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ALGAL RICA EN ALGINATO

Debido a las extensas costas de Chile, se hace necesario aprovechar por completo el
cultivo de algas presente en ellas, es por esto que, en el marco del desarrollo de una
biorrefineria, se hace necesario crea la mayor cantidad de productos a partir de esta
biomasa. En este contexto surge una creciente industria de las algas pardas, llamadas
asi por su color, con su consiguiente produccion de una creciente cantidad de residuos.
Residuos ricos en alginato, azucar que representa alrededor del 40% de las algas pardas,
gue se pueden utilizar como sustrato de una variedad de microrganismos.

El hongo Dendryphiella salina produce una variedad de enzimas, entre las cuales estan
celulasas y alginato liasas. En estudios anteriores de la Universidad de Chile se comprob6
la capacidad de D. salina de crecer usando como sustrato Macrocystis pyrifera y un
residuo de la industrial algal de algas pardas, a pesar de tener analisis proximales
similares ambos sustratos, se encontrd una diferencia significativa en la capacidad de
asimilacion de este hongo. De ahi la necesidad de estudiar un pretratamiento a aplicar al
residuo para obtener rendimientos similares a los obtenidos con el alga por si sola.

En primer lugar, se realizé un estudio de la asimilacion de alginato y carboximetil celulosa
(CMC) obteniéndose como mejores dias de cultivo el dia 10 con 1,25 [g/L] y el dia 8 con
1,14 [g/L] de concentracion de biomasa usando cada fuente de carbono, alginato y CMC,
respectivamente. Luego se realizé una seleccion de un pretratamiento a aplicar, entre
rompimiento por ultrasonido, ultrasonido seguido de hidrolisis alcalina y ultrasonido
seguido de hidrdlisis enzimética. Se eligié el ultrasonido seguido de hidrdlisis alcalina
como mejor pretratamiento, con un aumento de la proteina total de un 59% al dia 8 de
cultivo. Para la determinacion de proteina total se us6 el método del nitrégeno Kjeldahl
simplificado por la dificultad de aplicar ensayos colorimétricos, como Bradford y del acido
Bicinconinico (BCA). Este contenido de proteina proviene del medio y de D. salina, el
objetivo final es utilizar este contenido proteico como proteina unicelular (SCP) para
aplicaciones alimenticias. Ademas, se realiza una exploracion comercial de los productos
de alto valor comercial que se pueden generar a partir de este residuo (proteina
unicelular, proteinas hidrofobinas y alginato liasa) en comparacién con el costo que tiene
disponer de este desecho parala empresa. Se concluye que es factible obtener productos
de alto valor comercial a partir del cultivo de un hongo filamentoso usando como sustrato
un residuo industrial.
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1 Introduccion

1.1 Antecedentes Generales

1.1.1 Residuos Industriales, Valorizacion de Residuos y su relacion con una economia
sustentable.

La industria chilena recién comienza a aplicar medidas con relacién a disminuir la

generacion de residuos y/o incorporarlos como materia prima en otros procesos, esto

altimo constituye lo que se denomina valoracion de residuos, obteniéndose finalmente

productos de alto valor comercial [1].

Al aplicarse estos conceptos a industrias que trabajan con biomasa, como es la industria
de las macroalgas, se obtienen residuos ricos en ciertos nutrientes que pueden ser
aprovechados siguiendo la idea de una biorrefineria [2].

Todo esto se enmarca en la busqueda de la disminucién de la cantidad de residuos
emitidos por las industrias que utilizan biomasa y el maximo aprovechamiento de estos
recursos, que siempre compiten con la alimentacion humana, logrando una bioeconomia
sustentable [3].

1.1.2 Estado actual del uso de hongos en la industria

Para disminuir la cantidad de residuos producidos por la industria actualmente, es
necesario incorporar organismos que sean capaz de degradar azUcares de dificil
composicién, como son xilanos, alginatos, lignocelulosa, etc. En este contexto surgen los
hongos filamentosos como una alternativa real a este problema.

Los hongos filamentos del grupo de Zigomicetos y Ascomicetos, han hecho una gran
contribucion en una diversidad de sectores industriales. Los Ascomicetos han sido
ampliamente estudiados (Penicillium chrysogenum, Aspergillus oryzae, Aspergillus spp.),
ya que estan involucrados en la produccion de muchos productos con valor agregado,
incluyendo enzimas como amilasas, proteasas, lipasas, lactasas y catalasas. También se
pueden usar para la produccion de celulasa y xilanasa donde es usada Tricoderma spp

[4].

En las Udltimas investigaciones, hay un creciente interés en usar otros sustratos mas
econdmicos, como puede ser basura industrial, obtenidos a partir de residuos industriales
y lignocelulésicos. En este ambito, Ascomicetos pueden jugar un rol crucial como
biocatalizador en estos residuos de las biorrefinerias aprovechando su habilidad para
producir enzimas que pueden romper estas estructuras recalcitrantes. A través del uso
de Ascomicetos filamentosos, su biomasa, usualmente rica en proteinas y lipidos, puede
representar otro producto de valor agregado en la biorrefineria [4].

(1) Residuo industrial es todo aquel residuo sélido o liquido, o combinacién de éstos, provenientes
de los procesos industriales y que por sus caracteristicas fisicas, quimicas o microbiol6gicas no
pueden asimilarse a los residuos soélidos domésticos [78].

(2) Biorrefineria es una misma instalacién que consiste en la integracion de distintos procesos que
pueden ser fisicos, quimicos, termoquimicos o biotecnologicos para obtener nuevos productos
finales.
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1.1.3 Hongos y sus aplicaciones alimenticias

La biomasa fungica tiene un contenido de proteina que va entre un 30 a 70% (Tabla 2),
por lo que uno de los propdsitos del cultivo de este tipo de microorganismos ha sido para
producir proteina celular (en inglés: single cell protein (SCP)) para aplicaciones
alimenticias. En la literatura se puede encontrar evidencia que sugiere el uso de
numerosas especies de hongos, incluidos los de tipo filamentoso y las levaduras para la
produccion de proteina celular en aplicaciones alimenticias (Tabla 1).

Tabla 1. Proteina celular producida a partir de hongo para aplicaciones alimenticias y
biotecnoldgicas.
Fuente: Adaptado desde Anupama y Ravindra (2000); Sankaran et. al. (2010); Thrane (2007).

Especie de Hongo Sustrato Referencia
Actinomucor elegans Residuos de remolacha [5]
Aspergillus awamori Residuos de destileria de manzana [6]
Aspergillus fumigatus Mandioca [7]
Aspergillus niger Residuos de almidén provenientes de | [8] [9] [10]
molienda de trigo, residuos de la industria | [5] [11]
de papas fritas, mandioca (harina), elote, | [12] [7]
tallo de maiz y algodon.
Aspergillus oryzae Residuos del procesamiento de almidoén | [5] [13]
de yuca. [14]
Candida lipolytica Glucosa, fraccion de parafina de petroleo | [15]
crudo, n-alcanos C:7-C:17
Candida tropicalis Glucosa, fraccion de parafina de petrdleo | [10] [15]
crudo, n-alcanos C:7-C:17, residuos del | [16]
licor de sulfito.
Candida utilis Pulpa de manzana [17]
Chaetomium Residuos celuldsicos [18]
cellulolyticum
Chaetomium globosum Residuos de remolacha [5]
Chrysonilia sitophilia Lignina [19]
Fusarium graminearum Hidrolizados de almidon [18]
Fusarium moniliforme Carbohidrato  (extracto acuoso de | [10][20]
algarroba)
Fusarium oxysporum Almidén de mandioca [21]
Fusarium venenatum Carbohidrato (glucosa) [22] [23]
Geotrichum candidum Extracto de piel de naranja [24] [25]
Paecilomyces variolii Licor de sulfito [18]
Penicillium cyclopium Suero [26]
Pestalotriopsis Residuos de remolacha [5]
westerdijkii
Phanerochaete Vinaza [27]
chrysosporium
Rhizopus oligosporus Almidén de mandioca, residuos de comida | [21] [28]
procesada.
Saccharomyces Melaza, vinaza. [18]
cereviceae




Thielavia terrestris AzlUcares de pulpa de remolacha, | [29]
residuos del procesamiento de papas.
Trichoerma reesei Residuos de destileria de manzana. [6]

Trichoerma viride Residuos de remolacha, paja de arroz. [5] [30]

En la actualidad, la biomasa fangica para consumo humano ya se esta comercializando.
El producto de proteina fungica Quorn®, obtenido de las especies, Fusarium venematum
(formalmente conocido como Fusarium graminearum), esta disponible en el mercado y
es usado como un analogo a la carne, este contiene 45% proteina, 14% grasay 26% de
fibra (basado en el peso seco) con aminoacidos esenciales comparables a los contenidos
en huevos y una asimilacion de proteinas similar a la que poseen la carne y la proteina
de soya ( [22], [31], [32], [33]).

Por otra parte, uno de los parametros criticos en la alimentacién animal es el contenido
de proteina necesario a suplementar para cada especie (peces, aves 0 bovinos). La
proteina de soya y la harina de pescado han sido comercializados para suplementar un
mayor contenido de proteina en la alimentacién animal. Con la creciente demanda por
productos de carne y pescado, el rapido incremento en el precio de los ingredientes de
los productos usados para alimentacion animal ha afectado la viabilidad econémica de
esta industria. Al considerar particularmente la industria acuicola, el sector con mas
rapido crecimiento a nivel mundial, con una tasa de crecimiento anual de 8-10% [34], esto
empujaria la demanda por estos ingredientes. Se espera la mantencién del crecimiento
de la produccion de alimento acuatico global a una tasa similar (8-10%), alcanzando los
71 millones de toneladas al afio 2020, siendo la mayor fuente de proteina para incorporar
a la dieta harina de pescado, la cual depende en gran parte de la pesca por arrastre.

La comida para pescado es costosa (actualmente ~ $1.395-$1.450 por tonelada seca
(US) ( [35]) y contintia creciendo con un significativo aumento de su demanda. Esto
resulta en un aumento del costo del alimento y en el dltimo tiempo incrementa el costo
de los productos de carne y de pescado. Por consiguiente, hay una mayor necesidad de
una fuente sustentable de alimento. El uso de un suplemento proteico mas econémico en
el alimento para pescado se hace necesario y puede ser reemplazado con la proteina
celular (SCP) obtenida desde una materia prima de bajo costo o a partir de residuos, ha
ganado especial atencion. Entre las SCP para aplicaciones alimenticias, la proveniente
de hongos es mas favorable que la de origen bacteriana [36]. Por ejemplo, los hongos
pueden producir aminoacidos que contiene sulfuros en su estructura, como cisteina y
metionina, los cuales son frecuentemente los aminoacidos limitantes en el alimento, por
el contrario, las bacterias no poseen esta habilidad. Metionina es considerado un
aminoacido esencial, que no puede ser sintetizado en el cuerpo del animal y debe ser
suplementado en la dieta. Sin embargo, algunas precauciones a tomar en cuenta con la
SCP de hongo es que poseen micotoxinas y el alto contenido de nitrégeno no proteico.

El uso de SCP para aplicaciones alimentarias no es nuevo. Los hongos crecen
rapidamente bajo condiciones 6ptimas de crecimiento y tienen la capacidad de usar
diversos sustratos organicos [37]. Stevens y Gregory (1997) sugieren que el tratamiento
de residuos liquidos con hongos es un proceso simple y de bajo costo para la produccion
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de alimentacion animal. La biomasa de hongo tiene un alto contenido proteico, con el
potencial para reemplazar el uso de los principales suplementos en la alimentacion
animal, como son la proteina de soya y la harina de pescado ( [36], [37], [38]). Ademas,
los requerimientos nutricionales dietarios por animal difieren dependiendo del tipo de
animal, su etapa de crecimiento y el medioambiente en el que estan.

La seleccion de un microorganismo para ser usado como proteina celular, dependera de
la cantidad de proteina que este tenga con relacion a su biomasa, de la calidad de esta,
su tasa de crecimiento y los demas pardmetros presentados en la Tabla 3. Al observar el
porcentaje proteico de los hongos (Tabla 2) y la posibilidad de que estos crezcan usando
como sustrato, material organico econémico (residuos), mostrando la factibilidad en el
uso de estos organismos como fuente de suplemento proteico para la alimentacion
animal [39].

