celular y disminuyen el
consumo energético del proceso.

Agradecimiento. Los autores agradecen a la
Universidad Politécnica de Pachuca por proveer
materiales e instalaciones para la realizacién de
los experimentos.
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Fig. 1. Efecto de la aeracion en la productividad celular. A) Ug constante,
B) Ug variable
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MODELADO MATEMATICO DE LA PRODUCCION DE y-DECALACTONA POR Yarrowia
lipolytica EN UN REACTOR CONTINUO.
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Palabras clave: Yarrowia lipolytica, biotransformacién, y-decalactona

Introduccion. La y-decalactona es la molécula
caracteristica del olor y sabor del durazno, y se ha
demostrado que puede ser biotransformada mediante el
uso de la levadura Y. lipolytica (Pereira, et al., 2017); esta
molécula es de gran importancia en la industria para ser
usada como aditivo. A la fecha, se han realizado estudios
de biotransformacion en reactores de produccién en lote,
lote alimentado y de flujo oscilatorio (Gomes, et al 2012,
Reis, N. et al 2006).

El presente documento aborda el modelado matematico de
un reactor con operacion en lote y en continuo, para la
produccion de y-decalactona.

Metodologia. Se recopilaron los datos reportados por
Garcia (2007), donde se utilizé Y. lipolytica para la
biotransformacion utilizando metil ricinoleato como
sustrato. Realizando un ajuste paramétrico en MATLAB,
de datos cinéticos, con el siguiente modelo matematico,
para: biomasa (x), sustrato (s) y producto (p).

= (u—-k)- x Ec. (1).

a d

-geti - —Ygg +Myz;s ) - x Ec. (2).
L= (pu+B)-x  Ec(@)

Dinamica de biomasa Dinamica del sustrato

Tiempo (h)

Fig. 1. Ajuste Paramétrico del crecimiento de Y. lipolytica en crecimiento
en lote. Arriba a la izquierda se encuentra la dindmica de la biomasa a
través del tiempo; arriba a la derecha se encuentra la dinamica del
sustrato; abajo se encuentra la dindmica del producto.

Resultados. Los resultados del sistema de ecuaciones
diferenciales, obteniendo los pardmetros cinéticos de
2 L= 0.309, ks = 0.27, Yx/s = 0.85, kd = 0.029,

ma.

Y = = = =
Ly =40, a=1.2928=0yy =0.29.
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Posteriormente, se analizé in silico la produccion de

y-decalactona en cultivo continuo, obteniéndose el
a)uiente diagrama de operacion (Fig. 2):

P P ilad Mixk
Concentracién de Células, Producto y Sustrato 8 unto de Productividad Méxima
- en el estado estacionario dependiendo de la Dilucion

Célvias b
Producio
Sustrato

Input data .
Local maina

60

G TR
-

Gancentracion (g L)

Prod
-

o

[ 005 0.1 015 02 025 03 0.385 0 0.05 0.1 015 02 025 03 035
Dilucion (0] (h™'} Dilucion [D]{(h' ")

Fig. 2. a) Diagrama de operacion de la produccién de y-decalactona; b)
Diagrama de Productividad de y-decalactona. En el punto méximo (rojo)
indica la condicién de méaxima productividad.

Tabla 1. Concentracién de Biomasa/Producto/Sustrato en Maxima
Productividad a una Tasa de Dilucion de 0.2639 h?

Variable Concentracion Alcanzada

Sustrato 491 g/L

Biomasa 41.319g/L
y-decalactona 27.77 g/L

Conclusiones. Se propuso un modelo matematico

preciso, para predecir la produccion y-decalactona, con un
coeficiente de correlacion de 0.97. Por simulacidon se
observé que la productividad de y-decalactona en cultivo
continuo, es mucho mayor que en cultivo por lote.

Agradecimientos. Victor Adrian Sosa Hernandez por su
colaboraciébn en el desarrollo del script, para la
optimizacién de los valores de los parametros cinéticos.
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EFECTO DEL ZINC Y CALCIO EN LA PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE DIFERENTES
FUENTES DE CARBONO POR Mucor circinelloides C1502 (MN128960)
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Palabras clave: Xilosa, Mucor circinelloides, etanol

Introduccion. Mucor circinelloides es un hongo dimorfo
que presenta ventajas para convertir hexosas y pentosas etanol (g/g).

en etanol al ser una especie positiva para efecto crabtree, snsoate | Y Y:sip
y ademas tiene la capacidad de degradar la celulosa y Estandar | CaCl (g/L) (g;‘L) 2 Xilitol | Etanol

Tabla 2. Disefio experimental para la optimizacién del rendimiento de

; ; (9/9) (9/9)
hemlcglulosa [1]. De acuerd(.),con reportes en la I|te_ratura 3 0520 0366 009 1016
el calcio favorece la produccién de etanol en especies del 2 1.280 0.366 013 | 0.15
genero Mucor, al inducir su forma levadurifome, 2 ?-ggg g}gj 8-83 g]g
mecanismos que no estan del todo dilucidados [2]. Por 5 0.000 1250 008 0418
otro, lado se ha demostrado que el zinc puede llegar a 6 1.500 1.250 009 0.17
aumentar la produccion de etanol en diversos hongos al 7 0.750 0.000 011 0.10

articipar como cofactor en la enzima alcohol s 0.750 2500 007 | 018
parucip ( 9 0.750 1.250 008 0.7
deshidrogenasa (adh) [3]. Es por ello que en este trabajo 10 0.750 1.250 0.0 | 0.19
se busco evaluar la capacidad de la cepa de M. 1; g;gg ggg 8-82 g]g
circinelloides C1502 (MN128960) y los efectos del calcio 13 0.750 1250 010 020
y del zinc para convertir xilosa y glucosa en etanol.

Y:p/s (etanol g/xilosa g) (g/g)

Metodologia. La estrategia experimental consta de dos
partes. Un estudio preliminar, para evaluar el efecto o et
individual de CaCl (1, 2 g/L) y ZnS04.7H20 (0.5, 1 g/L) _ >
en la produccién de etanol a partir de xilosa y glucosa. Y = i
una optimizacion del rendimiento de etanol a partir de &
xilosa variando las concentraciones de zinc y calcio por e e
superficie de respuesta, utilizando el software Design ] 0l a
expert 10. La concentracion de etanol, xilosa, glucosa y o e

xilitol fueron cuantificados por UHPLC (ultra high- rscos o,
pressure liquid chromatography) en un equipo Acquity  Fig. 1. Grafica de superficie de respuesta para optimizar el rendimiento de

Arc (WATERS, USA). Se utilizé6 como fase movil H2SO4 etanol a partir de xilosa.
al 0.005 M a un flujo de 0.6 ml/min en una columna c lusi El calci | 7i i fect |
Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm) (BIO-RAD, USA). onclusiones. El calcio y el zinc no tienen efecto en la

produccion de etanol a partir de glucosa. Sin embargo,
en xilosa, el calcio induce produccion de etanol mientras
que el zinc disminuye los rendimientos de etanol y xilitol.
Por lo que lo que se puede inferir que el efecto se
encuentra durante la isomerizacion de xilosa o en la ruta
de la pentosa fosfato.

Resultados. En la tabla 1, se muestran los rendimientos
obtenidos del estudio preliminar. En la tabla 2 se
muestran los resultados obtenidos a partir de la
optimizacién de etanol en xilosa, asi como los
tratamientos empleados. En la figura 2 se presenta una
grafica de contorno donde las zonas Optimas se
muestran en color naranja donde las concentraciones
Optimas predichas para el CaCl es de 1.78 g/L y de
ZnS047H20 es de 0.220 g/L.

Agradecimiento. FCQB, UAS por la facilitacion de sus
instalaciones. IPN, CIIDIR SINALOA por el apoyo para la
realizacion de este proyecto.

