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CARACTERIZACION DEL PROYECTO.

1. Lineas de Accion.

Este proyecto tiene como meta la seleccidn de levaduras compatibles con sustratos presentes en los
materiales lignoceluldsicos y que a su vez, sean tolerantes a los inhibidores predominantes que
resultan de los procesos de pretratamiento de estos materiales para la conversion de los
carbohidratos en biomasa microbiana con alto contenido de lipidos y carotenos para ser empleada
como aditivo en la alimentacién animal asi como en la produccién de aceites microbianos que
pueden ser utilizados como materia prima para la produccién de biodiesel u otros productos
oleoquimicos o de interés farmacéutico. Durante el proyecto quedaran establecidas las condiciones
de pre-tratamiento para la produccion de hidrolizados, las condiciones de fermentacién dptimas para
alcanzar la mayor productividad del proceso y la caracterizacion de los aceites obtenidos bajo estas
condiciones.

2. Entidad local cubana responsable.

Nombre y Direccion:

Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azlcar (ICIDCA), Via Blanca
No 804 y Carretera Central, San Miguel del Padrén, La Habana, Cuba

Nombre del responsable y sus funciones:

Dr. Evelyn Faife Pérez, Jefe de Proyecto, Investigadora auxiliar, Jefe Dpto. Biotecnologia
Ambiental




3. Objetivo General.

3. Objetivo General.

Generar cepas Yy resultados de datos para elaborar una alternativa tecnolégica para la produccion de
levaduras oleaginosas capaces de producir carotenoides y acidos grasos esenciales, que sean tolerantes
a los principales inhibidores de los materiales lignoceluldsicos de las agroindustrias para usarlos como
aditivos en alimentos para animales o que podrian ser fuentes de aceites para la produccion de biodiesel
0 productos farmacéuticos.

3.1. Objetivos Especificos

« Caracterizacion quimica y fisica de los hidrolizados y vinazas de bagazo para la produccion de
celulas microbianas.

« Seleccién o generacion de levaduras tolerantes a inhibidores con capacidad para producir mayor
contenido de lipidos y carotenoides o etanol

o Determinar las condiciones Optimas de fermentacion para producir el maximo valor de biomasa,
lipidos, carotenoides o bioetanol en escala de laboratorio.

« Determinar las condiciones de pretratamiento de los sustratos (hidrolizados de bagazo y vinaza)
para la conversién maxima de azUcares.

4. Presupuesto inicial: 27 000.00 USD

Fecha de inicio de proyecto: marzo 2019

Fecha de finalizacion de proyecto: noviembre 2022

Los resultados de este proyecto incidiran directamente en:

» Incrementar los conocimientos del metabolismo de levaduras oleaginosas, el efecto de
compuestos téxicos para el crecimiento celular y la acumulacion de lipidos y carotenos y el
empleo de tecnologias para el tratamiento de materiales lignocelulésicos con el objetivo de ser
utilizados como sustratos en los procesos de fermentacion

» El desarrollo de nuevas tecnologias que permitan elevar los niveles de productividad y con ello
la viabilidad de procesos de produccidn de levaduras destinada a la alimentacion y disminuir la
contaminacion de los suelos por el uso las corrientes residuales en el fertirriego

» Mejorar la formacion integral de investigadores y técnicos mediante el intercambio de
experiencias y conocimientos asi como el empleo de equipos y tecnologias de avanzada

Periodo del informe: El informe comprende todo el periodo de desarrollo del Proyecto, desde el inicio
del mismo hasta su culminacion con ajustes de tiempo debido a la pandemia de la COVID.

INFORME TECNICO

El empleo cada vez mas eficiente de los residuos agroindustriales tanto liquidos como solidos y su
impacto en la disminucién de la contaminacion medioambiental que estos producen es un tema actual
de gran interés para la comunidad cientifica. Debido a su abundante disponibilidad, estos residuos



pueden servir como un sustrato ideal para procesos microbianos para la produccién de productos de
valor agregado como alimentos para animales enriguecidos con proteinas, lipidos, enzimas,
aminoacidos, acidos organicos, compuestos de importancia farmacéutica, etc.

En Cuba, se generan grandes volumenes de vinazas, los cuales son generalmente utilizados
directamente en el riego de los suelos aledafios a los complejos industriales. Las vinazas son los
residuales de mayor agresividad y carga organica que genera la industria azucarera y alcoholera, tienen
un gran impacto en la naturaleza afectando directa e indirectamente la flora y la fauna. El exceso del
vertimiento de las vinazas provoca problemas ambientales asociados a la degradacion de los suelos.
Existe amplia experiencia en el empleo de vinazas para la produccion de levaduras para su uso como
fuente proteica en la alimentacion animal y también en la produccion de bioproductos destinados a la
agricultura a partir de un proceso de hidrolisis &cida.

El empleo de los hidrolizados obtenidos en el proceso de pretratamiento de materiales lignocelulésicos
es otra alternativa para una mejor utilizacién de estos sustratos por parte de los microorganismos. Sin
embargo, estudios recientes sobre la tolerancia a los inhibidores y la utilizacion del azucar por las
especies de levaduras revelan el impacto de estos efectos toxicos sobre el crecimiento y la acumulacién
de lipidos, por lo que es necesario evaluar su efecto con vistas a generar levaduras tolerantes que
permitan obtener resultados superiores en los procesos de fermentacion con vistas a obtener procesos
industriales econdmicamente factibles.

La produccién de levaduras llamadas oleaginosas, que pueden acumular entre el 20% y el 70% de aceite
intracelular que contienen principalmente triacilgliceroles (TAG) con composicion similar a los aceites
vegetales, en vinazas e hidrolizados lignoceluldsicos para ser utilizadas en la dieta alimenticia resulta
una alternativa atractiva desde el punto de vista econémico y ambiental. Dentro de estas especies
oleaginosas existen varias que también son capaces de producir biopigmentos denominados
carotenoides, capaces de mejorar el sistema inmune, reducir los riesgos de enfermedades degenerativas,
cardiovasculares entre otras como la diabetes 2 y el cancer. Luego constituye un reto lograr la
produccion factible de un suplemento alimenticio con estas propiedades.

Por otro lado, la produccién industrial de biodiesel a partir de plantas oleaginosas enfrenta un reto
econdmico, ya que no es sostenible a gran escala debido al precio elevado de las fuentes de aceites, el
cual oscila entre 60 — 85 % del costo de produccion (Zhang y col., 2016). La necesidad de grandes
extensiones de tierras agricolas durante largos periodos de cultivo, provoca la deforestacion. La
dependencia de las condiciones climaticas, la ubicacion geografica, la fertilidad y variedad de los suelos
necesarios y los bajos rendimientos de lipidos producidos por las semillas y plantas oleaginosas
provocan que la produccion de biodiesel por esta via enfrente una gran competencia con la produccion
de los alimentos y hace desfavorable el uso de aceites vegetales como materias primas para la
produccion de biodiesel (Hanaki y Portugal-Pereira, 2018).

El desarrollo de lipidos producidos por levaduras oleaginosas con una composicion quimica similar a
la de los aceites vegetales es una alternativa para disminuir el costo del biodiesel y el impacto ambiental
de los aceites vegetales. Los lipidos unicelulares tienen entre sus ventajas un corto ciclo de vida,
requieren menos trabajo, son menos afectados por los cambios de estacion y las condiciones climaticas


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352484719302240#b80
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352484719302240#b80

y son faciles de escalar por lo que reducirian los costos de produccion y favorecerian el cuidado del
medio ambiente (Enshaeieh y col., 2015).

El costo de la produccién de aceites microbianos es mayor que el de los aceites vegetales y animales
por lo que es necesario encontrar estrategias para incrementar la eficiencia econémica de los procesos
(Sae-ngae y col., 2020). La reduccion de los costos asociados con los procesos de fermentacion y el uso
de fuentes de carbono baratas en sustitucién de la glucosa son aspectos de gran importancia para
incrementar la factibilidad econémica de estos procesos. Los factores claves para lograr la produccién
industrial viable de aceites microbianos son la disponibilidad de los sustratos y su costo, la
productividad y el nimero de etapas del proceso.

Teniendo en cuenta todos estos aspectos, el proyecto estuvo enfocado en la deteccion, seleccion y
evaluacion a escala de laboratorio de levaduras nativas o genéticamente modificadas con alta capacidad
para crecer en las fuentes de carbono presentes en vinazas y materiales lignocelul6sicos cominmente
usados en la agroindustria azucarera y con una alta resistencia al efecto de los principales compuestos
inhibidores presentes en estos residuos, en el desarrollo de procedimientos tecnoldgicos de
fermentacion para la produccion de biomasa rica en lipidos y coproductos de alto valor agregado como
carotenoides y acidos grasos de interés a partir de estos sustratos de bajo costo y la caracterizacion del
proceso de pretratamiento para la produccion de hidrolizados lignoceluldsicos.
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RESULTADOS

Resultado planificado 1:

Determinacién de la composicién de las vinazas

La composicién de las vinazas esta determinada por diversos factores como la composicion del medio
de cultivo empleado en la produccién de etanol y las caracteristicas y la eficiencia del proceso de
destilacion industrial empleado (Soares y col., 2009).

En el proyecto se utilizaron vinazas de dos procedencias:

Vinaza A: Destileria de etanol Heriberto Duquesne, provincia Villa Clara, Cuba suplementada con
glicerol 20 gLy las sales MgSO47H,0 1 gL'y K,HPO,4 0,84 gL™.

- Vinaza B: Destileria de etanol en la provincia Nanjing, China.
Ambas vinazas fueron evaluadas puras (factor 1) y diluidas con una relacién 1:1 (v:v) (factor 2).

En el Tabla 1 se muestran las concentraciones de los principales componentes organicos encontrados
en las dos vinazas empleadas: vinaza Ay vinaza B.

Se determind que los componentes mayoritarios en ambas fueron la glucosa, la fructosa y el glicerol.
De acuerdo a los resultados obtenidos, la vinaza B contiene una mayor concentracion de los dos
componentes organicos mayoritarios de la vinaza A (glucosay glicerol). A diferencia de la composicion
de otras vinazas, en estas dos no se encontrd acido lactico.