Tabla 2: Composicién de proteina  celular  derivada de hongo [36].
Fuente: Anupama and Ravindra (2000), mismo catalogo de hongos presentados en la Tabla 1.

Parametros Composicion porcentual (en base a
peso seco)
Proteina real 30-70
Nitrégeno total (proteina + &cidos 35-50
nucleicos)
Lisina 6,5-7,8
Metionina 15-1,8
Grasas/Lipidos 5-13
Carbohidratos No disponible
Pigmentos y clorofila No disponible
Acidos Nucleicos 9,7
Sales Minerales 6,6
Aminoacidos 54
Ceniza No disponible
Humedad 4,5-6,0
Fibra No disponible




Tabla 3: Comparacion de varios parametros para la produccion de SCP de algas, hongos y
bacterias.
Fuente: Singh, 1998; Anupama y Ravindra, 2000.

Parametro Alga Bacteria Hongo Hongo
(Levadura) (Filamentoso)
Velocidad de | Baja Muy Alta Alta Menor a
Crecimiento bacterias y
levaduras
Sustrato Luz, dioxido de | Un amplio | Un amplio | Mayormente
carbono 0 | rango de | rango de | compuestos
muestras compuestos compuestos, lignoceluldsicos
inorganicas excepto dioxido
de carbono
Rango de pH Mayor a 11 5-7 5-7 3-8
Cultivo Estanques vy | Biorreactores Biorreactores Biorreactores
biorreactores
Riesgos de | Altos y serios Se necesitan | Bajos Mas bajos
Contaminacién precauciones riesgos si el pH
es menor a5
Contenido de | Bajo Deficiente Deficiente Bajo
aminoé&cidos
con S
Remocion de - Requiere Requiere Requiere
acidos
nucleicos
Toxinas - Endotoxinas de - Micotoxinas en
bacterias gram- muchas
negativas especies

1.1.4 Compuestos Toéxicos en SCP y sus Posibles Efectos

El grado con el cual SCP es extraido y purificado cuando son usados como suplemento
alimenticio debe ser comparado con los estandares globales de la industria. El producto
final no debe ser solo nutritivo, si no también pasar todas las pruebas de toxicidad para
ser comercializable como un producto alimenticio. Ademas, del contenido de acido
nucleico, varias toxinas y productos no buscados se acumulan durante el crecimiento del
cultivo [36].

Las toxinas, si estan presentes en SCP, se consideran como un contaminante. Las
toxinas son metabolitos secundarios producidos por ciertos hongos y bacterias durante
su periodo de crecimiento. La toxicidad de las SCP debe ser determinada antes de su
comercializacién. Cuando se usan como suplemento proteico para alimentacién animal
los niveles de toxicidad permitidos son generalmente mas altos que cuando son usado
para consumo humano [36].



1.1.5 Industria Algal

Debido a la escasez del recurso suelo en los ultimos afos se ha visto el cultivo de
macroalgas como una fuente alternativa de materia prima para las industrias de los
biocombustibles y de la alimentacion animal, sin embrago, actualmente es la industria de
los espesantes (alginato, agar y carragenina) la que se lleva la mayor extraccion de algas
marinas a nivel mundial. Al afio 2014 la produccion de la industria algal alcanzé 28,5
millones de toneladas, con una tasa de crecimiento de 6,6% anual [40].

Durante los ultimos afios, mas del 90% de la biomasa de alginofitas se ha extraido en
Chile. Con una produccion de alginatos que no alcanza a cubrir las demandas internas
de los paises sudamericanos. Al afio 2014 la produccion de la industria algal en Chile
alcanz6 12,8 millones de toneladas [41], siendo principalmente de extraccion de algas
pardas.

La mayor parte de las algas pardas se exportan, algunas como el huiro negro, huiro palo
y sargazo siendo muy preciadas en Japén, China y Francia, donde las emplean para
producir espesantes alimenticios, cosméticos, farmacos y comida para animales,
guedando una pequefia parte en Chile, ademas el cochayuyo, que se comercializa como
alimento humano [42].

Actualmente existe una empresa chilena dedicada a la elaboracion de insumos agricolas
usando como materia prima algas pardas. Esta compafiia se halla interesada en la
valorizacion de sus residuos. En trabajos anteriores (Landeta, 2017), se encontr6é que los
residuos tienen un alto contenido de alginato, similar al alga parda Macrocystis pyrifera,
como se puede observar en la Tabla 4. A partir de la comparacion del contenido de
alginato se estima que se pueden usar estos residuos como materia prima para algun
proceso que requiera este compuesto como principal fuente de carbono.

Tabla 4: Comparacion del analisis proximal entre Macrocystis pyrifera y el residuo a utilizar (3).

Ceniza (%) | Proteina (%) | Extracto No | Alginato | Celulosa
Nitrogenado (%) | (%) (%)
M. pyrifera | 10,8 13,2 36,0 21,8 7,6
Residuo 23,5 15,8 47,8 31,4 11,7

En la Tabla 5 se presentan los mismos componentes del analisis proximal que muestra la
Tabla 4, pero haciendo una comparacién de cuanto seria la concentracion de cada
componente al producir un litro de cultivo. Se considera una concentracion de 2% p/p de
fuente de carbono en el medio y se usa como referencia el extracto no nitrogenado
presente en cada sustrato.

(3) Este porcentaje se expresa en base a la materia seca de cada compuesto. Para M. pyrifera los datos
se obtuvieron segin Ravanal et. al. 2016 y estudios realizados por el Laboratorio de Quimica y Analisis de
los Alimentos, Universidad de Chile, 2011. Para el residuo se utilizaron resultados emitidos por el
Laboratorio de Nutricién Animal y Medio Ambiente, INIA, Osorno, 2018.



Tabla 5: Comparacion de la composicion (en concentracion) que presentaria un medio de cultivo
usando a Macrocystis pyrifera y el residuo como fuente de carbono.

Proteina Extracto No Alginato | Celulosa
Ceniza [g/L] |[g/L] Nitrogenado [g/L] | [g/L] [a/L]
M. pyrifera 6,0 7,3 20,0 12,1 4,2
Residuo 9,8 6,6 20,0 13,1 4,9

1.2 Motivacion

La busqueda de conseguir el maximo provecho de los recursos naturales y disminuir al
minimo la cantidad de residuos producidos ha sido el objetivo de la industria mundial en
los dltimos 20 afios, asi es como surge el concepto de biorrefineria aplicando estos
objetivos a los procesos que usan biomasa como materia prima.

Considerando la superficie de costa que tiene Chile y la emergente industria algal
presente en nuestro pais. Esta tesis se enmarca en la busqueda del aprovechamiento de
los residuos ricos en alginato de una industria algal, mediante la produccién de proteina
unicelular (SCP) a partir de un hongo marino, como una alternativa sustentable a la
creciente demanda de alimentos a nivel mundial.

1.3 Obijetivos

1.3.1 Objetivo General

Mejorar la produccion de proteina unicelular (SCP) en el hongo marino Dendryphiella
salina usando como sustrato residuos de la industria algal.

1.3.2 Objetivos Especificos

- Estudiar la asimilacion de diferentes fuentes de carbono compleja por
Dendryphiella salina.

- Estudiar y seleccionar pretratamientos para usar en residuos de la industria de
macroalga parda.

- Evaluar el nivel de proteina unicelular (SCP) producida en el hongo usando el
residuo industrial.

- Explorar el potencial comercial de los productos generados.



2 Marco Teobrico

A continuacion, se expondran los factores mas importantes a considerar para la
construccion de la metodologia y el disefio experimental.

2.1 Hongo Dendryphiella salina

Dendryphiella salina es un hongo de origen marino, de la clase de los Hyphomycetes
(Figura 1y Figura 2), cuya caracteristica es que han perdido sus cuerpos de fructificacion.
D. salina crece 6ptimamente en medio de cultivo con adicion de sales marinas, a valores
de pH entre 5y 7 y a una temperatura de 25 °C [43]. En su ambiente natural D. salina
requiere acumular altas concentraciones de solutos intracelulares, para permitir que el
agua gue ingresa a la célula no la deje por diferencia de concentraciones. Para mantener
este potencial celular negativo, con respecto al agua y su medioambiente externo puede
aumentar su citoplasma y el volumen de sus vacuolas, pero el ajuste osmaético en el
citoplasma se logra mantener a través de la sintesis de solutos organicos como manitos,
glicerol y arbitol. Ademés, se ha confirmado que D. salina es capaz de sintetizar
polisacéaridos algales, tales como laminarina y alginato [44].

La ubicacién de este hongo en diferentes aguas marinas permite realizar varios estudios,
haciendo énfasis en su potencial para utilizar o degradar compuestos organicos. D. salina
es capaz de sintetizar numerosas enzimas degradativas, entre ellas estan celulasa,
amilasa, lipasa, B-glucosidasa y xilanasa. Kirk and Gordon (1988) encontraron que D.
salina ademas es capaz de degradar hidrocarburos, entre ellos, hexadecano, I-
hexadecano y tetradecano. También se ha explorado la degradacion de componentes
algales, los resultados obtenidos sugieren que este hongo esta envuelto en la
degradacion y no sélo utiliza el alga como soporte. D. salina puede sintetizar laminarinasa
extracelular y poli-B-D-1,4-manuronida liasa, ademas de una enzima extracelular
hidrolitica de alginato en alga parda [43].
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Figura 1. Dendryphiella salina creciendo en medio solido. Lente 10X
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 2. Dendryphiella salina creciendo en medio liquido. Lente 100X.
Fuente: Elaboracion propia.



A partir de este hongo se puede obtener proteina unicelular (en inglés SCP), la cual
consiste en el contenido proteico de microrganismos tales como, levaduras, bacterias y
hongos. Su principal uso es en la suplementacion proteica de la alimentacién animal.
Ademas, Dendryphiella salina produce hidrofobinas y alginato liasas, estas proteinas
tienen un alto valor comercial.

En trabajos anteriores (Landeta, 2017) obtuvo resultados positivos en el aumento de
proteinas, siendo de un 1,7% y 1,5% para los hongos Asteromyces cruciatus y
Dendryphiella salina, respectivamente, creciendo en un medio compuesto por un residuo
de una industria que procesa macroalgas pardas. En la Figura 3 se muestran los
resultados obtenidos para D. salina en el medio compuesto por el residuo y en un medio
sélo con M. pyrifera, a pesar de los porcentajes similares de alginato que tienen ambos
sustratos se puede apreciar una diferencia significativa en la concentracion de proteinas
alcanzadas con cada medio [45].

Dendryphiella salina

9,00
8,00
7,00
6,00

5,00
4,00
3,00 =
2,00 ‘
1,00 ‘
0,00

8 11. 18 25
Tlempo [dias]

W M. pyrifera

™ Residuo A

Concentracion de Proteina [g/L]

Figura 3: Gréfico de concentracién de proteina de Dendryphiella salina en medio de cultivo
compuesto por Macrocystis pyrifera y residuo A.
Fuente: Landeta, 2017.

2.2 Crecimiento de Hongos

El crecimiento celular de los hongos filamentosos en un medio acuoso es distinto al tipico
crecimiento bacteriano. A diferencia de otros microorganismos, los hongos filamentosos
presentan la ausencia de una division celular tipica, donde se pasa de una célula a dos
células. El crecimiento del hongo filamento esta restringido sdélo por la punta de la hifa,
cuyo crecimiento sigue una tasa lineal constante [46]. Sin embargo, si se considera

10



completamente la ramificacion del micelio, se puede observar un crecimiento exponencial
en los estados iniciales. En los estados siguientes, el centro de la colonia presenta un
decline de éste, mientras que las hifas de la periferia mantienen la tasa lineal de
crecimiento. Generalmente, el crecimiento de los hongos filamentosos puede ser
clasificado en tres etapas: Fase 1 (fase de adaptacion) no se aprecia crecimiento; Fase
2 (fase lineal) crecimiento rapido y aproximadamente lineal; y Fase 3 (fase de decline) se
observa un decline en el peso seco celular producido por la autolisis (Figura 4).

