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PROCESO BIOLOGICO PARA LA OBTENCION DE ASTAXANTINA A PARTIR DE
LODOS HIDROLIZADOS RESULTANTES DE LA DEGRADACION DE ACIDO

TEREFTALICO MEDIANTE MICROORGANISMOS ESPECIFICOS

L

Campo de la invencion

La presente invencion se ubica en el campo de la degradacion de compuestos toxicos, que se
I
I

: : : : | : |
encuentran en aguas residuales, mediante microorganismos. Especificamente la presente
|

|
invencion se refiere a la degradacion de dacido tereftalico. mediante bacterias del género

Rhodococcus sp, Arthrobacter sp., Comamonas sp asi como la posterior obtencion de
|

astaxantina utilizando Xanthopyllomyces dendrorhous a partix!‘ de lodos hidrolizados mediante

un bacteridfago especifico o un proceso fisico.

. . i
Antecedentes de la invencion !
En México la industria usa 3.3 mil millones de metros cibicos de agua al afio, obteniendo la

mitad de acuiferos subterrdneos y la otra mitad de cuerpos de agua superficiales. La

contaminacion de estos ultimos es un problema oculto pero muy fuerte en el pais, los cuerpos de
agua superficial son explotados principalmente por las industrias tanto en la obtencion de agua

como en la descarga de aguas residuales a los rios y lagos. La Comision Nacional del Agua

(CNA) reconoce al menos que el 31.6% de sus puntos de muéstreo de agua superficial a nivel

nacional tienen una Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) igueil o0 superior a los 40 mg DQO/l y
el 13.6% presentan una Demanda Bioldgica de Oxigeno DBOs de 30 mg DBOs/l o mayor, lo

cual los coloca como puntos contaminados o altamente contaminados segiin la normatividad
I
|

nacional (NOM-001-ECOL-1996; CNA, 2010). Anualmente lés descargas de aguas residuales
no municipales incluyendo a la industria genera 6.01 mil milloﬁes m°/afio de aguas residuales de

los cuales s6lo se trata el 18% (1.07 mil millones m*/afio), se gcfneran 7 millones de toneladas de

!
l
|
|
l
|
4
1
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DBO de las cuales solo se remueven 1.15 millones de toneladas en las plantas de tratamiento.
En el pais existen 2082 plantas de tratamiento de aguas industriales distribuidas principalmente
en el Estado de México, Baja California, Veracruz, Distrito Federal, Tabasco, Quer€taro y
Tlaxcala. Desafortunadamente, la NOM—OO]-ECOL-1996 solo regula parametros
convencionales de la calidad del agua y como consecuencia muchas de las descargas industriales
que deberian de ser catalogadas como téxicas son descargadasi al ambiente sin ninguna sancion.
Dentro de las principales actividades industriales en el pais, destaca la produccion de acido
tereftalico (AT), ésta genera grandes volimenes de efluentes cpntaminados. Estos efluentes son
tratados satisfactoriamente mediante lagunas anaerobias, sin embargo el proceso debe de ser

optimizado en cuanto a tiempo de degradaciéon y concentracion de AT.

El AT puro se utiliza principalmente en la fabricacién de peliculas de audio, tubos de PVC,
envasado de alimentos, fibras de poliéster, resinas de moldeado, productos sanitarios, tereftalato
de polietileno (PET), etc. La produccion de AT puro genera; grandes cantidades de residuos,
principalmente en forma de tereftalato de dimetilo (DMT) y AT de baja calidad. La generacion
de aguas residuales varia de 3 a 10 m’ por tonelada de produccién de AT puro y es equivalente a
20.5 kg m’ DQO. Se han llevado a cabo estudios de los efectos de toxicidad del AT y DMT en
animales y humanos, y se ha encontrado que provoca célculos: y tumores en la vejiga de ratas,
dafios en las células espermatogonicas y en la motilidad de los espermatozoides también en ratas

y ratones y efectos leves en la funcién pulmonar de seres humanos.

Para la remocion del AT, contenido en las aguas residuales generadas en su produccion, existen
tratamientos fisicoquimicos los cuales se basan en su oxidacién mediante ozono con ayuda de la
luz UV, entre estas opciones se encuentra la opcién de UV-H,0,-Fe, O3, Os/Fe, O3/Ti0,, sin

embargo la capacidad de remocion es muy pobre, por ejemplo: se descomponen 50 mg/L en 10



10

15

20

25

3

horas en el sistema de ozono y 6xido de titanio (Thiruvenkatac:hari et al. 2007).
i
De igual forma se ha reportado la postbilidad de recuperar iel acido tereftalico mediante una

mezcla de 70% de vapor y 30% de nitrogeno a temperaturasl de 500°C (Masuda et al. 1997).

Ademas de las obvias desventajas energéticas y de costo, también se ha demostrado que se

generan compuestos como benzoquinona, benceno, acido malico y oxalico, sin mencionar que

|
es necesario invertir en la disposicion de los residuos obtenidos.

Sin embargo, los tratamientos biologicos surgen como una opcidén mas util que los procesos

fisicoquimicos, pues en estos no solo se logra economia, silno la transformacion del AT en

|
productos mas inocuos (biomasa y CO;) e incluso energéticamente utiles, como el metano.
|

I
Debido a la presencia y persistencia en el ambiente del AT y compuestos relacionados, los

- [ I L ]
microorganismos han desarrollado y adaptado nuevas rutas metabdlicas para degradar estos
compuestos. Se han encontrado tanto microorganismos aerobios como anaerobios capaces de
degradar este acido y sus esteres (Vamsee-Krishna and Phale 2|008). Para el caso del tratamiento

anaerobio de AT, se han empleado principalmente consorcios bacterianos. En estos, los
i

microorganismos se desarrollan en sintrofia, en este tipo de intéraccion uno o mas miembros del

consorcio produce uno o mas metabolitos necesarios para otros grupos bacterianos miembros

del consorcio. '

]
1

La degradacion de AT en condiciones metanogénicas s¢ ha reportado para diferentes

concentraciones y en general con cultivos mixtos. El caso de cultivos puros sélo se ha reportado

: . | .
para el género Pelotolomaculum (Qiu et al., 2006), en este caso los cultivos degradaron

|
concentraciones de 2mM de tereftalato, isoftalato y orto-ftalato, en cultivos separados, donde los

microorganismos que se adaptaron a cada uno de los isdémeros isolo pudieron crecer en ese y en
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. . ' . | . . .
ninguno de los otros, a pesar de ser la misma especie bacteriana. Dichos cultivos pudieron usar
. | . 3
como aceptores de electrones sulfato, sulfito, tiosulfato, nitrato, fumarato, Fe™~ y 4-

hidroxibenzoato. '

5 En el caso de los cultivos mixtos existe un traba)o n‘;luy extenso de Kleerebezem vy
|

colaboradores, que inicia con pruebas de biodegradabilidad defl acido en botellas seroldgicas con

una concentracion de 2 mM (Kleerebezem et al. 1997), observando la acumulacion de acetato y

I
r . . . I L &
benzoato, asi como determinando que los microorganismos metanogénicos acetoclasticos
’ ’ ’ . | . .
predominantes pertenecian al género Methanosaeta, mientras que en los microorganismos

10  metanogénicos hidrogenotroficos predominaban los Methanobacterium (Kleerebezem et al.

1999). Posteriormente en un reactor con un volumen de 1.5 L los microorganismos fueron

capaces de degradar 0.5g de AT (Kleerebezem et al. 2003).
!
En la degradacion de acidos ftalicos en condiciones desnitrificantes se ha reportado la
15 degradacion de 10 umoles de acido tereftalico con 50 pmoles (jie nitrato (Aftring et al. 1981) y la
degradacion de dimetiltereftalato (DMP) con una velocidad de degradacion especifica de 0.32
mM/g VSS h usando 8 mM de nitrato (Liang et al. 2007). El uso del nitrato como aceptor final
de electrones en lugar del oxigeno tiene como ventajas la pro;mocién de la biorremediacion de

|
hidrocarburos aromaticos, ademas a diferencia del oxigeno el nitrato es muy soluble, lo cual

20 provee una homogénea dispersion, evitando la limitacion del proceso relacionada con un

ineficiente mezclado (Baker and Herson, 1999). '

Arthrobacter sp.