Sin embargo, se determinaron concentraciones apreciables de fructosa y de arabinosa en la vinaza B.
Las concentraciones de los compuestos organicos y de nitrégeno indican que las vinazas utilizadas en
los ensayos pueden resultar un medio de cultivo apropiado para el crecimiento de levaduras.

Se realizaron también los siguientes ensayos segun la metodologia para la caracterizacion de las aguas
y aguas residuales de la industria azucarera de Obaya y col. (2003):

- Demanda Quimica de Oxigeno empleando la modificacién rapida del Standard Methods.

- Demanda Biogquimica de Oxigeno empleando el equipo Oxitop de la WTW (Alemania).
- Determinacion de nitrégeno total

Tabla 1: Concentraciones de los principales compuestos organicos, concentracion de nitrégeno y carga
organica determinados en las vinazas Ay B.



Concentracion (gL ™)

Compuesto
Vinaza A Vinaza B

Glucosa 4,60 +0,35 12,8+ 1,10
Fructosa 4,34 £ 0,23 5,01 £ 0,60
Etanol 0,36 £ 0,06 0,71+0,15
Arabinosa 0,43+0,03 3,77+0,09
Glicerol 490+0,70 9,94+1,20
Acido acético 1,66 + 0,31 1,23+ 0,65
Acido lactico 0,0 0,0
Furfural 0,0 0,0
5-HMF 0,01 + 0,005 0,0
Vainillina 0,0 0,02 + 0,005
Nitrégeno 0,70+0,20 3,5+ 0,120
DQO 40,5+4,90 69,8 + 2,30
TOC 22,6 £2,10 60,4 + 1,80

Composicion de azucares y coproductos en el hidrolizado de bagazo de cafia de azUcar

La composicion del hidrolizado de bagazo (HB) de cafia de az(car utilizado en este estudio se analiz6
mediante la técnica de HPLC. En la Figura 1 se muestran los compuestos liberados durante el
pretratamiento del material lignocelulésico mediante la hidrdlisis diluida con &cido sulfarico. Los
azUcares detectados en el hidrolizado fueron glucosa, xilosa y arabinosa en una relacion de masa 1:10:1,
al igual que la detectada por Tanimura y colaboradores (2016). Ademéas de estos azlcares, se
encontraron otros compuestos carbonados como los acidos acético y formico, el furfural y los
compuestos poliaromaticos. La xilosa fue el monosacarido mas abundante en el HB y el acido acético
representd la fraccion principal de los &cidos orgéanicos débiles liberados.
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Figura 1: Composicién del hidrolizado &cido del bagazo de cafia de azlcar después del pretratamiento
con acido sulfurico diluido al 1% durante 2h a 121°C. Las barras en rojo representan los azUcares
liberados y las barras azules son los compuestos inhibitorios para el crecimiento de Rhodosporidium
toruloides

Resultado planificado 2

Seleccion, identificacion y/o generacion de levaduras tolerantes a los inhibidores involucrados en
la produccion de lipidos y carotenoides.

Se utilizaron muestras de mieles procedentes de la Empresa Azucarera “Antonio Sanchez” para realizar
aislamientos de levaduras y cuatro cepas de la coleccion de cultivo del ICIDCA para evaluar su
capacidad de produccién de lipidos.

Se realiz6 una estrategia para la seleccion de la levadura de trabajo con mayor potencial para la
acumulacion de lipidos en vinazas a partir de la identificacion taxondémica de las levaduras empleando
métodos bioquimicos, la evaluacion del crecimiento y de la acumulacion de lipidos de en medios
compuestos por vinaza y glicerol.

s en placas de R. toruloides en diferentes medios de cultivo (A: Cultivo
de muestra de miel en medio Sabouraud GC, B: Aislamiento de la cepa L/24-26-1 en medio YPG +
cloranfenicol 1 %, C: Tincion de células con Sudan Negro B, D: Crecimiento de la cepa L/3-74-22 en
medio CromoCen. D: Crecimiento de la cepa L/24-26-1 en medio Sabouroud GC Agar.

Tabla 2: Resultados de la identificacion de las cepas a partir del método de APl 20 AUX



Fuente de 5 5 e

carbono L/3-74-21 L/3-74-22 L/25-7-20 L/24-25-1 L/24-26-1 L/24-26-2 L/24-26-3
Glucosa + + + + + + +

Glicerol + + - + + + +
Arabinosa - - - + + + +

Xilosa - + - + + + +
D-galactosa - + + - + + +
D-lactosa - - - + - - -
D-sacarosa - + + + + + +
Identificacion A A B C D D D

ID (%) 99,6 96,2 99,9 99,9 99,9 99,6 99,9

*: Nuevo aislamiento
A: C. tropicalis, B: S. cerevisiae, C: R. minuta, D: Rhodotorula sp.
ID: indice de identidad

Tabla 3: Parametros de crecimiento y acumulacién de lipidos de las cepas Rhodotorula sp. cultivadas
en medio compuesto por vinaza y glicerol purificado con una relacién de DQO vin/glic 70:30, a pH 4,
30 °Cy 600 min™.,

Cepas MSG (gL?) Hmax (h?) Lipidos (%, p/p)
L/24-26-1 12,1+252 0,15 £ 0,052 20,3 +£0,2%
L/24-26-2 16,4 + 3,9 0,13 +0,01° 4,6 +0,8°
L/24-26-3 145+ 222 0,16 £ 0,022 58+ 1,5

Como resultado de esta estrategia fue seleccionada una de las cepas aisladas de miel: L/24-26-3. La
identificacion molecular se realiz6 mediante la secuenciacion de la region D1/D2 del ADNr 26S (White,
1990).

EIl ADN gendmico fue extraido de una suspension celular a una concentracion de 1,0 -2,0 x 107 células
mL? utilizando el Kit TIANamp Yeast DNA (TIANGEN, Cat. no. DP307, www.tiangen.com),
disefiado para la extraccion de ADN de levaduras mediante una serie columnas de silica. Este método
estd basado en una lisis enzimatica empleando 50 U de la enzima liticasa, 10 UuL™ (TIANGEN, Cat.
No. RT401-02).

La secuenciacion automatica del ADN se realizd en el Laboratorio de Microbiologia de la Academia
de Ciencias de la Republica Popular China. La identificacion molecular se realiz6 mediante la
comparacion de la secuencia obtenida con secuencias de diferentes especies de la base de datos NCBI
con el programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blastn).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Para la construccion del arbol filogenético se utilizaron secuencias de la region D1/D2 de diferentes
cepas tipo de especies y géneros almacenados en la base de datos GenBank. Las secuencias se alinearon
utilizando el CLUSTALW (version 1.83) como parte del programa MEGA X, empleando el método de
Neighbour Jorning (Saitou y Nei, 1987) y las distancias evolutivas fueron computadas por el método
de Jukes Cantor (Jukes y Cantor, 1969).

La amplificacion mediante la PCR de la region D1/D2 ribosomal extraida mostré un amplicén con un
tamafio aproximado a los 600 pares de bases (pb). La busqueda en el BLAST de la secuencia
determinada permitio realizar la identificacion preliminar de la cepa L/26-24-1 como R. toruloides,
encontrando un porciento de similitud superior de 99 % con secuencias de cepas de esta especie en la
base de datos internacional NCBI (http://www. ncbi.nlm.nih.gov).

La ubicacion de la cepa de estudio en el arbol filogenético empleando cepas tipo de otros géneros y
especies con similar region ITS, confirma la identificacion de la cepa L/26-24-1 como R. toruloides. La
secuencia fue introducida en la base de datos GenBank con el codigo Rhodotorula MT372485.

Generacion de mutantes tolerantes a compuestos toxicos

Otra estrategia que se propone en este proyecto es el uso integral de los azlcares presentes en el
hidrolizado de bagazo de cafia, para el cultivo de esta levadura con el objetivo de poder optimizar el
proceso de produccion de lipidos para la produccion de biodiesel o alimento animal.

La bioconversion de estos materiales poliméricos requiere de un proceso que comprende la hidrolisis
acida y/o enzimatica en monomeros, fundamentalmente xilosa, glucosa y arabinosa. Sin embargo,
aungue la hidrdlisis &cida diluida es un método eficiente, econémico y ampliamente utilizado para el
pretratamiento lignocelulosa, estos procesos conllevan a la aparicién de mas de 100 coproductos tales
como el furfural, los acidos alifaticos y poliaromaticos que se forman a partir de la degradacion de la
celulosa, hemicelulosa y lignina y que son inhibitorios para el crecimiento celular (Palmqvist y Hahn-
Hagerdal, 2000, Parawira y Tekere, 2011, Dyk y Pletschke, 2012).

Esta problematica constituye actualmente un obstaculo para el establecimiento de un proceso
tecnoldgico eficiente y ambientalmente sostenible, con el cual se obtenga SCO para la produccion de
biodiesel a precios competitivos frente a los combustibles fésiles.

Es por esto que en la actualidad las investigaciones se enfocan en la busqueda de estrategias para
aumentar la tolerancia de levaduras a los compuestos toxicos generados en la etapa de pretratamiento.
Entre ellas se destacan la ingenieria metabdlica, la ingenieria evolutiva y la mutagénesis (Zhang y col.,
2016).

La generacion de mutantes microbianos mediante la alteracién de los genomas tiene una gran
importancia para las investigaciones y aplicaciones de la biotecnologia (Tan y col., 2014; Kumar 2015).
Recientemente, se ha empleado con éxito una nueva y eficiente herramienta de mutacion nombrada
como Plasma atmosférico a temperatura ambiente (ARTP por sus siglas en inglés: Atmospheric room
temperature plasma) para producir cambios significativos en las actividades enzimaticas, la
productividad bioguimica y el metabolismo sin dafios letales (Xu y col., 2012, Wang y col., 2014). En
comparacion con los métodos convencionales de mutacion, la mutagénesis de ARTP muestra algunas
ventajas, tales como los bajos costos, temperaturas plasméticas bajas y controlables, diversas especies
quimicas activas con una mutacion rapida de alta densidad, flexible y segura (Zhang y col., 2014, 2015,
Jiang y col., 2017).

