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Resumen

Resumen

La produccion de biodiésel esta creciendo sostenidamente a nivel mundial, siendo
varios los beneficios de este combustible, incluyendo un menor efecto adverso al
medioambiente, la utilizacién de materias primas renovables y por lo tanto una
reduccidn en la dependencia de los combustibles fosiles. El biodiésel se genera por
esterificacion de acidos grasos provenientes de triglicéridos de diferentes origenes con
alcoholes de cadena corta. Los triglicéridos mas utilizados como materia prima para
este combustible son de origen vegetal. Sin embargo, los altos costos de obtencion de
los aceites vegetales y la competencia con el sector alimentario han impulsado la
exploracion de materias primas alternativas como los triglicéridos acumulados
intracelularmente por levaduras oleaginosas. Dichas levaduras son capaces de
acumular en su citoplasma triglicéridos en niveles superiores al 20% de su biomasa

seca, con una composicion de acidos grasos similar a la de los cultivos oleaginosos.

Actualmente la producciéon de biodiésel a partir de microorganismos no esta
considerada econdmicamente viable. En el caso de las levaduras, se podria lograr un
proceso econémicamente competitivo mediante el uso de medios de cultivo de bajo
costo basados en subproductos industriales y la implementaciéon de procesos de

downstream rentables.

En esta tesis se aislaron, identificaron y caracterizaron 58 levaduras antarticas y se
exploré su capacidad de acumular triglicéridos intracelulares. Se identificaron 21
cepas como potenciales oleaginosas, describiéndose 2 especies, Candida glaebosa y
Leucosporidiella fragaria, no caracterizadas previamente como oleaginosas. La
levadura C. glaebosa 12D fue la que tuvo mayor capacidad de acumulacion de lipidos
intracelulares, y su perfil de acidos grasos result6 adecuado para su uso como materia
prima para biodiésel. Se estudié el crecimiento y laacumulacion de lipidos de dos cepas
delevadura, C. glaebosa 12D y Rhodotorula graminis S1/2R (seleccionada en un trabajo
anterior) a nivel de matraz y fermentador en medios a base de vinaza (subproducto de
la produccion de etanol) suplementados con melaza (subproducto de la industria

azucarera) o con glicerina cruda (subproducto de la produccion de biodiésel),



Resumen

respectivamente. En ambos casos se obtuvieron buenos rendimientos y una
composicion de lipidos a partir de los cuales se podria obtener biodiésel de buena

calidad.

Para la obtencién de biodiésel a partir de los triglicéridos intracelulares de las
levaduras, se realizaron estudios de transesterificacion directa sobre la biomasa
microbiana, lograndose definir las condiciones dptimas para alcanzar un rendimiento
maximo en el menor tiempo de reaccion. Utilizando una relaciéon de metanol a biomasa
de 60: 1, 0.4 M de H2S04 e incubando a 702C durante 3 h, a partir de la biomasa seca de
las levaduras, se obtuvo un rendimiento 23% mayor que el obtenido con el método en
dos pasos, en el que se extrajeron primero los acidos grasos de la levadura y luego se
esterifican con metanol. La composiciéon de la mezcla de ésteres metilicos de acidos
grasos obtenida a partir de lipidos por transesterificaciéon directa cumplié con los

estandares uruguayos para el biodiésel.

En suma, en esta tesis se determinaron condiciones de cultivo para la maxima
acumulacion de lipidos para las levaduras C. glaebosa 12D y R. graminis S1/2R
utilizando vinaza, melaza y glicerina cruda y se optimizé un método que permite la
obtencion de biodiésel directamente de la biomasa. Estos resultados contribuyen al

desarrollo de la produccion de biodiésel.
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Situacion Estratégica

En la ultimas décadas, ha existido un continuo crecimiento de la demanda mundial de
energia y de la consiguiente contaminacion ambiental (Hosseinzadeh-Bandbatha et al.
2018). Debido al aumento de la poblacién y la modernizacidon, se prevé para el afio
2050 un aumento del 57% en el consumo de energia global (Hajjari et al. 2017) y del
100% de las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) relacionadas con el
consumo energético, segun la Agencia Internacional de Energia (AIE). Hoy en dia, casi
el 80% de la energia total utilizada en el mundo es provista por combustibles fésiles

(Hajjari et al. 2017).

Las fuentes de petréleo se estdn agotando y ademas, su utilizacién tiene un impacto
ambiental negativo (Gebremariam & Marchetti 2018; Hosseinzadeh-Bandbafha et al.
2018). Por lo tanto, satisfacer la creciente demanda energética con este recurso se esta
volviendo insostenible econdémica, social y ambientalmente. Por lo cual los
biocombustibles, obtenidos a partir de fuentes renovables, pueden contribuir en parte

a solucionar el problema ambiental.

El uso de biocombustibles tiene como ventajas la reduccion en la emision neta de GEI
y la disminucién en la contaminacién (Hajjari et al. 2017; Gebremariam & Marchetti
2018). En las ultimas dos décadas, han habido incentivos en las politicas para la
utilizacién de biocombustibles en el sector transporte (Hosseinzadeh-Bandbatha et al.
2018; IRENA 2019), identificado como el segundo sector de mayor demanda energética

y el de mayor producciéon de GEI (Mahmudul et al. 2017).

Los biocombustibles biodiésel y bioetanol, se obtienen en su gran mayoria a partir de
granos y semillas que también son de uso alimentario. Esto ha cambiado el mercado de
alimentos y el uso de las tierras destinadas a su produccion. Ha habido un avance de la
deforestacion para destinar mas tierras a la produccién agricola, ya sea para uso
alimentario o energético, provocando también un impacto ambiental no deseado.
Debido a este proceso, las reglamentaciones tanto mundiales como nacionales han ido

cambiando para contemplar estos aspectos (Murdock et al. 2019).
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A fines, de 2018 mas de 70 paises poseian legislaciones que preveian la mezcla de
biocombustibles (Murdock et al. 2019). La Unién Europea (UE) en su Directiva sobre
Energias Renovables 2020-2030, aprobada en diciembre de 2018, establece como
objetivo que el 14% de la energia destinada al transporte provenga de fuentes
renovables para el afio 2030, y como maximo solo el 7% podrd provenir de

biocombustibles basados en materias primas que puedan usarse como alimento.

