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RESUMEN

Actualmente se estima que se han logrado aislar entre un 10 y 15 % del total de los
microorganismos en el planeta. La investigacion de microorganismos en cavernas
es limitada en la actualidad, sin embargo representan un nicho de oportunidad por
las condiciones extremas que ofrecen para el desarrollo de vida. En experimentos
previos se muestred dentro de una caverna (20°01'07" N, 97°3116" O), en
Cuetzalan Puebla, México; donde se identifico la presencia de un microorganismo
gue emite fluorescencia bajo luz UV. Se evaluaron las caracteristicas morfologicas
y se realiz6 la secuenciacion para identificar su género y especie. Debaryomyces
hansenii, la levadura resultante, que de acuerdo a la literatura y los experimentos
mencionados puede crecer en condiciones limitantes. La autofluorescencia de
Debaryomyces hansenni se comprobd por microscopia de fluorescencia.
Posteriormente se evaluaron las condiciones de crecimiento mas adecuadas y su
relacién con la sintesis de la molécula fluorescente. En donde se prob6 que las
variables mas adecuadas fueron, 20 °C, pH 7, glicerol como fuente de carbono y
cloruro de amonio como fuente de nitrégeno, en una relacion C/N 7:1. Finalmente la
purificacion parcial se llevd a cabo en dos etapas: aislamiento del complejo por
extraccion con solventes organicos y cromatografia en capa fina, observando dos
compuestos diferentes. Las muestras seleccionadas fueron analizadas para su
caracterizacion por espectrometria infrarroja, espectroscopia raman y resonancia
magnética nuclear, los andlisis muestran una similitud entre los dos compuestos
por la tanto se infiere que se trata de moléculas de la misma familia. Las
predicciones en base a las técnicas analiticas realizadas permitieron realizar un
acercamiento estructural de la molécula fluorescente, concluyendo que se trata de
un compuesto alifatico con posibles grupos nitrogenados.



1. ANTECEDENTES

La fluorescencia es la emision de luz de un color caracteristico a una longitud de
onda determinada. En ella las moléculas son excitadas por la absorcion de
radiacion electromagnética, tiene lugar Unicamente durante el estimulo que la
provoca (Lucas, 2009). Las técnicas cuyo principio se basa en la fluorescencia se
han establecido firmemente, son ampliamente empleadas como herramientas en
las ciencias analiticas y son ahora rutinariamente empleadas en la deteccion,
cuantificacion, identificacion y caracterizacibn de compuestos organicos e
inorganicos, estructuras y procesos biologicos (Wang, 1996). Su alta sensibilidad y
selectividad inherente ha sido la mayor fuerza conductora para su desarrollo. Esta
tendencia ha sido muy acelerada por los avances en reactivos e instrumentacion de
fluorescencia llevados a cabo hace algunos afios (Haugland y col., 1996; Soper y
col., 1994).

El desarrollo de fluor6foros ha permitido un avance significativo en las técnicas
antes mencionadas. La mayoria de los fluoréforos son compuestos organicos con
una estructura ciclica, ahora también se conocen inmunoconjugados de
ficoproteinas y quelatos de metales (Fuentes y col.,, 1998). EI nimero de
oportunidades experimentales y de aplicaciones es extenso. Las moléculas
fluorescentes, cuyos espectros o rendimientos cuanticos son sensibles a su
entorno, son valiosas en el estudio de medios heterogéneos, medios organizados y
medios biolégicos, y muchos colorantes fluorescentes solvatocromicos han sido
desarrollados para estas aplicaciones (Reichardt, 1994; Suppan, 1997).

El descubrimiento de proteinas fluorescentes nativas de organismos acuaticos que
poseen bioluminiscencia representd una revolucion en la biologia celular. Existen
proteinas fluorescentes naturales que emiten fluorescencia en intervalos de

distintos colores, como verde y rojo; este ultimo proveniente del coral Discosoma



sp. (Shaner y col.,, 2004). Otras proteinas verdes fluorescentes se atribuyen a

organismos como Renilla reniformis (Loening y col., 2007).

La proteina verde fluorescente (o GFP, por sus siglas en inglés, Green Fluorescent
Protein) que emite bioluminiscencia en la zona verde del espectro visible fue
encontrada originalmente en especies de medusa Aequorea aequorea Yy
descubierta en 1961 por Osamu Shimomura. Posteriormente fue aislada de la
medusa Aequorea victoria (organismo de clase Hydrozoa) en 1962. El gen que
codifica esta proteina ha sido clonado y se utiliza habitualmente en biologia
molecular. Esta proteina y sus derivados se han vuelto extremadamente utiles y
unas de las proteinas fluorescentes para deteccion mas utilizadas (Shimomura y
col., 2004). Sin embargo, los organismos de la clase Hydrozoa y Anthozoa no son
los Unicos con la capacidad de sintetizar compuestos fluorescentes, ahora se
conocen algunos microorganismos capaces de sintetizar compuestos con esta

caracteristica (Determann, 1998).

1.1 Luminiscencia

La luminiscencia es la emision de luz desde cualquier sustancia y ocurre desde un
estado electronicamente excitado. La palabra luminiscencia, del latin lumen que
significa luz, fue introducida como luminescenz por primera vez por el fisico aleman
e historiador de la ciencia Eilhardt Wiedemann en 1888 para describir “todos los
fendbmenos de luz que no estan condicionados por el aumento de temperatura”, a
diferencia de la incandescencia. Luminiscencia es “luz fria”, mientras que la
incandescencia es “luz caliente”. La luminiscencia se clasifica en dos categorias,
fluorescencia y fosforescencia, dependiendo de la naturaleza del estado excitado
(Lakowicz, 2006). La diferencia entre estas radica entre el tiempo de emision entre
la absorcién y emision de luz, se da en el orden de 10®s en la fluorescencia y 103s
a 1s en la fosforescencia donde es mucho mas lento el proceso. La fluorescencia
se emite Unicamente mientras dura el estimulo y la fosforescencia puede durar
algunos minutos después luego de recibir el estimulo. Es un fendmeno fisico

mediante el cual ciertas sustancias absorben energia en forma de radiacion
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electromagnética emitiéndola en una longitud de onda mayor en un periodo de

tiempo muy corto, es decir mientras dura el estimulo.

1.2 Fluorescencia

Es un proceso de emision en el cual las moléculas son excitadas por la absorcion
de radiacion electromagnética. Las moléculas excitadas se relajan al estado
fundamental, liberando su exceso de energia en forma de fotones (Medina, 2009).
Los fotones emitidos por fluorescencia tienen menos energia que los absorbidos,
es decir, poseen una menor frecuencia y emiten a una mayor longitud de onda
(proceso de emision de luz que acompafa a la transicion electrénica en una
molécula, desde el estado excitado S1 hasta el nivel electronico de menor energia,
el estado fundamental SO (Figura 1)). La absorcién de luz ocurre solo si la energia
de la radiacion corresponde a la diferencia de energias entre los estados
fundamental y excitado. Como consecuencia de este proceso, se generan sus
correspondientes estados excitados, que se caracterizan por su energia, tiempo de

vida y estructura (Fernandez, 2001).

Absorcién Fluorescencia Fosforescencia

Figura 1. Posiciones relativas de los espectros de absorcion fluorescencia y
fosforescencia (Gidi, 2011).

El resultado de la fluorescencia es el proceso en el que ciertas moléculas son

capaces de absorber energia de una longitud de onda especifica y a volvera a



emitir en otra longitud de onda mayor, es decir con menor energia. Los fluoréforos
son las moléculas que producen fluorescencia y se han descrito algunas
caracteristicas que generalmente estas moléculas poseen, como son sus grupos
funcionales debido a la electronegatividad de sus electrones, principalmente son

moléculas orgénicas poliarométicas o heterociclicas (Hrudayanath y col., 2012).

Cuando el fluoréforo absorbe luz uno de sus electrones pasa a un estado excitado
(de mayor energia) que es inestable y al regresar a su estado basal, el diferencial
de energia se libera en forma de luz pero en una longitud de onda mayor (menor
energia) a la de excitacion. La fluorescencia que se ha reportado con mayor utilidad
en los diferentes trabajos es aquella que presenta grupos funcionales aromaticos.
Los compuestos que contienen estructuras alifaticas y aciclicas con grupos
carbonilo o estructuras con dobles enlaces muy conjugados también pueden
presentar fluorescencia (Zacharias y col., 2006).

1.3 Fluoroforos
Las moléculas que emiten fluorescencia se denominan fluoréforos y se consideran

dos tipos: enddgenos y exégenos.

Los enddgenos, tejidos biolégicos que emiten fluorescencia cuando son excitados
con luz UV o visible. Esta fluorescencia ocurre de manera natural y frecuentemente
se la llama autofluorescencia. Las moléculas responsables de la autofluorescencia
en el tejido (oxi y deoxihemoglobina, melanina, mioglobina, NAD[P]H, etc.) han sido
estudiadas (Richards y Sevick, 1996) y los correspondientes espectros de emision
y excitacion han sido publicados también (Wagniéres y col., 2008). Los fluoroforos
endogenos se pueden clasificar en cuatro grupos: porfirinas, aminoacidos y

proteinas, flavinas y nucleétidos (Gillenwater y col., 1998).

Por su parte, los exdégenos, son moléculas artificiales que se unen quimicamente a

otras moléculas no fluorescentes para generar nuevas moléculas fluorescentes.
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Las anteriores son muy sensibles a su entorno; por ejemplo, cambios en el pH. La
mayoria de fluoréforos exdgenos se derivan de la fluoresceina (Chang y col., 1997).
La nueva generacion de fluoréforos como el “dylight fluor” y bodipy (Thermo Fisher
Scientific) son generalmente mas fotoestables, brillantes y menos sensibles al pH

gue otros marcadores estdndar (Demchenko, 2009).

La fluorescencia mas intensa y util es la que presentan los compuestos que
contienen grupos funcionales aromaticos. Los compuestos que contienen
estructuras alifaticas y aliciclicas de carbonilo o estructuras con dobles enlaces muy
conjugados pueden presentar también fluorescencia. La mayoria de los
hidrocarburos aromaticos no sustituidos son fluorescentes en solucion, la eficacia
cuantica aumenta con el niamero de anillos y con su grado de conjugacion. La
sustitucion en un anillo aromético causa desplazamientos en la longitud de onda de
absorcibn maxima y los cambios correspondientes en los picos de fluorescencia.
Empiricamente se encuentra que la fluorescencia esta particularmente favorecida
en moléculas que poseen estructuras rigidas. La influencia de la rigidez también
tiene importancia en el aumento de la fluorescencia de ciertos quelantes organicos

cuando estan formando un complejo con un ion metalico (Medina, 2009).

La fluorescencia esta asociada a diferentes grupos funcionales que se han descrito
en numerosos trabajos, podemos encontrar anillos heterociclicos con oxigenos, y
en donde también se han utilizado acidos carboxilicos como marcadores. Los
oxobenzopiranos resultan moléculas interesantes debido a que su rango de
emision es alto, son fotoestables y son solubles en diferentes solventes. La
emisién de fluorescencia puede asociarse a cambios de otras condiciones si se
construye un sistema dependiente, crear sensores capaces de monitorear
diferentes procesos complejos intracelulares, visualizacion de sefiales en cascadas
y su actividad (como calcio y potasio), voltaje, cambios de pH, respuesta de
segundos mensajeros, actividad enzimatica, interacciones proteina-proteina y

cambios conformacionales (Galvez, 2004).



1.4 Proteinas fluorescentes

Desde 1990 las proteinas fluorescentes han sido invaluables como una herramienta
para un gran numero de técnicas. Su influencia en biologia celular, biologia
molecular y en muchas otras disciplinas esta incrementando. En el 2008 Osamu
Shimomura, Martin Chalfie y Roger Tsien ganaron el premio Nobel en Quimica por
el descubrimiento y el desarrollo de GFP. Esta proteina ha resultado ser muy
versatil y segura por sus caracteristicas. Un aspecto interesante de GFP es que
trabaja casi de manera autocatalitica, lo que significa que no requiere de enzimas o
cofactores para su maduracion, a excepcién del oxigeno. De este modo GFP puede
ser utilizada en un gran niumero de organismos. La proteina ha sido expresada
exitosamente en bacterias, levaduras, plantas, nematodos, invertebrados vy

vertebrados (Moeyaert, 2010).