Teniendo en cuenta estos antecedentes se utilizé el método de ARTP a Rhodosporidium toruloides con
vistas a generar mutantes con una fuerte tolerancia a los compuestos toxicos liberados en los
hidrolizados acidos lignocelulésicos del bagazo de cafia, y asi obtener una fuente de lipidos



Determinacion de la relacion letal inducida por el método de ARTP

La relacion letal bien controlada es fundamental para la mutacion y seleccion de los mutantes (Jiang y
col., 2017). La relacion letal de R. toruloides en los diferentes tiempos de tratamiento se muestra en la
Figura 3. La letalidad se incrementé con el aumento de las descarga con plasma del cultivo de
R.toruloides. Se alcanz6 un 71,2, 92,0 y 96,6% de letalidad cuando el tiempo de exposicién fue de
90,120 y 140 segundos respectivamente. Cuando las células fueron expuestas a mayor tiempo de
tratamiento ninguna colonia sobrevivio. Se considerd que el 90% de relacion letal era adecuado para la
seleccion de los mutantes, por lo que todas las colonias que crecieron después de 90s fueron
seleccionadas como mutantes generados mediante la mutagénesis por ARTP (Qi y col., 2014, Kitahara
y col., 2014).
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Figura 3. Relacion entre las condiciones de tratamiento por ARTP y la letalidad de las colonias de
Rhodosporidium .toruloides. Las colonias se colectaron a las 24h de crecimiento en medio YPG. Las
condiciones del tratamiento fueron: potencia de RF: 150 W, relacidn del flujo del gas helio: 10 L/min,
Distancia entre las células de y la fuente de plasma: 2mm.

Seleccion de mutantes de R.toruloides por el método de ARTP

En la Figura 4 se muestran los 27 mutantes seleccionados, con una letalidad mayor del 90%.

Se seleccionaron 4 de los mutantes con 96% de letalidad que crecieron en la placa agar-HB 100%
durante 72 horas y que demostraron su tolerancia a este medio durante 5 subcultivos consecutivos (M7,
M3, M2y M6).

Hidrolizado de bagazo (%)

Tiempo tratamiento (s) 50 75 100
120 M31 M12 M4
120 M35 M23 M9
120 M24 M20 M10
120 M28 M16 MI11
120 M34 M26 M13
140 M36 M17 M2
140 M30 M25 M3
140 33 MI19 M6

140 M32 M21 M7




Figura 4: Colonias de Rhodosporidium toruloides mutadas por el método de ARTP, colectadas en
medio compuesto por hidrolizado de bagazo

Estos resultados estan en concordancia con diversos autores donde se demuestra que una relacion letal
entre un 90% y 99% favorece la generacion de mutantes (Zhang y col., 2014).

Efecto de los inhibidores sobre el crecimiento de los mutantes de Rhodosporidium toruloides

Se evalu6 el efecto de la presencia de los inhibidores predominantes en los hidrolizados de bagazo
(vainillina, furfural y acido acético) en el el crecimiento celular de los mutantes seleccionados. Se
ensayaron las concentraciones inhibitorias de cada uno de estos compuestos con vistas a determinar el
comportamiento de los mutantes con respecto a la cepa salvaje en esas condiciones.

El crecimiento de los mutantes M2, M3, M6 y M7 con respecto al crecimiento de la cepa salvaje se
muestran en la Figura 16.

En la figura 5A se puede observar que no existen diferencias significativas en el crecimiento entre los
mutantes y la cepa salvaje en el medio control. Sin embargo, en los medios con vainillina, dcido acético
y furfural, todos los mutantes tuvieron una menor fase de adaptacion que la cepa salvaje, resultado que
coincide con lo informado por otros autores (Ma y Liu, 2010, Liu, 2006, Liu y col., 2004 , Liu, 2011) y
evidenciando una mayor capacidad para el crecimiento en presencia de estos inhibidores. En todas las
condiciones de cultivo los mutantes M2 y M6 mostraron un crecimiento mayor con relacion a M3 y M7

En presencia de vainillina y furfural, el mutante M3 present6 una fase de adaptacion mayor que el resto
de los mutantes hasta la hora 50, mientras que los otros mutantes su fase de adaptacion estuvo entre las
24 y las 30h de los cultivos. El mutante M7 en el medio con furfural presentd una fase de adaptacion
hasta las 50h mientras que la fase de adaptacion de los mutantes M6 y M2 termind a las 36h de cultivo.

Los mutantes M2, M6 y M7 en el medio con 1,25 g.L"! de vainillinay 10 g.L!' de 4cido acético iniciaron
la fase exponencial desde las 36h y 24h de cultivo, respectivamente. Sin embargo, Kurosawa y
colaboradores (2015) informaron que R. opacus cepa MITXM-61 en presencia de 1,0 g.L! de vainillina
y 5,0 g.L! de 4cido acético, o sea a concentraciones menores a las utilizadas en este trabajo, presentd
una fase de adaptacion hasta las 48h, por lo que los mutantes M2 y M6 mostraron una mayor capacidad
para el crecimiento que esta cepa.

Todos los mutantes mostraron una tolerancia al furfural, 4cido acético y vainillina, sin embargo, estos
tres compuestos no estan relacionados estructuralmente indicando que los genes que podrian codificar
la eliminacion de estas sustancias toxicas en las células de levadura fueron mutados en cada una de
estas cepas. Cada mutante mostr6 diferencias en la tolerancia a estos compuestos por lo que esto sugiere
que las mutaciones sean en genes diferentes.
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Figura 5. Efecto de la concentracién de inhibidores sobre el crecimiento de la cepa salvaje y los
mutantes (M2, M3, M6, M7) de Rhodosporidium toruloides. Las células fueron cultivadas en medio
YPG con laadicién de inhibidores: A: Medio Control B: 10g.L-1 Acido Acético, C: 1.5g.L* de Furfural,
D: 1.25g.L* Vainillina. La fermentacion realizada a incubados a 30°C y 150 r.min*

Evaluacién de mutantes en hidrolizado de bagazo de cafia de aztcar (HB)

Se evaluo6 el crecimiento de los mutantes M2, M3, M6, M7 y la cepa salvaje en un medio liquido
compuesto por el HB a una concentracion inicial de carbono de 55g.L' (Acépite 3.1). El perfil de
crecimiento de la cepa salvaje y los mutantes se muestra en la Figura 6. En el medio con el HB los
mutantes presentaron un crecimiento superior al de la cepa salvaje. La fase de adaptacion de los
mutantes fue de 24 horas de cultivo, excepto el mutante M3, que tuvo una fase de adaptacion de 48
horas, sin embargo su velocidad de crecimiento fue similar y sin diferencias significativas a la velocidad
de crecimiento de los mutantes M2 y M6 (Tabla 4). El mutante M7 presentd una velocidad de
crecimiento menor que el resto de los mutantes, pero superior a la velocidad de crecimiento de la cepa
salvaje. La concentracion de biomasa maxima se obtuvo a las 120 horas de cultivo. Las mayores
concentraciones de biomasa y de consumo de los sustratos fueron obtenidas con los mutantes M2 y M6,
mientras que la cepa salvaje presentd un pobre crecimiento.
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Figura 6. Perfil de crecimiento de Rhodosporodium toruloides: cepa salvaje y mutantes (M2, M3, M6
y M7) en medio de cultivo a partir de hidrolizado de bagazo. La fermentacion se realiz6 en Erlenmeyer
invaginado de 500ml a 30 °C, 150 r.min-1 durante 168h.

Tabla 4. Concentracién de biomasa, parametros cinéticos (velocidad de crecimiento (p) y rendimiento
de la produccién de biomasa con respecto al sustrato (Yxss) y consumo de carbono del cultivo de
Rhodosporodium toruloides cepa L/24-26-1 y los mutantes cultivados en el medio compuesto por el
hidrolizado de bagazo, a um pH inicial de 6.0, incubados a 30 °C y 150 r.min"! durante 168 horas.

Biomasa B Yxis Consumo de carbono
Cepas 0
(gL (") (zg (gL
M2 10,62+ 034"  0036+0,004°  025+0,011° 42,24+ 1.8°
M3 8,78 + 0.66° 0,035+ 0,006* 0,26+ 0,009? 33,74 +0.1°
M6 9,95 £0,61? 0,032+ 0,003 0,21+ 0,007° 46,34 £ 1.4°
M7 7,96 £0,58° 0,023+ 0,004° 0,24+ 0,010? 32,61+ 0.6°
Cepa Salvaje 1,84 +0.39¢ 0,019+ 0,002¢ 0,17+ 0,009°¢ 10.54+1.2¢

Estos resultados concuerdan con estudios publicados en los ultimos afios. Por ejemplo, Yu y
colaboradores (2011) encontraron que R. toruloides cepa ATCC 10788 crecié en un medio compuesto
por un hidrolizado de trigo detoxificado alcanzando un concentracion de biomasa de 9,9 g.L!, pero esta
cepa no fue capaz de crecer en el mismo medio sin la detoxificacion del hidrolizado. Sin embargo,
Yarrowia lipolytica cepa Polg crecié en medio compuesto por un hidrolizado de bagazo conteniendo
13,51 g.L* de xilosa y 3,93 g.L* de glucosa sin detoxificar, alcanzando un concentracion de biomasa
de 11,42 g.L ! (Tsigie y col., 2011).

Evaluacién del consumo de sustrato

Para una mejor comprension del metabolismo de los mutantes se evalud el consumo de de la glucosa,
xilosa y el acido acético en el tiempo (Figura 7). La glucosa y el acido acético se consumieron
simultdneamente a partir de las 24h de cultivo, excepto en el mutante M3 donde el consumo comenzé
a las 48h a menor velocidad con respecto al resto de los mutantes. La xilosa se consumid después de
agotada la glucosa en el medio entre las 48h y las 72h de cultivo. La arabinosa no fue consumida, lo
cual indica que la levadura no puede asimilar facilmente este monosacarido.