Muchos estudios han mostrado que las bacterias que pertenecen al género Arthrobacter forman

25 una fraccion numéricamente importante en suelos de diferentes partes del mundo (Keddie and
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Jones, 2006). Estan bien adaptados a vivir en la tierra porque son muy resistentes a la

desecacion y al ayuno de nutrientes. Este género es de una flexibilidad nutricional inusitada, y

puede degradar incluso algunos herbicidas y pesticidas :@(diazinén, fenoxiaceticos y m-

clorobenzoato) (Brown et al., 1978). i

El género Arthrobacter, pertenece a un grupo de bacterias com;iformes de las cuales varias cepas

son industrialmente usadas para la produccion de ciertos aminoécidos (Le Marrec et al., 1996).

Su caracteristica peculiar es su ciclo de crecimiento bacilo-coco (Prescott et al., 2005), ademés
I

de que pueden forman micelios cortos (Conn, 1948). Cuando Arthrobacter crece en fase

|
exponencial, las bacterias son bacilos irregulares, ramificados, que se pueden reproducir por

division crepitante. Cuando entran en la fase estacionaria las ¢élulas cambian a una morfologia
|

{

cocoide. Al ser transferidas a un medio nuevo, las células cocoides producen brotes y de nuevo

se observan como bacilos de crecimiento activo (Prescott et al., 2005). Existe ahora mucha

evidencia de que especies de este género pueden utilizar un amplio y diverso rango de substratos

organicos como unica fuente de carbono y energia. i
t
Rhodococcus sp |

Rhodococcus es un género de bacterias aerobias Gram-positivas que no esporulan y no son

|
mobiles, genéticamente relacionadas con las Mycobacteria y las Corynebacteria (Van der Geize

y Dijkhuizen, 2004), mientras algunas especies son patogenicas, la moyoria son inocuas.
Algunas cepas de Rhodococcus tienen aplicaciones industriales; importantes, tienen la capacidad
de catabolizar una gran cantidad de compuestos y por otro lajdo pueden producir compuestos
bioactivos, como acrilamida y acido acrilico (McLeod et al., 2:006). El genero Rhodococcus ha

sido reportado como un grupo bacteriano con alto potencial para biodegradar compuestos

aromaticos, tales como quinolinas, derivados de piridinas, catecoles, benzoatos, etc. Para el

:
|
I
l
I
|
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caso de AT, en los documentos JP 10-327848 y JP 10052256 se han protegido
internacionalmente procesos en donde diferentes tipos de Rhodococcus han sido capaces de

degradar este compuesto en condiciones aerobias.

Comamonas sp

El género Comamonas son proteobacterias gram-negativas de forma bacilar. Este género ha sido
reportado como un potencial degradador de AT en condiciones aerobias. Se ha reportado su
capacidad de degradacion de isoftalato y tereftalato como ﬁnicgs fuente de carbono y energia. El
género Comamonas también ha sido utilizado durante procesos de biodegradacion de
compuestos aromaticos similares como por ejemplo, fenol, clorofenol y compuestos bifenilos

policlorados.

Una alternativa que surge actualmente hacia la disposicién de los lodos, es la uttlizacion de
bacteriéfagos. La potencial aplicacion de las técnicas con fagos en los sistemas de tratamiento
de aguas residuales puede reducir las emisiones de etluentes y: lodos al ambiente (Withey et al.,
2005). El tratamiento con fagos tiene el potencial de controlar los problemas en los procesos
ambientales de tratamiento de aguas residuales tales comé): espuma en plantas de lodos
activados, bacterias patdgenas y reducir la competencia entre bacterias no deseadas, y
poblaciones microbianas funcionalmente importantes. La aplicacion exitosa de la terapia fagica
al tratamiento de aguas residuales requiere un completo entendimiento de las interacciones y
dindmicas de las comunidades microbianas. Se deben desarrollar también estrategias para hacer
frente a la especificidad del huésped y la resistencia de ia célula huésped, al igual que
consideraciones de seguridad en relacidon con la emergencia de patégenos (Withey et al., 2005).

La habilidad de los bacteridétagos (fagos) para lisar y/o lisogenizar sus bacterias huéspedes les

permite ser usados como herramientas bioldgicas (Thomas et.al., 2002). La alta frecuencia de
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particulas virales en el medio ambiente tiene un efecto positivo a nivel ecologico, ya que la

predacion de bacterias constituye un factor de control y a la vez de estimulo para el crecimiento

de las poblaciones bacterianas (Ashelford et al., 2003).

Obtencion de astaxantina mediante Xanthophyllomyces dendrorhous

Xanthophyllomyces dendrorhous es reconocida como un basidiomiceto basandose en su
morfologia, las paredes celulares, el modo de formacion d:e yemas, la pigmentacion y las
propiedades metabdlicas (Johnson 2003). Tiene un color entl;e rojo y anaranjado, es capaz de
fermentar glucosa y producir carotenoides.

Debido a que pertenece a la familia de los basidiomicetos, esfas son heterotalicas. La actividad
sexual usualmente requiere el acoplamiento con una cepa compatible (Libkind et al., 2007).
Goluveb en 1995 encontrd un ciclo sexual en cepas aisladas y, debido a esto, designo la cepa
Xanthophyllomyces dendrorhous como el estado teleomorfo de la cepa Phaffia. Rhodozyma; y
aunque es comun asumir que todas las cepas de esta levadura se puedan designar como X.

dendrorhous, son especies distintas (Johnson 2003).

El principal carotenoide producido por X. dendrorhous ¢s la gstaxantina, un compuesto que no
puede ser encontrado en otras especies de levaduras (Libkind et al., 2007). Phaffia rhodozyma o
Xanthophyllomyces dendrorhous son los mejores candidatos para la produccion natural de
astaxantina comparado con otros microorganismos como las bacterias Agrobacterium auratim
por sus rendimientos y el alga Haematococcus pluvialis ya que esta supone la necesidad de
amplias superficies marinas para su cultivo, la existencia de contaminaciones y la dificultad del

control de los factores ambientales.

La astaxantina (3,3-dihidroxi-f-caroteno- 4,4-diona) es una xantofila roja, configurada con dos
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funciones alcohol y dos cetonas, con un peso molecular de 596.86 uma y un punto de fusion de
217- 219°C. Es producida comercialmente como suplemento alimenticio, principalmente para la
acuicultura de salmoénidos y utilizada también en alimentos de aves de corral, crustaceos y aves

exoOticas (Goswami et al., 2010).

La astaxantina es una sustancia quimica fina, que tradicionalmente ha sido producida por
sintesis quimica total, pero el proceso requiere de varios pasos, y aunque actualmente domina el
mercado, la astaxantina que venden son una mezcla de cuatro isoformas quirales y por lo tanto

no tienen el mismo efecto que la que es producida naturalmente (Schmidt, et al. 2011).
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Sumario de la invencion i

Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencion brindar un proceso que mediante la

degradacion de acido tereftalico utilizando cultivos puros o mixtos (lodos) hidrolizados por un

proceso fisico o biolégico, funcionen como sustrato para la obtencién de astaxantina utilizando

10  Xanthophyllomyces dendrorhous. '

i

Otro objetivo de la invencion es, caracterizar un bacteriofago que sea especifico de Artrhobacter
I .
sp. para Inactivar a dicho microorganismo de manera biologica y permitir la descripcion de

i
I

astaxantina mediante Xanthophyllomyces dendrorhous. !

15

Breve Descripcion de las Figuras de la Invencion

Las figuras 1A y 1B se refieren a los perfiles observados para la degradacion de AT (1A) y

crecimiento de biomasa (1B).

La figura 2 se refiere al comportamiento de la levadura (Xantlfzfophyllomyces dendrorhous) en ¢l

20 medio propuesto. :
|
La figura 3 se refiere al ensayo del contenido de ADN del bacteriéfago que infecta la cepa

Arthrobacter sp. 1

La figura 4 muestra placas de lisis producidas por el bacteriéfago que infecta Arthrobacter sp.

Dilucién del stock 107. i

25 Las figuras 5A y 5B son micrografias electronicas del bacﬁeriéfago que infecta la cepa de



10

15

20

25

12

Arthrobacter sp vistas en una escala de 100 nm (5A) y 20 nm (3B).

La figura 6 muestra la electroforesis en gel de agarosa al 0.7% de la extraccion.

La figura 7 muestra la electroforesis en gel de agarosa al 0.7% de la purificacion de ADN viral.
La figura 8 se refiere a la electroforesis en gel de agarosa al 0.7% de la digestion de ADN viral y
el plasmido con las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI.