150.0 i [ H [
. i i ¢ I ; ~ Fase lll
asel | ase !
E /\\-
: \4-
1000 |- ; =]
Peso Seco g
mg i
50.0 :
L/ ! | |
0 2 4 6 8

Tiempo, dias

Figura 4: Crecimiento tipico que presentan los hongos filamentosos. Fusarium solani en un medio
liquido aireado. Fuente: Moore-Landecker (1990).

2.3 Medio de Cultivo

El medio de cultivo es una sustancia liquida o sélida que contiene todos los elementos
nutritivos necesarios que facilitan el crecimiento del microorganismo cultivado. Los
medios deben formularse cuidadosamente ya que tienen grandes efectos sobre la
biomasa y los niveles de produccion de enzimas.

Dendryphiella salina es un hongo filamentoso de origen marino, por lo que es necesario
gue su medio de cultivo tenga una alta concentracién de sales que simule su medio
ambiente natural. En trabajos anteriores (Landeta, 2017) definié los tipos de sales y
concentraciones necesarias para otorgarle el medio minimo de supervivencia.
Promoviendo de esta manera la produccién de proteinas extracelulares por parte del
hongo. Ademas, se le agrega una fuente de nitrégeno que no contiene carbono y esta
disefiada para el estudio de fuentes de carbono en levaduras y hongos. La fuente de
carbono se le agrega de forma separada.
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2.4 Pretratamientos

A partir de la Figura 3 se puede suponer que es necesario aplicar un pretratamiento al
residuo para que el crecimiento alcanzado por D. salina sea similar al obtenido usando
como sustrato M. pyrifera.

Existe una amplia variedad de tratamientos que se le pueden aplicar a una materia prima
para mejorar su biodisponibilidad de nutrientes, entre ellas estan hidrélisis con acido
diluido, hidrdlisis acida, hidrolisis alcalina, hidrélisis con agua a alta presion y temperatura
e hidrdlisis enzimatica [47]. Dado el pH acido que posee el residuo (pH=3,7) se plantean
tres tipos de pretratamiento, el primero consiste en romper este mediante sonicacion, el
segundo en una hidrdlisis alcalina y el dltimo a una hidrdlisis enzimatica. Todos buscan
aumentar la liberacion de azucares simples que puede tener el medio antes de iniciado
el cultivo del hongo.

Se encuentran ampliamente estudiado los diferentes tipos de hidrodlisis para biomasa que
tiene un alto porcentaje de celulosa, hemicelulosa y lignina [47]. La biomasa que se quiere
pretratar presenta un alto contenido de celulosa y al ser de origen algal no presenta
lignina, por lo que es posible aplicar alguna de estos pretratamientos.

En estudios realizados en el alga verde Ulva rigida para la produccion de biogas, se
analizo la hidrélisis &cida con H2SO4 al 98%, la hidrodlisis termo-alcalina con NaOH 5N, a
diferentes temperaturas y tiempos de tratamientos, un pretratamiento de ultrasonido por
5min a una frecuencia de 40 kHz y una potencia de 120 Watt y una hidrélisis enziméatica
usando el filtrado de un cultivo de Aspergillus niger [48]. Se determind la liberacion de
azucares reductores al medio y los resultados se obtuvieron en el siguiente orden:
hidrélisis enzimatica, hidrélisis &cida, hidrélisis termo-alcalina e hidrélisis por sonicacion
[48].
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3 Metodologia

3.1 Metodologia General

La produccion de proteina unicelular a partir de biomasa fangica a bajo costo depende
directamente de que el hongo sea capaz de asimilar los azucares provenientes de un
medio de cultivo cuya fuente de carbono sea un residuo de una industria algal, que en
este caso es el alginato. En la Figura 5 se observan las etapas necesarias de llevar a
cabo para inocular al hongo es su etapa de crecimiento exponencial (dia 8) desde el
medio liquido al medio complejo. Para esto es necesario que el medio liquido (que se
usard para hacer el inéculo) tenga como fuente de carbono alginato, en este caso se uso
una concentracién de 0,2% p/p de este azlcar.

“( Stock de hongo en

) Medio Liquido
glicerol

| |
—— “ Medio Sélido I :
\ ) Disco de 50mm
de didmetro

J

Esfera de 0,7mm‘
de didmetro

A 4

H Medio Complejo ‘

)
J

Figura 5: Metodologia general de cultivo de D. salina.

3.2 Materiales

3.2.1 Cepa de hongo Dendryphiella salina 100654

El hongo por estudiar es Dendryphiella salina, obtenido a partir del National Institute of
Technology and Evaluation Biological Resource Center (NBRC), cuyo nimero de cepa
asociado es 100654. Se entregan los parametros (Tabla 6) que debe tener el medio sélido
para entregarle las condiciones 6ptimas de cultivo a D. salina.

Tabla 6: Se muestran los valores de los parametros mas importantes de cultivo en D. salina,
segun indicaciones entregadas por el proveedor.

Numero de Medio 16
Medio Agar de agua de mar y harina de maiz (en inglés:
CMSWA)

Composicion (para 1 L de medio)
Extracto de harinademaiz |29

Agar 15¢g

pH 7,0-7,5
Temperatura 25°C
Agitacion 200 rpm
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3.2.2 Insumos y Reactivos
En la Tabla 7 se pueden observar los reactivos utilizados durante las experiencias de
laboratorio.

Tabla 7: Insumos y reactivos utilizados.

Insumo o Reactivo Proveedor

Cloruro de Sodio Merck

Cloruro de Magnesio Hexahidratado Merck

Sulfato de Magnesio Merck

Cloruro de Potasio Merck

Carbonato de Sodio Merck

Cloruro de Calcio Winkler

Base de Nitrégeno de Levadura (YNB) | BD (Cat N°: 239210)

Tris Hidroximetil Sigma Aldrich

Acido Maleico Sigma Aldrich

Carboxi metil celulosa Sigma Aldrich

Alginato de Sodio Sigma Aldrich

Hidroxido de Sodio Merck

DNS Anexo G: Metodologia de
Determinacion de Azlcares Reductores
segun el método de Miller (DNS)

Agar BD

Reactivos del &cido bicinconinico Método del Acido Bicinconinico (BCA)

Reactivo de Bradford Método de Bradford

Kit Simplified TKN Hach

Residuo Biogram

Extracto de malta BD

3.2.3 Equipos

En la Tabla 8 se detallan los equipos utilizados durante las experiencias de laboratorio.

Tabla 8: Equipo utilizados durante el desarrollo de las experiencias de laboratorio.

Equipo Fabricante y modelo

Balanza OHAUS Analytical Plus

Medidor de pH Corning pH meter 320

Incubadora MM Group venticell

Espectrofotometro de placas ASYS UVM 340

Espectrofotometro Hach DR5000

Calefactor de tubos de 20mm Hach 16500-10

Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5804R

Sonicador Qsonica Sonicators XL2010 Q500 500
watts

Calefactor de placas Lab-Line Multi blok Heater

Bomba de filtro de vacio Vacuubrand Diaphragm vacumm pump

Esterilizador JBiomedic C

Bafno de agua Julabo SW20
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3.3 Medios de Cultivo

Se utilizaron 3 tipos de medios de cultivo, uno sélido y dos liquidos. Las condiciones
estandar de cultivo que mantuvieron fueron la salinidad del medio, la temperatura a 25°C
y la agitacion a 200 rpm (en el caso de los medios liquidos), la composicién de estos
medios se describe en el Anexo C: Medios de Cultivo.

Se estudio la asimilacion de D. salina de alginato y carboximetil celulosa (CMC), para
esto se realizaron medios liquidos usando estos compuestos al 0,2% m/v como Unica
fuente de carbono.

Al pasar al medio complejo, cuya fuente carbono proviene del residuo, se usaron indculos
provenientes de cultivos del medio liquido con alginato en el dia 8 de crecimiento.

3.4 Parametros y propiedades importantes para la evaluacién del proceso de
crecimiento del hongo

3.4.1 pH

A medida que la biomasa de D. salina va aumentando se van liberando metabolitos al
medio, las cuales hacen aumentar el pH de este, por lo que la medicion del pH es un
buen indicador del correcto crecimiento de este hongo [50].

3.4.2 Actividad enzimatica

D. salina produce enzimas celulasas y alginato liasas, que libera al medio. La actividad
de las enzimas se mide usando ensayos de Miller, también llamado DNS (acido
dinitrosalicilico) [51], el cual consiste en medir los azucares liberados en una reaccion
entre las enzimas y la fuente de carbono de cada medio en especifico, a partir de
variaciones en la absorbancia medida a 570 nm. Para establecer una curva de calibracion
se utilizan concentraciones variables de glucosa entre 0 y 5,56 mM. En el Anexo H: Curva
de Calibracién de Glucosa, se puede ver en detalle las concentraciones de glucosa
utilizadas. Este ensayo es aplicado al filtrado del medio usado para medir peso seco.

3.4.3 Determinacion de la biomasa

Visualmente es posible apreciar el aumento de la biomasa en el medio, la cual lleva el
consiguiente aumento de proteinas. Para determinar el crecimiento de la biomasa se
realiza la medicion del peso seco, se trabaja por duplicado tomando muestras cada 2
dias. Se mide el pH del medio y se lleva a bafio de agua a 100 °C por 10 min, luego la
biomasa del cultivo se recoge mediante filtracion usando papel Whatman N° 1, con un
filtro de vacio. Las muestras se dejan secando en estufa a 60 °C por 24 horas, se dejan
enfriar en desecador y se mide su masa en la balanza. Se toman muestras hasta el dia
12.
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3.4.4 Determinacion de proteinas totales

Previo a la medicion de proteina total, es necesario homogeneizar las muestras y romper
la célula del hongo para liberar al medio las proteinas intracelulares. Con el sonicador se
puede homogeneizar por ultrasonido y romper las células. Se utilizan pulsos de 30
segundos de sonicado por 30 segundos de pausa por 10 minutos usando el 40% de la
potencia del equipo, con la punta de menor diametro. Esto se realiza dos veces con cada
muestra, manteniendo siempre la muestra en hielo y controlando que ésta no se caliente.

Se utilizaron 3 metodologias de determinacién de proteina total, usando el método del
BCA (acido bicinconinico), método de Bradford y el nitrégeno Kjeldahl. Los primeros dos
métodos mencionados son colorimétricos y se usan en las muestras de los medios
liguidos para determinar el porcentaje de proteina que se corresponde con la biomasa
colectada en la medicion de peso seco de la biomasa, estos métodos son incompatibles
con el medio liquido complejo (compuesto por el residuo), por lo que a las muestras de
este tipo de medio se les aplica el método simplificado de Nitrégeno Kjeldahl Total
(Método de Nitrégeno Total Kjeldahl Simplificado (Hach)).

Para los métodos del BCA y Bradford es necesario hacer una curva de calibracion de
proteina, se usa la proteina Albumina Suero Bovina (BSA) y va en concentraciones de 0O
a 1,5 [mg/ml]. Mas detalles de la curva de calibracion y del procedimiento de
determinacion de proteinas en el Anexo E: Metodologias de Determinacion de Proteina
Total y el Anexo F: Curva de Calibracion de Proteina Albumina de Suero Bovino (BSA).

En el caso del Nitrégeno Total Kjeldahl se utiliza el método simplificado elaborado por
Hach® [52], cuyo rango de deteccién es 0 a 16 mg/L de nitrégeno organico en la muestra.
Para estar en el rango de medicion del kit es necesario diluir las muestras, en este caso
fueron necesarias diluciones de 200 y 400 veces (Método de Nitrégeno Total Kjeldahl
Simplificado (Hach)).

3.5 Pretratamiento Fisico-quimico

Se estudiaran 3 tipos de tratamientos a realizar al residuo. El objetivo de aplicar este
proceso es reducir el tiempo de bioconversion de los compuestos complejos del alga y
aumentar la biodisponibilidad de azucares simples en el medio.