Los mutantes M2 y M6 a las 48h de cultivo consumieron el 100% de glucosa, el 58% y el 48% de acido
acético y solo el 94 y 96% de xilosa, respectivamente. La xilosa, fue metabolizada en todos los mutantes
a una misma velocidad de consumo de 0,27 + 0, 01g.L2.h" a las 48h de cultivo, excepto M3 que fue de
0,20+0,01g.Lth™
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Figura 7. Perfil de Consumo de substrato por la cepa salvaje y los mutantes de Rhodosporodium
toruloides en hidrolizado de bagazo. La fermentacion se realizé en Erlenmeyer invaginado de 500ml a
30 °C, 150 r.min"' durante 168h. La concentracion inicial de fuente de carbono residual fue de 55g.L"!
que incluye glucosa, xilosa, arabinosa y acido acético. A: Cepa salvaje, B: M2, C: M3, D: M6y E: M7.

Evaluacion de la produccién de lipidos

El contenido lipidico, el rendimiento lipidico y la productividad lipidica de la cepa salvaje y los
mutantes se muestra en la Tabla 4. Todos los mutantes produjeron lipidos de manera significativa con

relacion a la cepa salvaje, en la cual no se pudo cuantificar lipidos por el escaso crecimiento en este
medio.

Las cepas mutadas acumularon entre 3,49 y 4.03 g.L™ de lipidos cuando fueron cultivadas en 55 g.L*
de medio con HB. De los cuatro mutantes seleccionados, M2 y M6 fueron los que tuvieron mayor
productividad lipidica.

El contenido de lipidos acumulados en los mutantes es semejante a los descrito por varios autores en

especies de Rhodosporidium en medios con hidrolizados lignoceluldsicos (Yen y Chang, 2015, Liuy
col., 2015,).

Tabla 5: Contenido de lipidos, concentracion de lipidos, y rendimiento de la produccion de lipidos con
respecto al sustrato (Yxss) y productividad de lipidos de Rhodosporodium toruloides cepa L124-26-1y
los mutantes cultivados en el medio compuesto por el hidrolizado de bagazo, a um pH inicial de 6.0,
incubados a 30 °C y 150 r.min"' durante 168 horas.



Cepas Contenido lipidos Lipidos Y L/S Productividad

(% plp) (9L (9.9%) (g.L.h™)

M2 37,70+ 3,372 4,03+ 0.42 0,10 0,026

M3 32,90+ 2,05° 3,51+ 0.21° 0,09° 0,017°

M6 39,90+ 2.872 3,50+ 0.16° 0,09° 0,024?

M7 35,10+ 1.03° 3,49+ 0.09° 0,09° 0,017°
Cepa Salvaje N.D N.D N.D N.D

Como resultado de este estudio se obtuvieron tres mutantes de R. toruloides mostraron tolerancia al
hidrolizado de bagazo. Los mutantes M2 y M6 mostraron una alta tolerancia al 4cido acético 10 g.L™*,
lavainillina 1,25 g.L y el furfural 1.5g. L™ y alcanzaron una concentracién de biomasa y un contenido
de lipidos mayores en 5y 10 veces, respectivamente en el medio con hidrolizado de bagazo.

Determinacion de carotenos
La medicidn del contenido de carotenoides se realiz6 segln el protocolo de Taskin y col. (2011) con

ciertas modificaciones. La concentracion de carotenoides totales se obtuvo aplicando la siguiente
formula:

Augs XD XV
E X peso seco(g)

carotenoides totales (ug.g~ )

Donde:

D - Relacion de dilucion de la muestra

V - Volumen de disolvente de extraccion (mL)

E - Coeficiente de extincién de carotenoides totales (0,16)
W - Peso seco de la levadura (g)

La evaluacion de la produccion de carotenoides de la cepa seleccionada (mutante M6) se realiz6 en
medio compuesto por miel de cafia, miel de cafia hidrolizada, sacarosa, vinaza y glicerol, hidrolizado
de bagazo. Los resultados obtenidos se compararon con los valores reportes de la literatura en medios
similares.

La actividad antioxidante de los pigmentos carotenoides

se realiz6 mediante-ensayo de eliminacion de radicales
reportados en la literatura ( Melendez y col., 2014; Martinez-
Avilay col ., 2012):

-DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazy)
-ABTS+ 2,2 '-azinobis (3-ethyl benzothiazoline-6-sulfonic acid)
-FRAP (Reduccién del hierro Fe3*)
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Los resultados de los tres métodos mostraron que todas
las muestras presntaban actividad antioxidante aunque la
sensibilidad de los método no fue similar (Figura 3)

Una vez definidas las mejores condiciones de produccion de biomasa, se determiné el contenido de
carotenoides mediante HPLC mediante el protocolo descrito por Hernandez-Almanza y col. (2014). Se
identificaron los carotenoides: torularhodina, 3-caroteno y licopeno en todas las muestras analizadas.
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Figura 8: Cromatograma obtenido para la identificaion de carotenos

Como resultado de la evaluacién de carotenos se pudo determinar que la cepa seleccionada cultivada
en las condiciones de fermentacion apropiadas para la acumulacion de lipidos es capaz de producir
carotenos a niveles similares a los reportados en la literatura por otras cepas del género Rhodosporidium

y Rhodotorula

Tabla 6: Concentracién de carotenoides en las muestras de biomasa al final de la fermentacion

Sustrato Sistema carotenoides
totales(ug/qg)
Miel Frascos 169,9
Miel hidrolizada Frascos 238,5
Hidrolizado de Frascos 252,3
bagazo
Vinaza + glicerol Frascos 205,7




Resultado planificado 3:

Optimizacién de las condiciones de fermentacién para producir el méximo valor de biomasa y
lipidos

Efecto del pH inicial

Considerando que las vinazas cubanas tienen un pH éacido, generalmente en un intervalo entre 4,0y 4,4,
y que el intervalo de pH éptimo para el crecimiento de las levaduras se encuentra entre 3,0 y 6,0, se
realizd la evaluacion del efecto del pH inicial en el crecimiento y la acumulacion de lipidos de R.
toruloides cepa L/24-26-1 en el intervalo de 4,0 a 6,0, empleando un medio limitado de nitrégeno (C/N
= 250).

La velocidad especifica de crecimiento méaxima y el contenido de lipidos se incrementaron
significativamente con el aumento del pH inicial a partir de 5,0. Al emplear pH inicial 6,0 se alcanz6
un incremento de estos parametros de 35,8 y 24,11 % respectivamente, respecto al pH inicial 4,0. La
mayor productividad se alcanzé a pH inicial 6,0 con 0,033 + 0,001 gL*h. La Tabla 7 muestra un
resumen de los resultados.

Tabla 7: Concentracion de biomasa, velocidad especifica de crecimiento maxima, contenido de lipidos
y productividad de R. toruloides cepa L/24-26-1 cultivada en un intervalo de pH de 4,0 — 6,0 empleando
glicerol y urea en medio limitado (C/N 250).

pH Biomasa I} Lipidos Lipidos Productividad
(gL™) () (% p/p) (gL™) (gL*h)

4,0 12,32+0,16% 0,106+0,004*  25,3+1,3% 3,12+0,001*  0,022+0,001%

4,5 12,61+0,16% 0,111+0,001*  25,6+1,5% 3,23+0,001*  0,023+0,001%

5,0 13,08+0,15% 0,127+0,002°  26,1+2,2% 3,42+0,002*  0,023+0,001%

55 14,500,112 0,132+0,002°  29,4+1,8° 4,26+0,001°  0,030+0,001°

6,0 14,80+0,20? 0,144+0,003°  31,4+1,7° 4,65+0,002°  0,033+0,001°

Letras diferentes en una misma columna de la tabla indican que existen diferencias significativas segin

la Prueba de Tukey (p < 0,05). Se muestran los valores promedio de 3 réplicas = DE.

Evaluacion de la fuente de nitrégeno

El efecto de la fuente de nitrégeno en el nivel de lipidos totales y en el perfil de AG se ha analizado por
varios autores, obteniéndose diferentes resultados dependiendo de la especie de levadura (Husain y
Hardin, 1952, Ramirez y col., 2017, Mukhtar y col., 2018, Awad y col., 2019, Chen y col., 2021). El



comportamiento de la acumulacién de lipidos varia cuando se utilizan fuentes de nitrégeno organicas o
inorganicas (Enshaeieh y col., 2012, Dias y col., 2021, Enshaeieh y col., 2013, Evans y Ratledge, 1984),
en dependencia de la cepa en particular.

En los informes de la literatura aparece la evaluacion de diversas fuentes de nitrégeno y se sefiala el
sulfato de amonio como la fuente mas empleada para estimular la acumulacion de lipidos (Papanikolaou
y Aggelis, 2002, Zhang y col., 2011).

En la se muestran los resultados obtenidos de concentracién de biomasa, contenido de lipidos y
productividad determinados en cada condicion.

Figura 9: Efecto de la fuente de nitrégeno en presencia de glicerol purificado y glicerol industrial, 50
gL El ensayo se realizé en erlenmeyers invaginados de 1 L a 30 °C, 150 min™! durante 24 h.
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No se produjeron diferencias significativas en el crecimiento celular al comparar el empleo de urea y
sulfato de amonio en el glicerol purificado ni el industrial. Sin embargo, se obtuvo un incremento
significativo del contenido de lipidos cuando se sustituy6 el sulfato de amonio por la urea tanto con el
glicerol purificado como el industrial, alcanzando valores superiores en 46,9 y 13,6 %, respectivamente.
Este comportamiento es similar al obtenido por otros autores con la cepa R. toruloides CBS 14 en
diferentes fuentes de nitrdgeno como cloruro de amonio y L-glutamato, donde alcanzaron 18 y 51 %,
respectivamente (Evans y Ratledge, 1983).

Como resultado de los incrementos del contenido de lipidos, la productividad alcanzada al sustituir el
sulfato por la urea fue superior en un 63 % empleando el glicerol purificado y 21 % con el industrial.
Los mejores resultados de este ensayo se obtuvieron empleando glicerol industrial y urea, alcanzando
valores de 7,9 + 0,4 gL' de biomasa, 51,8 + 1,6 % de lipidos y productividad 0,034 + 0,0005 gL*h™.