La figura 9 se refiere a la electroforesis en gel de agarosa al 0.7% de la purificacion de las

digestiones con las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI.

Descripcion detallada de la invencion
La presente invencion se refiere a la obtencidon de astaxantina utilizando Xanthophyllomyces

dendrorhous, a partir de la biomasa generada durante la degradacion de acido tereftalico (AT)

por bacterias del género Rhodococcus sp, Comamonas sp y Arthrobacter sp. Los
microorganismos resultantes de la degradacion de AT se conocen como lodos. La hidrolisis de
dichos lodos se puede llevar a cabo tanto por un método fisico como por un método biolégico. A

continuacion se describen detalladamente todas las etapas que involucra la presente invencion:

A. Aislamiento de microorganismos capaces de degradér AT.

Con el fin de aislar microorganismos capaces de degradar el AT a partir de suelo contaminado
con AT, el cual se introduce en un contenedor estéril previamente llenado con medio de cultivo

que contiene AT, NH,OH, KH;PO,4, MgSO,-7H;0 y NaCl. Los contenedores se incuban a 28

°C y 200 rpm durante cinco dias.

Posteriormente se extraen 5 mL para inocular 100 mL de medio fresco en las mismas
condiciones. Repetir este procedimiento cinco veces antes del aislamiento en cajas Petri. Las

muestras del altimo cultivo se utilizan para el aislamiento por el método de dilucion en serie
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(entre uno y seis) en cajas Petri que contenian 500 mg L1 de|AT puro, 200 mg L™ de NH,OH,
10 mg L' de KH,PO4, 7 mg L' de MgSO4 7H,0 y 75 mg .L] de NaCl; y 1500 mg L' agar

bacteriologico. Después del aislamiento y varios pasos de propagacion, se identifican tres

morfologias diferentes. La identificacion de las bacterias se realiza mediante amplificacion por

PCR del gen 16S ADNT. i

t
|
I
I
|

Una colonia de cada una de las cepas aisladas se utiliza para Ia extraccién de ADN empleando
|

un kit de extraccién de ADN (ChargeSwitch gDNA mini kit de bacterias, Invitrogen, EE.UU.) vy

|
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los fragmentos del gen 16S ADNr extraidos a partir

del ADN genomico fueron amplificados con la enzima T?q ADN polimerasa (Invitrogen,

Carlsbad, EE.UU.) en un termociclador (Corbett Research Pty Ltd, Australia). Se utilizan los
orimers  Bac  IF  (5-AGAGTTTGATCVTGGCTCAG-3"),  Bac9lOR  (5'-
CCTGGGGAGTACGGYCGCAAG-3"), 800F (5'-CGTGGACTACCAGGGTATCTA- 3°) y

1400R (5’-CGGTGTGTACAAGGCCG-3') para el andlisis de las cepas aisladas. La

amplificacion se inicia con la desnaturalizacion a 94°C durante 60 s, seguido por 30 ciclos de

I
i

desnaturalizaciéon a 94 °C durante 30 s, hibridaciéon a 57°C durante 30 s, y extensidén a 72 °C

durante 60 s. Los productos de PCR son confirmados en un gel de agarosa al 0.7 (w/v) por
' |
electroforesis y purificados mediante ¢l uso de un kit de purificaciéon (GFX PCR DNA, GE

. ’ I
Healthcare). Los fragmentos de las secuencias son alineadas con el software Mega 5 y se

comparan con secuencias similares de los organismos de referencia con BLAST.

A partir del suelo contaminado con AT, tres bacterias fueron éisladas e identificadas, las cuales
son Arthrobacter sp, Comamonas sp. y Rhodococcus sp. En una primera parte se utilizan

cultivos puros y cultivos mixtos de Comamonas sp. y Rhodococcus sp. para llevar a cabo una
I
|

caracterizacion cinética y estequiometrica del proceso de biodegradacion del AT en condiciones



10

15

14

aerobias.

B. Degradacion de acido tereftalico

La degradacion de AT con Arthrobacter sp., Comamonas sp. y Rhodococcus sp. se lleva a cabo

agregando agua contamtnada con AT.

Para el caso de Arthrobacter sp. se llevaron a cabo ensayos de biodegradacion en matraz agitado
a una concentracion de 2.750 g TOC L-1 de AT. Los resultados indican que Arthrobacter sp. es

capaz de llevar a cabo una mineralizaciéon completa del AT en condiciones aerobias.

Los resultados tal como se describe en la Tabla 1 muestran que los microorganismos son

capaces de degradar completamente el agua contaminada coﬁ AT ya que se observd una total
mir;eralizacién del AT. Una vez que se caracterizo el contenido de AT en el agua residual
mediante analisis de Carbono Organico Total (COT), se hicieron diluciones del agua residual
para obtener 5 diferentes concentraciones de AT como se aprecia en la Tabla 1. La tasa de

degradacion se increment6 conforme se incremento la concentracion de AT.

Tabla 1. Degradacion de AT con cultivos puros de Comamonas sp., Rhodococcus sp. y

cultivo mixto, a diferentes VTO's

AT (g TOC L)

1.375 2.750 4.125 5.500 8.250

VTO, Velocidad de remocién (giTOC L’ h'i)

0.023 + 0.033 £ 0.045+ 0038+  0.018+
Rhodococcus sp.

0.001 0.003 0.002 0.004 0.004
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0031 0043% 0053 _ 0046% 0024+
Comamonas sp.
0.002 0.004 0.003 0.004 0.004
0.054 + 0.084 + 0102+ 0060+ 0.032 +
Cultivo mixto
0.004 0.006 0.007 0.004 0.002
VTOy "~ Velocidad de remocion (g TOC L' h™) -
' 0.034 + 0.047 + 0062+  0.048 & 0.027
Rhodococcus sp.
0.001 0.001 0.003 0.005 +0.003
0.041 + 0.055 + 0073+  0.056+  0.035+
Comamonas sp.
0.003 0.002 0.004 0.003 0.003
0.082 + 0.128 + 0.159+ 0098 + 0.075 £
Cultivo mixto

0.006 0.009 0.011 0.007 0.005

Asimismo la Tabla 1 muestra que el cultivo mixto de Comamonas sp. y Rhodococcus sp. tiene
una mayor tasa de degradacion no importando las condiciones de la VTO. La caracterizacion
cinética y estequiométrica de las cinco diferentes concentraciones iniciales de AT se llevo a

5 cabo sOlo con el cultivo mixto en las condiciones de VTOy.

Las figuras 1 A-1B muestran los perfiles observados para la degradacion de AT (Figura 1A) y el
crecimiento de la biomasa (Figura 1B) a 1.375, 2.75, 4.125 y 5.50 g TOC L' para VTOy y
VTO.. En la misma figura puede observarse que existe una fase lag en las pruebas, seguida de la
10 fase log donde se observé el consumo de AT y crecimiento de la biomasa. La fase lag puede
tomar varias horas y es atribuida principalmente a los cambios?repentinos en ¢l entorno como la
temperatura, el tipo de sustrato o la concentracion de sustrato. La duracion de la fase de latencia
(tL) fue estimada con diferentes concentraciones iniciales de AET’ la fase de latencia presenta un

crecimiento exponencial a una velocidad proporcional a la concentraciOn inicial de AT.
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C. Hidrolisis de la biomasa resultante de la degradaciéfn de AT.
Este proceso se llevar a cabo por dos vias: ;
1) Hidrolisis fisica: Posterior a la degradacion de AT, inactivar uno de los

cultivos puros de Rhodococcus sp. mediante calor a 121°C+2°C durante 25

minutos.
1) Hidrdélisis biologica:
a) Caracterizacion del fago.

En primer lugar se lleva a cabo la caracterizacion del ADN del:bacteriéfago. Para la inactivacion

de Arthrobacter sp se caracteriza un bacteridtago especifico como se detalla a continuacion:

1.

Caracterizar con aireacion en medio PYCa (peptona,i extracto de levadura, nitrato de
calcio) y medio de 4cido tereftdlico (4cido tereftalico'S g/l, NaOH 2.41 g/L, NH,;NO;
0.814 g/L., KH,PO4 0.150 g/L, MgS0;-7H,O 0.075 g/L y NaCl 0.075 g/L). Las

diferentes cepas bacterianas utilizadas se mantienen viaibles a través de dos métodos. Por
|

una parte se resiembran en los correspondientes medios soélidos cada 2 semanas y se

guardan a 4 °C. Por otra parte, también se mantienen a través de la congelacién a -70 °C.