Uruguay ha presentado histéricamente una fuerte dependencia en términos
energéticos de fuentes no renovables (Lado 2017). Si bien en los ultimos afos en
nuestro pais se ha llevado adelante una politica expresa para diversificar la matriz
energética e incorporar fuentes renovables, el abastecimiento de energia en Uruguay
ha sido histéricamente dependiente del petrdleo y de la energia hidroeléctrica (Bertoni
et al. 2010). Al igual que a nivel mundial, en nuestro pais los sectores que presentan
una mayor participacion del consumo final de energia son el industrial y el transporte,
segun el Balance Energético Nacional 2018 presentado por el Ministerio de Industria
Energia y Mineria (MIEM) en noviembre del 2019. Siendo el transporte el sector que
en los ultimos 30 afios ha consumido la mayor proporcién de derivados del petréleo,
representando el 69% del consumo final de los derivados del petréleo durante el 2018
(Balance Energético Nacional 2018 (MIEM)). Para mitigar la vulnerabilidad de este
sector en términos de dependencia de combustibles fésiles, se propuso el reemplazo
de una porcién de la demanda nacional de gasolina y diésel, por combustibles
renovables como el bioetanol y el biodiésel (Hajjari et al. 2017; Lado 2017). Fue asi que
a partir noviembre de 2007 entra en vigor la ley 18.195 referente a los
agrocombustibles, la cual tiene por objeto: “el fomento y la regulacién de la produccion,
la comercializacién y la utilizacion de agrocombustibles (Alcohol carburante y
Biodiésel)” (Ley N2 18.195). A su vez, en dicha Ley se establecen las cuotas de
incorporacion de los biocombustibles a los combustibles fésiles. Para el bioetanol se
establece una mezcla de hasta un 5% con naftas y para el biodiésel se fija una
proporcidn de 5%, con un limite maximo de 7% (establecido por la Unidad Reguladora
de Servicios de Energia y Agua (URSEA)). La produccién de estos biocombustibles se
encuentra en manos de la empresa Alcoholes del Uruguay (ALUR) y llega al usuario

final principalmente a través de la mezcla con combustibles fésiles realizada por
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ANCAP, Unica institucion habilitada a realizar dicha tarea. Pero fue recién a partir del
afio 2010 que se comenzd a contabilizar la produccion y el consumo de
biocombustibles en el Balance Energético Nacional, llegando a representar 2% del

consumo final energético en el afio 2018.

En la actualidad, el biodiésel en Uruguay se produce principalmente a partir de
materias primas alimentarias de producciéon agropecuaria nacional. Las materias
primas utilizadas para la produccién del biodiésel nacional son principalmente aceite
de soja (53%), aceite de canola (15%), sebo vacuno (30%) y aceite usado de fritura
(2%) (de la Rua et al. 2017). Desde la implementacion de la Ley de Agrocombustibles
ha habido un aumento en la produccién nacional y mezcla de biodiésel (figura 1),
siendo el 2015 el afio en donde el porcentaje promedio de mezcla con gasoil fue
maximo. El biodiésel uruguayo se destaca por su alto nivel de calidad y por tener un
alto grado de regulacion en lo relativo a su produccién (cumplimiento de la norma

UNIT 1100:2014).

7,0E+04 7%
6,0E+04 /o~ 6%

5,0E+04 / - 5%
E 40804 / - 49

3,0E+04 / - 3%
2,0E+04 - - 2%
1,0E+04 I: - 1%
0,0E+00 - - 0%

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
biodiesel producido === biodiesel mezclado
= porcentaje de mezcla

%

Figura 1: Produccidén de biodiésel en Uruguay periodo 2010-2018. Balance Energético Nacional (BEN)

2018, presentado por la Direccién Nacional de Energia del Ministerio de Industria, Energia y Mineria.

La Norma 1100:2014 establece que el contenido de ésteres debe ser mayor a 96.5%;
del éster de acido linolénico menor a 12%; y el contenido de ésteres poli-insaturados

(mas de 4 dobles enlaces) debe ser menor a 1%. Esta norma exige otros requisitos que
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se han identificado como los principales parametros de calidad del biodiésel como el
indice de cetano (CN), el valor de yodo (IV), la estabilidad de oxidacién (OS) y la
propiedad de taponamiento del filtro frio (CFPP). Estas propiedades se ven muy
afectadas por el grado de insaturacién y saturacién. En consecuencia, la composiciéon
de la acidos grasos de la materia prima influye en gran medida en la calidad del

biodiésel (Ramos et al. 2009).

Biodiésel

El biodiésel es una mezcla de ésteres monoalquilicos de acidos grasos de cadena larga
(Hajjari et al. 2017). Dentro de las ventajas que presenta se destacan, mayor eficiencia
de combustion, menor contenido de azufre, menor produccién de monoéxido de
carbono, humo, particulas e hidrocarburos, posee mayor nimero de cetano, mayor
biodegradabilidad, mayor punto de inflamacién y lubricidad inherente, y tiene mas
oxigeno libre que el diésel derivado del petrdleo (Knothe 2008; Demirbas 2009; Hasan
& Rahman 2017; Hosseinzadeh-Bandbafha et al. 2018). A pesar de estas diferencias, el
biodiésel y el diésel comparten propiedades de combustible similares, lo que es una
ventaja para su mezcla (Aghbashlo et al. 2018). Las mezclas por debajo de 20% son las
mas comunmente utilizadas, ya que no requieren ninguna modificacion en los motores
que sean utilizados (Hosseinzadeh-Bandbafha et al. 2018). El principal desafio
asociado al biodiésel como combustible es su elevado costo de produccion, en
comparacioén con el diésel convencional, por lo cual su utilizacion no ha alcanzado todo

su potencial (Anuar & Abdullah 2016; Gebremariam & Marchetti 2018).

El biodiésel se sintetiza a partir de triglicéridos mediante transesterificacién con
alcoholes de cadena corta como metanol o etanol. En esta reaccion se libera glicerol,
que representa el 10% del biodiésel producido (Ma & Hanna 1999; Bart et al. 2010).
Actualmente, el proceso mas utilizado para la sintesis de biodiésel es la catalisis
quimica homogénea, utilizando bases como NaOH o KOH, o acidos como H2S04 (Knothe
& Razon 2017), que se utilizan para mejorar la velocidad y el rendimiento de la reaccién
(Shields-Menard et al. 2018). Este método resulta eficiente, pero presenta varios

inconvenientes. La presencia de acidos grasos libres y de agua en el material de partida
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disminuyen el rendimiento de la reaccion (Van Gerpen 2005; Kumar Tiwari et al

2007), limitando las fuentes de triglicéridos utilizables a los aceites refinados.