3.5.1 Rompimiento por Ultrasonido

Para preparar 1 L de medio de cultivo complejo es necesario agregar 89,9 g de residuo
hamedo, previo a la preparaciéon de este medio se rompe mecanicamente por ultrasonido
una concentracion 2X de residuo, es decir, para preparar 100 mL de medio es necesario
tratar una solucién de 50 ml con 8,99 g de residuo. Esta se trata por 10 min con ciclos de
30 s de sonicado y 30 s de pausa, con el equipo Sonicators XL2010 al 40% de su potencia
(potencia: 500 watts, frecuencia: 20 kHz), usando la punta 0,5-50ml.

3.5.2 Ultrasonido e Hidrolisis Termo-Alcalina

Para este tipo de tratamiento se aplica el proceso de sonicado sefialado anteriormente
antes de realizar la hidroélisis termo-alcalina. Se agrega hidroxido de sodio 0,5 N. Luego
se lleva a una presion de 2 atm y una temperatura de 121 °C por 20 min.
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3.6 Pretratamiento Enzimatico

3.6.1 Ultrasonido e Hidrdlisis con alginato liasa

Posterior al rompimiento por ultrasonido descrito anteriormente se realiza una hidrdlisis
enzimatica usando una enzima alginato liasa (AL). Se prepara el buffer de degradacion
AL (Anexo |: Buffer de Degradacion AL) y se agrega en proporcion 1:1 con la solucion de
residuo sonicado. Se deja incubando por 24 hr a 37 °C sin agitacion.

3.7 Fermentacion

Las condiciones actuales de fermentacion, segun lo obtenido en trabajos anteriores
(Landeta, 2017), son a pH 5,5, durante un tiempo de 12 dias, a una temperatura de 25
°C y con una agitacion de 200 r.p.m.

3.8 Disefio del Proceso Experimental

El estudio involucra, en primera instancia, la evaluacion del crecimiento del hongo D.
salina, usando como Unica fuente de carbono alginato y CMC. Para esto se trabajara con
volumenes de 10 ml de medio de cultivo liquido (Medio Liquido) en tubos cénicos de 50
mL, éstos se inoculan con discos de 50 mm de medio sélido (Medio Sélido). Para evaluar
el crecimiento se mide la biomasa mediante peso seco analizando tubos cada dos dias
por duplicado hasta alcanzar los 12 dias. A estas muestras también se les mide el pH 'y
los azlcares libres (mediante el método del DNS). Se determina el o los dias de mejor
crecimiento para cada fuente de carbono.

Una vez determinada la capacidad del hongo de alimentarse de alginato y CMC, se inicia
el estudio del pretratamiento a aplicar al residuo para confeccionar el cultivo en medio
complejo (fuente de carbono: residuo). Se comparan el medio complejo crudo (sin aplicar
ningun pretratamiento), sonicado, sonicado + hidrdlisis alcalina y sonicado + hidrolisis
enzimatica. Se estudian los dias 0, 8 y 12 de cada caso. Se trabaja con 10 mL de medio
de cultivo complejo en tubos cénicos de 50 mL (cada tubo es una muestra), es necesario
usar un inoculo tomando una esfera de hongo de aproximadamente 0,7 mm de didmetro
de un cultivo en medio liquido (usando alginato como fuente de carbono) en su dia 8 de
crecimiento.

A los estudios realizados a los pretratamientos y en medio complejo se les aplica la
determinacién de proteina total usando el método simplificado descrito por Hach [52] para
cuantificar el Nitrégeno Total Kjeldahl (Método de Nitrogeno Total Kjeldahl Simplificado
(Hach)).

A partir de los resultados obtenidos en la evaluacion de los pretratamientos, se elige el
gue obtiene mejor rendimiento y se realiza nuevamente el cultivo por duplicado, tomando
muestras cada 4 dias hasta el dia 12. Siguiendo el mismo procedimiento descrito
anteriormente y aplicando los mismos analisis.
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La Figura 6 muestra graficamente el flujo de razonamiento utilizado en este disefio
experimental.

Seleccién de

Seleccién de mejores pretratamiento

dias de muestreo

Pretratamientos

| Pretratamiento

Crecimiento en \ Crecimiento en
medio sélido medio liquido *Cudasin Elegido
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* Dendryphiella salina *Fuente de  carbono: « Rompimiento por » Muestras por
« Medio 16 alginato y CMC. ultrasonido (sonicado) duplicado
«Por 11 dias * Condiciones estudiadas  Sonicado + hidrdlisis ¢ Cada 4 dias, por 12
*25°C, sin agitacion de pH, temperaturay termo-alcalina dias
agitacion. * Sonicado + hidrélisis

enzimdtica

Figura 6: Disefio Experimental.

3.8.1 Fermentacion en medios de cultivo liquido

3.8.1.1 Preparacion de medio de cultivo

El medio de cultivo liquido es preparado bajo un protocolo que mezcla una variedad de
sales simulando la condicion de salinidad del mar, un buffer, una fuente de nitrégeno que
no contenga carbono y la fuente de carbono a estudiar (ver Anexo C: Medios de Cultivo).

Se prepara medio usando Unicamente como fuente de carbono alginato y, por separado,
CMC. Se desea evaluar la capacidad de asimilacion de estos azlcares complejos por
parte del hongo midiendo biomasa (a través de peso seco) y proteina (método de
Bradford, método de BCA). Para esto se siembra en tubos cénicos de 50 mL, con 10 mL
de medio. Se cosechan las muestras desde los tubos cada dos dias, por duplicado.

3.8.1.2 Inoculacion
Se inocula un disco de agar de 50 mm de una placa con medio soélido, en el dia 11 de
crecimiento.

3.8.1.3 Fermentacion
Una vez inoculados los medios, los tubos conicos son puestos en agitadores
termorregulados LabTech LSI-150M a 25°C y 200 rpm.

3.8.2 Fermentacién en medios de cultivo complejo

3.8.2.1 Pretratamientos
Se aplican 3 pretratamientos al residuo antes de agregarlo al medio, los cuales son rotura
por ultrasonido (sonicado), hidrolisis termo-alcalina e hidrdlisis enzimatica.
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3.8.2.2 Preparaciéon del medio de cultivo complejo

El medio de cultivo complejo es preparado bajo un protocolo que mezcla una variedad de
sales simulando la condicion de salinidad del mar, un buffer, una fuente de nitrégeno que
no contenga carbono y como fuente de carbono se agrega residuo rico en alginato
pretratado (ver Anexo C: Medios de Cultivo). El medio es esterilizado antes de inocular.

Se desea evaluar la capacidad de asimilacion de los azGcares complejos presentes en el
residuo por parte del hongo midiendo biomasa indirectamente a través de la
determinacidén de proteina total, usando el valor de nitrégeno Kjeldahl. Para esto se
siembra en tubos coénicos de 50 mL, con 10 mL de medio. Se cosechan las muestras
desde los tubos cada 4 dias, por duplicado.

3.8.2.3 Inoculacion
Se inocula 1 esfera de hongo creciendo en medio liquido (10 mL de cultivo en tubos
Falcon de 50 mL) con alginato al 0,2% como fuente de carbono, se realiza la cosecha en
el dia 8 de cultivo.

3.8.2.4 Fermentacion
Una vez inoculados los medios, los tubos coénicos son puestos en agitadores
termorregulados LabTech LSI-150M a 25°C y 200 rpm.

3.8.3 Toma de muestras

3.8.3.1 Evaluacion de crecimiento
Cada tubo Falcon constituye una muestra, se toma un punto cada dos dia por duplicado,
es decir, se cosechan 2 tubos conicos por dia.

3.8.3.1.1 Medicion de Biomasa mediante peso seco

Para cada fuente de carbono se toman muestras cada dos dias por duplicado y se realiza
el protocolo detallado en el Anexo D: Metodologia de Determinacién de Peso Seco.
Ademas, se mide pH y azucares libres (Anexo G: Metodologia de Determinacion de
Azlcares Reductores segun el método de Miller (DNS)).

3.8.3.1.2 Medicion de Biomasa mediante proteina total

Antes de realizar los ensayos de determinacion de proteina (método de Bradford, método
del BCA y nitrogeno Kjeldahl) se homogeneizan las muestras y rompen las células
mediante ultrasonido, realizando ciclos de 30 segundos de ultrasonido por 30 segundos
de pausa por 10 minutos.

Para el analisis de proteina total usando el método de Bradford y del BCA no fue
necesario realizar diluciones a las muestras. Por otra parte, para el caso del método
simplificado de nitrégeno Kjeldahl fue necesario diluir las muestras 400 veces por el rango
de sensibilidad de este ensayo.
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4 Resultados y Discusion

4.1 Estudio del cultivo de Dendryphiella salina en medio liquido

Se estudié el crecimiento del hongo Dendryphiella salina usando como fuentes de
carbono alginato y CMC, de manera separada. Los parametros por considerar fueron el
aumento de masa mediante peso seco, el cambio en el pH del medio a través de los dias,
los azucares reductores presentes en el medio y finalmente el contenido de proteinas del
medio.

Antes de establecer el medio de cultivo descrito en el Anexo C (Medio Liquido) se cambié
la fuente de nitr6geno a utilizar, en estudios previos se utilizé extracto de levadura (en
igual concentracién que la explicitada en el Anexo C), pero dado el aporte de carbono
gue posee esta Ultima y el desconocimiento del tipo de azucar que tiene se cambi6 por
YNB (base de nitrégeno de levadura), que contiene sulfato de amonio, aminoacidos
(triptéfano, metionina e histidina) y vitaminas necesarias para el crecimiento de levaduras
y hongos, sin aportar carbono al medio.

4.1.1 Estudio de crecimiento de biomasa, segun peso seco

En la Figura 7 se puede observar la curva correspondiente al crecimiento de la biomasa,
determinada mediante peso seco. Al comparar esta curva con la presentada en la Figura
4 para hongos del tipo filamentoso, se pueden apreciar de manera aproximada las 3
etapas de crecimiento obtenidas en la literatura (2.2 Crecimiento de Hongos). La Fase |
no se observa en las curvas presentadas en la Figura 7, esto podria deberse a qué el
hongo es inoculado desde el medio sélido en su fase de mayor crecimiento y el medio
liquido le aporta las condiciones minimas de cultivo. Por otra parte, la Fase Il es
claramente visible y se prolonga hasta el dia 4 para CMC y 6 para alginato. Por ultimo, la
Fase Il abarca la mayor parte del tiempo de cultivo, siendo desde el dia 4 al 12 en el
caso de CMC y desde el dia 6 al 12 para al alginato.

D. salina es capaz de producir, entre otras, enzimas celulasas y alginato liasas, es por
esto que antes de realizar el estudio de crecimiento de este microorganismo en un medio
complejo, cuya fuente de carbono es un residuo de una industria algal, se intentd
determinar los mejores dias de muestreo en medios cuyo Unico azlcar complejo a
degradar fueran alginato o CMC.

A partir de la Figura 7 se determin6 que los mejores dias de muestreo corresponden al
dia 8 para el medio con alginato y el dia 10 para el medio con CMC. Ademas, al observar
la curva se puede elegir el dia 4 como final de la fase lineal de crecimiento. Con esto se
decide que tomar muestras cada 4 dias, hasta el dia 12 de cultivo es un periodo razonable
de tiempo para obtener los puntos claves de cada fase de la curva.
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Determinacion de biomasa mediante peso seco
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Figura 7: Crecimiento de biomasa en medio liquido del hongo Dendryphiella salina, usando como
fuente de carbono alginato y carboximetilcelulosa (CMC), determinacién mediante peso seco.