Para ello cultivos liquidos de 18 horas son centrifugac’;ios (4.000 xg, 10 minutos) y las

células se resuspenden en glicerol 10 % hasta 1/5 delivolumen de cultivo inicial. Esta

suspension se guarda a -70 °C. .

Inocular medio PYCa liquido con una colonia de la cepa bacteriana, se incuba en
|

agitacion continua (200 rpm) por toda la noche a 30'°C. Posteriormente, en un tubo

i
estéril se adiciona el cultivo bacteriano, y el medio PYCa suave (previamente derretido).

Se mezcla perfectamente en vortex, se vierte sobre una caja Petri preparada con medio
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PYCa so6lido para formar un ligero tapiz bacteriano. §e deja solidificar a temperatura
|

ambiente y se incuba a 30 °C durante 16 horas.

Inocular en frascos que contienen el medio PYCa, con la suspension de las bacterias
huésped Arthrobacter sp. y la muestra de suelo a granel (EL-Tarabily et al., 1995). Estas

son incubadas en un agitador (Orbital INO 650V-7) a 2(:)0 rpm durante 48 h a 30 °C. Tras

la incubacién, las suspensiones se centrifugan durante 20 minutos a 5000 x g y el

sobrenadante se filtra a través de membranas estériles con un tamafio de poro de 0.22um

y se recolecta en tubos estériles. Se gotea el filtrado en cajas Petri con agar PYCa, en las

|
que previamente una suspensién de los huéspedes (overnight) ya se han esparcido en

cajas Petri con medio PYCa, las cuales se¢ secan durante 30 minutos en una campana de

flujo laminar. Se incuban las cajas Petri a 30°C durante 24 h y se observan para ver
calvas de lisis. Las calvas de lisis se retiran de las placas de agar y se resuspenden caldo

| . .
de PYCa durante 24 horas. Una muestra de este caldo se filtra y se gotea en cajas Petri

con medio PYCa previamente inoculadas con los posibles huéspedes. Las calvas de lisis
|
individuales que se desarrollaron en estas cajas se retiran, se resuspenden, se filtran y

estas suspensiones de fagos purificados son almacenadasa 4 ° C.

La concentracton de particulas virales infecciosas en el stock se mide por ensayo en

placa como se describe a continuacion: se inocula enf medio PYCa, una sola colonia
bacteriana apropiada de Arthrobacter sp. y se deja cre';cer a 30° C con agitacion a 200
rpm. Se funde agar por calentamiento. Las alicuotas; de agar fundido o agarosa se
almacenan sobre un bloque calefactor o un bafio de :agua a 47° C para mantener la
solucion fundida. Se preparan diluciones en series de ]Q, del stock de bacteridfagos, vy se

mezcla cada dilucion en vortex tapando el lado superior del tubo. Se reparte cultivo
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t » .y
overnight del paso 1 dentro de una serie de tubos estériles. Se adiciona cada dilucion del
stock de bacteriofago a un tubo que contiene la bacteria de interés y se mezclan las

bacterias y los bacteriéfagos por agitacion suave en vortex. Se incuba la mezcla por 20

min a 30° C para permitir que las particulas del baéteriéfago fuesen adsorbidas a la

bacteria. Se adiciona una alicuota del agar fundido al primer tubo. Se mezcla suavemente

|
el contenido en vortex por 5 segundos y, se vacia el contenido total del tubo sobre el

centro de una placa con agar. Se repite el procedimient'o hasta que el contenido de todos
los tubos es transferido a placas separadas y etiquetad;as. Se coloca nuevamente la tapa

de la placa y se permite que la superficie de la placa con agar se solidificara por 5

minutos a temperatura ambiente. Se invierten las placas cerradas y se incuban a 30° C
|

toda la noche. El titulo final del stock se determina aplicando la siguiente férmula

matematica:upf/mL= (No. de calvas/Vol. Goteado (mL)) - (Gltima dilucién con calvas).

Extraccion y purificacion del ADN del bacteridfago. SF prepara una solucién de DNasa

pancreatica I (1 pg/ml) como se menciona a continuacibn. Se diluye 1 pL de la solucidn

de stock de DNasa I con 1 mL del buffer de diliucién DNasa | puesto en hielo

previamente. Se mezcla la solucion. La solucidn se almacena en hielo hasta su uso. Se

transfirieren 200 plL del stock del bacteridtago al un tubo para' microcentrifuga

(HERMLE Z233 MK-2). Se agregan 20 uL de laisolucién de trabajo de DNasa

pancreatica y la mezcla se incuba por 45 minutos a 37 °C. Se agregan 80 uL de una

mezcla de colorante 2.5X SDS-EDTA vy se incuba el tubo cerrado por 5 minutos a 65 °C.

La muestra se carga en un gel con 0.7% de agarosa. Para reducir el deterioro del ADN se

irradia el menor tiempo posible. Se corta del gel de agarosa el fragmento de interés y se

transtiere la porcidon del gel cortada al tubo ya pesado y se registra ¢l peso. Se agrega —

solucion de enlace a membrana- en una proporcion de 1@0 ul de solucion por cada 10 mg

t
I
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de gel de agarosa. Se mezcla usando vortex y se incuba durante 10 minutos a 60°C. Se
coloca una minicolumna SV en un tubo de coleccidén y se transfiere la mezcla gel-

solucion de enlace a membrana a la minicolumna y se incuba por 1 minuto a temperatura

ambiente. Se centrifuga a 16,000 x g (14 000 rpm): por 1 minuto. Se remueve la
minicolumna SV y se desecha el liquido del tubio de coleccion. Se regresa la
minicolumna SV al tubo de coleccién y se lava agregando 700 ul de —solucion de lavado
de membrana- a la minicolumna SV. Se centrifuga a;16,000 x g (14 000 rpm) por 1
minuto. Se vacia el tubo de coleccion y se coloca la minicolumna SV. El lavado se repite
con 500 pL de solucion de lavado de membrana y seicentrifuga durante 5 minutos a

16,000 x g. Se remueve la minicolumna y se vacia el tubo de coleccion para

recentrifugar durante un minuto a 16,000 x g. Se transﬁ;ere la minicolumna SV a un tubo

limpio de microcentrifuga. Se aplican 50 pl de agua libre de nucleasas directamente al
centro de la columna, se incuba a temperatura ambiente durante un minuto y se
centrifuga a 16,000 x g (14 000 rpm). Se desecha la minicolumna y el tubo de

microcentrifuga conteniendo el ADN eluido se almacenﬁ a -20 °C.

Digestion del ADN del fago y el plasmido con enzimas de restriccién. Las enzimas de
|
restriccion empleadas son EcoRI, BamHI, cuyas concentraciones se¢ usan bajo las

1

condiciones de reaccion sugeridas por el fabricante (Fermentas). Los volumenes de
reaccion varian de los 50 a los 100 pL, pero siempre manteniendo la relacion de

concentraciones sugerida por los fabricantes. La cantidad de enzima empleada varia
i
dependiendo del volumen de reaccion, pero en su maychrla fue de 0.5 a 2 ul de enzima.

|
La reaccidon de fosforilacidon se llevd a cabo con lai enzima fosfatasa alcalina SAP

(Shrimp alkaline phosphatase). La cantidad de enzin’éa empleada fue de 1 pL y los

volimenes para la reaccion de 10 pL. Las condiciones para las reacciones fueron 30
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minutos a 37°C y 15 minutos a 65°C. La ligacion de ilflsertos en el interior del plasmido

|
empleado se realiza con la enzima T4 DNA Ligasa de Fermentas. Los volumenes de

trabajo son de 25 pL y se siguen las condiciones de rea:ccién sugeridas por el fabricante.

El volumen del buffer de reaccion apropiado para la enzima fue de 2.5 pL. Los tubos de
|

reaccion son incubados de 16 a 18 h a 4°C.

b
|
|
|
1

Preparacion de las Células Calcio-Competentes. De una caja Petri con colonias aisladas

de la cepa E. coli (DH5a), se pica una sola colonia y se siembra en 5 mL de medio LB y

se incuba toda la noche a 200 rpm a 37 °C. Se transﬁe::re ] mL del in6éculo a 50 mL de

medio LB, el cuél es agitado a 200 rpm a 37 °C durante 5 h. Se transfiere el matraz a un
|

recipiente con hielo y se deja incubar durante 15 min. Se transfiere el cultivo a un tubo

Falcon de 50 ml y se centrifuga a 4000 rpm durante 10 min a 4°C. Se decanta el
sobrenadante y las células se resuspenden en 20 mL de una solucién fria y estéril de
CaCl, [0.1 M]. Se deja en hielo 15 min y se centrifuga a 4000 rpm durante 10 min a 4 °C.