La obtencion del aceite refinado a partir de semillas oleaginosas implica multiples
pasos, que van desde la produccién de cultivos, cosecha, limpieza y secado de semillas,
extracciéon de los triglicéridos mediante extrusiéon o extraccién con solventes,
desgomado y la refinacion del aceite extraido (Haas et al. 2006; Vivek et al. 2017). La
utilizaciéon de materiales de partida econémicos seria uno de los puntos clave para

aumentar la competitividad del biodiésel frente al diésel derivado del petroéleo.

Materias primas para biodiésel

La seleccion de la materia prima a utilizar depende de la disponibilidad y los aspectos
econdmicos de cada pais (Sakthivel et al. 2018). Convencionalmente, los
biocombustibles, incluido el biodiésel, se clasifican en 3 generaciones segin la materia
prima utilizada en su produccién. Estas generaciones incluyen biocombustibles
producidos a partir de, 1) materias primas agricolas comestibles, 2) biomasa no
destinada a la alimentacidén y residuos, 3) microorganismos oleaginosos (Sitepu et al.
2014). El biodiésel de primera generacion representa mas del 95% del total de la
produccion mundial (Hajjari et al. 2017). Este tipo de biodiésel utiliza aceites
comestibles derivados de soja, canola, palma etc. Aunque estas materias primas poseen
ventajas como la gran disponibilidad de cultivos oleaginosos y un proceso de
conversion relativamente simple (Sakthivel et al. 2018), compiten por la tierra y el
agua utilizada para la produccién de alimentos (Shields-Menard et al. 2018), pudiendo
conducir a un aumento en los precios de los alimentos (Sakthivel et al. 2018). Por estas
razones, se ha puesto foco en la busqueda de fuentes alternativas de materias primas,
dando origen a los biocombustibles de segunda generacion, o biocombustibles
avanzados. Las materias primas utilizadas en este caso pueden ser cultivos oleaginosos
no destinados al consumo, aceites usados de fritura, sebo vacuno u otros residuos
agricolas (Galafassi et al. 2012; Shields-Menard et al. 2018). La principal ventaja de
usar aceites no comestibles es que no afectan directamente la disponibilidad de
alimentos, sin embargo, compiten también por el uso de la tierra (Sakthivel et al. 2018).

El uso de residuos como el aceite usado de fritura y el sebo vacuno ha tenido cierto
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éxito para la produccidn de biodiésel, pero por tener un alto contenido de acidos grasos
libres (FFA), dan como resultado un biodiésel con alta viscosidad (Shields-Menard et al.
2018). A pesar de los logros, los biocombustibles de segunda generacién no son ain
suficientes para satisfacer la demanda global (Sitepu et al. 2014; Milano et al. 2016;
Ambat et al. 2018).

En el anhelo de superar los problemas socioeconémicos de los biocombustibles de
segunda generacion, se han explorado nuevas fuentes alternativas econ6micamente
viables, con buena productividad y facilmente disponibles (Sakthivel et al. 2018). Por
lo tanto, ha surgido particular interés en seleccionar materias primas para la
produccién de biocombustibles que sean independientes de la cadena de suministro
de alimentos (Arous et al. 2016). El biodiésel de "tercera generacion" esta en
desarrollo, y se basa en el uso de aceites que se producen a partir de células
individuales, o single cell oils (SCO). Estos son microorganismos que producen y
almacenan lipidos, pudiendo ser microalgas, bacterias, levaduras u hongos
filamentosos. Esta materia prima posee caracteristicas similares a los aceites vegetales
en cuanto a su perfil de triacilglicéridos (TAG) y poseen un ciclo de vida mds corto que
los cultivos oleaginosos convencionales. A su vez, la produccién de estos aceites
microbianos requiere menor mano de obra y un drea menor para su cultivo (Bhatia et
al. 2017; Shields-Menard et al. 2018). La materia prima estaria siempre disponible ya
que no dependen de las condiciones climaticas (Sakthivel et al. 2018). Aunque son una
alternativa muy interesante, aun restan algunos desafios como comprender su
metabolismo de manera completa (Qin et al. 2017; Diwan et al. 2018; Lazar et al. 2018)
y lograr que su produccion industrial sea rentable (Probst et al. 2016; Chen et al. 2017;

Vasconcelos et al. 2019).

Microorganismos oleaginosos

Los microorganismos son considerados oleaginosos si son capaces de acumular mas
del 20 por ciento de su biomasa como lipidos (Wynn & Ratledge 2005) bajo ciertas
condiciones de cultivo (Meng et al. 2009). Generalmente, los lipidos acumulados estan
bajo la forma de triacilgliceroles (TAG) y los mismos se almacenan intracelularmente

como reserva de carbono y energia (Alvarez & Steinbiichel 2002; Wynn & Ratledge
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2005). En general, la acumulacion de TAG ocurre después de la sintesis de fosfolipidos
durante la fase de crecimiento exponencial y cuando el crecimiento celular se ve
afectado durante la fase estacionaria por condiciones de exceso de carbono y limitacién
de algiin nutriente, en general nitrogeno (Shields-Menard et al. 2018). Este tipo de
aceite ofrece la ventaja de producir biodiésel con una calidad estable y reproducible,
ya que las condiciones de cultivo son controladas. (Fortman et al. 2008). Los
organismos eucariotas como las levaduras, hongos filamentosos y algas generalmente
producen triacilgliceroles de acidos grasos poliinsaturados similares a los aceites
vegetales, por lo cual son considerados las mejores alternativas para la produccion de

biodiésel dentro de los organismos oleaginosos (Shields-Menard et al. 2018).

Levaduras oleaginosas

Las levaduras oleaginosas son uno de los microorganismos oleaginosos mas
prometedores para la producciéon de aceites microbianos (Qin et al. 2017), ya que
algunas especies pueden acumular hasta 70% de lipidos en su biomasa y exhiben
varias ventajas para la produccién de lipidos sobre otros microorganismos oleaginosos
(Vasconcelos et al. 2019). Al compararse con las microalgas, el cultivo de levaduras es
mas facil de escalar ya que necesitan un drea menor para su cultivo, ademas son muy
eficientes para crecer a partir de residuos de la industria y el sector agricola (Ageitos
etal. 2011; Chebbi et al. 2019; Patel & Matsakas 2019).