Tabla 1. Rendimientos de etanol y xilitol a partir de glucosa y B|b||09raf|a
xilosa Lubbehiisen TL, Nielsen J, Mcintyre M. (2004). Applied
- microbiology and blotechnology Vol (63): 543-548
. Etanol g/ Etanol g/ Xilitol g/
Estandar Glucosag Xilosa o Xilosa g 2. Lee SC, Calo S, Heitman J. (2013). PLOS pathogens. Vol
CaCl 1g/L 0.42+0.00°  0.28+0.00° 0.15£0.008 (9):€1003625
CaCl2g/L 0.35+0.12b 0.27+0.012b 0.17+0.002 3. Sues A, Millati R, Edebo L, Taherzadeh MJ. (2005). FEMS yeast
ZnS047H20 0.5g/L  0.42:0.012 = 0.26+0.04% 0.07£0.01® research. Vol (5): 667-676
ZnS047H,0 1g/L | 0.42+0.00°  0.17+0.03° 0.11£0.015
Control 0.44+0.00° = 0.27+0.022 0.11x0.020

*Letras diferentes representan diferencia significativa. Prueba Tukey (a= 0.05).
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REPRODUCCION DE LA ZONA DE ADICION DE GLUCOSA DE CULTIVOS ALIMENTADOS
DE E. coli RECOMBINANTE TERMOINDUCIBLE MEDIANTE ESCALAMIENTO

DESCENDENTE
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Palabras clave: E. coli, termoinduccién, alta densidad celular.

Introduccion. Durante la termoinduccion de proteina
recombinante (PR) en E. coli esta tiende a agregarse en
cuerpos de inclusion (Cl). Los cultivos por lote
alimentado con la adicion de glucosa generan una alta
densidad celular y elevadas productividades. Sin __Lote

incrementada de acumular glucosa (de 0 hasta ~10 g/L), asi
como acetato (hasta ~5 g/L) y formato (hasta ~3 g/L) en el
medio conforme el tr a lo largo del BFP es mayor.

Lote alimentado
BTA-BFP40s

Lote alimentado

Lote alimentado BTA = |ote BTA-BFP25s Lote

embargo, en la escala productiva en las cercanias del 50 J_Induccion ] Induccion T Induccién
punto de adicion se forma una zona de alta I,/ L+0°(D ©

concentracién de glucosa y oxigeno disuelto limitante ‘330 Ll %aqs

(1,2). A su paso por esta zona, las células desencadenan é 20 . ? g # g.,“
respuestas a nivel transcripcional y metabdlico (1,3), 2 10 . . o . o tes,
hasta el momento se desconoce como dichas respuestas NP, oeel P

impactan en la produccion de PRy su agregacionen Cl. & 7| E H o
El objetivo de este trabajo es analizar la respuesta %10 . .
cinética del cultivo, la arquitectura y pureza de los Clen g o . . s
E. coli W3110 termoinducible productora de rHUGM-CSF 24 . . 2
cuando es expuesta a gradientes oscilantes de 5 | . | —o oot s
concentracién de glucosa y oxigeno disuelto. ~9c F |

Metodologia. E. coli (K-12 W3110) es propiedad de 3 26 o oo foatatn . M
Probiomed S.A. de C.V. y expresa rHUGM-CSF (factor § § 4 . PN
estimuflador de crecimiento de granulo?itos y < § 5 8 j’p :
macré jo un promotor termoinducible. L w °
cu?’t?vgsaggr?%ro??g alta dgngidgzioceltuelar se ?eua(iilz):n en un B R e R

biorreactor de tanque agitado (BTA) con 1.2 L de medio t (h) t(h) t (h)
Fig. 1. Cultivos de E. coli en un BTA bien mezclado (A, B, C) y en el
modelo a escala de la zona de adicion de glucosa con un tiempo de
residencia medio en la seccion BFP de 25s (D, E, F) 040 s (G, H, I).

Concentracion de células (A, D, G), glucosa (B, E, H), acetato y formato

(C, F, I). Las lineas superiores indican la linea de tiempo de los cultivos,
con las primeras 12 h operando en lote, seguidas de la alimentacion

exponencial y la termoinduccién de la proteina recombinante.

minimo (1) iniciando con una fase lote, seguida por la
alimentacion exponencial de glucosa. La produccion de
rHUGM-CSF se induce con el cambio de 30°C a 39°C.
Para la reproduccion de la zona de adicion de glucosa se
interconectd un biorreactor de flujo piston (BFP) a un
BTAy se evalu6 el comportamiento del flujo midiendo los
perfiles de tiempo de residencia (tr). En dicho sistema se
realizaron cultivos con el punto de adicion de glucosa a
la entrada del BFP. Se tomaron muestras para cuantificar
concentracion celular, glucosa y &cidos organicos. Los ClI

Conclusiones. Cultivos creciendo en el sistema
interconectado BTA-BFP donde se reprodujo la region de
adiciébn de glucosa, mostraron una reduccion de
crecimiento y biomasa final, asi como acumulacion de

obtenidos se analizan en geles SDS-PAGE y sus
caracteristicas estructurales mediante susceptibilidad a
la degradacién por proteinasa K y agentes caotrépicos, y
su andlisis por FTIR-ATR (4).

Resultados. Durante el lote y el lote alimentado los
cultivos muestran perfiles cinéticos reproducibles (Fig.
1). Sin embargo, durante el periodo de termoinduccion a
39°C en los cultivos realizados en la configuracion de dos
compartimentos BTA-BFP donde se reproduce la zona
de adicion de glucosa con tr medios de 25 y 40 s, se
observa la tendencia a disminuir la concentracion celular
hasta un ~40%, la velocidad especifica de crecimiento se
detiene por completo y se observa también la tendencia

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

metabolitos asociados a la ruta de fermentacion acido-
mixta y sobreflujo metabdlico.
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Starmerella bombicola EN CULTIVO EN MEDIO SOLIDO
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Palabras clave: soforolipidos, cultivo en medio sélido, Starmerella bombicola

Introduccion. El cultivo en medio liquido (CML) ha sido
ampliamente difundido y estudiado en la produccién de
biosurfactantes, sin embargo, el cultivo en medio sélido
(CMS) no ha tenido la misma atencion (1) esto incluye a
los soforolipidos (SL) producidos por S. bombicola. En
este trabajo se propone la produccién e identificacién de
SL por CMS. Se pretende demostrar que con el CMS se
pueden obtener rendimientos de SL comparables al
CML. Por otra parte, es de interés la elucidacién
estructural del compuesto predominante en el producto
de CMS.

Metodologia. El CMS de S. bombicola ATCC 22214 se
realiz6 en columnas de vidrio usando aserrin como
soporte y aceite de cartamo y glucosa como fuentes de
carbono. El metabolismo se monitore6 midiendo la
concentracion de CO:zen los gases de salida (2). Los SL
se recuperaron con extraccion solido-liquido usando
acetato de etilo y posteriormente se separaron mediante
cromatografia preparativa con silica y un sistema
CHsOH/CHCIs. ElI  compuesto mas abundante
recuperado en las fracciones se analizo por FTIR (ATR),
MS (ESI-ToF) y RMN (1H, 13C, COSY, HSQC, HMBC).

Resultados. El contenido final de SL a las 240 h fue de
0.19+0.01 g soforolipidos/g materia seca, Y €l rendimiento fue de
0.46+0.01 J soforolipidos / J (aceite+glucosa). La Figura 1 muestra
las cinéticas de consumo aceite y glucosa y produccion
de SL. Uno de los compuestos predominantes en CMS
es un soforolipido lacténico diacetilado, identificado por
técnicas espectroscopicas (Figura 2).

+ 160
020 //»’-——-i
3 = e
'Tg #36 § - ] 0 &
g o
o w00 2
5 Y
) o
& 010 80 O
= ]
g © 5
o
0.05 40 %
0 <
0.00 P § aly

100 150 200 250

Tiempo (h)

Fig. 1. Cinéticas de produccion (. CO,, ¢ soforolipidos) y
consumo (o aceite y A glucosa).
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Fig. 2. Espectro de RMN 1H del soforolipido purificado y estructura
propuesta

Conclusiones. EI CMS usando aserrin como soporte
demostré ser una alternativa viable para obtener buenos
rendimientos en la produccion de SL con S. bombicola.
Uno de los principales productos en este cultivo fue un
soforolipido lactonico diacetilado.

