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PROBLEMA

Tomado de: http://blogecologista.com/wp-content/uploads/2010/09/agua-contaminacion-referendo-
agua-minil.jpg

Tomado de: http://www.unionhidalgo.mx/sites/default/files/styles/galeria/public/field/image/lactosueros660.jpg?itok=pKuRXDWF
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INTRODUCCION

LACTOSUERO ACEITES ESENCIALES

Rhodotorula. spp

Rhodotorula spp. Fuente. Propia

Aceites esenciales. Fuente. https://www.psicoactiva.com/blog/aceites-
esenciales-para-que-sirven/

Lactosuero. Fuente.
http://intainforma.inta.gov.ar/?p=39643

Rico en:
Proteinas

Lipidos Familia: Sporidiobolaceae
Lactosa Division: Basidiomycota

Alto contenido de productos
organicos

Calcio Aerobia
Crecimiento 48 - 72 horas

Dificil eliminacién
Altos costos.

Lactato
Fosfatos
Cloruros



ANTECEDENTES
REYES Y FRANCO 2006
Implementacién de biotecnologia a partir de medios biolégicos.

ALCHIHAB et al. (2010)
Produccién de lactonas con levaduras para generar aromas frutales.

LISBOA Y GUERIN (2012)
Dominio de las fuentes de nitrégeno utilizadas por levaduras de la especie Rhodotorula mucilaginosa

MOYANO (2013)
Defini6 la velocidad de crecimiento y desarrollo de la levadura Rhodotorula spp. en un efluente de origen lacteo.

HERNANDEZ et al. (2013)
Rhodotorula glutinis produce carotenoides, acido acético y acetaldehido con el fin de produccién industrial de pigmentos.

FADEL (2015)
Utilizacion de Trichoderma para produccion de aroma de coco utilizando medio de cultivo solido de bagazo de cafa.

CHENG (2017)
Utilizacién de Rhodotorula mucilaginosa y Saccharomyces cerevisiae para fermentar uvas obteniendo terpenoles, alcoholes, esteres.



MARCO REFERENCIAL

AROMAS

Aromas. Fuente. https://techpress.es/mercado-aromas-continua-
tendencia-alcista/

Comparten su fraccion volatil que es la
responsable de generar el aroma. Se
destacan por su consistencia, origeny
naturaleza quimica.

Sustancias que se pueden percibir por
medio de receptores sensoriales, como el
sentido del olfato.

e s oo B

Aceites esenciales. Fuente.
http://www.aceitesesencialesbio.es/blog/aceites-esenciales-botiquin/



TERPENOS

NUMERO DE NUMERO DE TERPENO
ISOPRENOS CARBONOS
2 10 Monoterpenos
3 15 Sesquiterpenos
4 20 Diterpenos
5 25 Sesterpenos
6 30 Triterpenos
8 40 Tetraterpenos

CH,

Mentol

OH

3 3
Mentol. Fuente: https://www.acidohialuronico.org/wp-content/uploads/mentol-formula.jpg
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Fuente: (Negrete E. 2012)



RUTA METABOLICA SINTESIS MENTOL

Acetil-CoA
Acetoacetil-Coa

Mevalonato 5- fosfato

Aceto acetil-Coa tiolasa

Vv

HMG-Coa sintasa

Vv

HMG-Coa reductasa

Vv

Mevalonato-5-quinasa

Isopentenil difosfato (IPP) Dimetilalil difosfato (DMAPP) Isopreno

Geranil difosfato (DPP) Monoterpenos



METODOS DE EXTRACCION

e Cromatografia en capa delgada
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Fuente. lidiaconlaquimica.wordpress.com

Cromatografia de gases
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Fuente. http://slideplayer.es/slide/5439317/


https://lidiaconlaquimica.wordpress.com/2015/08/17/cromatografia-en-capa-fina/

OBJETIVOS

1. Establecer el medio de cultivo apropiado para la
obtencion del metabolito secundario.

Obtener aromas a partir del empleo de un 2. Emplear el desecho orgénico (lactosuero) en

residuo generado por la industria lactea con diferentes proporciones como sustrato de la
la cepa de Rhodotorula spp. fermentacion de la levadura.

3. Identificar los compuestos aromaticos obtenidos
a través de pruebas cualitativas.




DISENO METODOLOGICO

HIPOTESIS:

Es posible biosintetizar un terpeno haciendo uso del lactosuero
como medio de cultivo fermentable en adicidn con otros
componentes mediados por la levadura Rhodotorula spp.

Universo: Desechos
agroindustriales

VARIABLE INDEPENDIENTE:

Microorganismos, Cantidad de inéculo, Nutrientes, Procesado de
la fermentacioén, Tipo de lactosuero.