En las ultimas décadas, debido a la creciente necesidad de encontrar fuentes
alternativas y sustentables de aceites para la sintesis de biodiésel, se ha impulsado la
investigacion en el area de levaduras oleaginosas (Vasconcelos et al. 2019).
Actualmente, de 1600 especies conocidas de levaduras, aproximadamente solo 90
especies han sido reportadas como oleaginosas. Un tercio de estas fueron reportadas a
partir del afio 2000 (Sitepu et al. 2014; Garay et al. 2016). Estos reportes incluyen
varias especies del phylum Basidiomycota, por ejemplo: Cryptococcus curvatus,
Rhodosporidium  fluviale, Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula glutinis 'y
Sporidiobolus ruineniae y del phylum Ascomycota, por ejemplo: Candida tropicalis,
Kodamaea ohmeri, Lipomyces starkeyi y Yarrowia lipolytica (Meesters et al. 1996;

Ratledge & Cohen 2008; Pan et al. 2009; Papanikolaou & Aggelis 2011; Sitepu et al
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2012; Kanti et al. 2013; Kitcha & Cheirsilp 2013; Castanha et al. 2014; Schulze et al.
2014; Chebbi et al. 2019).

La acumulacién de lipidos en las levaduras comienza cuando algin nutriente se agota,
en general nitrégeno, pero puede ser otro nutriente como el zinc, hierro, fésforo y
magnesio (Meesters et al. 1996; Fakas et al. 2008). La respuesta celular al agotamiento
de un nutriente clave es entrar en fase de acumulacion de lipidos. En esta etapa, el
exceso de carbono se convierte en lipidos de almacenamiento, pero si las células
regresan a una situacion en la que el nutriente esta disponible, las reservas de lipidos
pueden movilizarse hacia componentes celulares (Ratledge & Wynn 2002; Ratledge &
Cohen 2005; Daum et al. 2007). La produccién de lipidos en un medio con exceso de
carbono ocurre en 2 etapas y comienza durante la fase exponencial tardia y continda
durante la fase estacionaria (Miillner & Daum 2004; Raschke & Knorr 2009). En la
primera etapa se produce el crecimiento celular y esta etapa termina agotando el
nutriente limitante, excepto el carbono. Durante la segunda fase, el exceso en la
cantidad de carbono se transforma en reservas lipidicas (Madani et al. 2017). En estas
condiciones, las funciones celulares normales como la sintesis de acidos nucleicos,
proteinas, y eventualmente, el crecimiento celular cesa. Las especies oleaginosas
consumen cualquier fuente de carbono accesible y la metabolizan hacia la formacién
de lipidos. La acumulacién de lipidos puede ser a través de la sintesis de novo usando
sustratos como carbohidratos y glicerol, o la via ex novo con compuestos hidréfobos

que también sirven como sustratos (Diwan et al. 2018).

La acumulacion esta influenciada por diferentes condiciones de cultivo. Dentro de
estos parametros se encuentran la fuente de carbono, la fuente de nitrogeno, la relacion
C/N, la velocidad de agitacion, la temperatura, el tiempo de incubacion, el pH y algunos
otros factores como la concentracién de sales minerales (Madani et al. 2017). Una
relacion carbono/nitrégeno (C/N) alta promueve la sintesis de lipidos (Cho & Park
2018). Por ello, el tipo de fuente de carbono y nitrégeno, la concentraciones de estas,
asi como las condiciones de cultivo, pueden afectar el rendimiento de lipidos en

levaduras oleaginosas (Enshaeieh et al. 2013).
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La utilizacion de esta materia prima para la produccion de biodiésel se encuentra en
una etapa temprana de desarrollo y el producto obtenido es ain demasiado costoso
para competir con el diésel producido a partir de recursos fésiles o materia prima de
primera generacion (Shapaval et al. 2019). La utilizacién de sustratos baratos,
subproductos o desechos de otras cadenas productivas o industriales, junto con la
optimizacién de las condiciones de cultivo, acerca la produccién del material de interés
aun proceso de economia circular mas eficiente. Este enfoque permite atacar los costos
abaratando la materia prima y reducir el impacto ambiental utilizando desechos de

otras industrias, nuevamente afectando positivamente la economia.

Uso de subproductos en la produccion de
levaduras oleaginosas

Debido a que el costo de la materia prima determina la rentabilidad financiera de la
producciéon de biodiésel a partir de aceites microbianos, es indispensable utilizar
sustratos de bajo costo (Ageitos et al. 2011). Es asi que el uso de subproductos
agroindustriales surge como una opcién. En particular, ciertos subproductos
generados en la producciéon de biocombustibles nacionales (etanol y biodiésel)
muestran potencial para ser utilizados en procesos de produccién microbiana (Basanta

etal. 2007).

Durante la produccién de biodiésel, se genera glicerina cruda, como subproducto
inevitable, produciéndose 1 kg de glicerina cada 10 kg de biodiésel. La glicerina cruda
esta constituida por una mezcla de glicerol (65-85%, p/p), metanol y jabones (Liang et
al. 2010). Contiene ademas impurezas como, por ejemplo, sales organicas e
inorganicas, agua, colorantes vegetales, trazas de mono y diglicéridos (Hajek & Skopal
2010; Yang et al. 2012). El glicerol purificado tiene multiples aplicaciones en la
industria farmacéutica, alimenticia, o cosmética. Sin embargo, en la mayoria de los
casos se requiere un alto grado de pureza (entre 95.5% y 99%), lo cual se logra
mediante procesos de alto costo (Choi 2008). A diferencia de lo que ocurre en otros
subproductos, mediante un acondicionamiento poco costoso es posible utilizarlo como

fuente de carbono para el cultivo de levaduras oleaginosas.
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La otra cadena agroindustrial que puede aportar subproductos utilizables es la
produccion de bioetanol a partir de melaza de cafia de azucar. La cafia de azucar ha sido
ampliamente explorada por la industria biotecnoldgica debido a su abundancia y bajo
costo de produccién en regiones tropicales y sub tropicales (Bento et al. 2020). El
bioetanol se produce por la fermentacién de los azicares contenidos en la materia
organica de las plantas, principalmente se produce a partir de la melaza o blackstrap
que es un subproducto de la industria azucarera. Se trata de un jarabe liquido denso y
viscoso resultante de la cristalizacion final del azdcar, separado de la masa cocida final
y de la cual no es posible extraer mas sacarosa por métodos convencionales. Esta
melaza aun contiene wuna alta proporcion de azlcares fermentables,
(aproximadamente 60 % de sacarosa, glucosa y fructosa) (Otero-Rambla et al. 2009)
que la convierten en una buena fuente de carbono para la producciéon de etanol
(Jiménez et al. 2004; Basanta et al. 2007). Como subproducto de la producciéon de
etanol a partir de la melaza se obtiene un residuo denominado vinaza, la cual contiene
la materia soluble no volatil, remanente del proceso de fermentacion-destilacion
(Navarro et al. 2000). Aproximadamente se obtienen de 10 a 16 litros de vinaza, por
cada litro de etanol producido a partir de cafia de azucar, dependiendo de las
condiciones tecnoldgicas de la destileria (Christofoletti et al. 2013). La vinaza es una
suspension acuosa que contiene sélidos organicos y minerales, formada por 93.5% de
agua, 4.6% de materia organica y 1.9% de substancias minerales, principalmente
potasio (0.5%), nitrégeno (0.05%) y fosforo (0.01%) (Valeiro et al. 2017). Un destino
frecuente de la vinaza es la fertirrigacion de cultivos (Christofoletti et al. 2013; Filoso
et al. 2015; Rodrigues Reis & Hu 2017). Dadas las caracteristicas de la vinaza la
fertirrigacion tiene efectos negativos sobre el suelo y las aguas subterraneas a largo
plazo (Rocha et al. 2007). Se han identificado y ensayado algunos usos adecuados para
el manejo de la vinaza, como el reciclaje de la vinaza en la produccién de etanol (Fadel
et al. 2014; Yang et al. 2016), produccion de energia (Cortez et al. 1992; Walter et al.