Agradecimientos. RMS agradece a CONACyT por la
beca proporcionada (CVU 928786) y a la UAM y Polioles
por el apoyo brindado.
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Palabras clave: Control, Bioplastico, Microalgas.

Introduccion. Las microalgas son un conjunto de
plantas unicelulares y fotosintéticas, predominantemente
acuaticas, que tienen el potencial de producir
biocombustibles y bioplasticos entre otros compuestos.
En especifico, la microalga Chlamydomonas reinhardtii
posee la capacidad de producir almidén en diversas
configuraciones y escalas incluyendo fotobiorreactores.

El objetivo de este trabajo fue poner en operacién un
fotobiorreactor con iluminacion interna capaz de regular
pH, temperatura, flujos de aire y CO: para obtener
almidén a partir de la microalga Chlamydomonas
reinhardtii crecida en medio TAP axénico.

Metodologia. El fotobiorreactor fue disefiado como un
cuerpo cilindrico de 16.4 L equipado con un airlock,
sensores de pH y temperatura, mecanismos de
aireacion, de ingreso de COz, de intercambio de calor y
de extraccion de muestras asi como tiras de luces LED.
El fotobiorreactor cuenta con un sistema de control
automatico ON-OFF de temperatura 'y pH y de regulacion
de aireacién e iluminacion que fueron desarrollados en la
plataforma Siemens Tia PortalV16

Resultados. En la figura 1a se muestra el fotobiorreactor
disefiado segun lo descrito. El crecimiento de la
microalga en el fotobiorreactor en términos de su
densidad se muestra en la figura 1b. La maxima
densidad (3.65 mg/L) se obtiene al dia 8 de operacién y
se observa un crecimiento sigmoidal continuo a lo largo
del periodo de prueba. El andlisis de contenido de
almidén se realiz6 Unicamente para la prueba del dia 9
de operacién (por ser el Ultimo y en el que se asume
maxima concentracion de almidén) obteniéndose un
contenido de almidon de 9.20 + 0.2 (% m/m). En términos
de productividad este valor corresponde a 0.042 g/Ld.
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b)

Fig. 1.a) Fotobiorreactor en funcionamiento; b) Curva de crecimiento de la

microalga

Conclusiones. Fue posible obtener 9.2 % de almidén
en peso seco de microalga operando el fotobiorreactor
en medio axénico a 25 °C, pH=7.3 y 0.67vvm. Se
observo la efectividad de los controladores ON-OFF
tanto para regular la temperatura como el pH.

Agradecimiento. El presente trabajo se desarrollé con
financiamiento del COECyYTJAL a través del fondo:
FODECIJAL 2019 para el proyecto “Sintesis de
biopeliculas con base en almidén y lignina para la
fabricacion de bolsas de un solo uso” con numero de

clave 8239.
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Palabras clave: Método SPH, Bioreactor, Agitador de proximidad

Introduccion. La simulacién de un bioreactor agitado es
un fenémeno complejo multifisico, debido a que involucra
geometrias complejas, superficie libre y grandes
deformaciones en el fluido. La complejidad aumenta si
afiadimos un crecimiento microbiano susceptible a
cualquier cambio. Las simulaciones numéricas resultan
llamativas para predecir dichos fenémenos. El método
SPH tiene las ventajas de simular las geometrias
complejas de los agitadores, rastrear la biomasa en
zonas especificas, e implementar facilmente modelos
cinéticos microbianos en sistemas bioldgicos. Se logra
establecer una relacién entre los fenébmenos de trasporte
y la cinética microbiana en un bioreactor.

Metodologia. El crecimiento microbiano se realiza en un
bioreactor escala laboratorio de 1 L, lleno al 70% de un
fluido viscoso newtoniano con una viscosidad y densidad
de 0.1 Pas y 1310 g/cm3, respectivamente. La
distribucion de biomasa se efectia mediante el agitador
de proximidad Ancla. Los pardmetros cinéticos y la
velocidad de crecimiento maxima pertenecen a la
bacteria Azotobacter Vinelandii ATCC 9046 para
producir alginato y fueron obtenidos de [2]. Se utiliza el
cédigo libre DualSPHysics basado en el método SPH
para simular el movimiento del fluido mediante las
ecuaciones de momento y continuidad [1]. Se
implementan la cinética microbiana y la ecuacién de
adveccion-difusiébn para estudiar la distribucion vy
produccion simultanea de biomasa en el bioreactor. El
coeficiente de difusibon a 298.15 K de biomasa y
sacarosa es D = 6.61X108 m?/s. El tiempo de simulaciéon
es de 24 s, y las velocidades de agitacién son 30, 50 y
75 rpm. El inoculo inicial tiene una concentracion de
biomasa inicial de x;= 0.19962 g/L.

Resultados.

La produccion de biomasa esté influida por la conveccion
creada por el agitador, la difusion por el movimiento
molecular y por la cinética microbiana. Para cuantificar la
biomasa se omite la cantidad del inoculo inicial (0.040 g).
En la Tabla 1 se muestra la producciéon de biomasa activa
de Azotobacter Vinelandii y su respectivo aumento por el
sistema agitado del bioreactor a las diferentes
velocidades de agitacion.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Tabla 1. Aumento de produccién de biomasa activo debido al
agitador Paravisc en bioreactor en 24 s.

Velocidad Biomasa Incremento

de biomasa
30 rpm 0.1397 g 348.79 %
Ancla 50 rpm 0.1645 g 410.55 %
75 rpm 0.2020 g 504.29 %

En la Figura 1, se muestra la distribucién de biomasa
debido al movimiento de Ancla en el bioreactor y su
respectiva escala a la derecha.

I 1.1e-03

8.0e-12

30 rpm 50 rpm

75 rpm

Figura 1. Distribucion de biomasa en bioreactor agitado usando Ancla.

Conclusiones. El método SPH predice el aumento en la
produccion de biomasa del microorganismo Azotobacter
Vinelandii hasta en 500% debido al uso del agitador
Ancla a 75 rpm. Adicionalmente, el c6digo implementado
permite visualizar las zonas con altas y bajas
concentraciones de biomasa de forma gréafica. Se ha
logrado relacionar los fenédmenos de transporte con la
cinética microbiana.

Agradecimiento. G. M. H. agradece al CONACYT por el
apoyo para la investigacion.
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Palabras clave: ellagitannins, ellagic acid, Aspergillus niger.

Introduccion. La fermentacion en estado sélido (SSF)
ha sido objeto de un interés creciente debido a su
potencial para aplicaciones industriales, la SSF de
residuos de granada por Aspergillus niger se ha
desarrollado y optimizado ampliamente para la
recuperacién de acido elagico (EA), un bioactivo de alto
valor [1], el cual puede liberarse solo después de una
hidrélisis extensa o por biodegradacion [2, 3, 4],
utilizando materiales vegetales ricos en elagitaninos
gracias a la actividad tanin-acil hidrolasa de estos hongos

[4].

El objetivo de esta investigacion es la obtencion de
compuestos fendlicos simples a partir de la degradacion
fungica de los residuos de granada.

Metodologia. El experimento se realiz6 en el Laboratorio
de Fermentaciones del Dpto. de C. y T. de Alimentos en
la Universidad Aut6bnoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN), Unidad Saltillo. Se realizé un proceso de
fermentacion empleando los residuos del fruto de
granado como soporte-sustrato y una cepa de
Aspergillus niger M4, para la obtencion de compuestos
fendlicos. Se efectuaron 4 cinéticas, con dos dosis de
glucosa (1 y 14 g) como fuente de carbono adicional. La
fermentacion se realizé en cajas Petri de 20 mly 10 ml,
estas contenian 4 g de muestra'y 10 ml de medio Czapek
Dox inoculados con 1x10° esporas por gramo de soporte,
incubandose a 30°C. Las muestras se controlaron
cinéticamente cada 0, 12, 24, 36, 48, 72, 96, 120 y 144
h. De los extractos obtenidos se evaluaron, azlcares
totales y reductores, fenoles hidrolizables, flavonoides,
taninos condensados y biomasa. Finalmente se
selecciond la cinética que contenia el punto de mayor
produccion de compuestos fendlicos.