Se decanta el sobrenadante y las células se resuspender:l en 10 mL de una solucion fria y

estéril de CaCl, [0.1 M]. Se deja en hielo 15 min y se (?:entrifuga a 4000 rpm durante 10

min a 4 °C. Se decanta el sobrenadante y las células s:e resuspenden en 7.5 mL de una
solucidn fria y estéril de CaCl, [0.1 M]. Se deja en hiélo 15 min y se centrifuga a 4000

rpm durante 10 min a 4 °C. Se decanta el sobrenadante y el pellet se resuspende en 2 mL

de una solucion fria de CaCl, [0.1 M}/glicerol al 15% Se congelan alicuotas en tubos de

microcentrifuga estériles a -70 °C. |

Transtformacidon de E. coli DH5a. Alicuotas de 100 uL de células calcio competentes
mantenidas en congelacion se mezclan con 4 ulL de [?NA plasmidico y se incuban ¢en

hielo por 5 min. Transcurrido este tiempo se inoculan por extension con varilla en cajas
|
i
!
|
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Petri preincubadas a 37°C con ampicilina. Posteriormente se adicionan 50 pL de IPTG
0.1 My 70 uL de X-gal (20 mg/ml). Las cajas Petri se incuban a 37 °C hasta que el

crecimiento de colonias fue el idoneo para su uso. Las colonias que llevan plasmidos de
tipo silvestre o no recombinantes, contienen activa la B-galactosidasa. Estas colonias son
de color azul palido en el centro y de un color azul denso en la periferia. Por otro lado,

las colonias que llevan plasmidos recombinantes no contienen activa la 3-galactosidasa.

Estas colonias son de color blanco cremoso o como cascara de huevo azul, algunas veces

con un punto azul palido en el centro.

Extraccién del plasmido. Se inoculan 2 mL de medio LB con ampicilina, con una
colonia de bacteria transformada, y se incuban toda la noche a 37°C y 200 rpm. Se
transfieren 1.5 mL del cultivo a un tubo para microcentrifuga. Se centrifuga a 14000 rpm
durante 30 s a 4 °C. Cuando la centrifugacidén se completa, se remueve el medio por
aspiracion suave dejando el pellet tan seco como fueralposible. Se utiliza una bomba de
vacio y una punta para micropipeta. Se resuspende el pellet bacterial en 100 pL de la
solucidn de lisis alcalina I helada, utilizando vortex. Se agregan 200 uL de la solucion de
lisis alcalina Il recién preparada a cada suspensié}n bacterial. Se cierra el tubo
herméticamente y se invierte cinco veces rapidamente para mezclar €l contenido. Se
almacena en hielo. Se agregan 200 pL de la solucidn de lisis alcalina III helada. Se cierra
el tubo y se dispersa la solucion de lisis alcalina III a t}avés del lisado bacterial viscoso
invirtiendo el tubo varias veces. Se almacena el tubo en hielo durante 5 minutos. Se
centrifuga el lisado bacterial a 14,000 rpm durante 5 minutos a 4 °C en microcentrifuga.

Se transfiere el sobrenadante a un tubo limpio.

Recuperacion del ADN plasmidico. Se precipitan los acidos nucleicos del sobrenadante
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utilizando dos volimenes de etanol a temperatura ambiente. Se mezcla la solucion
utilizando el vortex y se deja reposar a temperatura iambiente durante 2 minutos. Se
colectan los 4cidos nucleicos precipitados por centrifugacién a 14,000 rpm durante 5

minutos a 4 °C. Se remueve el sobrenadante por aspiracion suave. Las gotas en las
i

paredes del tubo se remueven, utilizando una puntaf de micropipeta desechable. Se
agrega 1 mL de etanol al 70% al pellet. El ADN se recupera por centrifugacion a 14,000

rpm durante 5 minutos a 4 °C. Se remueve el sobrenadante por aspiracion suave, al igual
|

que las gotas de etanol en las paredes del tubo. Los &cidos nucléicos se disuelven en 50

ul de TE (pH 8.0), el cual contiene 20 pg/ml de RNas;a libre de DNasa. La solucion se

|
mezcla unos pocos segundos utilizando vortex y se almacena a -20°C.
I

XI.  Secuenciacion del inserto. El plasmido con el inserto ya extraido y purificado es

| _
secuenciado. Las secuencias se analizan y editan con los programas VECTOR y MEGA

5. Las secuencias son traducidas en sus seis marcos de lectura a proteina. Posteriormente
|

son comparadas en “BLAST” (Basic Local Aligmenf Search Tool, por sus siglas en
ingles, NCBI, disponible en red: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
La figura 3 describe la carga de la muestra con gel de agarosa:, los carriles 2 y 4 representan el

ADN del bacteri6fago ya que sélo estas dos muestras fueron sometidas al procedimiento

|
|
descrito anteriormente. Asimismo en ¢l carril 1 y 3 no se rompe la capside, y en el carril 2 y 4 se

rompe la cdpside liberando el material genético del bacteri?éfago. El carril 5 representa el

marcador de peso molecular. i
|
|

A pesar de que el fago forma placas que fueron bastante uniformes en tamafio y apariencia como

se aprecia en la Figura 4, fagos de diferentes grupos liticos muestran considerable diversidad en
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la morfologia de la placa, y estas diferencias en la morfologia de la placa son de gran ayuda para
distinguir a los bacteriéfagos. Sin embargo, esto no es suficiente para poder asegurar la
existencia de este. Las observaciones con el microscopio electronico revelaron una cabeza
hexagonal de 60 nm de ancho y 63 nm de largo, acoplado a una vaina (cola) de 110 nm de
longitud y 9 nm de ancho. Este fago presenta una estructura entre la capside y la cola parecida a

un cuello de 34 nm de ancho. Una peculiar estructura al final de la cola parece ser evidencia de

una placa basal. No se observaron fibras al final de la cola o la placa basal como se muestra en

las figuras SA y 5B.

La concentracion de los fagos en Unidades Formadoras de Placas por mililitro (UFP/ml) es
determinada mediante el conteo de placas. El resultado de un ensayo de placa realizado con la
bacteria Arthrobacter sp. se obtiene de dos diluciones de los fagos, 107y 107, el niimero de
placas multiplicado por el inverso de la dilucion y se divide entre la cantidad de dilucién

afladida a la caja Petri. El promedio de las dos diluciones arroja una concentracion del stock de

6.55 x 10° UFP/ml.

La figura 6 muestra la electroforesis en gel de agarosa al 0.7%:de la extraccion; en el carril 1 se
encuentra el marcador de peso molecular, en el carril 2 el ADN del bacteriéfago.
La figura 7 muestra la electoforesis en gel de agarosa al 0.7% de la purificacion del ADN viral;

en el carril se observa muestra con ADN y en el carril 2 el marcador de peso molecular.

Las figuras 8 y 9 muestran que, tal como se describié en el procedimiento anterior, el ADN del
bacteriofago y el ADN plasmidico fueron cortados con las de enzimas de restricciéon EcoRI y
BamHI para obtener los fragmentos de diversos tamafios que se observan especificamente en la

figura 8. La figura 9 muestra el gel obtenido después de la puriﬁcacién. El grupo de bandas
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generado por la accion de EcoRI se le identifico como inserto B. El grupo de bandas generado

por la accion de BamHI se le identific6 como inserto A. El que se genero por la accion

simultdnea de las enzimas EcoRI y BamH se le identifico como inserto C. De igual forma al

| .
cortar el plasmido con EcoRl y BamHI este fue nombrado como vector D. El plasmido cortado

con EcoRI y BamHI por separado, se les denomino vector Eiy F respectivamente. La letra M

|
fue el carril para el Marcador y la P para el Plasmido sin cortar.

i
Los insertos obtenidos de la digestion con las endonucleas}as fueron ligados al vector. Se
obtuvieron 12 clonas como resultado de la insercion de los distintos fragmentos gendomicos del

fago en el plasmido pBlueScript KS(-) II. |

b

Los plasmidos con el inserto son secuenciados con los primers MI13F y MI3R (comerciales)

para obtener fragmentos complementarios para que esto permitiera un mejor analisis de los

mismos.