2011) y produccién de alimentos para animales (Cortez et al. 1992).

A pesar de ser sustratos prometedores para la produccidn de levaduras oleaginosas, el
costo real de los subproductos, los costos asociados a su transporte y la continuidad en

el suministro son factores importantes a considerar, ya que determinan en gran
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medida la viabilidad econémica de su utilizacion. A su vez, su uso como sustratos en
bioprocesos generalmente, exige la suplementacién con algin tipo de nutriente
adicional, cuyo costo también debe ser considerado en el momento del disefio del

proceso.

Produccion de biodiésel a partir de levaduras
oleaginosas

Para el caso de la produccién de biodiésel a partir de aceites microbianos, se ha
propuesto un proceso similar al de las semillas oleaginosas. En primer lugar, realizar
la produccién de biomasa microbiana en condiciones que favorezcan la acumulacién
de lipidos intracelulares. Una vez cosechadas las células, se deben secar y mediante un
proceso de disrupcion celular, se liberan los lipidos intracelulares acumulados. Estos
lipidos son recuperados mediante una extraccion liquido-liquido utilizando solventes
organicos, como el hexano, heptano, o una mezcla de hexano-etanol o cloroformo-
metanol. Finalmente, los lipidos extraidos se transesterifican con metanol o etanol
como dador de alquilo y solvente. Esta reaccion es catalizada por un acido fuerte (HCI
0 H2S504) o una base fuerte (NaOH o KOH) (Thliveros et al. 2014). Para el empleo de
este proceso en dos pasos es necesario la disrupcién celular. Esta puede ser mecanica,
mediante sonicacién o por calentamiento con microondas (Dong et al. 2015). Si bien
son procesos relativamente sencillos a escala laboratorio, resultan dificiles de aplicar
a gran escala y por demas costosos a ese nivel. A esto se suman pérdidas por una
extraccion de lipidos insuficiente (Lewis et al. 2000; Iverson et al. 2001) y una co-

extraccion de fracciones no saponificables (McNichol et al. 2012).

Para la utilizacion de lipidos microbianos resulta fundamental trabajar sobre el
proceso de obtencidon de los mismos, explorando alternativas que disminuyan las
operaciones a realizar y aumente el rendimiento del producto obtenido (Martinez-
Silveira et al. 2019a), lo cual redundaria en un aporte positivo a la ecuacién econémica

del proceso.

Por estas razones es que se ha explorado un proceso alternativo mas simple, en donde

la transesterificacion ocurre en un solo paso, directamente sobre la biomasa, sin una
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extraccion previa de lipidos. Este proceso se conoce como transesterificacion directa
(Harrington & D’Arcy-Evans 1985). El proceso de transesterificacion directa ha sido
estudiado por Liu & Zhao (2007), Thliveros et al. (2014) y Dong et al. (2015) para

obtener biodiésel a partir de diferentes especies de levaduras
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Objetivos

Objetivo general

Obtener biodiésel a partir de levaduras oleaginosas utilizando para su producciéon

subproductos industriales

Objetivos especificos

O Seleccionar levaduras oleaginosas que acumulen lipidos con el perfil adecuado

para la produccién de biodiésel en medios a base de glicerol, vinaza y melaza.

U Definir las condiciones del proceso para la producciéon de levaduras oleaginosas

utilizando glicerina cruda, melaza y vinaza para las levaduras seleccionadas.

U Desarrollar y optimizar un método de transesterificaciéon en un solo paso para

la obtencidén de biodiésel a partir de levaduras oleaginosa

Estructura de la tesis

En el capitulo I se realiza la busqueda y la identificacion de levaduras oleaginosas
aisladas de la Antartida. Se realiza la seleccion de una cepa para la produccion a partir

de un subproducto.

En el capitulo II se realiza la optimizacién de la produccion de la cepa C. glaebosa 12D
en melaza de cafia como fuente de carbono, asi como la optimizacién y escalado de la

produccion con vinaza como medio base.

En el capitulo III se realiza el escalado de la produccion de la cepa R. graminis S1/2R
con glicerina cruda como fuente de carbono, asi como la optimizacién y el escalado de

la produccién con vinaza como medio base y glicerina cruda como fuente de carbono.

En el capitulo IV se describe la optimizacién del método de transesterificacion directa
sobre la biomasa, asi como la caracterizacion del biodiésel obtenido por este proceso.

El método optimizado se evalué en diferentes especies de levaduras.
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Capitulo I: Busqueda y caracterizacion de levaduras oleaginosas