Resultados.

El proceso de fermentacion fangica permitio la
degradacion de los residuos de granado y liberd
compuestos fendlicos. La figura 1 muestra la cinética de
produccion de fenoles hidrolizables, presentando un
incremento de fenoles en el tratamiento C.G. 1 g/L
(glucosa) durante las primeras 72 h. El punto maximo de
produccion fue a las 96 h, lo que representa 1.7 veces
maés que los valores iniciales. Posterior a este tiempo, se
presenta un decrecimiento significativo. Esto muestra
que el microorganismo es capaz de degradar los
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polifenoles presentes en el

fendlicos con metales o proteinas.

900
800

- u,
" .
e,
.
.
"
»

/g soporte sustrato)

Fenoles hidrilizables (mg AG)

0 24 48 72 96 120 144
Tiempo (h)

@ C.G 14g/L (glucosa)
@ C.Ch 14g/L (glucosa)

®C.G 1g/L (glucosa)
C.Ch 1g/L (glucosa)

Fig. 1. Cinéticas de produccion de acido gélico

Conclusioén. La cepa de Aspergillus niger M4 degrado
los residuos de granada generando compuestos
fendlicos.
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Palabras clave: Liquid fermentation, fungus, antioxidant

Introduccion. El acido kéjico (AK) es una y-
pirona, similar a los flavonoides de los
compuestos fendlicos, capaz de actuar como
agente quelante de minerales como Fe*3, Al*3,
Cu*2y Zn*2 (1). El AK es producido por varias
especies de hongos durante la fermentacion
aerbébica de varios sustratos (2). El acido
kéjico es multifuncional y con propiedades
acidas débiles, ademas de sus diversos usos

en varios campos, como la industria
cosmética, la medicina, la industria
alimentaria, la agricultura y la industria

quimica (2:3). El acido kojico puede utilizarse
para preservar  productos  agricolas,
particularmente vegetales y frutas, durante el
almacenamiento al inhibir la accion de la
polifenol oxidasa (PPO) (4). El objetivo de la
presente investigacion fue: Evaluar Ila
produccion de acido kéjico mediante tres
concentraciones diferentes de extracto de
levadura como fuente de nitrégeno mas la
adicion de sulfato de zinc por medio de una
fermentacion en medio liquido.

Metodologia. Este trabajo se desarroll6 en el
Departamento de C. y Tec. de Alimentos,
ubicado en la UAAAN-Saltillo. El trabajo
consistio en la elaboracién de cuatro cinéticas
diferentes por medio de un proceso de
fermentacion en liquido, empleando la cepa
Aspergillus niger M4. Se emplearon matraces
Erlenmeyer de 200 mL y un volumen de 20 mL
de medio, inoculados con 1x107 esporas por
mL a 125 rpm y 30°C. Se empled glucosa
como unica fuente de carbono, y para inducir
la sintesis de AK, se utilizd extracto de
levadura a 3 diversas concentraciones como
fuente de nitrégeno, asi como la adicion de
sulfato de zinc. Se analizaron los fermentados
de los dias 0 al 23 tomando alicuotas cada 96
horas. De los extractos obtenidos se evaluo:
biomasa, azucares reductores, y el contenido
de &cido kdjico.

Resultados
De acuerdo a los resultados obtenidos (Figura
1) el mayor rendimiento en la produccion de

AK para los tratamientos A y B fue a las 192h,
aumentando un 75% y 87% comparado con el
dia cero. Mientras que los tratamientos C y D
obtuvieron una mayor concentraciéon de un
91% y 81% en 96h, comparados con el dia

cero.
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Figura 1 Efecto de la induccién de la sintesis de AK
mediante tres concentraciones diferentes de levadura.

Conclusion. Las diferentes concentraciones
de extracto de levadura afectan el rendimiento
en la produccién de AK. La adicién de sulfato
de zinc interfiere con la sintesis de AK en
tiempos prolongados de fermentacion.
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Palabras clave: Agave duranguensis, Saccharomyces, Bebida fermentada.

Introduccioén. En el estado de Durango, la produccién
de mezcal ha cobrado importancia en los Ultimos afios,
debido a su impacto econdmico y caracteristicas
organolépticas particulares. La especie de agave que se
emplea en esta regidn para la obtencion de mezcal es el
Agave duranguensis. El proceso de produccion se lleva
a cabo en cuatro etapas principales: coccién, molienda,
fermentacion y destilacion (Soto-Garcia et al.,2009). De
estas etapas, la fermentacion es primordial, ya que en
este paso los microorganismos transforman los azlcares
en etanol y otros metabolitos secundarios que
contribuyen a la composicion quimica del mezcal (Martell
Nevarez et al., 2011). Se ha reportado que en esta etapa
intervienen sucesivamente varias especies de levaduras
Saccharomyces y no-Saccharomyces, las cuales deben
ser estudiadas para mejorar el rendimiento de etanol y la
calidad del mezcal (Paez-Lerma et al, 2010).
El objetivo de este trabajo fue el aislamiento de
microbiota levaduriforme que interviene en el proceso de
fermentacion del Agave duranguensis.
Metodologia. Inicialmente se monitore6 una vinata
tradicional de Nombre de Dios, Durango, en donde se
obtiene Mezcal artesanal usando como materia prima el
Agave duranguensis, evaluando dos tiempos de
fermentacion. El aislamiento se realizé utilizando 2

morfologias méas representativas de todas las levaduras
aisladas se muestran en la figura 3. Donde se agrupan en 25
grupos, con caracteristicas de tamafo, forma y color con
diferentes intensidades de verde y crema.

Tabla 1. Cepas aisladas del proceso de fermentacién con Agave durangensis

LEVADURAS AISLADAS

YDP- 5% Etanol | YDP-antibiético
48 60

Total
108

Tiempo (h)

16

Fig. 2. Morfologia de levaduras obtenidas en medio Agar nutritivo WL) a 30°C
durante 5 dias de incubacion.

Conclusiones. En la fermentacion de Agave
duranguensis para la produccion de Mezcal, se
encuentran presenten levaduras tipo Saccharomyces y
no-Saccharomyces, estas Ultimas son las levaduras
predominantes al final la fermentacion. El uso del medio
selectivo ayudo a establecer la dinamica de poblacion.
Agradecimiento. Al posgrado MCyTAF y al proyecto
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levaduras no-Saccharomyces. En este sentido, es Gonzalez Cristobal, Quiroz Arratia, José Apolinar, S. C. N. O. (2010).
. e Predominant Microorganisms Along Alcoholic Fermentation of Agave
importante de§tacqr que es en este Ultimo, donde se duranguensis. Agrofaz, 10(2), 167-173.
encuentran mas nuimero de aislados. Se ha reportado 5. Pallmann, CL, Brown, JA, Olineka, TL, Cocolin, L., Mills, DAy

gue cepas distintas de Saccharomyces aisladas de la
fermentacion de agave son tolerantes a altas
concentraciones de etanol (Paez-Lerma et al., 2013). Las
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Bisson, LF (2001). Uso de medio WL para perfilar
fermentaciones de flora nativa. Revista estadounidense de
enologia y viticultura, 52 (3), 198-203.
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Introduccién. La fermentacion en medio sélido (FMS) se
define como el crecimiento de microorganismos sobre
particulas sélidas humedas en ausencia de agua libre [1].
En FMS existen pocos trabajos en los que se caracteriza
la transferencia de masa (TM) durante el proceso,
perdiendo informacién valiosa sobre el grado dispersion
dentro del biorreactor. Una acercamiento viable para el
disefio y caracterizacion de este tipo de sistemas es la
evaluacion hidrodinamica y su impacto en la TM; sin
embargo, hasta la fecha la caracterizacion hidrodinamica
no se ha considerado adecuadamente, en particular la
influencia de las resistencias viscosas e inerciales en las
velocidades locales vy, por lo tanto, en la dispersion de
O, afectando el coeficiente y el modulo de dispersion,
dichos parametros son esenciales en el disefio y
escalamiento de los biorreactores. El objetivo de este
trabajo fue la caracterizacién hidrodinamica y de TM en
un sistema de FMS abidtico empacado con subproductos
agroindustriales.