La proteina verde fluorescente GFP tiene como caracteristica un cromoforo p-
hidroxilbenzilideneimidazolinona que se encuentra sujeto a la hélice, el cromoforo
se forma por ciclaciébn espontanea y la oxidacion de tres aminoacidos (Ser, Try,
Gly), sea crea un anillo fenélico por un ataque nucleofilico a partir de la formacién
de imidazolina y la reaccibn del grupo amino. Estas reacciones llevan
consecuentemente a la proteina a producir absorbancia y fluorescencia. Aequorea

victoria no requiere sustratos exégenos ni cofactores para producir fluorescencia.

La clasificacion de las variantes de la GFP actualmente son varias, usadas
especificamente para diferentes longitudes de absorcion y emision. Son diversas
porque toman en cuenta distintas caracteristicas, como la estructura del croméforo.
(Zacharias y Tsien, 2006). Desde el momento en el que fue notorio el potencial que
tiene la GFP en diversas areas se inicid una investigacion por proteinas
fluorescentes con propiedades espectroscopicas diferentes. La investigacion de
proteinas similares (Figura 2) expandi6é significativamente el intervalo de colores

disponibles para aplicaciones biotecnoldgicas (Mikhail y col., 2002).



cian-verde naranja-rojo
P

GFP

U Ij*‘“f""'é ’ 1

MoGFP herCP

-

mcavGFP
disIGFP z cgigCPi®
rmueGFP gtonCP¢
dendGFP
PUIGF P zo0anYFP
m;bg;l;‘&: asuicp®)
zoan
750
400 450 500 550 600 nm

Figura 2. Coleccién de proteinas similares a gfp y sus variantes disponibles para
aplicaciones biotecnolégicas. Gfp de A. victoria y sus mutantes se muestran sobre
la barra. Los nombres de las proteinas siguen la nomenclatura indicada en
referencias (Labas y col., 2002).

Son multiples las aplicaciones de las proteinas verdes fluorescentes, entre las mas
comunes esta el uso como marcadores y a su vez como indicador de estados
quimicos fisiolégicos intracelulares en todo tipo de células, reflejando la expresion
de la proteina de interés o su ubicacion subcelular. La proteina verde fluorescente
resulta excelente marcador debido a que no tienen interferencia con el mecanismo

fisiol6gico de la célula.

Actualmente la fluorescencia asociada a moléculas usadas como marcadores se
utiliza en conjunto con otras técnicas que ofrecen una ventaja superior en el
analisis de resultados, como ejemplo la microscopia de fluorescencia que es
utilizada en tejidos in vivo, de esta manera se puede apreciar la dinamica del
sistema. La identificacion de compuestos mediante el marcaje es una de las
metodologias mas usadas con fines bioanaliticos, donde se utilizan materiales
radiactivos o compuestos que adsorben en la region ultravioleta o infrarroja de el
espectro electromagnético. El uso de moléculas organicas es importante para
diferentes aplicaciones, las moléculas fluorescentes organicas utilizadas

generalmente forman enlaces covalentes o no covalentes con las muestra a



analizar, interactuando y formando conjugados que absorban diferentes longitudes
de onda dependiendo del compuesto (Sameiro, 2009).

La fluorescencia que es emitida por la excitacion de las moléculas con luz
ultravioleta en biomoléculas es producida por las proteinas y los aminoécidos, el
uso de estas herramientas en biotecnologia se ha extendido como ejemplo en el
control de fermentaciones en biorreactores, asi como la deteccion de bacterias
capaces de agruparse u organizarse en biopeliculas o exopolisacaridos que forman
canales de circulacion con diferentes nutrientes, que a su vez funcionan como una
barrera resistente de contaminacion para muchos experimentos. Particularmente el
interés de nuevas moléculas que funcionen como fluoréforos con absorcién vy
emision en longitudes de onda visible es de mucha importancia en los procesos

biolégicos (Trejos y col., 2009).

1.5 Potencial biotecnolégico de microorganismos

Actualmente se estima que se han logrado aislar entre un 10 y 15 % del total de los
microorganismos (bacterias, levaduras, protozoos, etc.) existentes en el planeta,
por lo que todavia hay un gran numero de ecosistemas (cavernas, volcanes,
medios salinos, etc.) que ofrecen una variedad desconocida de ellos (Schabereiter
y col., 2002). En este punto recae la importancia del estudio de nuevas especies y
de ecosistemas con condiciones diferentes. Esto puede enriquecer el campo de
aplicacion para mejorar, optimizar y generar alternativas a problemas de interés

primario.

Desde su descubrimiento en 1670 por Anton van Leeuwenhoek, se ha obtenido una
gran cantidad de informacion sobre los microorganismos y su importancia en la
salud humana, agricultura, industria, ecosistemas, ciclos bioquimicos globales y
sobre su origen y evolucion. Uno de los pasos mas importantes en el estudio de
cualquier ecosistema involucra la identificacion de los tipos de organismos. Sin
embargo, la apariencia fisica no provee una imagen taxonomica valida de los

microorganismos. La apariencia evoluciona tan rapido que dos especies
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relacionadas pueden lucir completamente diferentes y dos especies sin relacién

pueden lucir de la misma manera. Por esta razén es importante identificar con

precision cada microorganismo y posteriormente es necesario realizar evaluaciones

para visualizar su potencial. A través de los afios se han desarrollado diversas

técnicas para cumplir estos propésitos, cada una con diferentes ventajas y

desventajas como se puede apreciar en el Cuadro 1 (Eisen, 2007).

Cuadro 1. Métodos utilizados para el estudio de microorganismos encontrados en

el ambiente (Eisen, 2007).

Método

Caracteristicas

Comentarios

Microscopia

Los fenotipos  pueden ser
estudiados a través de
microscopios. En conjunto con
otros meétodos, como tincion, la
microscopia puede ser utilizada
para identificar especies y hacer
inferencias sobre sus procesos
biolégicos.

La apariencia de los
microorganismos no es un
indicador confiable.

Cultivo

Las células de microorganismos
son cultivadas individualmente.
Puede realizarse en medios
liquidos o solidos.

Esta es la mejor manera
para aprender sobre la
biologia de un
microorganismo en parti-
cular. Sin embargo gran
parte de los microorganis-
mos no pueden ser
cultivados debido a los
requerimientos que
presentan.

rRNA-PCR

Los aspectos clave de este método
son los siguientes:

a) Los organismos unicelulares
poseen los mismos genes rRNA.

b) PCR es utilizado para realizar
millones de copias de cada gen
presente en la muestra, esto
amplifica la sefial de rRNA que se
encuentra relacionada con genes
presentes en los organismos.

c) Los analisis filogenéticos y de
secuenciamiento brindan
informacion de los genes sobre su

Este método revoluciond
la microbiologia en 1980
permitiendo la caracteriza-
cion e identificacion de los
tipos de microorganismos
presentes en las muestras.
A pesar de las ventajas
obtenidas por esta técnica,
el proceso puede no ser
adecuado en algunas
situaciones.




ubicacion en el arbol de la vida,
esta informacion es utilizada para
inferir el tipo de microorganismo y
Su procedencia.

d) El namero de cada
microorganismo es estimado en
base a los resultados obtenidos.

Secuenciamiento
gendmico

Se aisla el DNA de los micro-
organismos y se rompe en
fragmentos, posteriormente son
secuenciados. Los fragmentos son
ensamblados en piezas mas
grandes en base a los analisis del
proceso y finalmente el genoma
completo puede ser determinado

Esta técnica ha sido
aplicada ampliamente en
una gran cantidad de
microorganismos e incluso
en especies multicelulares.
Ha brindado un mayor
entendimiento de la
biologia y de la evolucién.

relacionando las secuencias | Sin embargo, aun
obtenidas. presenta limitaciones en
Su proceso.
Metagenomica En este caso el DNA se asila de | La metodologia utilizada
muestras ambientales 'y es | permite obtener
secuenciado posteriormente. Es | informacién  sobre los
posible  seleccionar secciones | genomas y realizar
particulares para los andlisis y de | predicciones sobre las

informacion
cantidad de

este modo obtener
sobre una gran
microorganismos.

funciones biolégicas de
una gran cantidad de
microorganismos sin la
necesidad de cultivarlos.

Aproximadamente el 99 % de todas las especies de microorganismos en ambientes

externos no se manejan bajo condiciones de laboratorio y representan una fuente

importante para la produccién de metabolitos. Se ha reportado que muchos de ellos

producen compuestos de interés con nuevas estructuras o modos de accion,

algunos ejemplos pueden observarse en el Cuadro 2 (Ling y col., 2015).

Las cuevas son un nicho de oportunidad para la investigacion de nuevos

microorganismos y la produccion potencial de metabolitos valiosos a partir de

estos. Las cuevas son lugares con escases de nutrientes, ecosistemas 0scuros con

bajas temperaturas y humedad relativamente alta en la gran mayoria. A pesar de
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las condiciones extremas que ofrecen para el desarrollo de vida, son colonizadas
por una gran diversidad de microorganismos con propiedades extremdfilas, como
diversidad microbiana psicréfila y psicrotolerante capaz de crecer bajo estas
condiciones (Schabereiter y col., 2002a; Barton y Northup, 2007). Se ha
relacionado la actividad microbiana con los procesos de desintegracion y formacion
de salitre, con la acumulacion de minerales y 6xidos, coloraciones y depdésitos de
sustancias (Castanier y col., 2000). Actualmente se ha publicado en varios trabajos
acerca del aislamiento de bacterias psicrotolerantes provenientes de ecosistemas
con temperaturas bajas y su actividad enzimética, las cuevas aun siguen siendo

ecosistemas inexplorados como objeto de investigacion (Engel, 2010).

Uno de los mecanismos esenciales para la adaptacion de los microorganismos a
ambientes frios es la actividad de sus enzimas a bajas temperaturas. Hay un
creciente interés en microorganismos psicrotolerantes y su actividad enzimatica en
estas temperaturas por su gran potencial. Ofreciendo numerosas ventajas
econdémicas y ecoldgicas, debido a estas propiedades Unicas, podrian ser de gran
utiidad en diferentes campos biotecnolégicos, como por ejemplo la industria
alimentaria, la biotransformacion, biorremediacion, biologia molecular, biosensores,

biomarcadores, etc. (Russell, 1998; Cabeza y col., 2011; Cavicchioli y col., 2011).

Cuadro 2. Areas de aplicacion y ejemplos de productos obtenidos por diferentes
microorganismos (Ertola y col., 2006).

Area Microorganismos Productos

Salud Bordetella pertusis
Clostridium tetani
Corynebacterium diphteriae
Propionebacterium sp.

Vacuna triple

Vitamina B12

Penicillium chrysogenum
Streptomyces sp. Varias
Bacillus sp.

Rhizopus nigricans
Curvularia lunata

Penicilina, estreptomicina
Tetraciclina y otros antibioticos

Compuestos esteroidales
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Aspergillus ochraceus

E. coli recombinante
Saccharomyces cervisiae
Recombinante

Interferon, insulina
Vacuna contra virus hepatitits B

Alimentos Saccharomyces cervisiae Levadura de panificacion
Streptococcus lactis Yoghurt
Lactobacillus bulgaricus
Saccharomyces sp. Varios Vino, cerveza, sidra
Corynebacterium y | Acido  glutdmico y  otros
Brevibacterium sp. Varias y | aminoacidos
auxotroficas diversas
Acetobacter aceti Vinagre
Bacillus sp. Varios Saborizantes
Blakeslea trispora
Streptomyces chrestomyceticus | Carotenoides
Dunaliella sp.
Lactobacillus
Streptococcus sp. Varias Quesos
Penicillium sp. Varias
Produccion Rhizobium sp. (varios) Inoculantes de leguminosas
vegetal Giberella fujikuroi Acido giberélico (estimulante del
crecimiento vegetal)
Bacillus thuringiensis Bioinsecticidas bacterianos vy
Verticillium lecanii fungicos
Metarhizium anisopliae
Produccién Candida utilis, y otros Proteina unicelular
animal Clostridium (varios)
Paseurella multocida Vacunas
Salmonella typhimurium
Brucella abortus
Insumos Saccharomyces cervisiae Etanol
industriales Zymomonas sp.
Clostridium acetobutilicum Butanol, acetona
Bacillus sp. (varios) Enzimas industriales (amilasas,
Aspergillus (varios) proteasas, celulasas, glucosa
Trichoderma reseei iIsomerasa, pectinasas)
Aspergillus niger Acido citrico
Aspergillus niger Acido glucénico
Xanthomonas campestris Goma xantano
Mineria Thiobacillus thioxidans y otras | Cobre, uranio y otros
sp.
Servicios Especies aerobias y anaerobias | Efluentes purificados

varias
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Nuestro conocimiento sobre la microbiologia presente en cuevas es escaso.
Pueden ser consideradas como ambientes extremos (fuentes de nutrientes
escasas, altas concentraciones de sales, poca luz, temperatura, etc.) y por lo tanto
proveen nichos ecolégicos para microorganismos altamente especializados
(Schabereiter y col.,, 2002b). Esos microorganismos llamados extremdfilos,
producen enzimas que son funcionales bajo condiciones extremas (Van den Burg,
2003). Por lo tanto existe un gran potencial en las cuevas para estudiar los
microambientes que se generan. En estudios realizados en estos ecosistemas se
han encontrado una gran variedad de microorganismos con potencial
biotecnoldgico (Vasileva y col., 2013). Entre ellos se han encontrado levaduras con

potencial para la produccion de nuevos metabolitos.