[.1. Introduccion al capitulo

Las levaduras oleaginosas han sido aisladas de variados ambientes que incluyen zonas
templadas y habitats extremos tales como desiertos, selvas y zonas frias como el Tibet
y la Antartida (Li et al. 2012; Duarte et al. 2013; Pereyra et al. 2014; Coradetti et al.
2018). En realidad, el primer reporte de lipidos acumulados por levaduras de la region
antartica es de hace casi 20 afios (Zlatanov et al. 2001). Una de las adaptaciones mas
estudiadas de las levaduras que viven en ambientes frios es su metabolismo lipidico,
como se describe en la revisién realizada por Sitepu et al. (2014). El contenido de
lipidos en levaduras y las cantidades relativas de los acidos grasos que componen
dichos lipidos se ve afectado por condiciones externas como la temperatura. Por
ejemplo, cuando la temperatura de crecimiento disminuye de 252C a 102C, se produce
un aumento de los lipidos y fosfolipidos totales, y un aumento de la insaturacién en los
acidos grasos acumulados (Sitepu et al. 2014). Este comportamiento, al disminuir la
temperatura de crecimiento también fue reportado por Amaretti et al. (2010), quien
encontr6 que la composicidn de acidos grasos de los lipidos almacenados cambiaba y
se producia un aumento en el contenido de acidos insaturados. A su vez, se ha
demostrado que las levaduras antarticas producen una mayor proporcién de acidos
grasos insaturados que las levaduras aisladas de otros ambientes (Villarreal et al
2018). Dado que los cambios en la composicion de acidos grasos afectan diversas
propiedades del biodiésel tales como la fluidez en frio, las propiedades de combustion
y el contenido energético (Sitepu et al. 2014), la seleccion de la materia prima para su
produccion debe contemplar el tipo de mezcla que se pretende producir. En particular,
un aumento en la cantidad de acidos grasos insaturados favorecera la fluidez en frio, la
cual se puede estimar mediante una serie de parametros dentro de los cuales se
encuentran el punto de enturbiamiento (cloud point) y el punto de obstruccion de
filtros en frio (cold filter plugging point). Los dos parametros representan valores de
temperatura que cuanto mas bajos sean indican una mayor fluidez a bajas
temperaturas. La disminucién de la fluidez en frio del biodiésel es causada por la
formacién de cristales a bajas temperaturas. Estos cristales pueden llegar a formar
aglomerados de tamafio suficiente para restringir o impedir el flujo a través de los

conductos y filtros por los cuales el combustible llega al sistema de inyeccidn,
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provocando que el motor no encienda. Por ello, la fluidez en frio es una importante
propiedad a considerar si se pretende producir biodiésel que funcione a bajas
temperaturas. En ese contexto, los lipidos de las levaduras oleaginosas adaptadas a
crecer a temperaturas bajas, serian buenos candidatos como materia prima para
producir ese tipo de biodiésel (Thomas-Hall et al. 2010). Al comienzo de esta tesis
nuestro grupo contaba con una coleccién de 21 levaduras oleaginosas, aisladas de
superficie de vegetales, de suelo y agua de zonas de la periferia de Montevideo y de las
cercanias a la base Artigas en la isla Rey Jorge (Antartida). De ellas solamente 4
acumulaban mas del 40% de su peso seco en lipidos (Pereyra et al. 2014). Como primer
objetivo de este trabajo se plante6 la busqueda de nuevas levaduras oleaginosas, en
especial de cepas psicrotolerantes o psicroéfilas, capaces de acumular lipidos a partir de
los cuales se pudieran obtener mezclas de metilésteres que llevaran a la producciéon de
biodiésel para zonas frias. Por ello se decidi6 formar una coleccién de levaduras
antarticas y estudiar su capacidad de acumular lipidos intracelulares, entre otras
propiedades de potencial biotecnolégico. El interés en levaduras tolerantes al frio se
evidencia en los variados trabajos que han explorado sus capacidades enzimaticas
(Cavello et al. 2019), su habilidad de degradar contaminantes organicos (Ferndndez et
al. 2017), su aptitud como controladores biolégicos (Arrarte et al. 2017) e incluso su
potencial para acumular lipidos intracelulares (Martinez et al. 2016). En este capitulo
se describe el aislamiento de levaduras de diferentes habitats terrestres y maritimos
de la Isla Rey Jorge. Los aislamientos de levadura se caracterizaron fisioldgicamente y
se identificaron a nivel molecular mediante el analisis de las secuencias D1/D2
(Kurtzman & Robnett 1998). Ademas, se evalu6 la capacidad de los aislamientos de
producir lipidos intracelulares y su capacidad de crecimiento a diferentes
temperaturas (Martinez et al. 2016). De ellos obtenidos se seleccionaron los que
presentaron mayor capacidad de acumulacion de triglicéridos intracelulares. Se les
determiné el perfil de acidos grasos acumulados a diferentes temperaturas, de manera
de conocer si un biodiésel producido a partir de dichos acidos cumpliria con la Norma
UNIT 1100:2014. A su vez, en base a la mezcla de acidos grasos obtenidos en cada caso
se determinaron parametros asociados con la fluidez en frio. De estos resultados, se
selecciond la cepa que presentd mayor porcentaje de acumulacion en las diferentes

condiciones, la cual fue identificada como C. glaebosa 12D. Con la finalidad de explorar
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posibles sustratos para la produccion de la cepa seleccionada, se estudio la asimilacion

de distintas fuentes de carbono presentes en diferentes subproductos industriales.
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[.2. Materiales y métodos

1.2.1. Sitios de muestreo:

El aislamiento de levaduras psicrétrofas se realiz6 a partir de muestras de agua
oceanica y continental y de muestras de suelo recolectadas en diferentes sitios de la
Peninsula Fildes, de la isla Rey Jorge (Lat 62°11'04S; Long 58°54"W), situada a 120 km
de la peninsula Antartica en el océano Antartico. Las muestras fueron recolectadas
durante las expediciones organizadas por el Instituto Antartico Uruguayo (IAU) en
enero 2012 y marzo 2013. En la figura I.1 se indican los sitios de muestreo. En cada uno
de ellos se recolectaron diferente nimero de muestras (indicado entre paréntesis) de
suelo y agua,3 Bahia Collins (12), Caleta Norma (11), Isla Aldrey (16), Caleta Aldrey (3),
Lago Uruguay (10), Bahia Drake (14) y el Glaciar Collins (4). En ambos afios se
recolectaron un total de 70 muestras. En cada caso, se registrd la temperatura y las
coordenadas geograficas. Las muestras se colectaron en tubos de 50 mL estériles y se

mantuvieron a 02C hasta el momento de ser procesadas.

L

SOUTH | e ] \}\"}
2| el 5 S
o : 2 1
3 OO

oo : ‘ N
= & ] |
| O
| % 5

:_,_'}'.,‘,\ S

: : Ardleydsland

&
L
)T P o~
,r\\};b'.. LL
v
&/

i 5 =
‘-‘ANTAIERCTICA [l 5 ) !
| : = ’
{ <

Figura I.1: Ubicacion de sitios de muestreo en la Isla Rey Jorge. 1 Bahia Collins; 2 Lago Uruguay; 3

Caleta Norma; 4 Caleta Aldrey; 5 Isla Aldrey; 6 Surrounding Glaciar Collins y 7 Bahia Drake.

1.2.2. Procesamiento de muestra y aislamiento de levaduras:

Se adoptaron estrategias diferentes de acuerdo a las caracteristicas de la muestra para
aislar levaduras adaptadas al frio. Para las muestras so6lidas se pesaron asépticamente
10 gde suelo y se resuspendieron en 90 mL de suero fisioldgico estéril (dilucion 1/10).