Metodologia. Se empaco un biorreactor de charola con
subproductos agroindustriales (cascaras de frutas y
pasta de soya a una relacion C/N=10), y se mantuvo a
una temperatura de 318.15 K; la TM se evalud por el
método de estimulo-respuesta, el cual consiste en
desplazar todo el Oz del biorreactor utilizando un gas
inerte (N2) e inyectando pulsos de aire (desde 1.25 hasta
6.25 VKgM) para determinar en linea la concentracion de
O:en el sistema. El coeficiente de dispersion se estimo
resolviendo el siguiente modelo (Ecuacion 1):

aC o*C, ac
% _p — % _y-

at ax 522 4 62

Donde C,, es la concentracion de oxigeno; D_ es el

[¢) [©)

-2

Ecuacion 1

componente axial de dispersiéon y v es el componente

axial de la velocidad pseudo-local.

Resultados. La Figura 1 muestra los datos vy
predicciones de la concentracibn de O: obtenidos
mediante el modelo matemético (Ecuacion 1), e
incorporando los perfiles de velocidad obtenidos
previamente [2], a partir de la informacion obtenida, se
determinaron los descriptores que caracterizan el
fenédmeno, es decir, el coeficiente (Dax) y €l modulo de
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dispersion (Da..v..L?), ver tabla 1. Se puede observar que el
ajuste es satisfactorio ya que se obtiene una tendencia similar
a los datos experimentales; la desviacion en la parte final del
proceso puede explicarse en funcioén de posibles fenémenos de
retro mezclado o canalizacion, esto podria sugerir que existen
areas con minima presencia de Oz. Los resultados y la
validacion del modelo matemético proveen informacion que
permite una primera aproximacion a la mejora del disefio
conceptual de los procesos de FMS.
0.4 T T T T

0.4

T T
b) 2500 VkgM

T T
2) 125 VkgM g
.

®  Observacion
Modelo

®  Experimental data
Model

o
@

o
N
=)
N

0y [kmol.m™]

0, [kmol.m™]

R S P
Tiempo, [h] Tiempo. [h]

Figura 1. Perfiles de concentracién de oxigeno a diferentes flujos de aireacion,

a) 1.875 y b) 2.500 todos en VkgM.

Tabla 1. Descriptores de TM: coeficiente y moédulo de dispersién.

VkgM Dax.v 7 L.L1 Dax (M%s™)

1.250 177.76 2505 %10 £2.204% 10
2.500 169.36 4.234x10 +2.479%10 |
6.250 158.50 5.286%10 +4.628Xx10

Conclusiones. Los resultados del coeficiente Daxy el médulo
de dispersion (> 0.01) indican que existe dispersion rapida en
el sistema, lo que indica que no se cuenta con una velocidad
tipo flujo pistén; es decir, existen variacién de la velocidad en
funcién de la posicion, lo cual permite puntualizar la relevancia
de la hidrodindmica en los procesos de FMS.

radecimiento. Los autores Gerardo A. Gomez-Ramos,
@I%ISES &uder-Garcsla y Erlanda ['gvera estuﬁantes dse
posgrado agradecen al CONACyYT el apoyo econémico para la
realizacion de la presente investigacion.
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Introduccion. La demanda de ADN plasmidico ha
aumentado en respuesta a los rapidos avances en las
aplicaciones de vacunas. Sin embargo, el uso de
operaciones unitarias eficientes en el disefio de un
bioproceso para la recuperacién y purificacién de ADNp
gue sean sostenibles significa un gran desafio. EI método
utilizado para el rompimiento celular es considerado el
paso critico dentro del bioproceso ya que de él
dependera la cantidad y calidad del producto deseado
(1). La molienda con perlas resulta ser una técnica
eficiente para el rompimiento de la bacteria E. coli y
obtener una alta recuperacion de pldsmido de buena
calidad.

Metodologia. Se obtuvo biomasa de E. coli hospedando
el pVAX1-NH36, para efectuar la lisis y recuperar el
ADNp. La lisis se realiz6 en un molino Marca RETSCH
MM400 en recipientes 2, 10, 35 y 50 mL con perlas de
zirconio de didmetro de 200-400 Om, para estudiar el
grado de mezclado y grado de ruptura por medio del
“Modelo de Tanques en serie perfectamente agitados”
(2). En los lisados obtenidos en cada recipiente se
analizo la calidad por medio de electroforesis en gel de
agarosa y la concentracién del ADNp por cromatografia
de interaccidn hidrofobica (HIC) (3).

Resultados. El escalamiento para el disefio de un
molino continuo se desarrollé basandose de datos de
disefio de equipo. Se tomaron los pardmetros tiempo de
residencia (tr = 5 min) y volumen libre del molino (Vm =
0.05 L). Se calculé la constante de velocidad de
rompimiento (k) y concentracibn maxima de plasmido
liberado (Rm) de acuerdo con una cinética de
rompimiento de primer orden. Se calculé la liberacién de
ADNp siguiendo el modelo cinético de primer orden Ec
(1) y se compar6 con la liberaciébn de acuerdo con el
Modelo de Tanques en serie perfectamente agitados Ec,
(2), Tabla 1.

RioR S )
R (k)

-+ ()

m 1 —t 2
R,—R L N J
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Tabla 1. Célculo de tanques en serie perfectamente agitados.

W v | k| e (1sky,)" Helencs | Eicinci
(mL) (L) (minT)

2 0.0015 | 0.2531 1.039 1.039 0.001 3.73

10 0.006 0.212 1.136 1.135 0.015 11.95

35 0.016 0.4412 2.026 1.890 0.184 50.63

50 0.021 0.4635 2.647 2.262 0.2%0 62.22

Eficiencia global (%)

Numero de etapas

tR (min) o o

Fig. 1. Eficiencia global de la molienda continua en funcién del
numero de etapas y tiempo de residencia.

Conclusiones. El estudio de escalamiento basado en
datos experimentales permite estimar el comportamiento
de una operacién para tiempos de residencia mayores y
por lo tanto mayor volumen de trabajo dentro del molino.
El estudio electroforético (no mostrado) indica que es
posible obtener ADNp superenrollado de buena calidad
por medio de una molienda con perlas de zirconio.
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Introduccion. El pozol es una bebida de origen maya
elaborada con masa de maiz fermentado que se consume
en el sureste de México. Uno de los pasos que involucra su
elaboracién es la nixtamalizacién, proceso en el cual la
sacarosay los demas azUcares libres se reducen dejando al
almidén como el principal sustrato disponible para el
crecimiento de diversos microorganismos (1). La mayoria de
los estudios realizados se enfocaron en la descripcion y
caracterizacion de las bacterias acido lacticas presentes, sin
embargo, se ha comprobado que estas bacterias son
pobremente amiloliticas (2). Siendo los hongos,
especialmente los filamentosos, reconocidos por su
capacidad de producir grandes cantidades de amilasas, el
objetivo de este trabajo fue identificar a los hongos
amiloliticos presentes en la masa de pozol a diferentes
tiempos de fermentacion.

Metodologia. Se realizaron caracterizaciones macro y
microscopicas de los aislados, se comprobé la actividad
amilolitica de los mismos mediante revelado en caja con
yodo (3), se llevo a cabo la extraccion de DNA gendémico (4),
se amplificaron las regiones espaciadoras transcritas
internas (ITS) para llevar a cabo la identificacién de los
microorganismos (5) y se realiz6 la busqueda de hidrolasas
en CAZy.

Resultados. Se identificaron 33 aislados de hongos
amiloliticos a diferentes horas de fermentacion presentes en
el pozol, agrupados en los géneros Candida, Pichia,
Trichosporon y Cladosporium. Se encontraron 16 aislados
pertenecientes a Candida, el cual fue el género presente en
todas las horas de fermentacion. Cladosporium fue el Unico
género de hongos filamentosos amilolitico encontrados en la

[ % & R

_&?ﬁ:}*& f ¢
e d-d T e
- ,§‘§ )

- *Qﬁ», B

masa. La busqueda en CAZy no mostré hidrolasas en estos
microorganismos.