La importancia de las levaduras se conoce desde hace mucho tiempo y con el
desarrollo de la industria. Se estan utilizando no soélo para la elaboracion de un gran
namero de productos fermentados (cerveza, vino, quesos y embutidos), sino
también para la produccion de antibidticos, vitaminas, enzimas, etc. Debaryomyces
hansenii es un microorganismo versatil, no patégeno, oleaginoso, osmotolerante y
halotolerante, lo que representa un campo de investigacion para el estudio de su
potencial biotecnoldgico, por lo tanto el interés en el estudio de la fisiologia y la
bioquimica de esta levadura esta incrementando. Actualmente es empleada en el
sector de alimentos y esta creciendo su uso para la produccion de una gran
variedad de compuestos quimicos (glicerol, amonio, miocina, etc.) (Breuer y Hauke,
2006).

1.6 Levaduras

Las levaduras por definicion son hongos unicelulares, usualmente de forma
ovalada, con estados vegetativos que se reproducen predominantemente por
gemacion o fisiébn, dando por resultado crecimiento unicelular (Ochoa y Vazquez,
2004).
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Tienen una amplia aplicacion en la biotecnologia tradicional y moderna. Desde la
antigiiedad se han reconocido como protagonistas en la produccion de alimentos y
bebidas por fermentacion. Actualmente son utilizadas como fuentes de obtencidn
de vitaminas del complejo b, pigmentos, cofactores, proteinas de organismos
unicelulares, biomasa y otros productos con valor afiadido. En las dltimas décadas
se han venido utilizando como hospederos para la obtencion de proteinas
heterélogas de organismos eucariontes por vias de la ingenieria genética Por estas
razones se hace imprescindible la identificacion exacta y rapida de las levaduras de
interés industrial, clinico y ambiental. Aunque son variadas las aplicaciones en el
campo de la biotecnologia que se le atribuyen a las levaduras, aun quedan muchos
habitats naturales por explorar en busca de nuevas especies, de forma tal que
puedan disefiarse tecnologias novedosas protagonizadas por estos

microorganismos (Orbera, 2004).

1.7 Debaryomyces hansenii

1.7.1 Descripcion del género Debaryomyces

Debaryomyces hansenii es una levadura clasificada como no convencional,
caracteristicamente eurihalina y criotolerante, fue aislada originalmente del mar
siendo clasificada como levadura marina (Segal y col.,, 2010). ElI género
Debaryomyces pertenece a la familia Saccharomycetaceae y, dentro de él se
reconocen 15 especies: D. carsonii, D. castellii, D. coudertii, D. etchellsii, D.
hansenii, D. maramus, D. melissophilus, D. nepalenses, D. occidentalis, D.
polymorphus, D. pseudopolymorphus, D. robertsiae, D. udenii, D. vanrijiae y D.
yamadae (Kurtzman y Fell, 1998, Barnet y col. 2000). La comparacion de las
secuencias de ARN ribosomal dio lugar a la transferencia de varias especies de
otros géneros Yy, principalmente, de la especie Schwanniomyces occidentalis al
género Debaryomyces (Kurtman y Robnett, 1991). Se ha secuenciado el genoma
completo de D. hansenii, con lo que se abre paso a futuras exploraciones sobre las
funciones de los genes que en su mayoria son desconocidas (Prista y col., 2002,
Shermany col., 2004).
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Estudios filogenéticos basados en el andlisis de la secuencia ribosomal de RNA
codificando genes mostraron que las especies de Debaryomyces son muy
heterogéneas y estan distribuidas en cinco clases nombradas de acuerdo a sus
representantes D. hansenii, D. polymorphus, D. etchellsii, D. melissophilus y D.
occidentalis (Saluja y Prasad, 2007). Este grupo heterogéneo de levadura ha sido
asignado recientemente a tres géneros, Debaryomyces, Schwanniomyces vy
Priccomyces. De estos, Debaryomyces comprende Unicamente las especies
relacionadas estrechamente con D. hansenii (Kurtzman y Suzuki, 2010).

La especie Debaryomyces hansenii se subdivide en dos subespecies, hansenii y
fabryii. Estas subespecies se pueden distinguir por la diferente movilidad
electroforética de sus respectivas glucosa-6-fosfato deshidrogenasas y por las
temperaturas maximas de crecimiento que presentan, 31-35 °C para la subespecie
hansenii y 36-39 °C para la subespecie fabryii (Kurtzmany Fell, 1998 y Barnet y col.,
2000). Se ha reportado que la temperatura éptima de crecimiento es de 20-25 °C,
pero llega a crecer en temperaturas entre 5-10 °C e incluso hay reportes que
indican su crecimiento en temperaturas menores de 0 °C (Breuer y Harms, 2006).
Por otro lado, se conoce que D. hansenii crece a pH diferentes, entre 4 y 9,
aunque no tan eficiente como en el intervalo de 5 a 7. Adicionalmente, la levadura

muestra poco crecimiento en ausencia de oxigeno. (Ochoa y Vazquez, 2004).

La diferenciacion de las levaduras pertenecientes a D. hansenii (D. hansenii y D.
fabryii) nunca ha sido sencilla utilizando métodos moleculares y fenotipicos
tradicionales. Se realizan acercamientos para su identificacion, como la
determinaciéon de secuencias rDNA, la reasociacion de los valores DNA:DNA, asi
como la caracterizacion de la temperatura maxima de crecimiento o la presencia o
ausencia de la actividad glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Kurtzman y Robnett,
1998; Nakase y Suzuki, 1985a, 1985hb).

Las especies de Debaryomyces son haploides y homotalicas, aunque cepas

diploides o parcialmente diploides han sido caracterizadas también recientemente.
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(Jacques y col., 2009; Suzuki y col., 2011). D. hansenii es un ascomiceto, esto es,
una levadura con capacidad de reproduccion sexual por ascosporas. Candida
famata es la forma imperfecta (carece de reproduccion sexual) de D. hansenii. Su
reproduccion asexual es por gemacion multipolar. Se aisla de diversos ecosistemas
como el suelo, maderas, el mar, rios, lagunas, plantas, alimentos y muestras

clinicas.

D. hansenii puede proliferar en una gran variedad de nichos ecoldgicos, para lo que
necesariamente tiene que desplegar una respuesta fisiolégica adaptativa (Segal y
col., 2010). Debido a esta caracteristica se pueden aprovechar metabolitos
producidos por las respuestas adaptativas que presenta. Por ejemplo, se ha
registrado que varios tipos de levaduras marinas de los géneros Candida y
Debaryomyces aisladas de zonas costeras han sido registradas como productoras
de alcohol, casi tan eficientes como las levaduras convencionales. D. hansenii ha
sido de utilidad en procesos industriales para la produccion de xilitol a partir de

extractos de madera (Ochoa y Vazquez, 2004).

Esta levadura muestra propiedades importantes, D. hansenii es una especie
caracterizada por su tolerancia a NaCl y por su resistencia a pH acido (Kurita y
Yamazaki, 2002). Tiene ademas una tolerancia elevada al estrés quimico,
provocado porque concentraciones elevadas de diversos sustratos pueden ser
utilizadas para su cultivo. Por ejemplo, desde hace mas de 30 afios se demostrd
gue esta levadura tiene la capacidad de resistir altas concentraciones de NaCl por
lo que originalmente se le considerd el modelo eucaridtico ideal para estudios de

halotolerancia.

Posteriormente, se demostr0 que esta levadura puede acumular altas
concentraciones de Na+ intracelular, que el Na+ mejora su funcionalidad bajo
diferentes condiciones de estrés y que la acumulacion de sodio intracelular, hasta
de 800 mM, no ejerce algun efecto téxico en su metabolismo (Prista y col. 2002), se

ha detectado también que D. hansenii, acumula glicerol como soluto compatible y
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debido a estas caracteristicas se considera como un organismo halofilico de
comportamiento sodio-incluyente (Ochoa y Vazquez, 2004). Otro ejemplo es la
capacidad que presenta para sintetizar, acumular y almacenar lipidos, esto puede
ser ventajoso para la produccion biotecnoldgica de productos naturales y artificiales
(Breuer y Harms, 2006). Debido a las diferencias fenotipicas entre cadenas, asi
como variaciones en su habilidad para asimilar y fermentar diferentes fuentes de
carbono (Cuadro 3), la expresion de diferentes actividades lipasas y proteasas y
sus diversas condiciones Optimas de crecimiento se ha demostrado que D. hansenii

es altamente heterogénea, y por lo tanto versétil (Breuer y Harms, 2006).

En general, no se conoce mucho acerca del metabolismo del género
Debaryomyces. No obstante, se sabe que las especies de este género son
anaerobias facultativas y que pueden metabolizar diferentes azlcares como la
glucosa, sacarosa, galactosa, lactosa, almidon soluble, etanol, glicerol, succinato, D
y L-lactato y citrato (Nakase y col., 1998). La especie D. hansenii posee lipasas
intra- y extracelulares que hidrolizan triglicéridos a acidos grasos, que
posteriormente son metabolizados fundamentalmente por B-oxidacion (Sorensen y
Samuelsen, 1996; Sorensen, 1997,). Son capaces de asimilar numerosas fuentes
de nitrdgeno como sulfato amonico, urea, nitrito, bases puricas y aminoacidos
(Orbera, 2004). No son capaces de asimilar nitrato y CoQ9 es la ubiquinona
principal en las membranas mitocondriales (Suzuki y col., 2011). Los compuestos
nitrogenados son esenciales para el crecimiento y metabolismo de levaduras. Estas
pueden utilizar una gran variedad de fuentes de nitrdgeno como sulfato amoénico,
urea, bases nitrogenadas, aminoacidos y también péptidos gracias a que poseen
actividades peptidasicas que permiten la hidrélisis de éstos en aminoacidos libres.
De hecho es conocido que la adicion de peptonas, triptonas y otros hidrolizados de
origen animal o vegetal estimulan el crecimiento de las levaduras (Hofman-Bang,
1999).

17



Cuadro 3. Asimilacion de sustratos por D. hansenii (Breuer y Harms, 2006).

Glucosa + N-Acetil-D-glucosamina \%
Galactosa + Metanol --
L-Sorbosa \Y Etanol +/W
Sacarosa + Glicerol +
Maltosa + Eritritol \Y
Celobiosa + Ribitol +
Trealosa + Galacitol \Y
Lactosa V D-Manitol +
Melibiosa \Y D-Glucitol +/W
Rafinosa + a-Metil-D-glucosido +
Melezitosa \Y Salicina +/W
Inulina \Y D-Gluconato +/W
Almidon soluble \Y DL-Lactato \Y
D-Xilosa + Succinato +
L-Arabinosa +/W | Citrato \Y
D-Arabinosa \Y Inositol --
D-Ribosa \Y Hexadecano \Y
L-Ramnosa \Y Nitrato --
D-Glucosamina \Y Nitrito \Y
2-Ceto-D-gluconato + 5-Ceto-D-gluconato \%
Sacarato --

+ positivo; W bajo; V variable; -- negativo.