Poblaciéon: Desechos
extraidos del proceso
de elaboracioén del

queso

VARIABLE DEPENDIENTE:
Sintesis del terpeno

Muestra: Lactosuero




DISENO METODOLOGICO

1.PRECULTIVO E
IDENTIFICACION DEL
MICROORGANISMO
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Tomado de: http://www.pvequip.cl/wp-content/uploads/2015/03/RaplID.jpg

2. OBTENCION Y
TRATAMIENTO
DEL LACTOSUERO
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. MEDIOS DE CULTIVO

YPD LiQUIDO YPD MODIFICADO LACTOSUERO
Glucosa 2% (59) Glucosa 2% (59) Lactosuero 250ml
Peptona 2% (59) Peptona 0,5% (1.259) Peptona 1.25¢g
Levadura 1% (2.59) Sales: Cloranfenicol 0.0075g
Glicerol 5% (12.59) (NH4)2S04 0.3% (0.759)
Cloranfenicol (0.00759) KH2PO4 0.1% (0.259)
Agua destilada 125ml MgSO4x7H20  0.05% (0.1259)
Lactosuero 125mi Cloranfenicol 0.0075g

Agua destilada 125ml

Lactosuero 125ml
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4. PREPARACION Y SIEMBRA DEL INOCULO

_ Yy -
p— e —
—— S =
https://userscontent2.emaze.com/images/6261fc7a-04a7-4a8b-af76- https://powerexplosive.com/wp-content/uploads/2017/08/HOMEOPAT%C3%8DA- http://insilico.ehu.es/camara_contaje/neubauer.jpg

ef6c598ed61e/64cfe1503123169235eb60c66ae93bd7.png diluciones-870x430.jpg

Se inocula al 10%
25ml de inoculo
para 250 de

Se incuba en
shaker 30 grados

centigrados, 150

rom 48 horas medio total




5. PREPARACION Y ADICION DEL PRINCIPIO ACTIVO

80 mL agua
destilada, 2mL Adicionar al 1% a los

Mezcla emulsionada alcohol polivinilico 20 medios de cultivo
gr del mentol (2.5 ml)
cristalizado

Incubar en shaker 48

horas 150 rpm a 30
grados centigrados

Tatsue et al 1971
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6. PURIFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

http://fequipamientocientifico.com/1910-
large_default/centrifuga.jpg

3500 rpm 15 minutos

Falcon
https://assets.fishersci.com/TFS-Assets/CCG/product-
images/F181462~p.eps-650.jpg

Utilizar sobrenadante

55 mbar, 80 rpm 80°C
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7. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS VOLATILES (alcoholes)

Inmediatamente turbia:
alcohol terciario

Turbia despues de 3-5
minutos: alcohol secundario

Sin evidencia de reaccion:
alcohol primario

Colocar 10 gotas del
reactivo de Lucas y 2 gotas
de la muestra

ALCOHOLES: Reactivo de 0,5 gr cloruro de zinc anhidro
Lucas + 52,5 ml HCL concentrado

R-OH + HCI + ZnCI2 * R-C| + H20

Identificacion de grupos funcionales. 2017.[Internet].http://www.ugr.es/~quiored/doc/p14.pdf



7. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS VOLATILES (Fenoles)

Reaccion positiva:

Coloracion verdosa,
FENOLES: Cloruro 1 ml de muestra + 5 azul o violeta.

férrico gotas de cloruro ferrico ., .
Reaccion negativa:

Coloracion amarilla

Complejo con Fe(lll)
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7. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS VOLATILES (Aldehidos y
cetonas)

ALDEHIDOS Y SOLUCION A: 30 ml de
CETONAS: Reactivo de Eamered agua destilada + 3 g de
Tollens nitrato de plata

SOLUCION B: Hidroxido

de sodio al 10%

1 ml de solucion A+ 1ml

de solucién B + 1ml de

muestra afadir gota a
gota amoniaco hasta
diluir oxido de plata

Ag NO3 + NH4OH —>  Ag(NH3)OH
R-CHO + 2Ag(NH3)OH —> R-COOH + 2NH3 + 2Ag0 (espejo) + H20



8.CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Solucion patron
utilizando 1gr de
mentol cristalizado
1ml de diclorometano
metanol 10:1

Colocar 25 uL de
cada muestra en la
placa de silica gel por
triplicado

Revelar con yodo

Dejar secar a Introducir en la
temperatura camara
ambiente 5 minutos cromatografica

Leer a 365 nm Dejar correr y
generando un corrido pasados 20 minutos

azul y a 254 nm introducir en placa de
generando luz verde luz UV
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RESULTADOS Y DISCUSION

IDENTIFICACION MICROORGANISMO METODO REMEL

1 ERIC Web Identification Report
2

3 RaplD Yeast Plus

4 Run Date: 622017

=] Facility: UMNMNERSIDAD COL
=] Microcode: DO2051 Reference No: CEPA COMSIUELD
7|