En la Figura 8 se puede observar la variacion de pH en el medio de cultivo liquido a través
de los diferentes dias de muestreo. Este aumento en el pH es consecuente con lo
observado en literatura por Schaumann et. al. 1990. La variacion obtenida de pH es
minima, a diferencia de la obtenida por Schaumman et. al. 1990, esto podria ser por la
cantidad de fuente de carbono utilizada, en el caso del alginato se us6 un 1% en vez de
0,2%.
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Figura 8: Variacion de pH en el crecimiento de biomasa en medio liquido del hongo Dendryphiella
salina, usando como fuente de carbono alginato y CMC.
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En la Figura 9 se puede observar el consumo de azucares reductores presentes en el
medio por parte de D. salina. Los azucares reductores corresponden a las subunidades
basicas de los polimeros que se estan estudiando como fuentes de carbono, que son
capaces de reaccionar con diferentes compuestos. En el caso de alginato son el acido
glucurénico y acido manuronico y para la CMC corresponde a glucosa unida a un grupo
carboximetil, las moléculas de glucosa estan unidas entre si por un enlace B-glucosidico
(mismo enlace que la celulosa natural), por lo que es una forma indirecta de medir la
actividad de las enzimas (celulosay alginato liasa) producidas por el hongo y la capacidad
gue tiene este de incorporar a su metabolismo estos azucares simples como biomasa.
En los primeros dias, correspondientes a la fase lineal de crecimiento del microrganismo,
se consume la mayor parte de estos azucares. Luego se producen variaciones sinuosas
de la curva que podrian corresponder a la accion de las enzimas liberadas al medio para
la degradacion de los polimeros complejos (alginato y CMC).

Este ultimo fenbmeno se aprecia en los dias 4 y 10 en CMC, donde se ven nuevos
aumentos en la medicion de azlcares reductores y en los dias 6 y 10 en alginato, en
estos dias se aprecia el mismo comportamiento que en el caso de CMC.
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Figura 9: Variacién de azlcares reductores en crecimiento en medio de cultivo liquido del hongo
Dendryphiella salina, usando como fuente de carbono alginato y CMC.

En la Figura 10 se muestra la curva obtenida a partir de la determinacion de proteina total
usando el método del &cido Bicinconinico (BCA) para los mismos dias en que se realizd
la medicion de biomasa mediante peso seco. Se usé un estandar de proteina albumina
de suero bovino (BSA) (Anexo F: Curva de Calibraciéon de Proteina Albumina de Suero
Bovino (BSA)).

Los resultados obtenidos muestran un aumento muy pequefio de proteina presente en la
muestra de los distintos dias.

Al realizar la determinacién de proteina total mediante el ensayo del método de Bradford
(Anexo E Método de Bradford ) no se obtuvieron resultados que indicaran la presencia
de proteina en las muestras, en ninguno de los dias analizados.
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En base a los resultados obtenidos en ambos ensayos y a la sensibilidad de estos, se
considera que no son concluyentes para poder inferir el porcentaje o la cantidad de
proteina celular presente en D. salina, con relacion a la cantidad de biomasa resultante
en la determinacion de peso seco.

Los problemas obtenidos en los resultados de los ensayos de proteina (Bradford y BCA),
pueden deberse a una incompleta lisis celular, con la consiguiente subestimacion de la
cantidad de proteina real presente en las muestras. El proceso realizado para romper la
pared fungica consistié en sonicar las muestras en ciclos de 30 segundos de sonicado,
por 30 segundos de pausa por un tiempo total de 10 minutos usando una potencia del
40% del equipo.

Se comprobd el estado de la ruptura de la pared celular del hongo mediante la
observacion al microscopio de muestras de ambos medios con 12 dias de crecimiento,
en las Figura 11y Figura 12 se puede apreciar las condiciones de la lisis celular obtenida.
Al mirar la muestra con lente de aumento 40X se puede notar que una mayor cantidad
de los micelios no se encuentran rotas por completo, mientras que cuando se observa la
Figura 11 que posee un aumento de lente 100X induce a errores al mostrar una mayor
cantidad de hongo con la pared celular lisada.

La incapacidad de asegurar una lisis completa de las células del hongo presentes en la
muestra y la sensibilidad de los ensayos surgen como los puntos clave a tener en cuenta
para determinar el porcentaje de SCP (proteina unicelular) disponible en D. salina.
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Figura 10: Determinacion de proteina total usando el método del &cido bicinconinico en medio de
cultivo liquido del hongo Dendryphiella salina, usando como fuente de carbono alginato y
carboximetil celulosa.
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Figura 12: D. salina creciendo en medio liquido, alginato 0,2%. Dia 12 de cultivo. Lente 40X.
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En analisis anteriores, se demostrd que el hongo D. salina es capaz de utilizar dos de los
compuestos usados como buffer (Tris hidroximetil metano y acido maleico) como fuente
de carbono, sélo se prob6 suministrar ambos de manera simultanea en el medio, en las
concentraciones indicadas en el Anexo Medio Liquido. Es por esto que para los analisis
de rendimiento y balances de masa se considerara una mayor cantidad de aporte de
carbono en el medio.

Finalmente, con los resultados obtenidos de peso seco y considerando los diferentes
parametros presentados anteriormente se tiene que al cosechar el hongo al dia 10,
tomando como Unica fuente de carbono el alginato se puede obtener un rendimiento de
62,5%. Sin embargo, es necesario tomar en cuenta que D. salina es capaz de metabolizar
los compuestos agregados como buffer al medio, se cree que el &cido maleico es
incorporado directamente a las vias metabdlicas del hongo, al ser ionizada su estructura
se transforma en maleato (compuesto intermedio del ciclo de Krebs), por lo que sumando
el &cido maleico al alginato como posibles fuentes de carbono queda un rendimiento de
15,6% (Tabla 9).

Los resultados presentados en la Tabla 9 corresponden a cultivos realizados en medios
con los compuestos buffer y la fuente de carbono sefalada.

Tabla 9: Rendimientos de biomasa segun peso seco con diferentes fuentes de carbono al dia 10
de cultivo (Anexo J: Base de Célculo).

Fuente de carbono Rendimiento
Alginato 62,5 %
Alginato + acido maleico 15,6 %
CMC 49,5 %
CMC + acido maleico 12,4 %

4.1.2 Comparacion de diferentes fuentes de carbono

En la Figura 13 se observa el crecimiento que presenta D. salina usando las fuentes de
carbono a estudiar (alginato y CMC) y los compuestos usados como buffer del medio
(Tris hidroximetil metano y acido maleico). Todas las muestras fueron trabajadas por
duplicado. Se aprecia que D salina es capaz de incorporar y asimilar uno de los
compuestos del buffer como fuente de carbono, pero el crecimiento alcanzado con
alginato y CMC en promedio es mayor. En el dia determinado de cosecha con alginato
se obtienen 2 mg mas de biomasa y en el caso de CMC es de 1,1 mg mas de biomasa.

La resolucion de la balanza utilizada es de 0,1 mg lo que representa un 5% y 9% de la
medicion de aumento de biomasa obtenido para alginato y CMC, respectivamente.
Siendo estos valores menores a un 10% se concluye que no es significativo y la
sensibilidad de la balanza no influye en los resultados obtenidos.
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Figura 13: Crecimiento de biomasa en medio liquido del hongo Dendryphiella salina, usando
como fuente de carbono los compuestos tampén del medio, alginato y carboximetilcelulosa
(CMC).

Para realizar un balance de masa mas exacto y obtener rendimientos especificos para
cada fuente de carbono es necesario cambiar los compuestos utilizados como buffer del
medio por algunos que puedan mantener un pH similar a 5,5 y que no sean asimilables
por el microrganismo. Se tratd6 de usar como buffer fosfato monopotésico y acido
fosférico, pero debido a la cantidad de sales que posee el medio estos compuestos
precipitan y hacian necesario elaborar un medio de cultivo totalmente nuevo, lo cual no
se realiz6 debido a lo acotado del tiempo de trabajo disponible, quedando propuesto para
futuras investigaciones.

4.2 Estudio del cultivo de Dendryphiella salina en medio complejo

Para seleccionar el pretratamiento a estudiar se evalué el crecimiento de Dendryphiella
salina los dias 0, 8 y 12, mediante la determinacion de proteina total usando un ensayo
de nitrégeno Kjeldahl simplificado. Se trabajé con una sola muestra de cada tiempo.

En la Figura 14 se observan los resultados obtenidos, aplicando una dilucion de 200
veces a las muestras analizadas, mediante el ensayo de nitrégeno Kjeldahl simplificado
(Anexo E Método de Nitrogeno Total Kjeldahl Simplificado (Hach)) cuyo rango de
deteccién es de 0 — 16 mg/L de nitrégeno total Kjeldahl (NTK). Este ensayo mide el
nitrdgeno organico presente en la muestra (NTK), el valor obtenido se multiplica por un
factor, especifico para cada tipo de muestra (Anexo J: Base de Calculo). Para
Dendryphiella salina se utilizé un factor de 6,25, que corresponde al factor estandar que
relaciona el contenido de aminoacidos con el nitrdgeno presente en la muestra, factor
que deberia ser determinado especificamente para cada organismo que se esta
estudiando. Segun lo reportado para algas y microalgas este factor varia de una especie
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a otra, reportdndose valores que oscilan entre 3,75 a 5,72 ( [53], [54]). Hacen falta
estudios sobre esta relacion en los hongos filamentosos.

Dado el rango de deteccion del ensayo se decidié no evaluar el pretratamiento de
hidrolisis enzimatica, ya que no se podia cuantificar de manera clara cuanto esta
afectando la adicion de la enzima alginato liasa.

Finalmente se seleccioné el pretratamiento de rompimiento por ultrasonido seguido de
una hidrolisis termo-alcalina con una concentracion de NaOH 0,5M, en este proceso se
aplica llega a una temperatura de 121 °C por 20 minutos a una presion de 2 atm.

Estudio de Pretratamientos
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Figura 14: Proteina total en cultivos de Dendryphiella salina suministrados con residuos
pretratados con dos condiciones. La proteina total se determiné mediante nitrégeno Kjeldahl.

4.2.1 Resultados de pretratamiento seleccionado

Para el pretratamiento seleccionado se cosecharon muestras cada 4 dias y se trabajo
por duplicado, los resultados obtenidos se pueden observar en la Figura 15. La
determinacidén de proteina total de estas muestras se realiz6 mediante el ensayo de
nitrogeno Kjeldahl simplificado con una dilucion de 400 veces, se modifico la dilucién (de
200 a 400 veces) debido a que los resultados anteriormente obtenidos del dia 12 (Figura
14) estaban cercanos al limite superior de deteccién del ensayo, con el cambio en la
dilucion se encontraron valores maximos de 10,4 mg/L de NTK al dia 12.

En la Figura 15 se observa la curva obtenida a partir de los resultados de nitrégeno
Kjeldahl (Anexo J: Base de Calculo) de las muestras diluidas 400 veces. Al comparar los
resultados obtenidos con la curva de crecimiento de hongos filamentosos presentada en
literatura (Figura 4) se aprecian las similitudes entre ambas, al observarse las mismas
etapas (fase de adaptacion, fase lineal y fase de declive). Con esto queda demostrado
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que la determinacién de proteina total usando nitrogeno Kjeldahl se puede determinar el
crecimiento de biomasa de un microrganismo del tipo hongo filamentoso creciendo en
medio complejo, el cual es incompatible con el uso de otros métodos colorimétricos, como
el método de Bradford y del Acido Bicinconinico.

A partir de la Figura 15 se puede sugerir cosechar el dia 8 de cultivo del hongo D. salina.
En este dia alcanza una concentracion de proteina de 24,2 g/L, lo que representa un
aumento de 59,2% de proteina total presente en el medio, con relacion a la concentracion
inicial.

En el Anexo J: Base de Calculo se muestra el calculo tedrico de la cantidad de proteina
total presente en el medio complejo, ésta es proveniente principalmente del residuo rico
en alginato y la fuente de nitrogeno (YNB) suplementada. El valor tedrico obtenido de
proteina total es de 13 g/L y el valor experimental resultante del ensayo de nitrégeno
Kjeldahl es de 15,2 g/L. Con esto es posible suponer que el error asociado al método
puede ser cercano a un 14%.
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Figura 15: Determinacién de proteina total mediante nitrégeno Kjeldahl al cultivo de D. salina con
el proceso de pretratamiento de ultrasonido seguido de hidrdlisis alcalina.