Las principales enzimas proteoliticas se localizan en la vacuola (lisosoma), aunque
no exclusivamente ya que existen proteasas en el citoplasma, en el reticulo
endoplasmatico, en el aparato de Golgi, en las mitocondrias y en las membranas
gue rodean a todos estos organulos (Leonhard y col.,, 2000). En resumen, el
proteasoma y las proteasas vacuolares tienen unas especificidades amplias y
participan conjuntamente en la degradacion masiva de proteinas, necesaria para el
recambio proteico, siendo estimuladas cuando existe una limitacion de nitr6geno o
alta demanda de éste, por ejemplo, en la meiosis 0 en la esporulacion. Los datos
bioquimicos de los que se disponen, indican que las proteasas vacuolares se
encargan de mantener el nivel basal de recambio proteico de las proteinas de vida
larga y de las grandes adaptaciones necesarias cuando se produce un estrés por

limitacion de nutrientes, y que el proteasoma es el responsable de la degradacion
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rapida de proteinas de vida corta, incluyendo las proteinas aberrantes. Por el
contrario, las proteasas de la ruta secretora tienen unas especificidades muy
restringidas y actdan en el procesamiento de proteinas a lo largo de su maduracion

y de péptidos tales como la feromona o factor a y la toxina killer (Bolumar, 2005).

1.7.2 El genoma de D. hansenii

La secuenciacién del genoma de la cepa D. hansenii var hansenii CBS767 revel6
gue el genoma se compone de siete cromosomas cuyo tamarfios estan entre 1.25
Mpb a 2.33 Mpb para un total de 12.2 Mpb sin incluir el ADN ribosémico (Dujon y
col., 2004). El proyecto Génolevures, una investigacion comparativa de genomas
de la clase hemiascomicetos, ha reportado que D. hansenii parece tener una
capacidad codificante alta, equivalente a un 79.2 % del genoma, con 6906
secuencias codificantes que han sido detectadas (Lepingle y col., 2000). Este
organismo es también la levadura que posee el genoma mas redundante, con 49.2
% comparado con un 40 % en S. cerevisiae (Llorente y col., 2000). La flexibilidad
qgue presenta D. hansenii en sus caracteristicas genéticas podrian ser beneficiosas
en aplicaciones biotecnoldgicas, sin embargo no se puede evitar que su
complejidad pueda complicar el control de estas mismas aplicaciones (Breuer y
Harms, 2006).

1.8 Optimizacion de medios de cultivo

Para cualquier organismo una eficiente produccion de biomasa y de los metabolitos
de interés depende en gran medida de las fuentes de nutrientes, su composicion y
un adecuado balance entre estas. La relacion carbono-nitrégeno (C/N) es un factor
importante. Aunque la relacién C/N de la biomasa flungica es alrededor de 20:1, se
ha encontrado que el valor 6ptimo de esta relacion en los medios de cultivo usados
para el crecimiento de hongos y levaduras es especifico para cada especie y, en
general, es superior al valor presente en la biomasa (Torres y col.,, 2011).
Adicionalmente a una adecuada fuente de carbono y nitrégeno, otros elementos
como el azufre, fésforo, potasio y magnesio son esenciales para el crecimiento, ya

gue forman parte de la sintesis de aminoéacidos, acidos nucleicos, ATP, y participan
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como cofactores en diversas reacciones enzimaticas entre otras muchas funciones.
Igualmente, las vitaminas también juegan un papel esencial en el metabolismo, en

su funcién como coenzimas (Torres y col., 2011).

Los requerimientos nutricionales estdn determinados por el tipo de metabolismo
celular, ya sea autétrofo, que corresponde a microorganismos que obtienen la
fuente de carbono del CO, como las algas, algunas bacterias, y los heterotrofos que
necesitan compuestos organicos como fuente de carbono. Otro requerimiento
nutricional esta constituido por las fuentes de nitrdgeno que pueden ser de
naturaleza inorganica u orgénica. El nitrégeno es utilizado para la biosintesis de
proteinas, acidos nucleicos y polimeros de la pared celular. Los requerimientos de
factores de crecimiento comprenden ciertos aminoacidos y vitaminas del grupo B
como tiamina, riboflavina, &cido pantotético, niacina, etc., que representan para
muchas bacterias y levaduras factores esenciales en los medios sin los cuales no
se produce crecimiento celular. Otro factor esencial esta determinado por las
condiciones del sistema, si es aerobio o anaerobio (Ertola y col., 2012). Por estos
motivos es importante adecuar las condiciones de los medios de cultivo para

obtener resultados 6ptimos.

El disefio de un medio de cultivo para un proceso de fermentacion tiene como
finalidad la eleccion de los componentes necesarios para lograr el crecimiento y la
formacién de productos correspondientes al proceso a desarrollar. Un disefio
adecuado considera la evolucién de los pardmetros de cada proceso. Por este
motivo se deben tener en cuenta todos los aspectos relacionados con el
microorganismo, el proceso y los sustratos utilizados. En general, las condiciones
de cultivo son tradicionalmente optimizadas por la estrategia de una variable a la
vez, es decir, cambiando un factor mientras se mantienen constantes los otros.
Aungue esta estrategia es sencilla y no exige aplicar un analisis estadistico,
requiere un gran numero de experimentos y la interaccién entre factores es

ignorada (Diaz y col., 2005).
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La preparacion de medios de cultivo para el desarrollo de procesos de fermentacion
es una etapa de mucha importancia para asegurar la productividad de los mismos.
Un proceso de fermentacion es esencialmente un proceso que se lleva a cabo en
un recipiente llamado fermentador o en general, biorreactor, mediante el cual
determinados sustratos que componen el medio de cultivo son transformados por
accion microbiana en metabolitos y biomasa. El microorganismo va aumentando su
concentracion en el transcurso del proceso al mismo tiempo que el medio se va
modificando y se forman productos nuevos en consecuencia de las actividades
catabdlicas y anabdlicas (Ertola y col.,, 2012). Los medios pueden clasificarse

considerando la naturaleza quimica de los componentes:

e Medios sintéticos o quimicamente definidos, cuya composicion es especifica
en base a los requerimientos del microorganismo estudiado.

e Medios complejos en cuya composicion intervienen sustancias de origen
animal o vegetal como peptonas, extracto de levadura, macerado de maiz,
harina de soja, etc. que aportan las sustancias fundamentales, pero son

guimicamente indefinidas y de composicion variable.

1.8.1 Efectores internos y externos

El comportamiento de un microorganismo en crecimiento es el resultado de la
interaccién que se produce entre el microorganismo y el medio ambiente en el
reactor, y es el resultado de los llamados efectores intra y extra celulares. Los
efectores internos estan representados por la dotacion genética intrinseca del
organismo considerado y por sus mecanismos de regulacién metabolica. Estos
ultimos pueden ser modificados por alteraciones del medio ambiente o por los
efectores externos. Por lo tanto, el comportamiento de los microorganismos es el
resultado de la influencia de las variables de naturaleza fisica y quimica que
constituyen los efectores externos. Los efectores externos de naturaleza fisica
estan vinculados con las condiciones de operacion que se utilizan en los reactores

y son por ejemplo la temperatura, la agitacion, aireacién, etc; es decir, estan

21



constituidos por las variables de manipulacion fisica que se fijan o se programan en
el curso del proceso de produccion. Los efectores externos de naturaleza quimica
estan representados por la presencia de componentes en los medios de
fermentacion. Los componentes de los medios deben cumplir con todos los
requerimientos nutricionales, de crecimiento, de formacién de productos y ademas
suministrar energia para la sintesis de metabolitos y para el mantenimiento celular
(Ertola y col., 2006). Los elementos basicos para un medio de cultivo pueden

resumirse en:

e Macronutrientes, agregados en cantidades de gramos por litro que estan
representados por las fuentes de C, N, S, P, Ky Mg.

e Micronutrientes o elementos trazas representados por las sales de Fe, Mn,
Mo, Ca, Zny Co que se agregan a los medios en cantidades de miligramos o
microgramos por litro.

e Factores de crecimiento, que estan constituidos generalmente por
componentes organicos suministrados en baja concentracion y que no son
sintetizados ni metabolizados por las células, sino incorporados a estructuras
celulares y de funciébn metabdlica especifica, como vitaminas, algunos

aminoacidos, acidos grasos no saturados, etc.

1.8.2 Conservacion de los cultivos

En todo trabajo de Microbiologia es necesario conocer las caracteristicas del
microorganismo con el cual se va a trabajar (propiedades morfolégicas vy
bioquimicas). En este sentido, tanto en la conservacién como en el desarrollo del
cultivo se deberian usar las mismas técnicas metodoldgicas para evitar variaciones
o pérdida de las caracteristicas de la cepa empleada. Los objetivos de la
conservacion de los cultivos se podrian resumir en los siguientes aspectos (Ertola y
col., 2006):
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e Preservacion de la pureza genética del cultivo sin pérdida de ninguna de sus
propiedades.
e Preservacion de los niveles de productividad inicial.

e Facilitar el manejo y transporte del cultivo.

Finalmente, este trabajo se centré en la purificacion de la molécula que emite
fluorescencia a partir de D. hansenii, una levadura asilada de una caverna, lo que
representa un area de oportunidad para su estudio. Inicialmente se analizaron las
condiciones mas adecuadas para el cultivo de la cepa y posteriormente se
establecié una metodologia para la purificacion parcial del compuesto de interés
seleccionando las condiciones mas adecuadas para su separacion. La purificacion
parcial se llevo a cabo en dos etapas: aislamiento del complejo por extraccién con
solventes organicos, cromatografia en capa fina, el andlisis para su caracterizacion
estructural por espectrometria infrarrojo, resonancia magnética nuclear (RMN) y

espectroscopia Raman.
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2. OBJETIVOS

2.1 General

Evaluar y seleccionar las condiciones mas adecuadas de crecimiento para
Debaryomyces hansenii. Purificar parcialmente y caracterizar quimicamente la

molécula fluorescente producida por la levadura seleccionada.

2.2 Especificos

e Evaluar el efecto de la temperatura, pH, velocidades de agitacién, fuentes
de carbono y nitrégeno, asi como la relacion C/N sobre el crecimiento del

microorganismo seleccionado.

e Seleccionar un medio definido conveniente para evaluar la cinética de

crecimiento del microorganismo seleccionado

e Purificar parcialmente y caracterizar estructuralmente el compuesto

fluorescente a partir de analisis de FTIR, Raman y RMN.
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3. METODOLOGIA

Las actividades seran divididas de la siguiente manera en la tesis colectiva
“Purificacion parcial y caracterizacién de una molécula fluorescente producida por

un microorganismo aislado de una caverna”.

Perez Suarez Cynthia Esmeralda

Navarro Nateras Lourdes

l

l

Evaluacion de las condiciones

Purificacion parcial y

adecuadas de crecimiento vy caracterizacion  de la molécula
caracterizacion del microorganismo. fluorescente.
Determinacion de la temperatura y Extraccion con solventes,

pH mas adecuado para el

crecimiento.

cromatografia en capa fina.

Determinacion de la velocidad de

agitacion mas adecuada de

crecimiento y evaluacion de medios

Microscopia  Optica, resonancia

magnética nuclear (RMN).

definidos.

Relacion C/N 'y cinética de Espectrometria infrarroja (FTIR) y
crecimiento, secuenciacién de la Espectroscopia Raman.

cepa seleccionada (RNA

ribosomal).
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3.1 Microorganismos

En estudios previos el microorganismo fue asilado de la caverna Atepolihui
(20°01°07” N, 97°31'16”), en Cuetzalan Puebla, Meéxico, se muestreo
asépticamente de paredes y techo. La cepa se preservé en glicerol al 35 % - 25
°C (Morales y col., 2010). Para el aislamiento se realizaron siembras de diluciones
de las muestras y se inocularon medios ricos a 30 °C, 24 h (caldo nutritivo e
infusidn cerebro-corazon). De las cepas obtenidas se seleccion6é una que bajo luz
UV (365 nm, Scorpion scientific 14UV100E-140110-04) emite fluorescencia.

3.2 Secuenciacion de de microorganismos
Se enviaron las cepas seleccionadas al Instituto Politécnico Nacional para la
identificacion a género y especie de los microorganismos. Utilizaron el método de

secuenciacion de los espaciadores internos transcritos 16S.

3.3 Microscopia 6ptica

Se trabajé con un microscopio 6ptico (Leica DM500) con mandos de enfoque
macro y micrométricos coaxiales, revélver cuadruple de giro interno (4x, 10x, 40x,
100x). Las muestras celulares fueron tomadas de medios liquidos y colocadas

directamente para realizar el andlisis morfolégico.