Fig. 1. Micrografias de aislados de hongos filamentosos (A) y
levaduras (B). Tincion de eritrosina al 0.5%
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Hongos identificados en diferentes tiempos de
fermentacion

NO. DE INDIVIDUOS

2 -
Q

Candida

Cladosporium
TIEMPO

Pichia Trichosporon

0 horas 9 horas 24horas W48 horas

Fig 2. Gréfica de géneros de hongos amiloliticos presentes en el pozol.

Conclusiones. Se corrobor6é la actividad amilolitica de
hongos filamentosos y levaduras en placa y se identificaron
33 aislados, pertenecientes a los genera Cladosporium,
Candida, Pichia 'y  Trichosporon. Todos  estos
microorganismos ya habian sido mencionados en diferentes
alimentos fermentados en todo el mundo, pero es la primera
vez gue se reportan como amiloliticos presentes en la masa
del pozol. El hecho de no encontrar en las bases de datos
enzimas relacionadas con la capacidad de hidrolizar almidén
de estos microorganismos, se explica por la poca
investigacién realizada en hongos comparada con toda la
informacion disponible de bacterias, lo cual debe subsanarse
ya que los hongos son microorganismos importantes que nos
ayudarian a dilucidar interacciones ecolégicas en este y otros
alimentos fermentados.

Agradecimiento. Este trabajo fue financiado por la
Universidad Nacional Autbnoma de México, proyecto
DGAPA IN 223917.
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Introduccion. Los biosurfactantes (BS) son moléculas
anfifilicas de origen microbiano y son una alternativa
sustentable a los surfactantes de origen quimico.
Burkholderia thailandensis es una bacteria no patégena
productora de ramnolipidos (RL) con potencial de uso
comercial (1). Los RL estan constituidos por mono y
disacéaridos de ramnosa (Rha) unidos por un enlace éster
a una o dos moléculas de acido graso hidroxilado.
Dependiendo del nimero de unidades de ramnosa
existen monoRL o diRL, el nimero de unidades de &cido
graso crea sub-especies de mono y diRL (2).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la cinética de
produccion de RL y obtener RL de B. thailandensis para
utilizarlo como un estandar en futuros experimentos.
Metodologia. B. thailandensis E264 fue cultivada en un
medio liquido que contenia caldo nutritivo con glicerol (4
%). Como biorreactores se usaron matraces Erlenmeyer
de vidrio con tres deflectores, se incubaron con agitacion
de 150 rpm a 30 °C durante 11 dias. La recuperacion del
producto se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta
por Funston et al. (3), el crecimiento, y la produccion de
BS se determind gravimétricamente por triplicado. El
producto recuperado se analiz6 por las técnicas
espectroscopia infrarroja (FTIR-ATR), cromatografia en
capa fina (CCF) y tension superficial medida a 20 °C.
Resultados. El crecimiento microbiano se ajusté al
modelo logistico mientras que la formacién del producto
se ajusto al modelo de Luedeking-Piret (Fig 1).

2.0

1.6

1.2

0.8

Biomasa (g/L)
Biosurfactante (g/L)

0.4

; ; . 0.0
144 192 240
Tiempo (h)
Fig. 1 Cinética de crecimiento y produccién de biosurfactante en
matraces con deflectores.

En los espectros de los BS producidos por B.
thailandensis (Fig, 2) se observaron las vibraciones
caracteristicas de los grupos metino, metileno y metilo en
2924 y 2855 cm? que corresponden a cadenas
hidrocarbonadas, en 1724 cm donde absorbe el enlace

éster (CO=0).
BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4
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Fig. 2 Espectros FTIR-ATR del biosurfactante producido por B. thailandensis
E264, cada espectro responde a los dias monitoreados.

Los BS producidos redujeron la tension superficial del agua
hasta 37 mN/m mientras que el estdndar de RL comercial con
90% de pureza la disminuye a 34 mN/m, el resultado obtenido
es consistente con lo reportado por Diaz de Rienzo et al. (4). La
separacién cromatografica (Fig. 3) evidencié compuestos que
probablemente corresponden a Di-RL.

Mono-RL

Fig. 3 Separacion cromatogréfica de los BS

Conclusiones El andlisis por FTIR sugiere que el BS producido

por B. thailandensis es similar a un RL comercial, sin embargo,
el analisis por CCF revela que estructuralmente son distintos. El
estandar comercial que se utilizé es producido por una cepa de
Pseudomonas y se sabe que este género produce RL con una
cadena lipidica de 10 carbonos mientras que Burkholderia
sintetiza mayoritariamente Di RL con 14 carbonos.
Agradecimiento. Al Posgrado en Biotecnologia de la UAM I,
al CONACYT por la beca otorgada y a Polioles S.A. de C.V.
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Introduccion. Los polihidroxialcanoatos (PHA) son una
familia de polihidroxiésteres sintetizados por varios
microorganismos como compuestos de almacenamiento
de carbono y energia en condiciones limitadas de
nutrientes (1). Los PHA poseen propiedades similares a
los termoplasticos sintéticos como el polipropileno. Esto
los hace utiles para mdltiples aplicaciones (2). Sin
embargo, una limitante para la produccion y
comercializaciéon extensiva de PHA es su alto costo de
produccibn en comparacion con los plasticos
convencionales. Por lo tanto, existe una buUsqueda
continua de nuevos microorganismos productores de
PHA y sistemas de produccién mas eficientes.

El objetivo de este trabajo fue seleccionar cepas
bacterianas productoras de PHA y evaluar el efecto de la
fuente de carbono en el rendimiento.

Metodologia. Las cepas de Bacillus sp BA, Bacillus sp
BS, Burkholderia thailandensis y Burkholderia plantari se
inocularon en placas Petri de agar nutritivo
suplementado con glucosa al 1%, y se incubaron a 30 °C
por 24 h. El crecimiento colonial se tifi6 con solucién
etanodlica de negro de Sudan B y se selecciond la cepa
positiva (vire de color de la colonia a azul obscuro) a
produccion de PHA (3). La cepa seleccionada se inoculé
en un medio compuesto por una fuente de carbono
variable (20 g/L), (NH4)2S0a4 (2.5 g/L), KH2PO4 (1.5 g/L),
Na2HPO4 (3.5 g/L), MgS04-7H20 (0.2 g/L) y 0.1% (v/v)
de solucion de oligoelementos (FeSOa4, CaClz, MnSOasy
ZnClz, 1 mM). La produccién de PHA se realiz6 en
matraces Erlenmeyer de 250 mL con deflectores con 50
mL de medio inoculado al 5 % (v/v) con un cultivo
bacteriano de 24 h; se incubd a 30 °C con agitacion
constante (150 rpm) durante 5 dias. Se tomaron
muestras cada 24 h y se determinaron las
concentraciones de biomasa por peso seco y de PHA
(por espectrofotometria (4). Se comparo el crecimiento y
produccion de PHA en glucosa, sacarosa, xilosa y
glicerol.

Resultados. Se seleccioné la cepa de Burkholderia
thailandensis para la produccion de PHA debido a que
sus colonias se tifieron de color azul obscuro (Fig. 1),
respuesta indicativa de la presencia de material
hidrofébico intracelular (3).
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Bacillus sp. BS

Bacillus sp. BA

plantarni

Fig. 1. Tincién con negro Sudan B
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Fig. 2. Crecimiento (a) y produccion de PHA (g/L) de Burkholderia
thailandensis a partir de diferentes fuentes de carbono.

Burkholderia thailandensis produjo PHA a partir de glucosa,
sacarosa y glicerol como Unica fuente de carbono, sin embargo,
no se observd crecimiento en el medio preparado con xilosa
(Fig. 2). La mayor concentracion de biomasa (3.25+0.74 g/L)
se obtuvo a los 3 dias de cultivo en el medio con glicerol,
mientras que la mayor concentracién de PHA (1.48+0.23 g/L)
se obtuvo al final del cultivo (5 dias). El Yrix obtenido con
glicerol (0.62+0.08) fue 1.8 y 4.1 veces mayor a la alcanzada
con sacarosa y glucosa, respectivamente.