A partir de esta se realizé la diluciéon 1/100 en suero fisiologico estéril. Se sembraron
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100 pL en superficie de la dilucién 1/10 y 1/100 en placa de Dicloran rosa de bengala
cloranfenicol agar (DRBCA) (Merk, Darmstadt, Germany) (Anexo 1.1). Para el caso de
muestras de agua, 100 pl de la muestra y las diluciones correspondientes se sembraron
en superficie en el mismo medio. En ambos casos las placas fueron incubadas a 202C
durante 7 dias. En las muestras en donde no se recuperaron levaduras mediante esta
técnica, se realizaron enriquecimientos a partir de las mismas. Para ello, 10 g o mL de
cada muestra se sembraron en 90 mL de caldo a base de extracto de levadura y
nitréogeno (YNB) (Difco, Sparks, USA) (Anexo 1.2) suplementado con 2% de glucosa y
100 ug/mL de cloranfenicol y fueron incubados a 202C durante 7 dias en un shaker
orbital a 150 rpm. Las levaduras obtenidas de estos enriquecimientos fueron aisladas
en placas de DRBCA. En todos los casos las levaduras obtenidas fueron examinadas
macro y microscopicamente. De cada muestra se seleccionaron aquellas que
presentaron diferente morfotipo y fueron reaisladas en placas de Agar Papa Dextrosa
(PDA) (Oxoid, Hampshire, UK) (Anexo 1.3) a 202C para obtener cepas puras. Todas las
cepas obtenidas fueron almacenadas en caldo Cerebro Coraz6n (BHI) (Anexo 1.4) con

glicerol al 20% a -80°C.

1.2.3. Identificacion de levaduras:

Todos los aislamientos fueron identificados a nivel de especie a través del analisis de
la secuencia D1/D2, correspondiente al dominio variable del extremo 5 de la
subunidad mayor del gen rARN (26SADNr). La extraccién de ADN se realizo segun
Schena et al. (1999) con el agregado de perlas de vidrio. El procedimiento consistio en
suspender, para cada cepa, una concentracion de cultivo fresco equivalente a 1 x 108
cel/mL en 300 pL de buffer de extraccion (Anexo 2.1). A dicha suspension se agreg6
0.1 g de perlas de vidrio de 0.5 mm (BioSpec Products, Inc. USA) y 300 pL de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1 v/v). Luego de agitar en vortex durante 5
minutos, se centrifugd 10 minutos a 7000 rpm. A 200 pL de la fase acuosa obtenida se
le agregd 200 pL de isopropanol, y se precipit6 a -202C durante 2 horas. Finalmente se
centrifugd 10 minutos a 7000 rpm y descart6 el sobrenadante, obteniendo un pellet de
ADN el cual fue secado a 45°C y resuspendido en 50 pL de agua milig®. Se amplificd
por PCR el segmento mencionado utilizando los primers ITS1v (White et al. 1990) y
D2R (Peterson et al. 2003), cubriendo las regiones ITS1-ITS2 y D1/D2. La reaccién se
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realizé en un volumen final de 25 pL conteniendo 2,5 pL Buffer 10X (Fermentas
International Inc., Canada), 16.9 pL de agua milig® estéril, 1 pL. de cada primer (25
uM), 2.5 pL de dNTP (2 mM), 0.1 pL de Taq polimerasa 5 U/uL (DreamTaq DNA
polimerasa, Fermentas International Inc., Canada) y 1 uL. de ADN de concentracién
aproximada 100 ng/uL. El perfil de temperaturas fue 962C 2 min, seguido por 35 ciclos
de 96°C 30 seg, 512C 45 seg, 72°C 120 seg, y una extension final a 722C durante 7 min.
Los productos de PCR fueron detectados mediante electroforesis en gel de agarosa
0.8%, utilizando como revelador el intercalante de ADN Gel Red (Biotium, California,
USA). El gel se revel6 bajo una lampara UV. El tamafio del amplicén fue verificado por
comparacién con un marcador de peso molecular (GeneRuler™ 100bp Plus DNA ladder,
Fermentas International Inc., Canada). La secuencia nucleotidica de los productos de
PCR fue determinada en ambas direcciones, empleando el servicio de secuenciacion
automatica de Macrogen (Macrogen Inc., Seoul, Korea). Las secuencias obtenidas
fueron alineadas en el software MEGA 7 (Kumar et al. 2016) y corregidas visualmente.
El analisis filogenético de la secuencia D1/D2 de los aislamientos fue realizado con el
programa MEGA versién 7. Las secuencias de ADN fueron alineadas con secuencias de
regiones homologas de cepas tipo estrechamente relacionadas obtenidas del GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se construyeron 2 arboles filogenéticos, uno para las
especies pertenecientes al phylum Ascomycota y otro para las especies del phylum
Basidiomycota. En ambos casos, se calcularon las distancias evolutivas usando el
meétodo de Jukes-Cantor y los arboles filogenéticos fueron obtenidos por Neighbor-
Joining. Todas las posiciones conteniendo gaps luego del alineamiento o datos faltantes
fueron eliminadas de forma previa al analisis solo en el caso de las comparaciones de
secuencia de a pares (pairwise deletion option). La estabilidad de los grupos fue

alcanzada con 1000 repeticiones (bootstrap).

1.2.4. Diversidad de levaduras cultivables:

La diversidad, la abundancia y la dominancia de las levaduras cultivables, fue
cuantificada usando los indices de Shannon, Margalef’s y Simpson respectivamente,
con la ayuda del software PAST, version 3.11 (Hammer et al. 2001). La dominancia fue

calculada como 1-el indice Simpson.
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1.2.5. Determinacion del efecto de la temperatura sobre el crecimiento de los
aislamientos de levaduras:

Se evalu6 la capacidad de los aislamientos de crecer a diferentes temperaturas (4, 20,

y 282C) en placas de PDA. Las placas fueron inoculadas con cultivos frescos (24-48 h)

de levaduras, e incubados a diferentes temperaturas. El crecimiento fue monitoreado

diariamente durante 1 semana, salvo para las placas incubadas a 4 °C, en donde el

monitoreo fue por 2 semanas. Se evalu6 cualitativamente el crecimiento de las colonias

(De Garcia et al. 2007).