Estas secuencias de ADN son traducidas a proteinas en ;sus seis marcos de lectura, las

secuencias proteicas son sometidas al alineamiento proteina-proteina con la base de datos en el

BLAST, indicando en ¢l mayor de los casos que no se encoriltraba similaridad significativa a
|
alguna proteina. '

E

i

|
La comparacion de las secuencias de las proteinas codificadas por los 6 diferentes marcos de
lectura (ORF por sus siglas en inglés) con las existentes en el b:anco de datos muestra que dos de

ellas presentan una similitud con proteinas. Los resultados se muestran a continuacion:
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Ejemplo de proteinas que contiene ¢l fago aislado:

ATCTGGACAGGCTTCGTAGGCCTGGTGCAGGGGATCGiTCGCCGGCTTCGTGGGCTT
CCTATCCGAAGCCTTCCAAGGGGCGGTCAACACAGCAEGTGTCTGTCTGGTCCGGGC
T'TGGTGGATTCTTTTCCGGGCTCTGGGCGGAAATCGTéAACGGCGWTCCACCGCGG
TGGGTAGCATCGGCGGCTTCTTCGAAGGGATTCCGGGCAAAATCCAGGGCTTCTTC
GCCGGGGCAGGCTCTTGGCTGTACGGCT'TCGGGCAGA?ACATCGTCCAAGGCCT]"GG
CGATGGTGTGGCCTCAATGGCCGGCACCATCGGAAAC;TTCTTCCTCAACGCCCTCCC
GGACTTCATCCGCGAACCGTTCAAGCAGGCCCTCGGGATCGCTTCCTCGTCAAAGG
TCTTCGCCGGCTATGGACAGAACATCGGCGAAGGCGT?GCTCGTCGGCGTCGGCCGC

|
ATGCAGTCCCGGATCGATGACCGGATGGCGAACCTGGTCACCGTCCCCGACTTTGC

CATGACCAGCGGTTTCGGCGGCAGCGCGTCAGGCAGQGGCACCCGGACCGGCTCCG
GCGGCGGGTCGATCGATGACCTGATCAGGGCCATCCGCGAACAGCGCCCGATCCAG
GTCAACGGAGCACCCGGCATGGACGAAGAAACCCTCGCGCGGGCGA_CCGCCGAAC

AACTGCTGTGGAGAGGGTGA

La traduccion a aminoacidos fue: !
i
IWTGFVGLVQGIVAGFVGFLSEAFQGAVNTAVSVWSGL:GGFFSGLWAEIVNGVSTAVG
SIGGFFEGIPGKIQGFFAGAGSWLYGFGQONIVQGLGDGVASMAGTIGNFFLNALPDFIRE
PFKQALGIASSSKVFAGYGQNIGEGVLVGVGRMQSR]DD:RMANLVTVPDFAMTSGFGG

SASGSGTRTGSGGGSIDDLIRAIREQRPIQVNGAPGMDEETLARATAEQLLWRG*
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Secuencia 2:

GATCAGCTCCATGCAGCTCGCCAAGCTCAACGCCGGCGTCTGGCGCCCGGAGGATC
TGACCAACGGCCACATCCTCAACGACCTGAGAGGAGCCTGATGGACTCCTGCGACC
TGGGCTATGTGTACCGCACCGAGCTGCCTGATGGCAGGGTGCTGAAGCTGCCGTAC

CGAATCGCGCTCAAGCAGACCGCCTATCCAAACGCCTGCATCTTCCACGACGAGGA
GCCCATCCCGGCAGCGCCTGGCAGCCATCTCTGCCCCATGTGCGCGGAAGGACTTA
CCAAGAGCGTCACCGACATTGCCGAGTCTTGGTCTGACCTCGAAGACGCCATGCTT
CCTGGCGGACGTGCCACCAACTCCGAACCTGTCAGCGGCGGCAAGGATCTCTACCC
GCCGCTGCCGATCAACACCGACGTGGCCGACGTCCGGGCCCGCGCCCTCGCCATCA
TCAGGACAATCATTGGCCAGCTGATCCTTGACCTGCCCGACCGCCGTCTTCCCGCCG
ATCAGTCCGCCGGCCTGCTGGCCAGCTGGCTGGTCAACTGGCACGGCGCCTACCTC
ACCACCCACCCATCCGCCGGCCATGTACGCGCCATCTGCACTGAGCTGGCCGCCGT
CGCCTGGGACGTCCGAGGCGTGATCTACCGCAGCAAGCCAGTAGAGGTGAAGATCC
AGTCAGGCCAGTGCCACCAGCTGGTGGCCGGCCCGGACCCGAAGACCAAGCTGCCC
TGCCGAGGGGAAGTGATCGCCGTCCAGACGCCGGACGGGAAGAAAGGTAGTCCGG
TGCAGCGTGGACATCACACACCGAGTGCCGGCGGACCAGTGGTTCTACACCCACGC
CAACCGGCGCCCGGGCAGGGCAGCCACCGCACTCAAGAAGAAGTACATGAAGGTG
AGGCAGTGAAGATGTTCATCAGTCAGTTGTTACCCATCGCCCCGACCCTGGAAACG
GATGTTTATCCGCAGCGTGCGACATGGGCTCGCGGACGTCCTCGAATGGCTTGGTG

GAGGAAGTTGGCCCCATGCCGGCGAGCAAATACACGCATCCTCGCCGCAGTCAGCT

GA
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La traduccion a proteina fue:

DQLHAARQAQRRRLAPGGSDQRPHPQRPERSLMDSCDLGYVYRTELPDGRVLKLPYRI
ALKQTAYPNACIFHDEEPIPAAPGSHLCPMCAEGLTKSVTDIAESWSDLEDAMLPGGRA
TNSEPVSGGKDLYPPLPINTDVADVRARALAIIRTIIGQLILDLPDRRLPADQSAGLLASW
LVNWHGAYLTTHPSAGHVRAICTELAAVAWDVRGVIYRSKPVEVKIQSGQCHQLVAG
PDPKTKLPCRGEVIAVQTPDGKKGSPVQRGHHTPSAGGPVVLHPRQPAPGQGSHRTQE

EVHEGEAVKMFISQLLPIAPTLETDVYPQRATWARGRPRMAWWRKLAPCRRANTRILA

AVS

b) Hidrélisis de los lodos.

Las pruebas para la hidrélisis de los lodos se realizan con las bacterias en un medio con 4cido
tereftalico. Tres matraces que contienen el medio acido tereftalico se inoculan con 10% de un
cultivo de bacterias almacenado en glicerol al 10%, y se incuban a 30 °C con agitacion (200
rpm). Se toman muestras cada dia y se mide la absorbancia a 570 nm. Después de 7 dias de
incubacion, el cultivo de 100 mL se inocula con 200 uL de la suspension del bacteridfago y se

toman muestras cada hora para medir absorbancia. La hidroélisis completa de los lodos se puede

apreciar después de un dia de infeccion con el fago.
D. Obtencion de astaxantina

Determinar el contenido de nitréogeno total a la biomasa obtenida y el contenido de carbono total

(COT) por medio de un analizador COT; esto con el objeto de encontrar las relaciones C/N del

medio.
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La formulacion del medio se realizé variando las relaciones C/N del medio. Teniendo en cuenta

|
el hecho que a mayores relaciones, mayor sera la obtencién de astaxantina por parte de la

levadura. n

i
N . | . . ; .
Evaluar el crecimiento de la levadura X. dendrorhous, mediante la cuantificacién de biomasa en

peso seco y turbidemetria, esto se puede apreciar en la figura 2. También se cuantifica la

astaxantina por medio del método de carotenoides totales y glucosa por medio del método del
E

DNS.

Se realiza la eleccion del medio realizando un andlisis estadistico ANOVA para evaluar el

I
efecto de las diferentes relaciones C/N en la obtencion de astax:antina por parte de la levadura.

La obtencion de astaxantina es muy similar por el medio de hidrélisis fisica y biologica. A

manera de ejemplo se describen los resultados obtenidos para la hidrolisis fisica.