8 | Systernm Tests|-GLU  09% —TRE 03% —NAGA 00% —ONPG 00% +PHS 25% +PRO  99%

=] —MAL O6% —RAF 02% +oGLT 4% —oGaAl 00% —PCHO 26% —HIST 71%

10 —-3UC 05% —LIP 46% —pGLY 02% —pFUC 00% +URE 27% —LGY 62%

11

12

ikl IDEMTIFICATION = Rhod. rubra

14

15 Choice Probahbility Bioscore Contraindications

16 Rhod. rubra 95.18% 1M75 Mone

17 |Rhod. glutinis 4.47 % 14403 PHS [ 2]

18 Rhod. minuta 0.35% 1/1926 FGLU[S1] pFUC[E8] PHS [23]

19

20 Frobability Level: Adeguate

21 Biofrequency: Acceptable

22

Biotransformacion de

monoterpenoides (Conversion of
Terpenoids. 1988)
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MEDIOS DE CULTIVO FORMULADOS

Capacidad de crecimiento en
efluente lacteo. (Moyano et al
1992)

e PH: 4.5 (Hagler & Ahearn, 1987 ;
Walker, 1998 ; )

e Concentraciéon de glucosa
(Blazejak et al 2016)

e Reducir enlaces dobles

competitivos (C=Cy C=0)

(Goreti et al. 2015)




RECUENTO DE LEVADURAS

[10-4]= # cel*10.000/4 [10-°]= # cel*10.000/4
[10-#]= 1.344cel/mI*10.000/4 [10-5]= 428cel/ml*10.000/4
[10-#]= 3'360.000cel/ml [10-5]= 1°070.000cel/ml




EVALUACION SENSORIAL

MEDIO YPD LIQUIDO

Figura 12. Evaluacién sensorial medio YPD liquido. Fuente (Propia)

MEDIO YPD MODIFICADO

Figura 13. Evaluacion sensorial medio YPD modificado. Fuente (Propia)

MEDIO LACTOSUERO

MAYOR
PRODUCTIVIDAD
EN LA VIA

METABOLICA
MEVALONATO

Figura 14. Evaluacion sensorial medio lactosuero. Fuente (Propia) 23



RESULTADOS PRUEBAS QUIMICAS REALIZADAS A CULTIVOS

COMPUESTO MEDIO RESULTADO
IDENTIEICADO

LACTOSUERO NEGATIVO

FENOLES (FeCl,) YPD MODIFICADO NEGATIVO
YPD LIQUIDO NEGATIVO

LACTOSUERO ALCOHOL 3

ALCOHOLES (Reactivo YPD MODIFICADO ALCOHOL 2

de Lucas)

YPD LIQUIDO ALCOHOL 1

LACTOSUERO NEGATIVA

ALDEHIDOS Y CETONAS YPD MODIFICADO NEGATIVA

(Reactivo de Tollens)

YPD LIQUIDO POSTIVA

Mentol
alcohol
terpénico
secundario
(Negrete,

2012)
Generacion
del mentol por

Rhodotorula(B
iotecnologia
alimentaria)
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CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

MUESTRAS RECORRIDO ( mm) Rf
1. Control mentol 59 0.78
2. Lactosuero 53 0.70
3. YPD modificado 55 0.73
4. YPD liquido 52 0.69
5. Control positivo 55 0.73
6. Control negativo 49 0.65

Anisaldehido-acido
sulfdrico, vainillina-acido

sulfarico y acido

fosfomolibdico (Martinez,
2001)
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CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Rf
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CONCLUSIONES

El aroma obtenido fue el mentol siendo este el esperado aunque
no en la intensidad deseada.

El medio formulado y con mayor aceptabilidad por la levadura
fue el YPD modificado, identificando olfativamente el compuesto
volatil generado.

La presencia del terpeno detectado por cromatografia de capa
delgada demuestra que Rhodotorula spp es el microorganismo
apto para la biotransformacion de este metabolito.

Es posible obtener compuestos aroméaticos a partir de desechos
industriales (lactosuero), debido a los cuerpos proteicos
fermentables, nitrogeno y albumina contenidos en este.
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RECOMENDACIONES

Es necesario realizar mas estudios con el fin de identificar el
compuesto aromatico a través de métodos mas sensibles
(HPLC).

Se recomienda mantener la cantidad de sales en el medio
YPD modificado, contribuyendo al desarrollo de la levadura,
mejorando su capacidad metabdlica.

Realizar ensayos en tiempos diferentes de incubacion en la
adicion del precursor, con el fin de identificar cual es optimo
en la generacién del terpeno.

Se recomienda utilizar controles con diferentes terpenos, lo
cual permitiria poder comparar que otros compuestos
aromaticos se generarian.

Empleo de fluorocromos especificos como la Rodamina, por la
afinidad que este presenta con los terpenos.
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