Kuntzler y colaboradores (2013) y Spier y colaboradores (2015) obtuvieron contenidos similares de
lipidos empleando levaduras R. mucilaginosa (55,1 %) y Lipomyces lipofer (L. lipofer) NRRL Y-11555
(57,8 %), cultivadas en glicerol industrial. Por otro lado, los resultados de Xu y colaboradores (2012)
fueron superiores (70 %) al cultivar la levadura genéticamente modificada R. toruloides AS2.1389 en
un fermentador de 5L.



Varios grupos de investigadores han demostrado que el uso de nitrégeno organico e inorganico tiene
diferentes efectos sobre el crecimiento celular y la acumulacion de lipidos (Li y col., 2017, Zhang y
col., 2011). Segun estos estudios, el nitrogeno organico mejora tanto el crecimiento celular como la
acumulacién de lipidos mientras que el nitrdgeno inorganico es méas beneficioso para la acumulacion
de lipidos. Sin embargo, otros grupos plantean que las levaduras producen concentraciones de lipidos
mayores cuando crecen en presencia de fuentes de nitrdgeno organicas respecto a las inorganicas
(Passoth y Sandgren, 2019, Li y col., 2010). Este hecho puede deberse a que las fuentes organicas de
nitrégeno también contienen vitaminas y aminoéacidos que pueden apoyar el crecimiento y la
produccién de lipidos de las levaduras.

El efecto de la concentracion de nitrégeno es un factor critico en la acumulacion de lipidos y define
junto con la concentracion de carbono, el efecto de la relacion molar carbono/nitrégeno (C/N). Se
realizd un estudio donde se emplearon diferentes concentraciones de sulfato de amonio y una
concentracion de glicerol de 50 gL, las cuales equivalen a valores de C/N de 50, 100, 150, 200, 250,
300y 400.

En las condiciones evaluadas se observé que en el intervalo de C/N 50 — 400, la concentracion de
biomasa y el rendimiento biomasa/sustrato se mantuvieron constantes en un valor promedio de 13,47 +
0,8 gLty 25,88 + 1,6 gg, respectivamente. Sin embargo, el contenido de lipidos alcanzé valores
méaximos en el intervalo de 250 a 400 (39,3 + 2,5 %) y la productividad en el intervalo de 200 a 300
(0,033 + 0,004 gL"th), por lo que se selecciond la relacion molar C/N 250 para continuar los estudios
posteriores. Estos resultados sugieren que, bajo las condiciones evaluadas (50 > C/N > 400), el
metabolismo de R. toruloides, cepa L/24-26-1, esta dirigido hacia la biosintesis de lipidos y no a la
proliferacion celular. La Figura 10 muestra el comportamiento de los principales pardmetros de
crecimiento y produccién obtenidos.
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Figura 10: Concentracion celular, contenido de lipidos, rendimiento biomasa/sustrato y productividad
de R. toruloides cepa L/24-26-1 con el incremento de la relacion molar C/N. Cada punto representa la
media de la concentracion de biomasa, del rendimento biomasa/sustrato, del contenido de lipidos y de
la productividad = D.E de tres muestras de un experimento representativo de tres corridas realizadas (*
p<0.05, prueba de Fisher).

Determinada la C/N donde se alcanz6 la mayor productividad (C/N 250), se determinaron los valores
de concentracion de biomasa celular, contenido de lipidos y productividad que alcanza la cepa L/24-
26-1 en el intervalo de 20 — 120 gLt de glicerol en esta condicion.



Los resultados mostraron que la concentracion de biomasa aumenté hasta emplear glicerol 40 gLy a
continuacién se mantuvo constante (11,1 + 0,4 gL%), el contenido de lipidos aumenté hasta la condicién
con 80 gL™ (48,1 + 1,3%) (no se obtuvieron resultados que difieran de forma significativa a partir de
60 gL 1) y la productividad de lipidos tuvo un comportamiento parabdlico donde los valores superiores
se obtuvieron en el intervalo de 60 — 80 gL* de glicerol (0,033 + 0,002 gL th?).
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Figura 11: Concentracidn celular, contenido de lipidos, rendimiento biomasa/sustrato y productividad
de R. toruloides cepa L/24-26-1 empleando concentraciones de glicerol de 20 — 120 gLy relacion
molar C/N 250. Cada punto representa la media de la concentracion de biomasa, del rendimento
biomasa/substrato, del contenido de lipidos y de la productividad + la DE de tres muestras de un
experimento representativo de tres corridas realizadas (p<0.05, prueba de Fisher).

Efecto de la composicidn de las vinazas

Para evaluar el efecto de la composicion de las vinazas se emplearon las vinasas Ay vinazas B,
previamente caracterizadas.

Varios autores han observado inhibicion del crecimiento celular de las levaduras cuando han sido
cultivadas en vinazas de destilerias de etanol (Soares y col., 2017, Ling y col., 2016, Ling y col., 2013,
Oteroy col., 2007). Aunque el efecto de la dilucién en la vinaza A se evidencia en los valores alcanzados
de concentracion de biomasa en las dos condiciones evaluadas, no se observo una etapa de latencia o
adaptacion al inicio del cultivo, lo cual demuestra que no se produce inhibicién del crecimiento en esta
vinaza.

El comportamiento cinético de la cepa L/24-26-1 en la vinaza B sin diluir mostré una fase de latencia
de 24 horas aproximadamente y a continuacién comenzd un crecimiento exponencial lento con una
velocidad especifica maxima de 0,034 h. La dilucion de esta vinaza, factor 2 (DQO = 35 000 mgL™?)
permitié que la fase de adaptacion se redujera aproximadamente a dos horas y que la poblacién
aumentara su velocidad especifica de crecimiento de manera significativa hasta 0,143 h. Es posible



que en la vinaza B estén presentes otros compuestos a una concentracion toxica que produzcan la
inhibicién y que no fueron identificados en este estudio, como el &cido levulinico y el p-benzaldehido.

Se ha informado que la DQO inicial de la vinaza es el factor que tiene el mayor efecto en el crecimiento
y la acumulacion de lipidos, en comparacién con otros parametros como tamafio del indculo, la
temperatura y el tiempo de cultivo. De forma general, los investigadores plantean que las vinazas deben
ser diluidas hasta alcanzar una carga organica por debajo de 25 000 mgL™* debido a la presencia de
compuestos inhibidores del crecimiento como el furfural y el HMF (Lima y col., 2017, Zhao y col.,
2012).

Tabla 8: Biomasa, velocidad especifica méxima y remocién de DQO con la cepa L/24-26-1 en vinazas
A'y B diluidas (factor 2) y sin diluir (factor 1)

Factor t (h) X (gL Mmax (W) Remocion DQO (%)
Vinaza A
1 74 14,5+ 0,04 0,116 + 0,015 70,5+ 1,33
2 51 9,40+ 0,16 0,116 + 0,021 55,3+0,45
Vinaza B
1 96 11,5+0,51 0,034 + 0,006 68,6 + 0,52
2 24 13,9+0,41 0,143 + 0,022 71,3+0,76

Los resultados obtenidos con la vinaza A sin diluir y la vinaza B diluida (factor 2) con carga organica
superior a los 35 000 mgL* contradicen el planteamiento anterior ya que en estas condiciones no se
produjo inhibicion. Este resultado sugiere que la variable o elemento determinante para que ocurra la
inhibicién del crecimiento celular en las vinazas no es la concentracién de carga organica, sino la
composicién en cuanto a la presencia y concentracion de compuestos tdxicos que inciden en la
inhibicién del crecimiento de la levadura en particular.

Varios estudios han informado sobre el efecto de los acidos organicos en las levaduras y han establecido
algunos valores de concentracion de compuestos considerados como alarmas del proceso industrial que
indican la presencia de problemas en el desempefio metabdlico de las levaduras y conllevan a una
disminucion de los rendimientos. La mayoria de los eventos inhibitorios en los microorganismos se
deben a la presencia simultanea de dos 0 mas compuestos toxicos. La tolerancia a los mismos y el efecto
sinérgico que desarrollen depende de cada cepa en particular. Segun los informes de varios grupos de
investigadores la presencia de diferentes compuestos toxicos puede, inhibir o estimular, tanto el
crecimiento como la acumulacion de lipidos (Hu y col., 2009, Zhao y col., 2012, Xavier y col., 2017).

Efecto de la temperatura

La evaluacion del efecto de la temperatura se realizé en un intervalo de 25 a 35 °C teniendo en cuenta
que varios autores han informado que, independientemente de las condiciones de operacion y de la
relacion C/N, el crecimiento de las levaduras oleaginosas es extremadamente lento por encima de 35
°Cy que el intervalo éptimo para la produccion de lipidos esta entre 25y 35 °C (Sargeanta y col., 2014).
La Figura 12 muestra el comportamiento de la biomasa, el contenido de lipidos y la productividad en
este intervalo empleando un medio compuesto por vinaza B diluida (factor 2).



Los resultados del ensayo demuestran que la maxima concentracion de biomasa se alcanzé a 25 °C
(26,6 £ 0,7 gL™%), sin embargo, el contenido de lipidos no vari6 de forma significativa en el intervalo de
temperatura evaluado, manteniéndose en un valor de 20,02 + 0,38 %, por lo que la mayor productividad
de lipidos se obtuvo a 25 °C (0,027 + 0,001 gL*h™). Estos resultados son similares a los informados

por Want y colaboradores (2017), en un estudio realizado con Rhodosporidium sp. cepa TIJUWZ4 en
un intervalo temperatura de 20 a 35 °C.
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Figura 12: Concentracion celular, contenido de lipidos y productividad de R. toruloides cepa L/24-26-
1 en el intervalo de 25 - 35°C, empleando vinaza B (factor 2) suplementada con glicerol 50 gL* a pH
6, 150 min?. Cada punto representa la media de la concentracion de biomasa, del rendimento
biomasa/substrato, del contenido de lipidos y de la productividad + la DE de tres muestras de un
experimento representativo de tres corridas realizadas (p<0.05, Prueba multiple de Dunn).