Ejemplo 1.
La obtencidn de Astaxantina se realizé a nivel matraz erlenméyer de 500 mL, con 100 mL de

medio de cultivo. Adicionalmente se inoculo el matraz ch 10 mL de un cultivo de X

dendrorhous en crecimiento exponencial. Las condiciones de operacion fueron 250 rpm, a un

pH de 5.5 y 20 °C. La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos en cuanto contenido de

nitrogeno y carbono de los componentes del medio YM ut;ilizado como referencia para el

crecimiento de la levadura X. dendrorhous, asi como también de la bacteria Rhodococcus sp.
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Tabla 2. Contenido de nitrégeno y carbono de los sustratos utilizados en el medio YM yen la

bacteria Rhodococcus sp. :

) T | % Nitrége "
Sustrato % Nitrogeno o .ge!no % Carbono
Proteico
1
Extracto de 7389 46.842 ]
Levadura ; |
Extracto de 7.804 48.774 :
Rhodococcus sp. | | |
Extracto de 0.404 2.525 | :
Malta j
Triptona 11.973 74.832 | -

Tal como se describe en la Tabla 2 el contenido de nitrégen!o del extracto de levadura y del

extracto de la bacteria son muy cercanos, lo cual indica que es posible utilizar este extracto

como sustituto del extracto de levadura. ;

La figura 2 muestra el comportamiento de la levadura en el medio propuesto y se puede

|
observar que hay un crecimiento que alcanza 4.5 g/l de biomasa. La Tabla 3 muestra los

resultados obtenidos de la fermentacion. !

i

Tabla 3. Resultados de la fermentacion con los lodos hidrolizaf;ios por el método fisico.

Biomasa (g/l)

Astaxantina (ug/L)

Astaxantina (1g/glevadura)

Y X/s (g]evadum/ 2elucosa)

YP/X (“gAztaxantina/glevadurﬂ) ] 039

\ - | . ]
L Mmax (h™) 0.033
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La obtencion de Astaxantina es de 5.02 mg/L con el medio r?dococus- ER y 3.90 mg/L con el

medio control tipico para producir astax-YM. El rendimiento Ede obtencion de Astaxantina con

respecto a la generacion de biomasa fue de 1.15 mg de Astaxlantina por gramo de biomasa para

el medio ER y 0.98 mg de Astaxantina por gramo de biomasa para el medio YM, con lo que se

demuestra la efectividad del proceso segun la presente invencién.



31

REIVINDICACIONES

1.-Un proceso biolégico para la obtencion de astaxantina a partir de lodos activados
obtenidos de la degradacion de acido tereftalico con las bacterias Rhodococcus sp,

5 Comamonas sp y Arthrobacter sp., caracterizado porque a los lodos activados se les realiza -
una hidrolisis térmica a 121 + 2°C durante 25 minutos o bien una hidrolisis mediante un
bacteridtago especifico cuyas secuencias son las siguientes: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:

2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6, para inactivar dichas
bacterias en los lodos activados y posteriormente usarlos como sustrato en la produccion

10 de astaxantina mediante la aplicacion de una levadura en un ambiente de agitacion en un

pH de 5.5 y a una temperatura de 20°C.

2.-El proceso para la obtencion de astaxantina segun la reivindicacion 1, caracterizado porque
la levadura es Xanthophyllomyces dendrorhous.

15
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un proceso bioldgico para la obtencion de astaxantina
utilizando la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous a partir de lodos hidrolizados
resultantes de la degradacion de 4cido tereftalico hidrolizados por método bioldgico con el

uso de un bacteridfago especifico.
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<116>

120>

<136>
160>
176>
<2160>
<211>
<212>
213>

<400>

atctggacag gcttcgtagg
tccgaagcect
ttcttttccg
ggcggcettct
tggctgtacg
gccggcacca
aagcaggccc
g8CEaageCy
aacctggtca ccgtccccga
agcggcaccc ggaccggctc
gaacagcgcc cgatccaggt

gcgaccgeeg aacaactgct

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

~ gatcagctcc atgcagctcg

s \

/
s~

-

Listado de secuencias ,ﬂ
- SEQUENCE LISTING /

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

PROCESO BIOLOGICO PARA LA OBTENCION DE ASTAXANTINA A PARTIR LODOS
HIDROLIZADOS RESULTANTES DE LA DEGRADACION DE ACIDO TEREFTALICO
MEDIANTE MICROORGANISMOS ESPECIFICOS

Mx/a/

6

PatentIn version 3.5

1
693
DNA
NA

1

1065
DNA
NA

2

tccaagggsc
ggctctgggc
tcgaagggat
gcttcgggcea
tcggaaactt
tcgggatcgc

tgctcgtcegg

cctggtgcag gggatcgtcg ccggecttcgt gggcttcecta 60
ggtcaacaca gcagtgtctg tctggtccgg gettggtgga 120
ggaaatcgtc aacggecgttt ccaccgcggt gggtagcatc 180
tccgggcaaa atccaggget tcttcgecgg ggcaggetcet 240
gaacatcgtc caaggccttg gcgatggtgt ggcctcaatg 300
cttcctcaac gccctecccgg acttcatccg cgaaccgttc 360
ttcctcgtca aaggtcttcg ccggctatgg acagaacatc 420
cgtcggecge atgcagtccc ggatcgatga ccggatggeg 480
ctttgccatg accagcggtt tcggeggcag cgcgtcaggc 540
cggcggeggg tcgatcgatg acctgatcag ggecatccgc 600
caacggagca cccggcatgg acgaagaaac cctcgegegg 660
gtggagageeg tga 693
ccaagctcaa cgeccggegtc tggegeeccgg aggatctgac 60

Pagina 1



caacggccac
gtgtaccgca
aagcagaccg
cctggcagcc
gccgagtctt
gaacctgtca
gacgtccggsg
ctgcccgacc
aactggcacg
actgagctgg
gaggtgaaga
aagctgccct
ccggtgcagc

caaccggcgc

gtgaagatgt

ccgcagegteg
ccatgccggc
<210> 3

<211> 693
<212> DNA
<213> NA

<400> 3
atctggacag

tccgaagcct
Ttcttttccg
ggcggettct

tggctgtacg

atcctcaacg
ccgagcetgcec
cctatccaaa
atctctgccc
ggtctgacct
gcgecgecaa
cccgegecct
gcecgtcttcc
gcgcectacct
ccgeegtcgc
tccagtcagg
gccgaggeea
gtggacatca
CCgegcagese
tcatcagtca
cgacatgggc

gagcaaatac

gcttcgtage
tccaaggggc
ggctctgggc
tcgaagggat

gcttcgggca

Listado de secuencias

acctgagagg
tgatggcagg
cgcctgcatc
catgtgcgcg
cgaagacgcc
ggatctctac
cgccatcatc
cgccgatcag
caccacccac
ctgggacgtc
ccagtgccac
agtgatcgcc
cacaccgagt
cagccaccgc
gttgttaccc
tcgcggacgt

acgcatcctc

cctggtgcag
ggtcaacaca
ggaaatcgtc
tccgggcaaa

gaacatcgtc

agcctgatgg
gtgctgaagc
ttccacgacg
gaaggactta
atgcttcctg
ccgeccgetgce
aggacaatca
tccgecggcec
ccatccgcecg
cgaggcgtga
cagctggtgsg
gtccagacgc
gccggegegac
actcaagaag
atcgccccga
cctcgaatgg

gccgcagtca

gggatcgtcg
gcagtgtctg
aacggcgttt

atccagggct

caaggccttg

actcctgcga
tgccgtaccg
aggagcccat
ccaagagcgt
gcggacgtgc
cgatcaacac
ttggccagct
tgctggccag
gccatgtacg

tctaccgcag

ccggeecegga

CggacCgeeaa

cagtggttct
aagtacatga

ccctggaaac

cttggtggag

gctga

ccggettegt

tctggtccgg

ccaccgcggt

tcttcgeccegg

gcgatggtgt

Pagina 2

cctgggctat

aatcgcgctc
cccggcageg
caccgacatt
caccaactcc
cgacgtggcc
gatccttgac
ctggctggtc
cgccatctgc
caagccagta
cccgaagacce
gaaaggtagt
acacccacgc
aggtgaggca
ggatgtttat

gaagttggcc

gggcttccta
gctiggtgga
gggtagcatc
ggcaggctct

ggcctcaatg

300

360

420

480

540

600

660

720

780

846

900

960

1020

1065

60

120

186

240

3006



gccggceaccea
aagcaggccc
£6CEAagECE
aacctggtca
agcggcaccc
gaacagcgcc
gcgaccgecg
<210> 4