Conclusiones. Burkholderia  thailandensis es un
microorganismo productor de PHA a partir de glucosa,
sacarosa y glicerol. EI mayor rendimiento se obtuvo utilizando
glicerol como Unica fuente de carbono.
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Introduccion. Los biosurfactantes (BS) son metabolitos
microbianos de naturaleza anfifilica. Estos compuestos
pueden ser obtenidos a partir de fuentes renovables,
son activos en condiciones extremas de pH vy
temperatura, tienen baja toxicidad y son altamente
biodegradables (1). La levadura Starmerella bombicola
produce grandes cantidades de biosurfactantes cuando
crece en presencia de una fuente de carbono hidrofilica
y una fuente de carbono hidrofébica (2). El objetivo del
presente trabajo fue evaluar el efecto de las fuentes de
carbono y la fuente de nitrégeno sobre el crecimiento de
S. bombicola y la produccion de BS.

Metodologia. Se utilizé la cepa ATCC 22214 de S.
bombicola. El cultivo se llevd a cabo en matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio de cultivo.
Se evaluaron cuatro fuentes de carbono hidrofilicas
(sacarosa, glucosa, xilosa y fructosa) a una
concentracién de 100 g/L, cinco fuentes de carbono
hidrofébicas (aceites de soya, oliva, maiz, cartamo y
canola) a una concentracion de 100 g/L y cinco fuentes
de nitrégeno (sulfato de amonio, nitrato de sodio, urea,
peptona y extracto de levadura) a una concentracion de
2 g/L. Los matraces se inocularon con un cultivo de S.
bombicola de 24 h y se incubaron a 30 °C con una
agitacion de 200 rpm durante 7 dias. La biomasa se
separ6é del medio de cultivo por centrifugacion (4000
rpm, 20 min). El BS se recuperé mediante extracciones
liquido-liquido con acetato de etilo. El solvente se
evapor6 a presion reducida y el aceite residual se
elimind mediante lavados con hexano. El BS obtenido
se caracterizo por espectroscopia infrarroja (FTIR) y se
midio la tensién superficial a diferentes concentraciones
usando el método del anillo de Du Nouy.

Resultados. La fuente de carbono hidrofilica y la fuente
de nitrégeno afectaron la produccion de biosurfactantes
por S. bombicola, los mejores resultados se obtuvieron
con sacarosa Yy nitrato de sodio (Fig. 1). Por otra parte,
la fuente de carbono hidrofébica no tuvo un efecto
significativo sobre la produccion de BS (Fig. 2, a=0.05).
En las condiciones estudiadas, las mejores fuentes de
carbono y de nitrogeno para la produccion de
biosurfactante por S. bombicola fueron: sacarosa, aceite
de canola y nitrato de sodio.
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Fig. 1. Produccion de BS por S. bombicola alos 7 d utilizando diferentes
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El andlisis cinético en las mejores condiciones (Fig. 2)
indica que el BS es un producto parcialmente asociado al
crecimiento. La maxima concentracion de biomasa
(21.51+0.4 g/L) se alcanz6 a los 4 dias, posteriormente
disminuyd. El aceite se agoto casi totalmente a los 8 dias
(conversion = 0.97). La maxima concentracion de BS
(80.3+0.7 g/L) se obtuvo a los 12 dias. El analisis de
FTIR y de tension superficial del BS sugieren que es una
mezcla de soforolipidos acidicos y lacténicos.

Conclusiones. Las fuentes de carbono y nitrégeno
utilizadas afectan el crecimiento y la producciéon de BS
por S. bombicola. Cambiando la glucosa y por sacarosa
y el sulfato de amonio por nitrato de sodio se increment6
la produccion de BS 19.6 veces (de 4.1 a 80.3 g/L),
probablemente debido a las diferentes tasas de consumo
de los nutrientes.

Agradecimientos. Programa de
Incorporacion de NPTC UAT-PTC-237

Bibliografia.

Apoyo a la

1. Becerra Gutiérrez, L. K., Horna Acevedo, M. V. (2016). Scientia

Agropecuaria, 7(1), 23-31.
2. Van Bogaert, I. N., Zhang, J., Soetaert, W. (2011).
Process Biochem., 46(4), 821-833.

373


mailto:luis.duran@docentes.uat.edu.mx

.

Memorias

XIX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria

Area X

EVALUACION PRELIMINAR Y CARACTERIZACION DE DIFERENTES CEPAS DE BACILLUS

VELEZENSIS PARA LA PRODUCCION DE L-ASPARAGINASA.
Karina Maldonado 1, Lorena Pedraza 1, Ruth Pedroza®, Manuel Kirchmayr 2
1 Universidad Iberoamericana Ciudad de México, Departamento de Ingenieria Quimica, Industrial y de Alimentos.
Prolongacion Paseo de Reforma 880, Lomas de Santa Fe, México, C.P. 01219, Ciudad de México. P4000.
2Centro de Investigacién y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, A.C. Unidad de Biotecnologia
Industrial. Camino Arenero #1227. El Bajio del Arenal. Zapopan, Jalisco. México, C.P. 45019
Ib.karinamaldonado@gmail.com
Palabras clave: Asparaginasa, acrilamida, Bacillus velezensis.

Introduccion. Desde el descubrimiento de la acrilamida
en los alimentos en 20020, se crearon nuevas
regulaciones y se establecieron limites sobre su
contenido, ya que esta clasificada como probable
carcinégeno para los humanos” (Grupo 2A) por la
Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer
(IARC) y se han comprobado sus efectos neurotoxicos
@, Esta situacion impulsé la busqueda de alternativas
para disminuir su contenido en los alimentos, sin afectar
las caracteristicas sensoriales. Tal es el caso del uso de
L-asparaginasa. Esta enzima puede obtenerse de
Bacillus velezensis, el cual es una bacteria gram positiva
formadora de endosporas y que es promotora del
crecimiento de plantas al ayudar en la eliminacién de
bacterias, hongos y nematodos que pueden ser
patégenos. Por otra parte, Mostafa et al. mostraron la
produccion de L-asparaginasa en Bacillus velezensis
obteniendo buenos resultados y evaluando su actividad
citotoxica contra células cancerigenas ©). Dada su
relevancia en alimentos y en medicina, se necesita
investigar nuevas fuentes de produccion. El objetivo de
este trabajo fue comparar las caracteristicas de
diferentes cepas de Bacillus velezensis aisladas de
sargazo marino, de un fruto del arbol del pino y la cepa
NRRL B-41580 obtenida del rio Vélez y la produccion
preliminar de L-asparaginasa.

Metodologia. Se probd el crecimiento de las cepas en
caja con diferentes medios: medio ASW, adicionado con
CMC, L-asparagina y alginato y un medio para
crecimiento en lignina; las cajas fueron reveladas con
yodo, rojo Congo Y rojo fenol excepto para lignina donde
la prueba es positiva si se observa crecimiento del
microorganismo en caja Petri. En medio liquido se
realizaron cinéticas de crecimiento con la finalidad de
observar diferencias en distintos medios, temperaturas
y en diferentes concentraciones de azlcares, las
condiciones de cultivo fueron 250 rpm, 30, 37 y 42°C.
Resultados

En medio sélido las cepas mostraron comportamientos
diferentes en cuanto a la morfologia colonial y halos de
actividad enzimatica. Para el caso de ligninasas, la cepa
(NRRL B-4158) presenta poco crecimiento.

En medio liquido el comportamiento fue diferente en las
cepas. ya que en algunos medios formaron una
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biopelicula, principalmente la cepa de la pifa del

mostrando también una diferencia en la temperatura de

crecimiento, pues tuvo mejor crecimiento a 37°C

Pifa Sarg;zo Sargazo Sargazo Rio (NRRL B-4158)
Fig. 1. Actividad enziméatica de las cepas para alginato liasas (A),
glutaminasa (B) y L-Asparaginasa (C).