3.4 Microscopia de fluorescencia

Este estudio fue realizado en el Centro de Investigacion en Quimica Aplicada
(CIQA). Se trabajé con un microscopio olympus CX41 con fuente olympus U-RFL
50. Para el estudio se utilizo el filtro b (CX-DMB-2) con el espejo dicroico DM500, el
filtro de excitaciébn BP475 vy el filtro de barrera O515IF. Se manej6é una longitud de
onda entre 400 - 500 nm.

3.5 Determinacion de la temperatura mas adecuada para el crecimiento de D.
hansenii

Se evaluo el crecimiento de la cepa seleccionada con 3 temperaturas distintas (20,
30, y 37 °C) utilizando medio ypd (extracto de levadura, peptona, dextrosa) con pH
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7. Se utilizaron matraces erlenmeyer de 125 mL con 60 mL de medio, cada muestra
se realizd por duplicado y adicionalmente un control (medio estéril). Se inocularon

los medios y se incubaron con agitacion (150 rpm) por 72 h.

3.6 Determinacion del valor de pH mas adecuado para el crecimiento de D.
hansenii

Se evaluo el crecimiento de la cepa seleccionada con 5 valores de pH distintos (4,
6, 7, 8 y 10) utilizando medio ypd. El pH se ajustd con acido clorhidrico 1 M y con
NaOH 1 M. Se utilizaron matraces erlenmeyer de 125 mL con 60 mL de medio,
cada muestra se realizd por duplicado y adicionalmente un control (medio estéril).

Se inocularon los medios y se incubaron con agitacion (150 rpm) por 72 h, 30 °C.

3.7 Determinacion de la velocidad de agitacion mas adecuada para el crecimiento
de D. hansenii

Se evalud el crecimiento de la cepa seleccionada con 4 velocidades de agitacion
distintas (sin agitacion, 100, 150 y 200 rpm) y adicionalmente un sistema
anaerobio, utilizando medio ypd (pH 7). Se utilizaron matraces erlenmeyer de 125
mL con 60 mL de medio, cada muestra se realiz6 por duplicado y adicionalmente
un control (medio estéril). Se inocularon los medios y se incubaron con agitacion
por 72 h, 30 °C.

3.8 Evaluacion de diferentes medios definidos sobre el crecimiento de D. hansenii

Se seleccionaron 3 medios definidos utilizados en investigaciones anteriores para
levaduras y se evalué el crecimiento de nuestra cepa. En los tres casos la fuente de
carbono indicada se sustituyd por glicerol y la fuente de nitrdgeno por cloruro de

amonio. Se enlistan a continuacion:
Medio 1 (Vigliotta y col., 2007), utilizado para el estudio de Debaryomyces hansenii
(g/L), K;HPO, (0.5 g); MgSO, 7H,0O (0.5 g); NaCl (0.3 g); MnSO, (20 g); Amonio

(0.5 g); Nitrito (1 g).
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Medio 2 (Morales, 2012), utilizado para el estudio de fosfobacterias, KH,PO, (4 g);
NayHPO, (6 g); MgSO4 7H20 (0.2 g); CeH1206 (10 g); FeSO,4 7H,0 (1 mg); HsBOs
(10 pg); MnSO4 7H,0 (11.19 ug); ZnSO4 7H,0 (124.6 pg); CuSO. 5H,O (78.22
ug); Na;MoO,4 2H,0 (16.8 mg); H,O (1 L).

Medio 3 (Sawan y Sathyanarayana, 2009), implementado en el estudio de
Debaryomyces nepalensis, CgH1206 (10 g); (NH4)2SO4 (3 g); MgSO,4 (0.1 Q);
KoHPO, (3 g); NapHPO4 (6 g); H20 (1 L).

Se utilizaron matraces erlenmeyer de 125 mL con 60 mL de medio, cada muestra
se realizé por duplicado y adicionalmente un control (medio estéril). Se inocularon

los medios (pH 7) y se incubaron con agitacién (200 rpm) por 72 h, 30 °C

3.9 Evaluacion de fuentes de carbono sobre el crecimiento de D. hansenii

Se evaluaron 5 fuentes de carbono (glucosa, xilosa, lactosa, acido citrico y glicerol)
y como fuente de nitrdgeno se utilizé cloruro de amonio. Se seleccioné el medio en
el que se encontré mayor produccion de biomasa, el pH se ajusté a 7 con &cido
clorhidrico 1 My con NaOH 1 M. Se utilizaron matraces erlenmeyer de 125 mL con
60 mL de medio, cada muestra se realizé por duplicado y adicionalmente un control
(medio estéril). Se inocularon los medios y se incubaron con agitacion (200 rpm)
por 72 h, 30 °C.

3.10 Evaluacién de fuentes de nitrdgeno sobre el crecimiento de D. hansenii

Se evaluaron 5 fuentes de nitrégeno (nitrato de amonio, nitrato de potasio, sulfato
de amonio, urea y cloruro de amonio) y como fuente de carbono se seleccioné
glicerol. Se seleccion6 el medio en el que se encontré6 mayor produccion de
biomasa, el pH se ajustd a 7 con acido clorhidrico 1 M y con NaOH 1 M. Se
utilizaron matraces erlenmeyer de 125 mL con 60 mL de medio, cada muestra se
realizd por duplicado y adicionalmente un control (medio estéril). Se inocularon los

medios y se incubaron con agitacion (200 rpm) por 72 h, 30 °C.
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3.11 Evaluacion de la relacion carbono/nitrégeno sobre el crecimiento de D.
hansenii

Se evaluaron 6 relaciones de carbono-nitrégeno (4:1, 7:1, 8:1, 12:1, 16:1 y 20:1;
mol de carbono/mol de nitrdgeno), utilizando como fuente de carbono glicerol y
como fuente de nitrégeno cloruro de amonio. Se seleccioné el medio en el que se
encontrd mayor produccion de biomasa, el pH se ajust6é a 7 con acido clorhidrico 1
My con NaOH 1 M. Se utilizaron matraces erlenmeyer de 125 mL con 60 mL de
medio, cada muestra se realizé por duplicado y adicionalmente un control (medio
estéril). Se inocularon los medios y se incubaron con agitacién (200 rpm) por 72 h,
30 °C.

3.12 Cinética de crecimiento de D. hansenii

Con base en los resultados de los experimentos anteriores se seleccionaron las
caracteristicas mas adecuadas (medio definido 3, temperatura 20 °C, pH 7, glicerol
como fuente de carbono y cloruro de amonio como fuente de nitrdgeno) para el

crecimiento de la cepa.

La fermentacion se realizé en el Centro de Investigacién de Biotecnologia Aplicada
del Instituto Politécnico Nacional (CIBA-IPN). Se preparé el preindculo con 100 mL
del medio definido 3, en un matraz de 250 mL y se inocul6 con una asada de la

cepa. Se incubd con agitaciéon (150 rpm) por 48 h, 20 °C.

La fermentacion por lote (batch) se realizdé en un reactor (sartorius biostat a plus)
con volumen efectivo de 5 L. Se utilizaron 4 L del medio definido 3 y antes de
esterilizar el pH fue ajustado a 7.0 con NaOH 1 M. Posteriormente se agregé el
preindculo para iniciar la fermentacion. No se control6 el pH. No se usaron
antiespumantes. Las condiciones de operacion fueron las siguientes: temperatura
controlada de 30 °C, 500 rpm Orozco y col. (2008) reportan que es la velocidad de
agitacién optima, flujo de aire 5 L/min reportan que es el flujo de aire éptimo. Se

tomaron muestras cada 12 h en un periodo de 72 h.
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3.13 Métodos analiticos

3.13.1 Conteo en placa

Se realiz6 el conteo de células viables por el método Miles-Misra. Se realizaron
diluciones de muestras de los medios inoculados, se tomaron 10 pL y se colocaron
en 990 pL de agua estéril (se realizaron diluciones extras en casos necesarios). Se
colocaron gotas de 20 pL en agar ypd y se incubaron por 48 h, 30° C,
posteriormente se realizo el conteo. La viabilidad se expresdé en ufc/mL (Miles y
Misra, 1938).

3.13.2 Peso seco

Curva de calibracion: Para la obtencion de biomasa, es necesario realizar
previamente una curva de calibracion, ésta se realizd6 por el cultivo control. Se
realiza obteniendo 3 muestras del cultivo cada ciertos intervalos de tiempo, estas
muestras de 12 mL cada una se deben depositar en un tubos Falcon de 15 mL
(llevados previamente a peso constante). De las muestras, 2 mL deben ser
medidos en el espectrofotbmetro para registrar su absorbancia y los 10 mL
restantes de cada muestra deben ser destinados para obtencion de biomasa por
peso seco.

Biomasa por peso seco: los 3 tubos con muestra se colocaron en la centrifuga
(centrifuge 5804 R, Eppendorf) por 5 minutos a 5000 rpm/minuto. Se retir6 el
sobrenadante y se guarda el sedimento celular. Se agregé a los tubos 10 mL de
agua destilada y se resuspende. Los tubos se llevaron a una estufa a 90 °C por 24
horas. Trascurrido el tiempo los tubos fueron retirados e introducidos en un
desecador para prevenir que las muestras absorban la humedad del ambiente.
Finalmente se obtuvieron los pesos con una balanza analitica (Mufioz y Catrilaf,
2013).

30



La biomasa se obtendra con la siguiente ecuacion:

_ (peso tubo + muestra seca) — (peso inicial del tubo)

Biomasa (é)

ml volumen inicial

3.13.3 Densidad Optica

El crecimiento celular se midié monitoreando la densidad 6ptica del medio con una
absorbancia de 570 nm (biorad microplate reader, benchmark, con el software
microplate manager). Se colocaron 200 puL del medio en cada pocillo y se tomo

lectura a 570 nm. Como blanco se utilizé el medio sin inocular.
3.14 Purificacion parcial del compuesto fluorescente

3.14.1 Extraccion con solventes

Se analiz6 mediante extraccion liquido-soélido con diferentes solventes. Se
realizaron pruebas de solubilidad con diferentes disolventes (cloruro de etilo,
cloroformo, etano, metanol, acetona y hexano). Muestras de biomasa fueron
colocadas en dichos disolventes (5 mL) para después ser observadas bajo luz UV.
Visualmente se comparé en cual de los disolventes se observaba fluorescencia

después de contener la muestra y de separar los sélidos.

3.14.2 Cromatografia de capa fina

Posteriormente a las evaluaciones realizadas se concentraron los medios para la
separacion de la biomasa producida. Se centrifugo el concentrado a 10,000 rpm, 20
°C, 15 min. Se recuperd el sedimento celular y fue resuspendido en acetona, donde
mostré solubilidad previamente la molécula. Para la cromatografia se seleccioné
como fase estacionaria silice gel y como fase movil se evaluaron relaciones de

acetato de etilo/etanol 98 % (9:1, 7:3 y 1:1). Se reveldé con luz UV (Scorpion
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scientific 14UV100E-140110-04). Una vez identificadas las bandas obtenidas, son
removidas por separado y colocadas en el solvente adecuado, las muestras son

filtradas para realizar cromatografia nuevamente.
3.15 Caracterizacion del compuesto fluorescente

3.15.1 Espectrometria infrarroja (FTIR)

Se analizaron las fracciones obtenidas de la cromatografia en capa fina para la
identificacion de grupos funcionales del compuesto de interés. Los estudios se
realizaron en el Centro de Estudios Académicos sobre Contaminacion Ambiental
(CEACA) en la Universidad Autonoma de Querétaro con un espectrometro de
Perkin Elmer, spectrum 100. Para el analisis de datos se utiliza el programa omnic
2013.

Las muestras fueron diluidas en acetona y se colocaron 300 pL directamente en el

equipo. Se realizaron 16 escaneos para su lectura.

3.15.2 Espectroscopia Raman

El analisis se realiz6 en el Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnolégico en
Electroquimica (CIDETEQ) con un espectrofotometro (thermo scientific) con un
laser de longitud de onda de 780 nm, con una potencia de 14 mW en un intervalo
de 10 a 3300 cm™. El objetivo del microscopio del equipo es de 10x/0.25 BD. Para
el andlisis de los datos se utilizd el programa onmic 2013.

Para la preparacion de las muestras se concentraron directamente 500 uL de cada

compuesto en un portaobjetos.