La acumulacion de lipidos en microorganismos oleaginosos estd asociada a la limitacion de algun
nutriente y a altas concentraciones de az(cares, siendo en la mayoria de los casos la limitacién de
nitrogeno. Después que se agota el nitrogeno del medio, la division celular se detiene y cesa la sintesis

de &cidos nucleicos y proteinas, aun asi, la sintesis y acumulacién de lipidos continda (Chen y col.,
2021).

La mayor sintesis de grasas en muchas levaduras se alcanza cuando el medio de cultivo tiene un
contenido de nitrégeno de 50-70 % por debajo del valor 6ptimo. En un amplio estudio realizado por
Sitepu y colaboradores (2014a), se observo que el agotamiento de nitrégeno promueve una mayor
acumulacion de lipidos en levaduras oleaginosas, obteniendo un mayor contenido de lipidos en 35 de
las 37 especies de levaduras evaluadas.

En la produccién de lipidos con microorganismos oleaginosos a través de cultivos por lote se utiliza
una alta relacién molar C/N para dirigir el carbono excedente hacia la acumulacion de lipidos después
de alcanzarse la condicion de limitacion de nitrdgeno. Mientras el nitrégeno no sea limitante, el cultivo
se mantendra en fase exponencial y la biomasa continuaré creciendo. Cuando el nitrégeno se agota, el
crecimiento se detiene considerablemente y comienza la fase de acumulacion de lipidos.

La concentracion de lipidos acumulados depende de la concentracion de biomasa alcanzada durante la
fase de crecimiento, la cual depende de la concentracion inicial de carbono afiadido (Beopoulos y col.,
2008), pero a su vez altas concentraciones de carbono pueden inhibir el crecimiento al inicio, por ello
los cultivos por lote no son factibles en la escala industrial (Li, 2007).



Los cultivos de alta densidad ofrecen ventajas para alcanzar costos beneficiosos de los bioprocesos a
escala industrial. Se han realizado algunos ensayos que han logrado resultados satisfactorios en la
produccion de lipidos empleando cultivos de alta densidad, como cultivos continuos, incrementados y
cultivos enriquecidos con oxigeno (Li y col., 2010, Liang y col., 2010, Amaretti y col., 2010,
Papanikolaou y col., 2007, Zhao y col. 2010, Poontawee y Limtong, 2020).

En el proyecto se realizaron tres estrategias de cultivo incrementado para la produccion de lipidos con
el objetivo de incrmentar la productividad del proceso:

» Estrategia I: Incrementos con pulsos de glicerol industrial para ajustar una concentracion de 50
gL1en el fermentador.

» Estrategia Il: Incrementos con pulsos de la solucién de vinaza B diluida (factor 10) y el glicerol
industrial ajustando a 60 gL™.

» Estrategia Ill: Incremento mediante flujo continuo de una solucién de vinaza B diluida (factor
3) y glicerol industrial 500 gL

En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos en las estrategias evaluadas demostrandose que en
la tercera estrategia se logra obtener los valores mas altos de productividad de lipidos

Tabla 9: Resumen de los parametros de produccién de las estrategias de cultivo incrementado | —I1l a
las 240 hs.
Modo MSG . Prod Biomasa
Suplemento 1 Lipidos (%) 441
(gL ) (gL h) (9)
Glic 50 gL'l Pulsos 132,3+7,7  34,3+25 0,19+0,02  330,8+7,7

Glic50gL +Vin1:10  Pulsos 1436462 288+35 0174008  402,1#2,9

Glic 500 gL + Vin 1:3 Ec')‘r‘fs‘;ame 1360419 52,5:7,5  0,30:0,04 523,6+2,4

Al comparar la productividad de las tres estrategias a las 240 h se observa que se alcanzé el mayor valor
empleando la estrategia 111 con 1,6 + 0,1 veces, respecto a las estrategias | y Il. EI contenido de lipidos
respecto a las estrategias | y Il fue superior en 1,5 y 1,8 veces, respectivamente. Las estrategias
evaluadas confirman que el modo incrementado es adecuado para desplazar el metabolismo celular
hacia la acumulacion de lipidos y prevenir la inhibicion por sustrato que puede ocurrir en el modo
discontinuo. Mediante el modo incrementado con flujo constante fue posible alcanzar incrementos
significativos en cuanto a la produccién de biomasa, la acumulacion de lipidos y la productividad.

Aunque en la literatura aparecen numerosos estudios empleando cultivos incrementados para la
produccion de lipidos a partir de levaduras oleaginosas, en la mayoria de estos el sustrato utilizado es
la glucosa (Liy col., 2006, Zhu y col., 2008, Prashant y col., 2019). Yamauchi y colaboradores (1983),
alcanzaron altas densidades celulares de L. starkeyi con una concentracion de biomasa de 153 gL y 53
% de contenido de lipidos. Meester y colaboradores (1996) cultivaron Candida curvatus empleando
cultivos incrementados con glicerol y obtuvieron concentraciones de biomasa de 118 gL y 25 % de
lipidos con una productividad de 0,59 gL*h?. Li y colaboradores (2007), alcanzaron concentraciones
de biomasa, de lipidos y una productividad de 106,5 gL, 67,5 % y 0,54 gL *h! respectivamente con la
cepa R. toruloides Y4 empleando sistemas incrementados con glucosa. Wiebe y colaboradores (2012)



lograron alrededor del 75 % de lipidos mediante pulsos y alimentacion constante de glucosa en cultivos
de R. toruloides CBS14.

En los estudios realizados por Zhou y colaboradores (2013), con R. toruloides cepa Y2 empleando
vinazas de destilerias se logro incrementar el contenido de lipidos de 39,5 a 53,8 % mediante la adicion
de glucosa a un flujo de 1,2 gL*d%. Aunque las méaximas concentraciones de biomasa obtenidas en las
tres estrategias aplicadas en este estudio fueron superiores a la obtenida por Li y colaboradores (2007)
empleando R. toruloides Y4 con glucosa (106,5 gL); solo en la estrategia I11 se logré una acumulacion
de lipidos proxima a la alcanzada por estos investigadores (67,5 %). Sin embargo, la productividad en
este estudio fue considerablemente inferior respecto a estos casos, lo cual es razonable si se considera
que la velocidad especifica de crecimiento en presencia de glucosa es superior a la alcanzada en
presencia de la mezcla vinaza/glicerol industrial.

Es necesario destacar que los resultados similares respecto al contenido de lipidos que se han obtenido
en otros sistemas por lote e incrementado por otros investigadores (Tchakoutcu y col., 2017, Signori y
col., 2016) son alcanzados por cepas manipuladas genéticamente (DSM 4444 y AS2.1389).

Al comparar los resultados previos obtenidos en cultivos incrementados de cepas del género
Rhodosporidium sp., y de levaduras oleaginosas manipuladas genéticamente, para la acumulacion de
lipidos empleando glucosa, glicerol purificado e industrial o vinazas de destilerias, se puede afirmar
que el empleo de mezclas de vinazas de destilerias de etanol y glicerol industrial permite alcanzar
resultados similares o superiores cuando se emplean individualmente (Li y col., 2007, Liang y col.,
2010, Saenge y col., 2011, Wiebe y col., 2012, Zhou y col., 2013, Raymondi y col., 2014, Signori y
col., 2016, Hoarau y col., 2018, Kitcha y Cheirsilp, 2014, Schneider y col., 2013, Bommareddy y col.,
2015, Tchakouteu y col., 2017).

Resultado planificado 4:

Optimizacion de proceso de pretratamiento del bagazo para obtener la maxima conversion

El principal impedimento tecnoldgico para la utilizacion de la biomasa vegetal es, en general, la
ausencia de una tecnologia de bajo costo dirigida a la recalcitrancia de la lignocelulosa. Se han
desarrollado diversos métodos que mejoran la hidrdlisis de la lignocelulosa, como los pretratamientos
fisicogquimicos y bioldgicos. La finalidad del pretratamiento es remover la lignina, hidrolizar la
hemicelulosa a azucares fermentables, y reducir la cristalinidad de la celulosa para liberar la glucosa.
Se han desarrollado diversos métodos de pretratamiento que pueden ser fisicos, quimicos fisico-
quimicos y bioldgicos. Los pretratamientos fisicos incluyen la ruptura mecanica, molienda, microonda,
ultrasonido, pir6lisis y el campo eléctrico pulsado. Dentro de los métodos quimicos se encuentran los
tratamientos con &cidos diluidos, alcali suave, ozondlisis, con solventes organicos acuosos y con
liquidos i6nicos. Los pretratamientos biolégico son llevados a cabo por microorganismos, como los
hongos de la podredumbre pardos y blancos, que degradan la lignina y la hemicelulosa y en menor
medida a la celulosa.

La etapa del pretratamiento presenta el mayor desafio técnico debido a la complejidad estructural de la
fraccion lignocelulosica y del fuerte obstaculo de los inhibidores y subproductos que pueden ser
generados durante esta etapa. Sin embargo, a través de un control adecuado de la temperatura y el pH,
la formacion de productos inhibidores puede ser minimizado.

La hidrdlisis &cida es uno de los métodos de pretratamiento méas eficaces para despolimerizar la
hemicelulosa en monémeros de azlcares y aumentar la accesibilidad de las enzimas celulasas para
degradar la celulosa (36). Se han desarrollado dos tipos de pretratamientos con acido los de alta
temperatura (por encima de 180 ° C) y corta duracién (1-5 minutos) y baja temperatura (<120 ° C) y
larga duracion (30-90 min). En algunos casos, el paso de hidrélisis enzimética es eliminado ya que el



acido hidroliza la biomasa en azlcares fermentables.Se han utilizado diferentes acidos para el
pretratamiento de una gran variedad de biomasa.

El &cido mas utilizado comercialmente es el &cido sulfurico diluido (H.SO4), que ha sido empleado para
tratar residuos de maiz (37), abeto (38), alamo (8) y el bagazo de cafia de azucar (39), entre otros.