Cepa Crecimiento en lignina

Bacillus velezensis pifia de pino Positivo, crece en menos de 24 horas

Bacillus velezensis NRRL B-4158 Muestra crecimiento, pero es minimo

Bacillus velezensis sargazo Positivo, crece en menos de 24 horas

Tabla 1. Resultados de crecimiento en medio de lignina.

Fig. 2. Crecimiento en medio liquido a diferentes temperaturas.

Conclusiones. Las distintas cepas mostraron algunas
similitudes en la actividad metabdlica. Fueron diferentes en
la degradacion de lignina, temperaturas y medio de
crecimiento, a pesar de ser el mismo género y especie. El
origen bacteriano influye en las caracteristicas metabdlicas
de los microorganismos, ya que la cepa de la pifia de pino
es capaz de degradar lignina y tiene una mayor actividad
metabdlica, mientras que su contraparte proveniente de un
rio no es capaz de degradar lignina y su actividad L-
asparaginasa es menor, lo mismo que en las cepas aisladas
del sargazo.

Bibliografia. 1.Friedman, M. (2003). Journal of agricultural
and food chemistry, 51(16), 4504-4526. 2.Brathen, E., &
Knutsen, S. H. (2005). Food Chemistry, 92(4), 693-700 3.
Mostafa, Y., Alrumman, S., Alamri, S. et al (2019). Electronic
Journal of Biotechnology, 42, 6-15.
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Introduccion. Los microorganismos interactian en
muchos entornos con condiciones muy diversas, el
estudio de estas interacciones resulta de relevancia
préactica en varios campos de la ciencia (1). La mayoria
de los procesos fermentativos tradicionales presentan
ecosistemas microbianos complejos que contienen
diversos microorganismos, cuya interaccion puede
afectar la dinAmica de poblacién, asi como la produccion
de metabolitos de interés (2). El estudio de las
interacciones entre los microorganismos involucrados en
la fermentacion de jugo de agave presenta un reto debido
a la complejidad y diversidad de dichas interacciones,
pero con potencial enorme tanto para la obtencion de
conocimiento como para su aplicacién industrial.

El objetivo del presente trabajo es determinar las duplas
de levaduras aisladas de jugo de agave que presenten
un grado de interaccién con respecto a la formacién de
halos de crecimiento o inhibicién celular.

Metodologia. Se utilizé la metodologia de doble placa
empleada por Mendoza et al. (3), para evaluar la
interaccién en el crecimiento entre duplas de especies
de levaduras en una combinacion de 6 x 15 especies,
donde el “tapete” y los spots fueron inoculados a 103y
104 células/mL, respectivamente. Se emple6 el medio de
cultivo propuesto por Lopez et al. (4), modificado de la
siguiente manera: glucosa (2 g/L), fructosa (18 g/L) y
agar bacterioldgico (20 g/L), pH 5.5. Las placas Petri
fueron incubadas en condiciones microaerofilicas a 30
°C durante 72 horas.

Resultados. En la tabla 1 se resumen los resultados de
las interacciones en doble placa. Como variable de
respuesta se consideraron 3 tipos de interacciones en 3
grados: positiva (halo de crecimiento: +,++,+++),
interacciobn negativa (halo de inhibicién: -,--,---) o
interaccion nula (sin evidente efecto en el crecimiento
celular: N). N.D.: interaccion no determinada. La flecha
hacia arriba (1) indica que la afectacién es sobre la
especie del spot. Los resultados indican que hay un
impacto sobre el crecimiento de algunas levaduras
debido a la presencia de una segunda especie de
levadura, especialmente entre H. lachancei y Z. bailii
(fuerte interaccion positiva); asi como una inhibicién por
parte de la especie de S.cerevisiae hacia la mayoria de
las especies de levadura con las que tuvieron contacto
(fuerte interaccion negativa), lo que concuerda con la
reportado por otros autores (5)(6).
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levaduras, jugo de agave

La evidencia de interacciones indica la presencia de mecanismos

de interaccion que actualmente son poco o nulamente
conocidos.
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Tabla 1. Respuesta a la interaccion entre las duplas de especies de
levaduras retados en las pruebas en doble placa.

Conclusiones. Se verificd la presencia de duplas de
levaduras aisladas de jugo de agave con una interaccion
fuerte, tanto positivas como negativas, en el crecimiento.
Las interacciones entre las especies de H. lachancei, Z.
bailii y S.cerevisiae son las que exhiben un mayor grado
de interaccién, por lo que resulta de interés una mayor
investigacién dirigida al estudio de sus mecanismos de
interaccién; asi como su impacto sobre la produccion de
metabolitos de interés.
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Palabras clave: metanol, mezcal, etanol.

Introduccion. En el proceso de produccion del mezcal
artesanal en Mazatlan, Guerrero, se generan diversos
desechos, caso concreto, después de la segunda
destilacion, las fracciones denominadas puntas y colas

llegan a representar volimenes importantes del
destilado, conteniendo compuestos volatiles
desaprovechados, habiendo alcoholes mayoritarios

como metanol, etanol y alcoholes superiores. De
acuerdo a la norma vigente, estas fracciones son
desechadas por no ser aptas para consumo humano (1),
representando una merma para el productor. Se exploré
la posibilidad de purificar el compuesto volatil mayoritario
encontrado en estas dos fracciones con el interés de
otorgar valor agregado al proceso y con ello mayor
remuneracion por kg de planta utilizada compensando la
ardua actividad laboral de obtencibn de mezcal,
reditudndola desde otros subproductos bajo el mismo
quehacer del nucleo productor.

Metodologia. Tres lotes de muestras de distintas
destilaciones de mezcal (NM1, NM2 y NM3) fueron
analizados mediante la técnica de cuantificacion de
metanol por la via himeda (2). A las muestras colectadas
cada hora desde el inicio de la destilacién refina, primero
se les determind el contenido alcohdlico (3). Las
fracciones denominadas puntas y colas fueron
sometidas a separacion de volatiles en una columna de
destilacién BT-BE-050/EL con la finalidad de confirmar la
presencia de metanol o etanol. Los destilados obtenidos
desde esta columna fueron analizados contra estandares
mediante HPLC con una columna BioRad Amirex HPX-
87H. Los cromatogramas fueron analizados con el
sofwere Empower 2(Waters).

Resultados. Se muestra la cuantificacion puntual y
comportamiento del metanol en tres procesos diferentes
durante la destilacion para obtener el mezcal refino (22
destilacion), las muestras se ordenaron de acuerdo a la
evolucidn del contenido alcohdlico. La Figura 1 describe
la cinética de los tres lotes de destilacion, el metanol va
en aumento a medida que transcurre el tiempo, indicando
que la mayor cantidad de metanol se encuentra en las
colas del mezcal. Bajo esa premisa, se busco separar los
alcoholes mayoritarios de la mezcla, solo se encontraron
trazas de metanol, se observo que el etanol se encuentra
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en mayor concentraciéon en colas y puntas, con una proporcion
del 56% y 74.7% respectivamente como se muestra en la Tabla1.

Cuantificacién de Metanol

700
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< 300

£ 200
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Concentracion de MeOH

—0— NM1 —¢—NM2 —&— NM3

Fig. 1. Tres lotes de destilacion refina de mezcal. Nétese la tendencia de
las tres graficas de cuantificacion de metanol, refieren que la
concentracion de metanol es inversamente proporcional al contenido
alcohdlico de la muestra.

Tabla 1. Andlisis mediante HPLC de los alcoholes mayoritarios
encontrados por destilacién fraccionada.

Control de metanol 0.14 92.38
Control de etanol 87.32 0.03
Cola (destilado) 56.07 0.03
Puntas (destilado) 74.74 0.03

Conclusiones. De las dos fracciones de desecho de la
destilacién del mezcal es posible recuperar etanol de muy
aceptable pureza, y que llega a representar un 10-25% v/v de
la mezcla de las colas y un 32-45 % v/v en las puntas en funcién
del contenido alcohdlico inicial del residuo industrial, lo cual
propone una posible linea de aprovechamiento integral del
agave.
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