3.15.3 Resonancia magnética nuclear (RMN)
Se realizaron los espectros de RMN (13C, 1H) en el CIDETEQ con un
espectrometro (eft-60 de Anasazi Instruments Inc.). La frecuencia de trabajo fue de

60 MHz. Para el andlisis de los datos se utiliza un software que consta de dos
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partes, PNMR para el control del espectrometro y adquisicion de datos y NUTS

para el proceso e impresion de datos.

Se analizaron las dos bandas resultantes del proceso de cromatografia, se
disolvieron individualmente con 5 mL de acetona D6 (D, 99.9%) + 0.05% V/V TMS
(Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) y fueron sonicadas por 120 s (branson
CPXH). Para el analisis de 1H se realizaron 64 escaneos y para 13C se realizaron

84 escaneos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Microorganismos

De los microorganismos obtenidos en la caverna se selecciond la cepa que bajo luz
ultravioleta (365 nm) present6 fluorescencia. Se realizaron diluciones para el cultivo
y el analisis de la misma en placas con agar nutritivo y cerebro-corazén. De las
diluciones se obtuvieron 3 diferentes morfologias y posteriormente se secuenciaron
las muestras (secuenciacion de los espaciadores internos transcritos 16S) para
identificar los microorganismos. Se observan las colonias de las cepas (Figura 3),
donde b5a fue identificada como Actinomycetales bacterium, 5b como

Debaryomyces hansenii y 5¢ como a Kocuria sp.

Debido al uso de diferentes medios de cultivo se observaron diferentes morfologias
en la misma cepa. Estad reportado que los microorganismos pueden presentar
dimorfismos segun las caracteristicas de la forma de cultivo. Los microorganismos
son complejos morfolégicamente, difieren segin el tipo de cultivo, segun la
naturaleza del medio de crecimiento y del ambiente fisico. Muchos genes y

mecanismos fisioldgicos estan involucrados en el proceso de morfogénesis.

En cultivos sumergidos una gran cantidad de factores contribuyen al desarrollo de
cualquier morfologia. Los factores que afectan la morfologia pueden incluir el tipo y
concentracion de la fuente de carbono, niveles de nitrégeno y fosfato, minerales
traza, oxigeno disuelto, diéxido de carbono, pH y temperatura. Por otro lado,
algunos factores fisicos que también afectan la morfologia incluyen el tipo de
fermentadores, sistemas de agitacion, reologia y el tipo de cultivo (lote, lote
alimentado o continuo). Por esta razoén, es dificil deducir la relacién entre las
variables de un proceso, la formacion del producto y la morfologia resultante
(Papagianni, 2003).
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Figura 3. Cepas que presentaron fluorescencia con una longitud de onda de 365
nm. a) Muestra 1, Actinomycetales bacterium. b) Muestra 2, Debaryomyces
hansenii. c) Muestra 3, Kocuria sp.

4.2 Secuenciacion de microorganismos

Para la identificacién del género y especie de las cepas se enviaron al Centro de

Biotecnologia Gendmica del Instituto Politécnico Nacional (CBG-IPN). El método

gue se utilizé fue mediante secuenciacion de los espaciadores internos transcritos

y/o dominios NL1/NL4, ITS1/ITS2 y 26S. El alineamiento de secuencias se hizo

segun la pagina electrénica NCBI (blast). Para la muestra 1 la compatibilidad que

presentd fue del 99.7 % con Actinomycetales bacterium (Cuadro 6). En el caso de

la muestra 2, la compatibilidad fue de un 98.4 y 100 % del total de pares de bases

analizadas con Debaryomyces hansenii (Cuadro 5). Finalmente, en el caso de la

muestra 3 se obtuvo compatibilidad del 99.8 % con Kocuria sp (Cuadro 4).

Cuadro 4. Analisis de secuenciacion muestra 1.

Cebadores | Nombre Puntuacion | Identidad (%)

16s Kocuria palustris 2482 (1392/1406) 99.0%
Kocuria sp. 2477 (1393/1408) 98.9%
Actinomycetales bacterium 2464 (1399/1403) 99.7%
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Cuadro 5. Analisis de secuenciacion muestra 2.

Cebadores | Nombre Puntuacion | Identidad (%)

ITs Debaryomyces hansenii 1113 (623/633) 98.4%
Debaryomyces hansenii 1113 (623/633) 98.4%
Debaryomyces fabryi 1113 (623/633) 98.4%

26s Debaryomyces hansenii 1068 (592/592)100.0%
Debaryomyces vindobonensis 1068 (592/592)100.0%
Debaryomyces hansenii 1068 (592/592)100.0%

Cuadro 6. Andlisis de secuenciacidon muestra 3.

Cebadores | Nombre Puntuacién | Identidad (%)

16s Kocuria palustris 2387 (1328/1330) 99.8%
Kocuria palustris 2387 (1328/1330) 99.8%
Kocuria sp. 2385 (1327/1329) 99.8%

4.3 Seleccién de la cepa

Una vez identificados los microorganismos, se realizaron pruebas a las tres cepas
para evaluar la presencia de la caracteristica de interés. Las tres cepas fueron
analizadas bajo luz ultravioleta (365 nm) individualmente y todas presentaron
fluorescencia. Posteriormente las cepas fueron cultivadas en medio nutritivo
durante 48 h, 200 rpm y 30 °C. Una vez transcurrido el tiempo el medio se
centrifugd y se guardé el sedimento celular para analisis posteriores. El sedimento
celular fue resuspendido en acetona y la solucién resultante fue evaluada por
cromatografia en capa fina (Figura 4). Se observd mayor intensidad de
fluorescencia a simple vista en la muestra 2 que corresponde a D. hansenii. Con
base en los resultados la levadura Debaryomyces hansenii se utilizé para las

evaluaciones posteriores.
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Figura 4. Placa cromatografica del extracto obtenido de D. hansenii, revelada con
luz ultravioleta (365 nm). a) Compuesto 1 y b) Compuesto 2.

4.4 Microscopia Optica

La levadura seleccionada se observd al microscopio (Leica DM500). La muestra
para el analisis fue tomada con 48 h de incubacion en medio de cultivo ypd, se
observo un crecimiento abundante (Figura 5). Las células presentaron forma ovoide
o esférica, blanquecinas y con bordes uniformes. Se infiere que la molécula
fluorescente se encuentra a nivel de membrana debido a que se puede observar

directamente en presencia de luz UV, sobre toda la superficie celular.

Figura 5. Microscopia 6ptica de D. hansenii, objetivos 4X (b) y 10X (a). Cultivada en
medio ypd.

37



4.5 Microscopia de fluorescencia

D. hansenii se observo al microscopio (olympus CX41). La muestra para el analisis
fue tomada con 48 h de incubacién en medio de cultivo ypd, se observd un
crecimiento abundante. La muestra analizada presento fluorescencia utilizando el
filtro b (Figura 6), corroborando que la emision de fluorescencia se encuentra a
nivel membrana. Esto nos indica que la levadura genera autofluorescencia y puede

tener una aplicacion potencial.

Figura 6. Microscopia de fluorescencia, objetivo 100X. a) Sin filtro. b) Con filtro B.

4.6 Evaluacién de la temperatura sobre el crecimiento de D. hansenii

Los resultados del estudio indicaron que a 20 °C la produccion de biomasa es
mayor, con un equivalente en peso seco a 9.17 g/L (Figura 7). Estos datos
concuerdan con el conteo de células viables, siendo la temperatura de 20 °C la que
presenta un mayor crecimiento con 9.22 Log;o UFC/mL. Es evidente que a 37 °C el
crecimiento de la levadura es menor. Datos de literatura establecen que la variante
D. hansenii hansenii crece a una temperatura maxima de 35 °C, por tal motivo se
puede descartar la variante D. fabryi. Los resultados obtenidos concuerdan con
reportes de Ochoa y Vazquez (2004). Debido a que D. hansenii crece en intervalos
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de temperatura de 20 - 30° C puede considerarse como psicotréfica (Yadav y Tyag,
2005).
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Figura 7. Conteo en placa con diferentes temperaturas de incubacion (log ufc/mL)
y recuento de biomasa total en un volumen definido (peso seco g/L) de D. hansenii.

4.7 Determinacion del valor de pH mas adecuado para el crecimiento de D.
hansenii

El pH con el cual se aisla un microorganismo en su ambiente natural, como regla
general, no puede ser considerado como 6ptimo para su crecimiento, por ese
motivo es necesario evaluar las condiciones mas adecuadas. Los resultados del
estudio indican que hay una mayor produccion de biomasa (6.6 g/L) utilizando el pH

7 (Figura 8) y concuerda con los datos obtenidos en UFC/mL siendo el pH 7 el de
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mayor cantidad de células viables. Es notorio que la levadura presenta un
desarrollo semejante con valores de pH de 6 y 8, sin embargo los niveles de
biomasa disminuyen en valores de pH de 4 y 10, aproximadamente un 78.78 y
53.03 % respectivamente. Los valores obtenidos coinciden con reportes que
indican que D. hansenii crece preferentemente con pH entre 5 y 7 (Ochoa y
Vazquez, 2004). Orozco y col. (1998) reportaron niveles de biomasa de 5.2 g/L,
usando un medio con una composicion similar a la que se us6 en porcentaje (2 de
glucosa, 0.3 de peptona y 0.2 de extracto de levadura) y pH 7 donde también se

realizé la toma de muestra en 48 h, lo cual coincide con los nuestros resultados.
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Figura 8. Conteo en placa con diferentes valores de pH (log ufc/mL) y recuento de
biomasa total en un volumen definido (peso seco g/L) de D. hansenii.
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4.8 Evaluacion del efecto de la agitacion sobre el crecimiento de D. hansenii

Los resultados del estudio indicaron que hay una mayor produccion de biomasa
(9.45 g/L) manteniendo una velocidad de agitacion de 150 rpm (Figura 9). Esto
coincide con los datos obtenidos en UFC/mL. Se observé que el incremento en la
produccion de biomasa y en la concentracion de células viables es proporcional al
aumento en la velocidad de agitacion. Los reportes indican que la levadura tiene un
mayor crecimiento cuando se emplean 500 rpm (Ochoa y Vazquez, 2004). No se
analizaron velocidades de agitacion mas elevadas debido a que el equipo utilizado
en el presente trabajo no cuenta con mayor capacidad para agitar. Con base en los
resultados se esperaria que velocidades de mayor agitacion puedan incrementar

los niveles de biomasa.
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Figura 9. Conteo en placa con diferentes velocidades de agitacion (log ufc/mL) y
recuento de biomasa total en un volumen definido (peso seco g/L) de D. hansenii.
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4.9 Evaluacion diferentes medios definidos sobre el crecimiento de D. hansenii

Los medios definidos se evaluaron como se especifico en la metodologia, fueron
modificados unificando las fuentes de carbono y nitrégeno para observar el efecto
gue presentan los otros componentes. Los resultados de acuerdo al conteo de
células viables (Figura 10) indicaron un mayor crecimiento en los medios 2 y 3 (con
0.6 g/L de células totales y 8.7173 Log;0 UFC/mL). Sin embargo, los resultados de
absorbancia y produccion de biomasa no fueron coherentes con dichos resultados,
probablemente debido a las diferencias en la composicion de los medios y a la
presencia de sélidos suspendidos (Figura 11). Con base en los resultados y en las
caracteristicas del medio, se selecciondé el medio definido 3 para realizar las

evaluaciones posteriores.
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Figura 10. Conteo en placa con diferentes medios de cultivo (log ufc/mL), recuento
de biomasa total en un volumen definido (peso seco g/L) y densidad Optica
(absorbancia 570 nm) del crecimiento resultante de D. hansenii.
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Figura 11. Cultivo en medios definidos 2 (a) y 3 (b) sobre el crecimiento de D.
hansenii.

4.10 Evaluacion de fuentes de carbono sobre el crecimiento de D. hansenii

Para evaluar el efecto de diferentes fuentes de carbono en el comportamiento de la
levadura se utilizé el medio 3 con glicerol, glucosa, lactosa, acido citrico y xilosa,
individualmente. En todos los experimentos se utilizé la relaciéon C/N 7:1 con cloruro
de amonio como fuente de nitrogeno. Se puede observar (Figura 12) que la
levadura presenté un mayor conteo de células viables utilizando glicerol con 7.6516
Logio UFC/mL. Por esta razén se selecciono el glicerol como fuente de carbono

para los siguientes experimentos.