La determinacién de proteina total mediante el ensayo de nitrégeno Kjeldahl se considera
como una forma absoluta de medir nitrbgeno en una muestra organica, ya que este es
completamente digerido. Sin embargo, el método simplificado usado en estos
experimentos requiere de grandes diluciones debido al rango de medicion (0-16 mg/L).
Diluir 400 veces una muestra puede inducir a errores sistematicos en la metodologia y el
aumento de este error va a depender de la capacidad de homogeneizar correctamente la
muestra. Ademas, cualquier error se amplifica mucho al multiplicar por el factor de
dilucion.
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4.3 Exploracion del potencial comercial de los productos generados

El medio cultivo complejo se elabord considerando una concentracion de 2% p/p de la
fuente de carbono (cantidad de extracto no nitrogenado presente en el residuo), esto
significa agregar una concentracion de 89,9 g/L de residuo al medio (Anexo Céalculo de
Cantidad de Residuo en Medio Complejo). Los cultivos se realizaron en 10 mL de medio
en tubos cénicos de 50 mL.

Para considerar aplicar el cultivo de este hongo a escala industrial es necesario realizar
el escalamiento del proceso, un factor importante a tomar en cuenta al comenzar la etapa
de escalamiento es la densidad del medio de cultivo, ya que al ir aumentando la biomasa
fungica esta va aglutinando las particulas presentes en el medio formando esferas cuyo
radio va aumentando conforme pasan los dias de cultivo (Figura 16 y Figura 17). Ademas,
se debe estudiar la agitacion y aireacion necesaria para mantener el cultivo creciendo
adecuadamente por 8 dias.

Figura 16: Estado del cultivo de Dendryphiella salina en medio complejo con pretratamiento de
ultrasonido seguido de hidrdlisis alcalina, al dia 0. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 17: Estado del cultivo de Dendryphiella salina en medio complejo con pretratamiento de
ultrasonido seguido de hidrdlisis alcalina, al dia 8. Fuente: Elaboracion propia.

Para realizar la exploracion del potencial comercial se considera una base de calculo de
una tonelada de residuo, para determinar los posibles ingresos a obtener, segun los
resultados obtenidos, con esta cantidad es posible producir 269,2 kg de proteina total
(detalles del calculo y supuestos en el Anexo J: Base de Calculo).

La estimacion del valor comercial de la proteina unicelular se hace a partir de los valores
de mercado que poseen los productos que se pretende sustituir, en este caso son la
harina de pescado y la proteina de soya. En la Figura 18 se muestra la evolucién de los
precios de estos productos en la Ultima década, para tener un valor de mercado
competitivo el precio de la proteina unicelular debe estar entre estos dos insumos o ser

inferior al valor de la harina de soya. Es por esto que se proponen 3 escenarios para el
posible valor comercial.

Variacién de precios
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Figura 18: Evolucion de precios (clp / tonelada métrica) de la harina de soya y la harina de
pescado durante la ultima década. Adaptado de: New feed for pigs and poultry. Report May 2018
[55].

En Tabla 10 se muestra el valor del precio por tonelada de harina de soya y harina de
pescado en pesos chilenos (clp) obtenidos a partir de los datos de los ultimos dos afios
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presentados en la Figura 18. En la tercera columna se presenta la ganancia obtenida por
la produccion de 269,2 kg de proteina total en cada caso y en la ultima columna se
observa la ganancia por kg de residuo tratado. La diferencia en los precios de mercado
entre la harina de soya y harina de pescado es que esta ultima es aproximadamente 4
veces mas costosa que la primera. Para tener un valor de mercado competitivo se
presenta un precio promedio de venta entre los suplementos proteicos presentados,
dando una ganancia de 168 clp por kg de residuo tratado.

Tabla 10: Variacion de ganancia para la produccién de proteina unicelular, segun el valor de
mercado de la harina de soya y harina de pescado en los ultimos 2 afios.

Precio [clp|Ganancia por proteina | Ganancia por kg de
por tonelada] | total producida]clp] residuo tratado [clp]
Harina de soya 253.975 68.370 68
Harina de pescado 992.774 267.255 267
Promedio soya/pescado 623.374 167.812 168

El tamafio del mercado global de los extractos de proteina, usando proteina celular y
otras fuentes convencionales (harina de soya, harina de pescado, etc) fue estimado en
12.685,7 millones de USD. Los principales factores que estan involucrados es la
expansion del marcado son la creciente demanda por alimento humano y alimentacion
animal que tenga una baja concentracion de grasas y una composicion optima de
aminoécidos [56]. El uso de nuevas fuentes de proteina que no compitan por el uso de
suelo, como la soya, ni impacten en los ecosistemas, como la pesca de arrastre para
producir harina de pescado, presenta la produccién de proteina unicelular a partir de
hongos como una alternativa ecolégica. Al usar como sustrato residuos de una industria
algal aumenta la rentabilidad de este proceso y el aprovechamiento de la biomasa
desarrollando una bioeconomia sustentable.

Ademas del potencial comercial que presenta Dendryphiella salina como proteina
unicelular este hongo produce algunos tipos de proteinas especificas que tienen un alto
valor comercial (Tabla 11), entre ellas estan las proteinas hidrofobinas cuya capacidad
hidrofébica permite su uso como biosurfactantes con una gran variedad de aplicaciones
industriales (Anexo A) y las enzimas alginato liasas (Tabla 11), D. salina es capaz de
asimilar el alginato mediante la liberacion de este tipo de enzimas al medio de cultivo, las
cudles degradan este polisacarido en sus azucares mas simples (Anexo B). Para
comercializar estas proteinas es necesario un complejo proceso de extraccién y
purificacion, posterior a la produccion de las mismas.

Tabla 11: Precio de proteinas de interés producidas por D. salina y de alto valor comercial.
Fuente: Sigma-aldrich.

Proteinas Cantidad [mg] Valor Comercial [clp]
Hidrofobinas SC3 1 1.100.000
Alginato Liasa 100 219.000
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En Chile, en el mercado de manejo de residuos industriales, la administracion de éstos
(separacion, transporte, tratamiento y eliminacion) tiene un precio promedio de USD 180
/ton, lo que equivale aproximadamente a 122.000 clp por tonelada de residuo tratado. Al
generar productos de alto valor comercial a partir de estos desechos se estaria logrando
una ganancia aun mayor, ya que se dejaria de pagar el costo de disposicion de estos.

Finamente, el cultivo de D. salina a partir de un residuo de alga parda surge como una
posibilidad de negocio mediante la generacién de productos de alto valor comercial, cuyo
escalamiento es necesario estudiar.
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5 Conclusiones

A partir del desarrollo experimental y del analisis de los resultados obtenidos, se puede
concluir que es posible generar el crecimiento de un hongo filamentoso, como
Dendryphiella salina, para la produccion de proteina unicelular usando como sustrato un
residuo de algas pardas.

Considerando que el medio de cultivo tiene un contenido inicial de proteina,
correspondiente al residuo y a la fuente de nitrégeno utilizada, se logra un aumento de
59% de proteina total al dia 8 cultivo de Dendryphiella salina usando un medio cuya
fuente de carbono es un residuo de alga parda, con esto se concluye que es factible usar
este tipo de sustrato complejo para producir proteina unicelular proveniente de hongo,
aplicando un pretratamiento que consiste en un rompimiento por ultrasonido seguido de
una hidrdlisis alcalina con NaOH 0,5N.

Por otra parte, con un aumento de 8,5 mgy 10,9 mg de biomasa de D. salina obtenidos
al dia 10 de cultivo usando como fuentes de carbono CMC y alginato, respectivamente,
y la obtencién de sus curvas de crecimientos en peso seco para 12 dias de cultivo se
comprueba la capacidad de asimilacién de estos polisacaridos por parte de D. salina.
Ademas, se estudiaron otras caracteristicas del medio como son pH y contenido de
azucares reductores que sirven de indicadores del estado de crecimiento del cultivo.
Adicionalmente, se midi6 el contenido de proteina total usando el método de Bradford y
del &cido Bicinconinico (BCA) obteniéndose resultados de baja o nula presencia de
proteina en el medio, se debe mejorar la metodologia usada para realizar la lisis de la
pared celular del hongo, ya que esta debe ser completa y uniforme para poder determinar
la cantidad de proteina intracelular y extracelular presente.

Desde el punto de vista del proceso, se analizaron tres tipos de pretratamientos para
aplicar al residuo de alga parda, antes de preparar el medio de cultivo, ultrasonido,
ultrasonido seguido de una hidrdlisis alcalina y ultrasonido seguido de una hidrélisis
enzimatica. Con una diferencia de 6 [g/L] de proteina al dia 12 de cultivo se seleccion6
aplicar ultrasonido seguido de una hidrdlisis alcalina, en vez de aplicar sélo ultrasonido.
Se dej6 pendiente la evaluacién del pretratamiento que involucraba una hidrélisis
enzimatica, ya que se presentaron dificultades para cuantificar la cantidad de enzima que
se estd agregando inicialmente, dado el rango de medicién del ensayo de nitrégeno
Kjeldahl simplificado.

Durante el desarrollo experimental, a las muestras se les realizaron diluciones de 200 y
400 veces para los andlisis del medio con residuos y sus posibles pretratamientos, estas
diluciones fueron necesarias para llegar al rango del ensayo de nitrégeno Kjeldahl
simplificado, este procedimiento agrega ruido a los resultados obtenidos.

Por la naturaleza acida del residuo a trabajar y los resultados obtenidos en la evaluacion
de los pretratamientos se selecciono aplicar ultrasonido seguido de una hidrélisis alcalina,
al dia 8 de cultivo se obtuvo una concentracion final de proteina de 24,2 [g/L], lo cual
representa un aumento de un 59% en el contenido de proteina total del medio.
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A partir del andlisis de la posibilidad de exploracién comercial se concluye que usando
una tonelada de residuo se pueden producir 269,3 kg de proteina unicelular.
Considerando la informacion del precio de venta de la harina de soya y la harina de
pescado se estima un valor comercial intermedio entre estos suplementos proteicos, que
asciende a 623.374 clp por tonelada métrica de proteina unicelular. Usando este precio
de venta se obtendrian 167.812 clp por los 269,2 kg de proteina unicelular producidos a
partir de una tonelada de residuo y se tendria un ahorro de aproximadamente 122.000
clp por tonelada de residuo en la disposicion final de éste.

Con esto se concluye acerca de la factibilidad del crecimiento de D. salina para la
produccion de proteina unicelular. Se deja propuesto para futuras investigaciones el
estudio del escalamiento de la produccion usando mayores volimenes de medio de
cultivo, ya que en este estudio se trabajé en tubos con 10 mL de medio.
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6 Recomendaciones y Proyecciones

- La cantidad de la fuente de carbono agregada al medio (0,2 o0 2%) y el volumen
del medio de cultivo afecta directamente el crecimiento de biomasa del hongo.
Para volimenes mayores el uso de matraces mejora la agitacion y evita la
aglomeracion de la biomasa permitiendo un crecimiento homogéneo en el medio.

- Para poder evaluar y estudiar el us6 de un pretratamiento enzimatico se
recomienda cuantificar previamente la cantidad de proteina que tiene la muestra
de enzima adicionada usando el método de nitrogeno Kjeldahl simplificado.

- Lafuente de nitrogeno utilizada (YNB) contiene aminoacidos (metionina, triptofano
e histidina) se recomienda repetir los experimentos usando una fuente de
nitrégeno que no contenga aminoacidos para evaluar la asimilacion de nitrogeno
sin considerar el aporte directo de aminoacidos que tuvo el hongo con el medio
utilizado anteriormente.

- Para realizar la extraccion de proteinas de alto valor comercial se recomienda el
cultivo en tubos de otro material, como puede ser de vidrio, ya que, al usar tubos
conicos de plastico, a medida que pasaban los dias de cultivo algunas proteinas
se pegaban a las paredes del recipiente, a una distancia aproximada de 1 cm del
nivel del medio liquido, esta condicion dificultaba la extraccion y cuantificacion de
estas proteinas.

- Al proponer el uso de D. salina para la produccion de SCP como suplemento
proteico de alimentos animales, es necesario hacer un analisis de micotoxinas y
metales pesados del medio de cultivo complejo al dia 8 de crecimiento del hongo
y estudiar el marco regulatorio establecido por la Food and Drug Administration
(FDA) para este tipo de alimentos.