Este método permite la alta recuperacion de los aztcares hemicelulésicos, con un menor consumo de
acido y una menor emision de contaminantes al medio ambiente 40 - 42).NSin embargo esta etapa
puede ser la mas costosa por su consumo energético y en catalizadores y es la que esta sujeta a una
mayor investigacion (16, 36, 42 — 45)

El uso de acidos concentrados resulta menos atractivopara la obtencién de azlcares, debido a la
formacion de compuestos inhibidores de los microorganismos utilizados en los procesos de
fermentacion. Ademas, ocurren problemas de corrosionen los equipos, dificil recuperacion del acido y
alto costode mantenimiento operacional, lo que hace que el métodosea de poco interés a escala
comercial (36).

Con la hidrélisis acida diluida se consume menos cantidad de acido comparado con la hidrolisis con
acido concentrado. Se solubiliza la hemicelulosa, facilitando la conversion del sustrato en azlcares
fermentables. Sin embargo, dependiendo de la temperatura del proceso, se pueden generar algunos
compuestos de degradacion delos azlcares, furfural e hidroximetilfurfural, y de la lignina, los cuales
afectan el metabolismo de los microorganismos utilizados en la etapa de fermentacion (36,. Para evitar
la degradacion de los azlcares aaltas temperaturas, asi como la formacién de inhibidores, la hidrolisis
se puede llevar a cabo en dos etapas. Una primera etapa para convertir la hemicelulosa en sus
monodmeros constituyentes, a temperaturas relativamente bajas (100-160°C). Una segunda etapa en la
cual se hidroliza el solido restante, transformando a la celulosa en glucosa, bajo condiciones mas
severas, a temperaturas mas elevadas, entre 200-240°C (43, 46 — 48).

Estudios previos reportan que en la primera etapa se obtiene un rendimiento de azlcares, pentosas y
hexosas de la hemicelulosa, entre 80 y 95% de los azlcares disponibles, mientras que en la segunda
etapa el rendimiento de la hidrélisis de la celulosa es bajo, entre 40 y60% (49 — 52). Estos bajos
rendimientos no son un problema ya que hay que considerar la alta disposicion, el bajo costo de los
materiales lignocelul6sicos (desechos)y la posibilidad de utilizar estos materiales residuales en la
produccién de energia. Sin embargo, las condiciones de la hidrélisis en cada etapa deben ser estudiadas
dependiendo del material a utilizar, ya que la complejidad estructural y composicion depende deltipo
de residuo o desechos que se esté utilizando.

El objetivo de este estudio fue optimizar las condiciones del proceso de pretratamiento del bagazo de
cafia mediante hidrdlisis &cida en cuanto a qué acido a utilizar (sulfurico o fosforico), su concentracion
y la temperatura de operacién, con vistas a obtener el mayor rendimiento de azucares fermentables y la
menor formaciéon de subproductos que puedan inhibir el crecimiento de los microorganismos
empleados en la fermentacion de levaduras para la produccion de etanol y aceites microbianos.

El bagazo de cafia de azlcar se caracterizd determinando el contenido de humedad y de cenizas
siguiendo el procedimiento descrito en PNO-B-En-08 Determinacion de Cenizas. Se determiné también
el contenido de celulosa mediante el método Cross y Bevan por modificacién del reactivo usado en el
método Tappi. siguiendo el procedimiento descrito en PNO-B-En-07. El contenido de azlcares
reductores de las muestras de hidrolizado provenientes de las dos etapas se determiné mediante la
técnica de Eynon-Lanesegin el PNO-B-Ge-01 del ICIDCA. De forma general el esquema de
tratamiento se representa en la Figura 14.

Para la cuantificacion de los acidos organicos se empled la técnica de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Se utiliz6 un cromatografo liquido de alta resolucién (Knauer, Berlin, Alemania),



integrado por una bomba K 1001, un desgasificador de 4 canales, un organizador del solvente K 1500
y un detector de arreglo de diodos K 2800. Se emple6 un inyector Rheodyne con un lazo de 20 pl.

Las muestras se inyectaron de manera directa 'y se filtraron por filtros de jeringuilla de 0,45 pumy se
analizaron por duplicado. Para el analisis se utiliz6 una columna Hypersil ODS (250 x 4,0 mm di., Sum;
Supelco, EE.UU) y como fase movil agua acidulada a pH 2,5 con &cido fosférico al 85% a un flujo de
0,5 mL/min. El volumen de inyeccidon fue de 20 pL y la deteccion UV se realiz6 a 210 nm. El tiempo
total del analisis fue de 60 min. Para la adquisicion y el procesamiento de los datos cromatogréficos se
utilizo el programa Clarity version 4.0.1.700 (DataApex).

Erlenmeyer, 1L

Bagazo, 20 g 5

Acido diluido

Autoclave

Filtracion al vacio

|

Hidrolizado Biomasatratada

Figura 14: Esquema de tratamiento del bagazo mediante hidrélisis &cida diluida

El bagazo utilizado tuvo las siguientes caracteristicas:

Humedad: 13,15 %
Celulosa: 59,63%
Brix: 1,2

Pol: 0,1

Cenizas: 6,38 %

Analisis del efecto de la concentracion de acido sulfirico y de la temperatura

Los resultados obtenidos del disefio experimental empleado para la evaluacién de la concentracion de
acido sulfurico y de la temperatura en la produccion de ART y &cido acético en la etapa | aparecen en
la Tabla 10.

El valor mas alto obtenido de ART se obtuvo empleando 5 % del acido y 140 °C (37,6 g/L). Mediante
el analisis estadistico de los resultados obtenidos se obtuvo que tanto la temperatura como la
concentracion del cido sulfurico son significativos en la formacion de azucares. La produccion de ART
aumenta con el incremento de la temperatura considerablemente, sin embargo el efecto de la
concentracion del acido sulfarico es inapreciable en el rango evaluado, por lo que es mas acertado
trabajar a 140 °C y 1 % de &cido sulfarico, considerando los costos del proceso y la corrosion del
equipamiento en largos periodos de tiempo.



Tabla 10: Concentracion de azucares reductores y acido acético obtenidas en las variantes de
tratamiento evaluadas para cada uno de los 4cidos.

ETAPA 1
Conc (%) Temp (°C) ART (g/L) Ac. Acético (g/L)
H2SO4 1 120 26,4 5,24 +0,54
1 140 29,6 4,78 +0,12
5 120 9,6 449+11
5 140 37,6 4,07 £0,22
H3PO4 1 120 10,4 2,72 +0,15
1 140 18,8 2,82+0,2
5 120 27,2 357+1,0
5 140 26,0 3,59+£0,7

A medida que aumento la concentracién de acido sulfirico y la temperatura es mayor la concentracién
de &cido acético, lo cual es indeseado. Sin, embargo, en todos los casos el valor de concentracién de
acido aceético es inferior a5 g/L. En el caso de la propagacion de la cepa Rhodosporidium toruloides, la
cual es objeto de estudio en nuestro proyecto en particular, hemos determinado que el efecto del acido
acético no inhibe significativamente su crecimiento hasta valores superiores a 5 g/L, sin embargo su
efecto sinérgico con los otros subproductos formados como el furfural, el hidroximetilfurfural y la
vainillina si pueden inhibir su crecimiento y formacion de lipidos en mas de un 25%.
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Figura 11: Superficie de respuesta estimada evaluando el efecto de la concentracién de &cido sulfarico

y de la temperatura en la formacién de acido acético
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Figura 12: Superficie de respuesta estimada evaluando el efecto de la concentracion de acido sulfirico

y de la temperatura en la produccién de ART.

Las figura 11 y 12 mostraron la superficie de respuesta estimada a partir de las ecuaciones obtenidas
por el programa Statgraphic Centurium. La seleccion de la temperatura de operacion dependera del
estudio de factibilidad econdmica del proceso de forma tal de considerar qué elemento es mas costoso:
incrementar la temperatura de trabajo a 140 °C incrementando tanto la formacién de ART y la
concentracion de subproductos tdxicos o trabajar a 120 °C y bajar la produccidn tanto de ART como
de inhibidores.

Las ecuaciones que describen la formacion del &cido acético y los azucares son:
Ac. Acético (g/L) = 4,52 - 0,113 * Conc H.SO4 — 0,311 Temp

ART (g/L) = 25,73 1- 2,05 * Conc H,SO4+ 7,85 * Temp + 6,2 * ConcH,SO,*Temp

Analisis del efecto de la concentracién de acido fosforico y la temperatura

Al utilizar el acido fosforico, la concentracion del &cido resulto ser un pardametro significativo mientras
que la temperatura no es significativa. Los valores mas altos de ART se obtuvieron con una
concentracion de 5 %, sin embargo no se encontraron diferencias significativas para los resultados
obtenidos a 120 y 140 °C a esta concentracion, lo cual no sucedi6 a 1% o sea, a concentraciones de 1%
si se obtuvieron diferencias significativas de los ART (Tabla 1). A mayor concentracion de fosférico se
produce mayor &cido acético al igual que al incrementar la temperatura. La temperatura no es un
parametro significativo a ninguna de las concentraciones evaluadas de fosférico.

Las ecuaciones que describen la formacion del 4cido acético y los azucares son:
Ac. Acético (g/L) = 3,132 + 0,417 * Conc H2SO4

ART (g/L) = 20,49 + 5,99 * Conc H,SO4 + 21,17 * Temp — 2,13 * Conc H,SOs* Temp
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Figura 13: Superficie de respuesta estimada evaluando el efecto de la concentracion de acido fosférico

y de la temperatura en la formacién de 4cido acético
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Figura 14: Superficie de respuesta estimada evaluando el efecto de la concentracion de &cido fosférico
y de la temperatura en la formacién de ART

Analisis de la Etapa Il empleando &cido sulfarico a 120 °C.

Los resultados obtenidos a partir de la hidrdlisis acida diluida con H,SO4 1% del bagazo tratado en la
Etapa | aparecen en la Tabla 11.

De acuerdo a los resultados obtenidos se obtuvo una mayor concentracion de ART al utilizar el bagazo
tratado en la primera etapa con la menor concentracion de ambos &cidos, o sea al 1%. Las
concentraciones obtenidas de &cido acético fueron superiores en estas condiciones (1%), pero ningin
valor excedi6 los 3 g/L, por lo que no se consideran concentraciones inhibitorias del crecimiento, a
estos valores el acido acético generalmente es utilizado como sustrato en el metabolismo de las
levaduras.