Los contrastes en los resultados de biomasa, absorbancia y células viables pueden
deberse al comportamiento de las fuentes de carbono utilizadas, a simple vista el
color y la consistencia de cada medio es diferente (Figura 13). En la evaluacién de
peso seco se obtuvieron diferencias debido a los sélidos insolubles y posiblemente

a este factor se debe el aumento en la cantidad resultante de biomasa por litro.
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Figura 12. Conteo en placa con diferentes fuentes de carbono (log ufc/mL),
recuento de biomasa total en un volumen definido (peso seco g/L) y densidad
Optica (absorbancia 570 nm) del crecimiento resultante de D. hansenii.

Figura 13. Evaluacion del medio 3 con diferentes fuentes de carbono para el cultivo
de D. hansenii.

4.11 Evaluacién de fuentes de nitrégeno sobre el crecimiento de D. hansenii
Para evaluar el efecto de diferentes fuentes de nitrégeno en el comportamiento de
la levadura se utiliz6 el medio 3 con nitrato de amonio, urea, nitrato de potasio,

cloruro de amonio y sulfato de amonio. En todos los experimentos se utilizo la
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relacion C/N 7:1 con glicerol como fuente de carbono. Se puede observar (Figura
14) que la levadura presentdé un mayor conteo de células viables utilizando cloruro
de amonio (7.57 Logi;o UFC/mL). Con base en los resultados se selecciond el

cloruro de amonio como fuente de nitrdgeno para los siguientes experimentos.
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Figura 14. Conteo en placa (log ufc/mL), recuento de biomasa total en un volumen
definido (peso seco g/L) y densidad Optica (absorbancia 570 nm) del crecimiento
resultante de D. hansenii con diferentes fuentes de nitrdgeno.

4.12 Evaluacién de la relacion Carbono/Nitrogeno sobre el crecimiento de D.
hansenii

Uno de los parametros mas importantes es la relacion carbono/nitrégeno, debido a
que el contenido de estos macronutrientes en el medio de cultivo determina la
competencia en el crecimiento entre las poblaciones de microorganismos (Ferrara y
Ramirez, 2010). Debido a los valores obtenidos en el conteo de células viables y
totales se demostrd que la relacion mas eficiente para la producciéon de biomasa es
de 7:1 (Figura 15).
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Figura 15. Conteo en placa (log ufc/mL), recuento de biomasa total en un volumen
definido (peso seco g/L) y densidad Optica (absorbancia 570 nm) del crecimiento
resultante de D. hansenii con diferentes relaciones C/N, utilizando cloruro de
amonio (NH4CI) como fuente de nitrégeno y glicerol (C3HgO3) como fuente de
carbono.

4.13 Cinética de crecimiento de D. hansenii

El modelo realizado permite evaluar la productividad del microorganismo bajo
condiciones aerdbicas (Figura 19). ElI modelo fue probado utilizando Ilas
condiciones mas adecuadas de crecimiento (pH 7, temperatura 20° C, relacién C/N
7:1, como fuente de carbono y de nitrégeno, glicerol y cloruro de amonio
respectivamente) obtenidas en los experimentos anteriores. Sin embargo, la
temperatura de 20° C que resultdé ser la mas adecuada no pudo implementarse
debido a los costos implicados para mantenerla por el tiempo necesario, por este
motivo el experimento fue realizado a 30° C. Por otro lado la velocidad de agitacion
fue modificada debido a los reportes que indican un mejor crecimiento con una
mayor velocidad de agitacion. Orozco y col. (1998), indican que 500 rpm y un flujo

de aire de 5 L/min promueven una mayor produccion de biomasa en D. hansenii.
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La cinética de crecimiento de D. hansenii muestra un tiempo de latencia de
aproximadamente 6 h, mientras que la fase de crecimiento exponencial se da entre
las 6 y 52 h, a partir de las 52 h se presenta la fase estacionaria. Después de 60 h
se infiere que la fuente de carbono fue consumida casi completamente por la
disminucién en el crecimiento (Figura 16). El valor del parametro cinético obtenido
para la levadura en el medio definido 3 con glicerol como Unica fuente de carbono,

fue la velocidad maxima especifica de crecimiento (Hmax igual a 0.00334 h.

Los resultados anteriores coinciden con el consumo de OD que indican un
consumo acelerado al inicio, sin embargo se present6 una alteracion con los
resultados posteriores debido a una falla en el equipo que apago el control de OD a
las 8 h de haber iniciado el experimento, lo que provocé una modificacion en los

parametros iniciales de esta variable (Figura 17).

7.0

—@— Log ufc/mL
—{}— Peso seco g/L - 8
—4A— Absorbancia (570 nm) L 04
6.5 - )
- 6
6.0 1
L ES) 8
E o - 02 2
3 - 4 O @
‘5 5.5 3 Ne]
o
g 2 3
o <
L o O
5.0 1
- 0.0
4.5 - - 0
40 T T T T et '02
0 20 40 60

Tiempo (h)

Figura 16. Cinética de crecimiento de D. hansenii en un reactor biostat a plus con 4
L de volumen de operacion. Conteo en placa de (log ufc/mL), recuento de biomasa
total en un volumen definido (peso seco g/L) y densidad oOptica (absorbancia 570
nm) del crecimiento resultante de D. hansenii.
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En el experimento se observo que la velocidad de agitacion fue excesiva debido a
los cambios morfolégicos que se identificaron en el microorganismo (Figura 18)
durante las tomas de muestra, como una disminucion considerable en el tamafio
celular, sin bordes definidos y formas irregulares. Son muchos los reportes de la
literatura que hablan sobre el efecto de la agitacion, aireacion y oxigeno disuelto en
los cultivos, los efectos del estrés hidrodinamico en cultivos celulares depende del
sistema que se utilice (matraz, biorreactor, etc.). La velocidad de agitacién es una
de las variables mas importantes para el crecimiento de las levaduras. Un proceso
con una agitacion adecuada promueve un mayor crecimiento, no solo por el
incremento en la difusion del oxigeno, sino también por la dispersibn homogénea
de células y nutrientes en el reactor. Si durante el proceso la velocidad de agitacion
es excesiva, se pueden formar burbujas que crean espacios muertos en el medio
de cultivo y perjudican el crecimiento celular (Orozco y col., 1998). Durante todo el
proceso se observé (Figura 17) que tanto la temperatura como el pH se

mantuvieron estables.
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Figura 17. Variacion de las condiciones de operacion (pH, pOD; %, temperatura,
rpm) durante la cinética de crecimiento de D. hansenii en un medio de cultivo
limitante, en un reactor biostat a plus con 4 L de volumen de operacion.
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Figura 18. Muestra del cultivo (48 h) de D. hansenii en el medio definido 3,
analizado con objetivo 100X.

Figura 19. Reactor biostat a plus en el que se realiz6 la fermentacién de D. hansenii
con el medio definido 3. a) Tiempo de fermentacion 2 h. b) Tiempo de fermentacion
60 h.

4.14 Purificacion parcial del compuesto fluorescente

4.14.1 Extraccion con solventes

Previamente se habian evaluado el comportamiento de la muestra con diversos
solventes (etanol, cloroformo, acetona y hexano). Se identificé a la acetona como el
solvente con mayor afinidad a la molécula de interés. Por tal motivo fue utilizada

para resuspender el sedimento celular obtenido (Figura 20). Posteriormente se
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realizaron evaluaciones para seleccionar la fase movil mas adecuada para la
cromatografia en capa fina, se tom6 como variable la combinacion de solventes
gue definiera mejor las bandas presentes. En ese sentido se eligié acetato de
etilo/etanol y se evaluaron relaciones 1:1, 7:3 y 9:1 (Figura 21) para observar el
comportamiento de la separacidén. Se selecciond la relacion 1:1 al presentar una

mejor separacion de las bandas.

Figura 20. Extracto celular en acetona. a) Acetona (izquierda) y acetona mas
sedimento celular (derecha). b) Acetona (izquierda) y acetona mas sedimento
celular (derecha) con luz ultravioleta (365 nm).

Figura 21. Evaluacioén de la relacion mas adecuada del disolvente para la fase
movil. a) Relacion de disolventes. b) y d) Placas resultantes bajo luz ultravioleta
(365 nm). c¢) Placas resultantes bajo luz ultravioleta (265 nm).
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4.14.2 Cromatografia de capa fina

La muestra se corrid6 en una placa cromatografica obteniendo 2 bandas
correspondientes a moléculas que posiblemente pertenecen a la misma familia. Las
dos bandas que se obtuvieron fueron cortadas y resuspendidas individualmente en
acetona, las soluciones fueron filtradas y nuevamente se corrieron las muestras en
placas para cromatografia (Figura 22). Las bandas resultantes se cortaron y se
resuspendieron en acetona. La solucién fue filtrada y finalmente se evaporé el

solvente para analizar las muestras resultantes por resonancia magnética nuclear.

Figura 22. Cromatografia en capa fina. a) CAmara para cromatografia. b) Placa
resultante bajo luz ultravioleta (365 nm). c) Placa resultante bajo luz ultravioleta
(265 nm).

4.15 Espectrometria infrarroja (FTIR)

En el espectro obtenido de la acetona (Figura 23) se aprecian sefiales en los
valores de las frecuencias de vibracién en 3500, 1715, 1300-1100 cm™
correspondientes al espectro caracteristico de la acetona (Pretsch y col., 2009) las
cuales se descartan para analizar Unicamente las sefiales correspondientes al
compuesto de interés.
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Figura 23. Espectro Infrarrojo de acetona

En el espectro obtenido del compuesto se observan frecuencias vibracionales
(3500, 1715, 1300-1100 cm™), que corresponden al espectro de la acetona,
también se observa una sefial en 1642 cm™ (Figura 24) que es caracteristica para
enlaces C=C o CH=CH, (Pretsch y col., 2009). La intensidad de una sefial en IR
esta relacionada al momento dipolar, desde el estado fundamental a un estado
excitado, por esta razon detecta vibraciones basadas en la absorcién. Debido a la
afinidad entre el compuesto de interés y el disolvente, en al anadlisis de FTIR se

aprecia una sefal diferente a las correspondientes del espectro de acetona.

La teoria de dispersibn de Raman muestra el fendmeno resultante del mismo tipo
de cambios vibracionales cuantificables asociados a la regiéon de absorcion
infrarroja. Sin embargo, las técnicas pueden diferenciarse entre si por la longitud de
onda que incide en la radiacion correspondiente a la regibn media infrarroja. La
dispersion del espectro de Raman y el espectro de la absorcion infrarroja muestran
generalmente un parecido entre si. No obstante, existen diferencias entre los tipos

de grupos activos en infrarrojo y Raman, por lo que esta técnica es complementaria
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y no competitiva con infrarrojo. Un aspecto importante de la espectroscopia Raman
es que el agua no causa interferencia en los andlisis realizados (Skoog y col.,
1998). Por esta razdén se realiz6 el andlisis de espectroscopia Raman que brinda
informacion sobre interacciones no polares, la técnica es capaz de diferenciar
moléculas en especies quimicas que son muy similares, por lo cual, se esperaria
obtener sefiales que indiquen la interaccion de moléculas que no se observaron en

el espectro de FTIR.
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Figura 24. Espectro infrarrojo del compuesto fluorescente en acetona

4.16 Espectroscopia Raman

Se analizaron los compuestos 1 y 2 por espectroscopia Raman (Figura 25 y 26,
respectivamente), se observaron una serie de sefales de dispersion Raman con
frecuencias de vibracién semejantes en los dos compuestos (3174, 2771, 1481 cm’

1, lo que nos indica que los compuestos podrian pertenecer a la misma familia.
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En el Cuadro 7 se presenta una posible asignacion de las sefiales correspondientes
al espectro del compuesto de acuerdo a sus frecuencias de vibracion. Los
espectros obtenidos en FTIR y Raman nos indican la presencia de enlaces
sencillos y/o dobles de carbono-carbono, la sefial en 3174 cm™ podria corresponder

a la presencia de un grupo nitrogenado (Pretsch y col., 2009).

Cuadro 7. Posibles asignaciones de frecuencias vibracionales obtenidas por
Raman de los compuestos 1y 2.

Asignacion Sefal (cm™)
CH, 1470
C-C, C=C 2880
CH saturado/insaturado 2920
NH 3000-3300

La Figura 27 sefiala la seccion de la muestra que fue analizada por espectroscopia
Raman, al observar las muestras con el objetivo presentaban una apariencia
heterogénea. Se visualizaron estructuras cristalinas dispersas, para el analisis se

enfoco a secciones similares (cristales) en las dos muestras.