- Para lograr la caracterizacion completa de D. salina es necesario realizar un
estudio del perfil de aminoacidos que posee este hongo, ademas de establecer
una relacion exacta del porcentaje de proteinas presente en la biomasa. Esto
altimo se puede realizar en medios de cultivo liquido usando el ensayo de
nitrégeno Kjeldahl para determinar la cantidad de proteina total, evitando la
necesidad de romper por completo la célula.
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8 Anexos

Anexo A: Biosurfactantes

Los Biosurfactantes (Bs) son compuestos naturalmente anfipaticos producidos por
microorganismos como bacterias, levaduras y hongos filamentosos. Ellos resultan
atractivos para ser aplicados en diversas areas industriales, que incluyen, la cosmética,
farmacéutica, agricola, alimentaria y petroquimica, por sus propiedades bioquimicas [57].

Existen diferentes ventajas de los Bs con respecto a aquellos de origen quimico, por lo
que los Bs se han vuelto atractivos para aplicaciones industriales y ambientales, las
cuales se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12: Ventajas de los Bs comparativamente con los surfactantes de origen quimico.

Ventajas Descripcién Referencia
Biodegradabilidad | Pueden ser facilmente degradados por los | [58]
microorganismos

Baja Toxicidad Los Bs son menos toxicos que los surfactantes | [59]
guimicos

Disponibilidad de | Los Bs pueden ser producidos a partir de | [60]

residuos materiales de desecho que existen en abundancia

organicos para su | y por lo tanto, son econdmicos. La fuente de

produccion carbono se obtiene de hidrocarburos,

carbohidratos y/o lipidos, los cuales pueden ser
utilizados separadamente o en combinacion entre

ellos.
Factores Muchos Bs no son afectados por factores | [61]
ambientales ambientales tales como temperatura, pH o
salinidad
Actividad Pueden bajar la tensién superficial del agua y la | [62]
superficie e | tension interfacial agua/hexadecano
interface
Otras ventajas Son biocompatibles y digeribles, lo cual permite su | [60]

aplicacion en la industria cosmética, farmacéutica
y en aditivos para los alimentos.

La mayoria de Bs descritos en la literatura son de origen bacteriano, siendo
Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus y Arthrobacter los géneros productores mas
reportados. Sin embargo, el estudio de Bs en levaduras ha ido creciendo en importancia,
principalmente de los géneros Candida, Pseudozima y Yarrowia [63].

Debido a la creciente importancia de los Bs, se han buscado alternativas de fuentes de
carbono a partir de residuos organicos y un medio minimo para el crecimiento de
microorganismos productores de Bs, los cual es atractivo para disminuir costos de
produccion [63]. Thompson et al. (2000), reportan la produccion de surfactina a partir de
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residuos sélidos y liquidos de papa y almidén suplementados con sales minerales. Asi
mismo la utilizacion de otros residuos como melaza de azucar y residuos de las destilerias
han sido utilizados para la produccion de Bs [63].

Existe un mercado de los biosurfactantes, que al afio 2011 tenia un tamafio de mercado
de USD$1,7 billones, para el afio 2018 se proyecta que alcance los USD$2,2 billones,
esto implica una tasa de crecimiento anual relativa de un 3,5% [64].

Proteinas Hidrofobinas

Son pequenas proteinas de superficie, de aproximadamente 100 aminoécidos, obtenidas
a partir de hongos filamentosos, han sido descritas como las proteinas activas de
superficies mas poderosas. En una de las caras de su superficie molecular, algunas de
sus cadenas hidrofébicas alifaticas estan expuestas formando un parche hidrofébico
plano, mientras que sus residuos con cargas o polares quedan confinados en el otro lado,
esta interaccion le otorga propiedades anfifilicas. Varias caracteristicas del desarrollo
fungico han sido atribuidas a estas proteinas, como son recubrimiento de esporas, hifas
aéreas y cuerpos fructiferos con una capa repelente al agua y adhesiva que le permite al
hongo escapar desde el medio liquido y vivir en adhesion a diferentes superficies [65].
Esta proteina es usada como un biosurfactante, agente espumante 0 agente
encapsulante en productos alimenticios y formulaciones médicas [66].

En la Figura 19 se muestra como las proteinas hidrofobinas intervienen e interactian
entre ellas y las superficies modulando las principales caracteristicas, descritas
anteriormente, que permiten el desarrollo de este de los hongos [67].
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*. *« Soluble state hydrophobins sada Assembled hydrophobins

Figura 19: En esta figura se muestran los procesos de desarrollo del hongo en que estan
involucradas las hidrofobinas. A , B muestra como la proteina disminuye la tensién superficial
permitiendo a la hifa penetrar la interface medio-aire. C, auto ensamblaje de las hidrofobinas a la
superficie de la pared celular permiten hifas aéreas. D, cuerpos fructiferos y la capa de aire en la
cavidad de los cuerpos fructiferos. E, y las esporas. F, hidrofobinas y el resultado de cémo es su
ensamblaje en la hifa a superficies hidrofébicas.
Fuente: Wosten et. al., 2015

Anexo B: Alginato Liasa

El alginato es un polimero lineal compuesto por B-D- acido manurénico (M) y a-L- acido
glucorénico (G), es el compuesto mas abundante presente en las algas pardas llegando
a el 40% del peso seco. Estas unidades estan organizadas en 3 tipos de bloques
diferentes, poli 3-D- manuronato (polyM), poli a-L-guluronato (polyG) y el heteropolimetro
(polyMG).

Los oligosacaridos de alginato son producto de la despolimerizacion mediante el uso de
las enzimas alginato liasas o métodos fisicoquimicos. Ellos han tenido una creciente
atencion debido a su gran rango de aplicaciones en la industria alimenticia y farmacéutica.
Pueden ser usados como promotores de crecimiento en plantas y agentes terapeuticos
como anticoagulantes e inhibidores de tumores.
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Las alginato liasas pueden degradar el alginato a través de la B-eliminacion del enlace
glicosidico y produce oligosacéaridos insaturados con dobles enlaces en el final no
reducido de la cadena. Un numero de alginato liasas han sido identificadas, clonadas,
purificadas y caracterizadas desde varias fuentes, entre ellas bacterias marinas y
terrestres, moluscos, algas hongos y virus marinos (Tabla 13). Estas enzimas pueden ser
clasificadas en 2 grupos en relacién con su sustrato especifico, peso molecular y modo
de accion. Alginato liasa, especialmente alginato liasa con accion endolitica, han sido
ampliamente usada en la produccion de oligosacéaridos de alginato. Ademas, la enzima
alginato liasa ha mostrado un gran potencial en el tratamiento de la fibrosis cistica a través
de la degradacion del biofilm polisacéarido de las bacterias.

Tabla 13: Alginato liasas de diferentes fuentes y sus sustratos especificos

Organismo Sustrato Especifico Referencia
Pseudomonas sp. EO3 polyM [68]
Stenotrophomonas maltophilia polyM, polyG [69]
Flavobacterium spS20 polyG [70]
Halitos discus hannai polyM, polyG [71]
Chlorella virusATCV-1 Alginato [72]
Sphingomonas sp. Al polyM, polyG [73]
Saccharophagus degradans polyM, polyG [74]
Pseudoalteromonas sp SM0524 polyM, polyG [75]

El alginato despolimerizado producido a través de una hidrdlisis enzimatica con bajo DO
posee varios tipos de actividades biolégicas. Los oligobmeros de alginato obtenidos a partir
de la degradacién del alginato mediante enzimas alginato liasas tiene una funcién como
oligosacaridos y actia en los procesos de regulacion fisiolégica en plantas y
microrganismos, por ejemplo, como promotor del crecimiento de Bifidobacterium spp.,
realzando la germinacién e iniciando el crecimiento en plantas. Los oligosacaridos
exhiben muchas actividades fisioldgicas, tales como, antitumor, estimulante de la
produccion de citoquinas, regulador de la concentracion de lipidos y azlcar en la sangre
[76].

Anexo C: Medios de Cultivo

Se disenaron y realizaron 3 tipos de medios de cultivo para el crecimiento del hongo
Dendryphiella salina, cepa 100654.

Medio Solido

Para preparar 1 L de medio es necesario agregar (Tabla 14):

Tabla 14: Composicién medio sélido.

Reactivo Masa [gr]
NaNOs 3
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KoHPO4 1
MgS0O4*7H20 0,5
KCI 0,5
FeS04*7H20 0,1
Agar 15
Extracto de Malta 3

1. Ajustar a pH 7 con HCl o NaOH y dejar incubando a 25 °C por 8 dias.

Medio Liquido

Para preparar 1 L de medio es necesario agregar (Tabla 15):

Tabla 15: Composicion medio liquido.

Reactivo Masa [gr]
NaCl 15
MgCl2 x 6H20 1,9
MgSOa4 4,74
KCI 0,72
NaHCO3 0,2
CaClz 0,428
Base de Nitrégeno de Levadura (YNB) |4
Acido Maleico 6
Tris Hidroximetil metano 6
Fuente de Carbono (Carboximetil | 2
celulosa o Alginato)

1. Anadir todas las sales y 40% del volumen de agua destilada del volumen total del

medio a preparar.

2. Afadir lo que queda de agua, la fuente de carbono, la base de nitrégeno y los
compuestos tampon (acido maleico y buffer tris). Mezclar hasta ver una solucién

homogénea.

3. Medir pH y ajustar con NaOH 4M hasta alcanzar un pH final de 5,5.

Medio Complejo

Para preparar 1 L de medio es necesario agregar (Tabla 16):

Tabla 16: Composicién medio complejo.

Reactivo Masa [gr]
NaCl 15

MgCl2 x 6H20 1,9
MgSO4 4,74

KCI 0,72
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NaHCOs 0,2

CaCl2 0,428

Base de Nitrégeno de Levadura | 4

(YNB)

Acido Maleico 6

Tris Hidroximetil metano 6

Fuente de Carbono (Residuo) 89,9 (Anexo J)

1. Anadir todas las sales y 40% del volumen de agua destilada del volumen total del
medio a preparar.

2. Afadir lo que queda de agua, la fuente de carbono, la base de nitrégeno y los
compuestos tampon (acido maleico y buffer tris).

3. Homogeneizar en licuadora.

4. Medir pH y ajustar con NaOH 4M hasta alcanzar un pH final de 5,5.

Anexo D: Metodologia de Determinacién de Peso Seco

Se mide el pH del medio. Para remover el alginato o la carboximetil celulosa del medio
se calienta la muestra en bafio de agua a 100°C por 10 minutos, luego la biomasa de los
cultivos liquidos es recogida mediante filtracién usando papel filtro Whatman 1 y se deja
secar por 24 horas en estufa a 60°C. Se pesa el papel filtro antes de ser usado y después
del proceso de secado.

Anexo E: Metodologias de Determinacion de Proteina Total

Se describen las metodologias usadas para la determinacion de proteina total en los
medios liquido y complejo.

Método del Acido Bicinconinico (BCA)

Es necesario preparar por separado el Reactivo A y Reactivo B, cuya mezcla constituye
el reactivo de BCA.

Los componentes para preparar 1 L de Reactivo A, usando agua desionizada, se
presentan en la Tabla 17.

Tabla 17: Compuestos para preparar reactivo A, en el método del Acido Bicinconinico (BCA).

Compuesto Masa gr
Acido Bicinconinico 10
Carbonato de Sodio Monohidratado 20
Tartrato de Sodio 1,6
Hidréxido de Sodio 4
Bicarbonato de Sodio 9,5
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Ajustar a pH 11,25 usando NaOH al 50%.

Los componentes para preparar 1 L de Reactivo B, usando agua desionizada, se
presentan en la Tabla 18.

Tabla 18: Compuestos para preparar reactivo B, en el método del acido bicinconinico (BCA).

Compuesto Masa gr

Sulfato de Cobre Pentahidratado 40

Ambos reactivos deben ser guardados en botellas ambar o recipientes oscuros.

Al momento de someter a analisis la muestra se realiza la mezcla del reactivo A con el
reactivo B, con una proporcion de 5 mL de reactivo A con 100 pL de reactivo B, se mezcla
y se forma el reactivo de BCA tomando una coloracion morada. En una placa de 200 pL
se agregan 20 pL de muestra y 200 pL de reactivo BCA y se deja incubando a 60°C por
30 minutos. Luego se lee la absorbancia a 562 nm. Realizar una curva de calibracion de
proteina de suero albumina bovino cada vez que se realice el ensayo [77].

ok

Método de Bradford [49]

Se prepara una solucion disolviendo 100gr de Azul de Coomassie G250 en 50mL
de etanol al 95%. Se adicionan 100mL de una solucién de &cido fosforico al 85%
(p/v).