<211> 230

<212> PRT
<213> NA

<400> 4

Ile Trp Thr
1

Val Gly Phe

Ser Val Trp
35

Ile Val Asn
50

Glu Gly Ile
65

Trp Leu Tyr

Val Ala Ser

Pro Asp Phe
115

tcggaaactt
tcgggatcgc
tgctcgtcgg
ccgtccccga
ggaccggctc
cgatccaggt

aacaactgct

Gly

LeU
20

Ser

Gly

Pro

Gly

Met

106

Ile

Phe Val

Ser Glu

Gly Leu

Val Ser

Gly Lys

70

Phe Gly
85

Ala Gly

Arg Glu

Listado de secuencias

cttcctcaac
ttcctcgtca
cgtcggccgc
ctttgccatg

CEECEBCERE

caacggagca

gtggagaggs

Gly Leu

Ala Phe

Gly Gly

40

Thr Ala

55

Ile Gln

Gln Asn

Thrllle

Pro Phe
120

gcecteeecgg acttcatccg cgaaccgttc

aaggtcttcg ccggctatgg acagaacatc

atgcagtccc

accagcggtt

tcgatcgatg

cccggcatgg

tga

Val

Gln

25

Phe

Val

Gly

Ile

Gly
105

Gln

16

Gly

Phe

Gly

Phe

Val

96

Asn

Gly

Ala

Ser

Ser

Phe

75

Gln

Phe

ggatcgatga ccggatggcg
tcggeggecag cgegtcaggc
acctgatcag ggccatccgc

acgaagaaac cctcgcgegsg

Ile Val

Val Asn

Gly Leu

45

Ile Gly

60

Ala Gly

Gly Leu

Phe Leu

Gln Ala Leu Gly

125

Pagina 3

Ala

Thr

30

Trp

Gly

Ala

Gly

Asn

116

Ile

Gly

15

Ala

Ala

Phe

Gly

Asp

95

Ala

Ala

Phe

Val

Glu

Phe

Ser

80

Gly

Leu

Ser

480

540

600

660

693



Listado de secuencias ,,\
,

Ser Ser Lys Val Phe Ala Gly Tyr Gly Gln Asn Ile Gly Glu Gly Val
130 135 140

Leu Val Gly Val Gly Arg Met Gln Ser Arg Ile Asp Asp Arg Met Ala
145 150 155 160

Asn Leu Val Thr Val Pro Asp Phe Ala Met Thr Ser Gly Phe Gly Gly
165 170 175

Ser Ala Ser Gly Ser Gly Thr Arg Thr Gly Ser Gly Gly Gly Ser Ile
1860 185 190

Asp Asp Leu Ile Arg Ala Ile Arg Glu Gln Arg Pro Ile Gln Val Asn
195 200 205

Gly Ala Pro Gly Met Asp Glu Glu Thr Leu Ala Arg Ala Thr Ala Glu
210 215 | 220

Gln Leu Leu Trp Arg Gly
225 230

<210> 5
<211> 1065
<212> DNA
<213> NA

<400> 5
gatcagctcc atgcagctcg ccaagctcaa cgeeggegte tggegeccgg aggatctgac 60

caacggccac atcctcaacg acctgagagg agcctgatgg actcctgecga cctgggctat 120
gtgtaccgca ccgagctgec tgatggcagg gtgctgaage tgccgtaccg aatcgegcetce 1860
aagcagaccg cctatccaaa cgcctgecatc ttccacgacg aggagecccat cccggeageg 240
cctggecagec atctctgecc catgtgegeg gaaggactta ccaagagecgt caccgacatt 300
gcecgagtctt ggtctgacct cgaagacgec atgcttcctg geggacgtgce caccaactcc 360
gaacctgtca gcggceggcaa ggatctctac ccgecgetge cgatcaacac cgacgtggcc 420

gacgtccggg cccgcgecct cgecatcatc aggacaatca ttggccaget gatccttgac 480
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ctgcccgacc
aactggc;cg
actgagctgg
gaggtgaaga
aagctgccct
ccggtgcagc
caaccggcgce
gtgaagatgt
ccgcagcecgtg
ccatgcecgge
<210> 6

<211> 354
<212> PRT

<213> NA

<400> 6

Asp Gln Leu His Ala Ala Arg

1

Gly Gly Ser Asp Gln Arg Pro

Met Asp Ser Cys Asp Leu Gly

35

Gly Arg Val Leu Lys Leu Pro

50

Tyr Pro Asn Ala Cys Ile Phe
70

65

Pro Gly Ser His Leu Cys Pro

geegtcttcc
gcgcectacct
ccgecgtcgc
tccagtcagg
ECCgageesa
gtggacatca
ccggecagsgs
tcatcagtca
cgacatgggc

gagcaaatac

5

20

85

Listado de secuencias

cgccgatcag
caccacccac
ctgggacgtc
ccagtgccac
agtgatcgcc
cacaccgagt
cagccaccgc
gttgttaccc
tcgecggacgt

acgcatcctc

Gln

His

40

Tyr
55

His

Met

Ala Gln
Pro Gln
25

Arg Ile
Asp Glu

Cys Ala

tccgccgg;c
ccatccgccg
cgaggcgtga
cagctggtgs
gtccagacgc
gccggtggac
actcaagaag
atcgccccga
cctcgaatgg

gccgcecagtca

10

Tyr Val Tyr Arg

Ala

Glu
75

Glu
90

tgctggccag
gccatgtacg

tctaccgcag

ccggeeccgga

CB8ACELELaa

cagtggttct
aagtacatga
ccctggaaac

cttggtggag

gctga

Arg Arg Arg Leu Ala

30

ctggctggtc
cgccatctgc
caagccagta
cccgaagacc

gaaaggtagt

acacccacgc

aggtgaggca
ggatgtttat

gaagttggcc

Pro
15

Arg Pro Glu Arg Ser Leu

Thr Glu Leu Pro Asp

45

Leu Lys Gln Thr

60

Pro Ile Pro Ala

Gly Leu Thr Lys
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Ala

Ala
80

Ser
95

720

7860

840

900

960

1026

1065



Val

Pro

Leu

Arg

145

Leu

Ser

Ala

Asp

Gln
225

Gly

His

Thr
Gly
Tyr
130
Ala
Pro
Trp
Gly
Val
210

Ser

Leu

Pro

Arg
290

Asp Ile Ala

Gly
115

Pro

Leu

AsSp

Leu

His
195

Arg

Gly

Pro

Gly

Val
275

Thr

100

Arg

Pro

Ala

Arg

Val

1860

Val

Gly

Gln

Cys

Ser

260

Val

Gln

Ala

Leu

Ile

Arg

165

Asn

Arg

Val

Cys

Arg

245

Pro

Leu

Glu

Glu

Thr

Pro

Ile

150

Leu

Trp

Ala

Ile

His

230

Gly

Val

His

Glu

Ser

Asn

Ile

135

Arg

Pro

His

Ile

Tyr

215

Gln

Glu

Gln

Pro

Val
295

Listado de secuencias
Trp Ser Asp Leu Glu Asp Ala Met Leu

Ser

120

Asn

Thr

Ala

Gly

Cys

200

Arg

Leu

Val

Arg

Arg

280

His

105

Glu

Thr

Ile

Asp

Ala

185

Thr

Ser

Val

Ile

Gly

265

Gln

Glu

Pro
Asp
Ile
Gln
1706
Tyr
Glu
Lys

Ala

Ala

Val

Val

Gly

155

Ser

Leu

Leu

Pro

Gly
235

Val

250

His

Pro

Gly

His

Ala

Glu

Ser

Ala
140

Gln

Ala

Thr

Ala

Val

220

Pro

Gln

Thr

Pro

Ala
300
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Gly

125

Asp

Leu

Gly

Thr

Ala
205

Glu

Asp

Thr

Pro

Gly

285

Val

110

Gly

Val

Ile

Leu

His

190

Val

Val

Pro

Pro

Lys

Arg

Leu

Leu

175

Pro

Ala

Asp

- 255

Ser
276

Gln

Lys

Ala

Gly

Met

Asp

Ala

Asp

160

Ala

Ser

Trp

Ile

Thr

240

Gly

Gly

Ser

Phe



Listado de secuencias
Ile Ser Gln Leu Leu Pro Ile Ala Pro Thr Leu Glu Thr Asp Val Tyr
305 ' ‘ 310 315 320

Pro Gln Arg Ala Thr Trp Ala Arg Gly Arg Pro Arg Met Ala Trp Trp
325 330 335

Arg Lys Leu Ala Pro Cys Arg Arg Ala Asn Thr Arg Ile Leu Ala Ala
340 345 350

Val Ser
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