Figura 27. Secciones analizadas del compuesto 1 (b) y compuesto 2 (a) por
espectroscopia Raman.
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4.17 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Para el anélisis *H-RMN la muestra fue disuelta en acetona deuterada, se observo
formacion de precipitados, se procedié a sonicar la muestra durante dos minutos.
Los espectros de *H-RMN y *C-RMN se obtuvieron para los dos compuestos. En
el *H-RMN del compuesto 2 (Figura 28) se aprecian 4 sefiales que integran para 1,
3, 2, y 5 protones, con valores de desplazamiento quimico entre 8(H)=0 ppm y
d8(H)=5 ppm lo que podria indicar hidrégenos unidos a compuestos alifaticos o

alifaticos unido a otro grupo funcional.

En 6(H)=1.98 ppm se aprecia un quintuplete que podria hacer referencia a un CHo-
CHgs, en 6(H)=1.10 se observa un singulete que puede representar CH,, en 6(H)=3 y
8(H)=3.38 que pueden indicar la presencia de protones asociados a un grupo

nitrogenado (Cuadro 8).

Sin embargo esta informacion no es concluyente, para poder realizar un
acercamiento preciso es necesario conocer el peso molecular de la molécula y asi
asignar los protones con base en la distribucién de la masa molar del compuesto
incorporando también el andlisis de 13C-RMN, la multiplicidad de los acoplamientos
spin-spin en los espectros no se puede definir de manera correcta, las causas
pueden ser debido a que la muestra no fue homogénea en su totalidad o habia
otros compuestos complejos, indicando que el grado de pureza de la muestra no

era el 6ptimo.

Utilizar un equipo con mayor sensibilidad también puede ser una solucién,
el iman genera un campo magnético estable que define la frecuencia de resonancia
de cada nucleo, entre mayor sea el campo magnético la sefial podra definirse
mejor. Para estos analisis se utilizo un equipo de 60 MHz y actualmente el equipo

con el mayor campo magnético es de 950 MHz.
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Figura 28. Resonancia magnética nuclear del compuesto 2

Cuadro 8. Posibles asignaciones a las frecuencias vibracionales de los protones
obtenidas por *H-rmn del compuesto 2.

Asignacion Senal (PPM)
CH,-CH; 1.98
CH, 1.10
CH 3.0
NH 3.38

El acoplamiento de los protones antes descrito se confirmé mediante un
experimento de correlacion (Figura 29) homo nuclear H-H (cosy). Se aprecia la
interaccién de los protones en dos dimensiones, donde se identifican dos conjuntos
de spines que corresponden a las posibles predicciones que se hicieron en los

espectros de FTIR y Raman.
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Figura 29. Espectro bidimensional *H-cosy (espectroscopia de correlacién) del

compuesto 2.

En el 'H-RMN del compuesto 1 (Figura 30) las sefiales que se observan se
encuentran en frecuencias similares a las que se observan en el espectro del
compuesto 2, a excepcion de dos sefales en 6(H)=2.4 y 8(H)=2.95, que se
integran para dos protones, posiblemente un CH,. Los resultados indican que las
muestras analizadas son muy similares entre si, tratAndose de compuestos de la

misma familia.

Figura 30. Resonancia magnética nuclear del compuesto 1
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El acoplamiento de los protones homo nuclear H-H (cosy) para el compuesto 1
presentd un solo conjunto de spines a diferencia del compuesto dos, sugiriendo una

molécula con menor peso molecular (Figura 31).
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Figura 31. Espectro bidimensional *H-cosy (espectroscopia de correlacién) del
compuesto 1.

Los espectros de 13C-RMN no presentaron sefiales, como anteriormente se

menciond esto podria deberse a la baja sensibilidad del equipo (Figura 32).

Figura 32. a) Equipo de resonancia magnética nuclear. b) Disolvente, acetona
deuterada. ¢) Tubo. d) Muestra.
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Se realizaron 2 posibles predicciones (Figura 33 y 34) con equipo con mayor
sensibilidad también puede ser una solucién, eliman genera un campo
magneético estable que define la frecuencia de resonancia de cada nucleo,
mientras mayor sea el campo magnético la sefial sera mejor definida. Para
base a los resultados obtenidos en FTIR, Raman y RMN. Las sefiales que se
observan entre 2 y 1.5 ppm coinciden a la posible asignacion que se dio (Cuadro 9
y 10) al compuesto 2. El compuesto de interés es una cadena alifatica ligada
probablemente a grupos funcionales nitrogenados o con dobles enlaces C=C.

Figura 33. 2-penteno (CHEM-rmn H* estimacién)

Cuadro 9. Protocolo de la prediccién de H*rmn

Asignacion Senal Base + Inc. Comentario (ppm rel. To TMS)
CHs3 1.06 0.86 metil
CH, 2.00 1.37 metileno
1.71 0.86 metil
CH 0.85 1 alfa—C=C
H 5.48 5.25 1-etileno
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' 2.07
NNHz
0.96 2.65 1
3 2 ] 0
PPM
Figura 34. Propilamina (CHEM-rmn H* estimaci6n)
Cuadro 10. Protocolo de la prediccién de H™* rmn
Asignacién Senal Base + Inc. Comentario (ppm rel. To TMS)
CHs; 0.96 0.86 metil
CH, 1.59 1.37 metileno
CH, 2.65 1.37 metileno
NH, 2.0 2.0 amina

Para concluir la caracterizacion de la molécula o se tenga un acercamiento mas
preciso y certero del compuesto fluorescente es necesario continuar la
experimentacion realizando un analisis de espectrometria de masas para conocer
el peso molecular y llegar a una prediccion de la estructura molecular concreta de
acuerdo a los resultados obtenidos en FTIR, Raman y RMN. Por otra parte, es
necesario mejorar el meétodo de purificacion del compuesto para evitar
interferencias de otros elementos y asegurarse del grado de pureza. Otro aspecto
importante recae en utilizar un equipo con mayor sensibilidad para RNM.
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5. CONCLUSIONES

Para este experimento podemos inferir que se utilizo la variante D. hansenii
hansenii que presenta una temperatura maxima de crecimiento de 35 °C. Fue
posible demostrar que D. hansenii tiene capacidad de adaptacion en condiciones
limitantes, como los medios definidos que se utilizaron en los experimentos. Se
evidencié que la produccion de biomasa disminuye considerablemente (83 %
aproximadamente) en comparacion al crecimiento que presenta en medios ricos
como ypd y nutritivo. D. hansenii crecié con valores de pH entre 4 -10 y diferentes
temperaturas, siendo 20 °C y pH 7, las condiciones mas favorables. Las fuentes de
carbono y de nitrdgeno mas eficientes para su crecimiento fueron glicerol y cloruro

de amonio respectivamente, en una relacién C/N 7:1.

Finalmente, fue posible realizar un acercamiento de los grupos funcionales
presentes en la muestra que emite fluorescencia, donde se concluyé que
posiblemente es un compuesto alifatico que puede presentar grupos funcionales

nitrogenados.
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7. ANEXOS

Secuencia de Debaryomyces hansenii CCFEE 5368, subunidad mayor ribosomal gen RNA, secuencia parcial

Query:
Subject:
Query:
Subject:
Query:
Subject:
Query:
Subject:
Query:
Subject:
Query:
Subject:
Query:
Subject:
Query:
Subject:
Query:
Subject:
Query:
Subject:

1

597
61

537
121
477
181
417
241
357
301
297
361
237
421
177
481
117
541

Puntuacién = 1068, Identidad = (592/592) 100.0%
CAAGACGGGTGGCTTAAGATCATTATGCCAACATCCTAGTCAAAAGACGCAGTCCTCGGT 60
CAAGACGGGTGGCTTAAGATCATTATGCCAACATCCTAGTCAAAAGACGCAGTCCTCGGT 538
CTAGACAGGCAGTATCAACCAAGGCTATAACACTCCACCGAAGTAGAGCCACATTCCTTA 120
CTAGACAGGCAGTATCAACCAAGGCTATAACACTCCACCGAAGTAGAGCCACATTCCTTA 478
GTCATTATCCTACCATCCAAACCGATGCTGGCCCAGTAAGCTGCGAGGAACCCAACCAAG 180
GTCATTATCCTACCATCCAAACCGATGCTGGCCCAGTAAGCTGCGAGGAACCCAACCAAG 418
AAGGAAAGGATCGCAAAATACCAAGTCTGATCTCAAGCCCTTCCCTTTCAACAATTTCAC 240
AAGGAAAGGATCGCAAAATACCAAGTCTGATCTCAAGCCCTTCCCTTTCAACAATTTCAC 358
GTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCATCACTGTACTTGTTCGCT 300
GTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCATCACTGTACTTGTTCGCT 298
ATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATGGAATTTACCACCCACTTAGAGCTGCATT 360
ATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATGGAATTTACCACCCACTTAGAGCTGCATT 238
CCCAAACAACTCGACTCTTCGAAAGCACTTTACATAGAATTGGGCATCTCATCGCACGGG 420
CCCAAACAACTCGACTCTTCGAAAGCACTTTACATAGAATTGGGCATCTCATCGCACGGG 178
ATTCTCACCCTCTGTGACGTCCTGTTCCAAGGAACATAGACAAGAGCCAACTCCAAAGTT 480
ATTCTCACCCTCTGTGACGTCCTGTTCCAAGGAACATAGACAAGAGCCAACTCCAAAGTT 118
ACCTTCTTCAAATTACAACTCGGACACCGAAGGTGCCAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGC 540
ACCTTCTTCAAATTACAACTCGGACACCGAAGGTGCCAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGC 58
CGCTTCACTCGCCGTTACTAAGGCAATCCCTGTTGGTTTCTTTTCCTCCGCT 592
CGCTTCACTCGCCGTTACTAAGGCAATCCCTGTTGGTTTCTTTTCCTCCGCT 6
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AAGACGGGTGGCTTAAGATCATTATGCCAACATCCTAGTCAAAAGACGCAGTCCTCGGTC 61
AAGACGGGTGGCTTAAGATCATTATGCCAACATCCTAGTCAAAAGACGCAGTCCTCGGTC 544
TAGACAGGCAGTATCAACCAAGGCTATAACACTCCACCGAAGTAGAGCCACATTCCTTAG 121
TAGACAGGCAGTATCAACCAAGGCTATAACACTCCACCGAAGTAGAGCCACATTCCTTAG 484
TCATTATCCTACCATCCAAACCGATGCTGGCCCAGTAAGCTGCGAGGAACCCAACCAAGA 181
TCATTATCCTACCATCCAAACCGATGCTGGCCCAGTAAGCTGCGAGGAACCCAACCAAGA 424
AGGAAAGGATCGCAAAATACCAAGTCTGATCTCAAGCCCTTCCCTTTCAACAATTTCACG 241
AGGAAAGGATCGCAAAATACCAAGTCTGATCTCAAGCCCTTCCCTTTCAACAATTTCACG 364
TACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCATCACTGTACTTGTTCGCTA 301
TACTTTTTCACTCTCTTTTCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCATCACTGTACTTGTTCGCTA 304
TCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATGGAATTTACCACCCACTTAGAGCTGCATTC 361
TCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATGGAATTTACCACCCACTTAGAGCTGCATTC 244
CCAAACAACTCGACTCTTCGAAAGCACTTTACATAGAATTGGGCATCTCATCGCACGGGA 421
CCAAACAACTCGACTCTTCGAAAGCACTTTACATAGAATTGGGCATCTCATCGCACGGGA 184
TTCTCACCCTCTGTGACGTCCTGTTCCAAGGAACATAGACAAGAGCCAACTCCAAAGTTA 481
TTCTCACCCTCTGTGACGTCCTGTTCCAAGGAACATAGACAAGAGCCAACTCCAAAGTTA 124
CCTTCTTCAAATTACAACTCGGACACCGAAGGTGCCAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGCC 541
CCTTCTTCAAATTACAACTCGGACACCGAAGGTGCCAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGCC 64

GCTTCACTCGCCGTTACTAAGGCAATCCCTGTTGGTTTCTTTTCCTCCGCT 592
GCTTCACTCGCCGTTACTAAGGCAATCCCTGTTGGTTTCTTTTCCTCCGCT 13
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