Para realizar el ensayo diluir la tincion del reactivo de Bradford 1:5 vy filtrar con
papel filtro.

Colocar 1000uL del reactivo diluido en un pocillo de placa de pozo profundo y
agregar 20uL de muestra a cuantificar.

Colocar 210uL de cada mezcla anterior en cada pocillo de una placa de 96 pocillos.
Medir la absorbancia a 595nm y a 465nm.

Calcular la razén Absses/Abssss para todas las muestras y restarles la razén
Abssgs/Absass del blanco, segun el caso.

Armar la curva de calibracion con el estdndar BSA [mg/mL] vs ratio Abssgs/AbSaes,
insertando regresion lineal.

Calcular la concentracion en mg/mL de proteina en cada muestra usando la curva
de calibracion y multiplicar por el factor de dilucién.

Método de Nitrogeno Total Kjeldahl Simplificado (Hach)

Las muestras se preservan agregando acido sulfarico, hasta alcanzar un pH<2, se
pueden guardar a una temperatura menor a 6°C hasta por 28 dias.

Antes de realizar el método ajustar el pH de las muestras con NaOH, hasta 7.

Andlisis usando el kit TNT plus 880 s-TKN de Hach.
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1. Adicionar 1,3 mL de muestra, 1,3 mL de la solucion Ay una tableta del Reactivo B
en un vial de digestion de 20 mm. Cerrar el tubo inmediatamente y no invertir el
tubo.

Llevar el tubo de reaccion a un bloque calefactor a 100°C por una hora.

3. Después de una hora, remover el tubo de reaccion del bloque calefactor y enfriar
a temperatura ambiente (15-20°C).

4. Remover la tapa del tubo de reaccion y agregar 1 Micro Cap C al tubo. Cerrar e
invertir el tubo de reaccion 2-3 veces, hasta que no se vean mas residuos se vean
en la solucion del tubo de reaccion.

5. Tomar 0,5 mL de la muestra digestada desde el tubo de reaccion al Test Vial 1
(vial rojo).

6. Agregar 0,2 mL de la Solucion D al Test Vial 1. Rapidamente cerrar e invertir el
vial 2-3 veces hasta que la solucién se vea homogénea.

7. Tomar 1 mL de muestra no digestada y adicionar al Test Vial 2 (vial verde).

8. Agregar 0,2 mL de la Solucién D al Test Vial 2. Rapidamente cerrar e invertir el
vial 2-3 veces hasta que la solucién se vea homogénea.

9. Después de 15 minutos, limpiar el Test Vial 1 con un papel limpio y leer en el
espectrofotometro. El instrumento leerd el codigo de barras del Test Vial 1y
aparecera E1.

10.Limpiar el Test Vial 2 con un papel limpio y leer en el espectrofotometro. El
instrumento leer& el cédigo de barra en el Test Vial 2.

N

Anexo F: Curva de Calibracion de Proteina Albumina de Suero Bovino
(BSA)

Tabla 19: Curva de calibracion proteina BSA.

Tubo Concentracion Agua destilada | BSA (2 mg/mL)
mg/mL mL mL

1 0 1 0

2 0,1 0,95 0,05
3 0,25 0,875 0,125
4 0,5 0,75 0,25
5 0,7 0,65 0,35
6 1,0 0,50 0,50
7 1,5 0,25 0,75

Se prepara cada solucion (Tabla 19) en tubos eppendorf de 1,5 mL y se guardan a -20°C,
manteniendo siempre en hielo durante su uso.

Anexo G: Metodologia de Determinacion de Azucares Reductores segun el
meétodo de Miller (DNS)

Preparacion del reactivo del acido 3,5 dinitrosalicilico en caliente:
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Se pesan 5 g de &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS), 150 g de Tartrato de NaK y 8 g de
NaOH. Se disuelve el NaOH en 200 mL de agua destilada y se afiade en agitacion el
tartrato de NaK lentamente. Se completa con agua destilada hasta 400 mL y se comienza
a afadir lentamente el acido 3,5 dinitrosalicilico. Se deja en agitacion toda la noche, se
enrasa a 500 mL y se filtra. Se guarda en frasco color &mbar. La preparacion del reactivo
DNS en caliente se hace en agitacion magnética y calentamiento.

Se colocan 100 pL de muestra en una placa de 200 pL y se afiade 100 pL de reactivo
DNS, se incuba durante 10 minutos a 100°C. Se deja enfriar y se lee la absorbancia a
550 nm.

Anexo H: Curva de Calibracion de Glucosa

Tabla 20: Curva de calibraciéon Glucosa.

Tubo | Concentracion Agua destilada | Glucosa (2 mg/mL)
mg/mL mL mL

1 0 1 0

2 0,1 0,95 0,05
3 0,25 0,875 0,125
4 0,5 0,75 0,25
5 0,7 0,65 0,35
6 1,0 0,50 0,50
7 15 0,25 0,75

Se prepara cada solucion (Tabla 20) en tubos eppendorf de 1,5 mL y se guardan a -20°C,

manteniendo siempre en hielo durante su uso.

Anexo |: Buffer de Degradacion AL

Tabla 21: Receta Buffer de Degradacion de Alginato Liasa (AL).

Reactivo Volumen para preparar 50 mL de buffer
M9 10X pH 5,5 6,25 mL

Alginato Liasa 1,875 mL

Cloruro de Amonio 10% 12,5 mL

Azida de Sodio 5% 312 yL

Agua Destilada 22,81 mL

Buffer Fosfato 1M pH 7,5 6,25 mL

En un vaso precipitado de 250 mL, preparar una solucién de 8,99 g de residuos humedo
con 50 mL de agua destilada previamente sonicada, luego agregar 50 mL de buffer de
degradacion OAL (Tabla 21).

Mezclar con agitador magnético, tapar el vaso precipitado con Parafilm y dejar incubando
a 37°C sin agitacion por 24 horas.
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Anexo J: Base de Calculo
Céalculo de Cantidad de Residuo en Medio Complejo
En la Tabla 22 se muestran los pardmetros mas importantes del analisis proximal del

residuo.

Tabla 22: Analisis proximal del residuo a trabajar.

Parametro %

Materia Seca 46,5
Proteina Cruda 15,8
Extracto No Nitrogenado 47,8

Para el medio complejo se requeria una concentracion de 2% p/p de fuente de carbono.
Utilizando los datos de la Tabla 22 se realizaron los siguientes calculos:

2% p/p = 20 g de fuente de carbono/L de medio

0,478 fuente de carbono/peso seco * 0,465 peso seco/residuo
= 0,22227 fuente de carbono/residuo

20 g de fuente de carbono/L de medio

0,22227 fuente de carbono/residuo
= 89,9 g de residuo/L de medio

cant.de residuo =

Calculo de proteina total a partir de nitrégeno total Kjeldahl (NTK)

NTK [mg/L] « FE * FD
PT [g/L] = 1000

Donde:

NTK [mg/L]: corresponde al valor obtenido de nitrégeno total Kjeldahl presente en la
muestra

FE: corresponde al factor estdndar que relaciona el contenido de nitrégeno en
aminoacidos a contenido proteico.

FD: corresponde al factor de dilucién que posee la muestra.
1000: corresponde al cambio de unidad de mg a g.
Como ejemplo se tiene que para un valor de NTK de 6,82 [mg/L] se tiene:

PT [g/L] = 6,82 [mg/L] * 6,25 * 400
9757771000 [mg/g]
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Calculo de proteina total presente en el medio complejo

Para realizar el calculo de proteina total presente en el medio se sumaron los compuestos
que aportan nitrégeno proteico, la Tabla 23 muestra la composicion de la fuente de
nitrégeno usada para suplementar el medio. Al realizar las transformaciones necesarias
y sumar los compuestos que poseen nitrégeno proteico aporta un total de 75,43 mg/g de
YNB agregado al medio.

Tabla 23: Composicion de fuente de nitrégeno (YNB) agregado al medio.

6,79 en 100 ml mg/L mg/g

YNB mg/L mg/g

Sulfato de amonio 5000 74,62687
Animoacidos 50 0,74627
Biotina 0,002 0,00003
Pantotenato de Ca 0,4 0,00597
Acido Félico 0,002 0,00003
Inositol 2 0,02985
Niacina 0,4 0,00597
Ac. Aminobenzoico 0,2 0,00299
Cloridrato de piridoxina 0,4 0,00597
Riboflavina 0,2 0,00299
Cloridrato de Tiamina 0,4 0,00597
Acido Borico 0,5 0,00746
Sulfato de Cobre 0,04 0,00060
loduro de Potasio 0,1 0,00149
Cloruro de Hierro 0,2 0,00299
Sulfato de Manganeso 0,4 0,00597
Molibdato de Sodio 0,2 0,00299
Sulfato de Zinc 400 5,97015
Fosfato de Monopotasio 1000 14,92537
Sulfato de Magnesio 500 7,46269
Cloruro de Sodio 100 1,49254
Cloruro de Calcio 100 1,49254

Luego se sumoé el aporte de nitrdgeno de cada compuesto que forman parte del medio
complejo, estos valores se presentan en la Tabla 24. Finalmente, el valor calculado es de
12,88 g/L de nitrégeno proteico.

Tabla 24: Aporte de nitrdgeno de los compuestos que son parte del medio complejo.

Reactivo [gr/L]
NacCl 0
MgCl2 x 6H20 0
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MgSO4 0
KCI 0
NaHCO3 0
CaClz 0
YNB 0,302
Acido Maleico 0
Tris Hidroximetil metano 6
Residuos (Proteina cruda) 6,58

Calculo de escalamiento y proyeccién econdmica
Considerando una base de calculo de 1 tonelada de residuos, la cantidad total de proteina
que se podria obtener es:

1000 kg de residuo — 11123,5 L de medio

11123,5 L de medio * 24,2 gr de proteina/L de medio = 269188,7 gr de proteina
= 269,2 kg de proteina

Los supuestos son:

1. Se necesita 89,9 gr de residuos para preparar 1 L de medio.

2. Se obtendra la misma cantidad de proteina que en los cultivos de 10 mL realizados
en los tubos conicos.

3. Se realizara la cosecha al dia 8 con obteniéndose una concentracién de 24,2 g/L
de proteina total en el medio (segun los resultados presentados).

4. Se realizara un pretratamiento al residuo consistente en un rompimiento por
ultrasonido seguido de una hidrdlisis alcalina.

Calculo de Rendimientos de Fuentes de Carbono
Para determinar los rendimientos de biomasa presentados en la Tabla 9 se considero en
la fuente de carbono a estudiar (alginato y carboximetilcelulosa) y luego se sumo el
compuesto del buffer que podria estar asimilando el hongo.

Los medios con los que se trabajoé son todos iguales y tienen los compuestos buffer y la
fuente de carbono a estudiar.

Para el caso del alginato se realiz6 el siguiente calculo:

Se considerd la concentracion de biomasa, determinada mediante peso seco en el dia
10 de la curva (Figura 7) y se dividié en la concentracion de alginato agregada al medio
inicialmente:

1,25 [gramos de biomasa/litro de cultivo] gr de biomsa

= 0,625 , =62,5%
gr de alginato

2 [gramos de alginato/litro de cultivo |

Para el caso del alginato + acido maleico se realizo el siguiente célculo:
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Se consider6 la concentracion de biomasa, determinada mediante peso seco en el dia
10 de la curva (Figura 7) y se dividio en la concentracion de alginato mas la concentracion
de acido maleico (compuesto usado como buffer) agregada al medio inicialmente:

1,25 [gramos de biomasa/litro de cultivo]

2 [gr alginato/lt cultivo | + 6 [gr acido maleico/lt cultivo]

gr de biomsa
= 0,156 = 15,6%
gr fuente de carbono

Este mismo célculo se realizé para el caso de la carboximetilcelulosa (CMC).
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