Tabla 11: Concentracion de azucares reductores y &cido acético obtenidas en las variantes de

tratamiento evaluadas para cada uno de los &cidos.



ETAPA 2

Conc (%) Temp (°C) ART (g/L) Ac. Acético (g/L)
H2S04 1 120 12,4 1,56
1 120 16,0 1,28
5 120 3,82 0,964
5 120 4,0 0,77
H3PO4 1 120 18,8 2,46
1 120 12,8 1,78
5 120 9,6 1,49
5 120 15,6 1,18

Al comparar los resultados obtenidos para acido sulfarico y fosférico en este estudio preliminar se
recomienda utilizar el &cido sulfarico diluido al 1 % y 140 °C en la Etapa I, considerando aspectos
econémicos como menor volumen de &cido. En el caso de la Etapa Il se recomienda utilizando 120 °C
es posible emplear cualquiera de los dos acidos al 1% en dependencia de su disponibilidad y precio en
el mercado.

Los resultados de este informe forman parte de un estudio més extenso de optimizacion de las
condiciones de operacién de la etapa de pretratamiento del bagazo de cafia para su empleo como sustrato
en la fermentaciones de alcohol o de aceites, en el cual serdn evaluados también el tiempo de tratamiento
como factor muy importante en los resultados obtenidos en cada etapa. Este estudio es solo parcial, atin
faltan por evaluar otros parametros como el tiempo de tratamiento en la ETAPA 1y el empleo del &cido
sulfarico al 5% en la ETAPA 11 al igual que el uso del &cido fosférico a ambas concentraciones (1y 5
%)

Resultado planificado 5:

Determinacion del incremento del valor nutricional de las levaduras en las nuevas condiciones
evaluadas

La suplementacidn de levaduras en la alimentacion de los animales es una de las vias alternativas para
alcanzar el mejoramiento del contenido nutricional de los mismos. Las levaduras constituyen una fuente
de proteinas y aminoacidos y ademas aportan vitaminas del complejo B. En el caso de los humanos se
hace necesaria la administracion externa de estos compuestos mediante la adicion directa de los &cidos
grasos en cuestion o mediante el uso de alimentos enriquecidos con estos compuestos como pueden ser
la carne, el huevo, entre otros.

La caracterizacion de la biomasa obtenida en los ensayos en fermentadores empleando medios
compuestos por vinaza y glicerol en el sistema incrementado continuo mostré un contenido maximo
promedio de lipidos en el intervalo entre 45 - 50%, una concentracion de nitrogeno promedio resulto
29,5 % y una concentracion de carotenos de 205 ug/g al final del cultivo.

En la Figura 13 se observa el perfil de la composicidn de metil-ésteres presentes en los aceites extraidos
de la levadura de trabajo en medios compuestos por vinazay glicerol puro e industrial. En ambos medios
se obtuvo un porciento de metil-ésteres C16-C18 superior al 85 %, predominando los acidos oleico
(C18:1), palmitico (C16:0), estearico (C18:0), linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3).
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Figura 13: Composicion de los metilésteres de los aceites extraidos de la cepa R. toruloides L/24-26-1
en las mezclas de vinaza diluida (factor 2) y glicerol purificado e industrial. Cada barra representa la
media de cada grupo de tratamiento + D.E de tres muestras de un experimento de tres corridas realizadas
(p<0.05, Prueba de Turkey).

El empleo de glicerol industrial produjo un incremento de los &cidos palmitico y linoleico en 22,3 y
48,8 %, respectivamente y a su vez una reduccion del &cido estearico y del oleico en un 21,5y 12,5 %,
respectivamente. Estos resultados difieren de los obtenidos por Signori y colaboradores (2016) donde
no se detectaron cambios significativos en la composicion de los metil-ésteres cuando se cultivaron las
cepas R. toruloides (DSM 4444), C. curvatus (DSM 70022) y L. starkeyi (DSM70295) utilizando
glicerol y glicerol industrial como Unicos sustratos.

De forma general, aunque el contenido de lipidos y el rendimiento pueden variar entre diversas
proporciones de vinaza y glicerol purificado o industrial, se demostrd que los perfiles de AG en las
condiciones evaluadas suelen ser similares a los encontrados por otros autores en otras especies de
levaduras oleaginosas (Diaz -Fernandez y col., 2017, Ching y col., 2018, Jiru y col., 2018, Diemy col.,
2019).

Pudo concluirse que el empleo de mezclas de vinaza y glicerol industrial no modifica significativamente
la calidad de los aceites microbianos por lo que pueden emplearse tanto en la industria alimentaria asi
como materia prima para la produccion de biodiesel.

La produccion de carotenos como suplemento alimenticio proviene fundamentalmente de fuentes
quimicas. En el mercado existen suplementos alimenticios variados con concentracion similar a la de
los vegetales como las zanahorias, los tomates y otros, asi como algas. El precio de cada envase oscila
entre 30 y 50 ddlares.

Esta composicion resulta atractiva desde el punto de vista nutricional para la produccién de suplementos
nutricionales que serian incorporados en la dieta de animales como aves de corral y camarones, puede
estimarse en el orden de la harina de soya oscilando entre 400 - 500 ddlares/ton.

Presentacion de resultados en eventos y en revistas cientificas

Los resultados obtenidos durante el proyecto fueron utilizados en la presentacién de tema de tesis
doctoral en la Universidad Tecnoldgica de la Habana de la aspirante MSc.Evelyn Faife Pérez.



Fue posible su divulgacién mediante la presentacion de ponencias en eventos internacionales como:

v

v

DIVERSIFICACION 2019: Produccion de aceites microbianos en cultivos fed-batch a partir
de vinazas y glicerol

BIOAGRO 2022: Produccion de Rhodosporidium toruloides a partir residuales de la
agroindustria azucarera como alternativa para la produccion de alimento animal y biodiesel
por una agricultura sostenible

DIVERSIFICACION 2022: Valoracion economica de la produccion de biodiesel a partir de
levaduras en vinazas y glicerol industrial

1*" Symposium CIDEM 2022: Evaluacion de la produccidn de carotenos por via biotecnoldgica
a partir de derivados de la cafia de azucar

Se realizaron las siguientes publicaciones:

Produccion de aceites microbianos en cultivos fed batch a partir de vinazas y glicerol. Congreso
Internacional Diversificacion 2019, ISBN: 978-959-7165-59-0

Produccion de carotenoides a partir de Rhodotorula: una revision, ICIDCA de los Derivados de la
Cafia de Azucar, Vol. 55 No. 1 enero — abril, 2021

En estos momentos estan en proceso dos publicaciones cientificas en diferentes fases de preparacion
para entrega a revistas de impacto.

CONCLUSIONES

>

Se seleccion6 una levadura nativa oleaginosa aislada de mieles y fue identificada como
Rhodosporidium toruloides.

Se generaron 4 mutantes de la levadura Rhodosporidium toruloides de trabajo por método de
mutagénesis dirigida capaces de crecer en medios compuestos por hidrolizado de bagazo

La mayor produccion de SCO, se obtuvo empleando un medio compuesto por vinaza y glicerol
industrial en el intervalo 60 - 80 gLy una relacién molar C/N = 250 empleando urea como
fuente de nitrégeno.

Los pardmetros de operacion para alcanzar la méxima acumulacion de lipidos en cepa L/24-26-
1 son: temperatura 25 °C, pH 6,0 y concentracion de indculo 15 %.

La composicion de acidos grasos obtenidos de los SCO a partir de Rhodosporidium toruloides
cepa L/24-26-1 en los medios compuestos por vinaza y glicerol industrial comprende el



intervalo de los aceites vegetales empleados en la industria alimentaria y en la produccién de
biodiesel.

» Se seleccion6 una estrategia de fermentacion para la produccidn de aceites microbianos basada
en un sistema incrementado con flujo constante 0,01 Lh? empleando como sustratos glicerol
industrial 500 gL y vinaza a partir del consumo del 95 % del glicerol presente en el medio
inicial, la cual permite alcanzar niveles mas altos de productividad de lipidos de 0,32 gL*h.

INFORME ADMINISTRATIVO CONTABLE

Resumen de la situacion financiera.

El proyecto recibié un presupuesto de 27 000 USD, se han ejecutado hasta 20776,75 USD, siendo
posible realizar las misiones concebidas el proyecto y realizar la mayor parte de las tareas
experimentales previstas, ejecutandose solo un 76,91 % (20776,75 USD) del presupuesto debido
fundamentalmente al atraso en la recontrataciéon de insumos de cémputo planificados por su necesidad
para el funcionamiento de los equipos de cromatografia del ICIDCA, producto fundamentalmente a la
situacion de la pandemia COVID-19 durante estos afios.

Por tal motivo se realizé la solicitud de una extension del proyecto de 3 meses. El presupuesto pendiente

se empleara en la compra de estos insumos para concluir una tarea pendiente de la actividad 5 del
proyecto y la actividad final de cierre del proyecto.

Tabla 1: Desgloce del financiamiento por actividad

EJECUCION POR ANOS
Actividad 2020 2021 2022 Cierre
1- Administracion - 3550,3 | 365,21 | 3915,51
2- Caracterizacion de muestras 4029,9 | 1351,22 | 1141,66 | 6522,78
3- Seleccidn, identificacion de cepas 1641,92 - - 1641,92
4-Seleccidn y evaluacion del proceso de pretratam - - - -
5-Optimizacidn de las condiciones de fermentacion - - 8696,54 | 8696,54
Total 5671,82 | 4901,52 | 10203,41 | 20776,75
Tabla 2: Desglose del financiamiento por acapite
Descripcion 2020 2021 2022 Total
Gastos de viaje 4029,9 - 9838,2 13868,1
Inversiones 1641,92 4901,52 - 6543,44




Gestion y ] i 365,21 365,21
capacitacion
Total 5671,82 4901,52 10203,41 20776,75
Firma Directora proyecto: Nombre: Evelyn Faife Pérez
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