1.2.6. Screening de levaduras oleaginosas:

A los aislamientos de levaduras se les evalu6 la capacidad de acumular lipidos en su
citoplasma, con la finalidad de identificar aquellos aislamientos que fueran
oleaginosos. Los aislamientos se incubaron a 202C con agitacién a 150 rpm en matraces
Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de 50 mL de un cultivo con limitacion de
nitrégeno descrito por Thakur et al. (1989) para la acumulaciéon de lipidos
intracelulares (anexo 1.5). Inicialmente, el pH del medio se ajusté a 5.0. Como in6culo
de estos ensayos se emplearon, para cada cepa, 5 mL de suspensiones (turbidez =
McFarland 1) preparadas en agua destilada estéril a partir de cultivos en PDA
incubados a 202C durante 48 horas. Luego de 5 dias de incubacidn, los cultivos fueron
centrifugados (7000 rpm, 6 minutos). Los pellets fueron lavados y resuspendidos en
agua destilada estéril de manera de tener una suspension de células, que cuando fuera
diluida 40 veces, tuviera una DOeoonm= 0.6. Se incluyé en el ensayo dos cepas de
Saccharomyces cerevisiae como levaduras no oleaginosas (Vorapreeda et al. 2012). La
mismas fueron obtenidas a partir de dos productos comerciales de levadura activa seca
diferente (Fleischman® y Lesaffre®). El contenido lipidico fue estimado de acuerdo a
lo descrito por Sitepu et al. (2012) con modificaciones. En cada caso, a 160 pL de
suspension de levadura, preparada como fue descrito anteriormente, se le agreg6 800
uL. de DMSO (dimetilsulf6xido) y se disolvi6é en 2240 pL de agua destilada. A la mezcla
se le agreg6 14.7 uL de una solucién de rojo de Nilo en acetona de concentracion 0.1
mg/mL. Luego de una incubaciéon de 2 minutos en la oscuridad se le determiné la
fluorescencia en un espectrofluorimetro Shimadzu—RF-5301PC. La longitud de onda

de excitacion fue 488 nm y se midio el espectro de emision entre 400 a 700 nm. El valor
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de fluorescencia considerado para cada muestra se determind en la longitud de onda
donde el valor de fluorescencia fuera maximo en el espectro (Kimura et al. 2004).

Los tratamientos se realizaron por duplicado. Los resultados fueron comparados por
un ANOVA (andlisis de varianza) de una via, y a las medias se les realiz6é un test LSD
(least significant difference) de Fisher usando el software Infostat (Di Rienzo et al.

2008). Diferencias con un P<0.05 fueron consideradas significativas.

1.2.7. Determinacion del contenido de lipidos saponificables intracelulares y
del porcentaje de acumulacion:
Posteriormente, se determiné para los aislamientos que mostraron los mayores niveles
de fluorescencia, para las cepas no oleaginosas de Saccharomyces cerevisiae comercial
y para una cepa que obtuvo un valor intermedio de fluorescencia (C. sake 41E), se les
determiné gravimétricamente por duplicado la cantidad de lipidos intracelulares
saponificables acumulados por volumen de cultivo en litros (L) y el porcentaje de
acumulacion por biomasa seca (p/p). Las cepas se incubaron en el mismo medio de
cultivo empleado para el andlisis de screening, en matraces Erlenmeyer de 250 mL con
un volumen de 50 mL, a 202C con agitaciéon a 150 rpm. Como indculo de estos ensayos
se emplearon para cada cepa cultivos de 5 mL de una suspensiéon (turbidez =
McFarland 1) preparadas en agua destilada estéril a partir de cultivos en PDA
incubados a 20°C durante 48 horas. Los lipidos fueron extraidos a los 5 dias de
incubacion por saponificacion directa segun Pereyra et al. (2014). Para la extraccion
de lipidos se centrifugd 40 mL de cada cultivo, seguido por un lavado con agua
destilada. Al pellet obtenido se agreg6 5 mL de KOH 30% (p/v) y 5 mL de etanol 95%
(v/v). La mezcla se incubé a 702C durante una noche. Posteriormente, las muestras
fueron enfriadas a temperatura ambiente y la materia insaponificable se extrajo
mediante 2 lavados con 10 mL de hexano. El pH de la fase acuosa fue ajustado a 1
mediante el agregado de HCI, y se recuperé la fraccion de acidos grasos mediante 2
lavados con 10 mL de hexano. Los lipidos saponificables recuperados de esta forma en
la fase organica fueron pesados luego de la evaporacion del solvente bajo presion
reducida. De forma paralela se determin6 la biomasa de cada cepa por peso seco a
partir de 2 mL de cada cultivo. A partir de los resultados obtenidos se calculd el

porcentaje de acumulacidon de lipidos por peso seco para cada aislamiento. Estos
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ensayos se realizaron por duplicado, determinando para cada uno el valor promedio y
el intervalo de confianza (IC) correspondiente (a=0.05) utilizando la herramienta de
analisis de Excel 2010. Los resultados obtenidos de lipidos saponificables de cada cepa
se compararon mediante un ANOVA de una via, y a las medias se les realiz6 un test LSD
de Fisher usando el software Infostat (Di Rienzo et al. 2008). Diferencias con un p<0.05

fueron consideradas significativas

1.2.8. Determinacion de perfiles de acidos grasos de los lipidos acumulados a
diferentes temperaturas:
Con la finalidad de determinar el perfil de acidos grasos de los lipidos acumulados a
diferentes temperaturas, estas se cultivaron en condiciones de acumulacion de lipidos
(limitacion de nitrégeno), utilizando el medio descrito por Thakur et al. (1989) (anexo
1.5) a dos temperaturas diferentes: 42C y 202C, durante 8 y 5 dias respectivamente. El
cultivo se realizé en matraces Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de 50 mL, con
agitacion a 150 rpm. Como inéculo de estos ensayos se emplearon para cada cepa
cultivos de 5 mL de una suspensién (turbidez = McFarland 1) preparadas en agua
destilada estéril a partir de cultivos en PDA incubados a 202C durante 48 horas.
Posteriormente se les determind el perfil de acidos grasos de los lipidos acumulados
segun Burja et al. (2007), mediante la esterificacion de los acidos grasos con catalisis
acida. En primer lugar se agregaron 3 mL de metanol:HCl:cloroformo (10:1:1 v/v/v) a
20 mg de los lipidos extraidos por saponificacion directa. Luego de calentar a 902C
durante 2 horas se agreg6 1 mL de agua destilada, y se extrajeron los ésteres metilicos
de acidos grasos mediante 3 ciclos de agregado de 2 mL de hexano:cloroformo (4:1
v/v). Se recupero la fase organica conteniendo los ésteres metilicos de acidos grasos
(FAMESs), a la cual se agreg6 0.5 g de Na2S04 anhidro para eliminar restos de agua. El
analisis de los FAMEs se realiz6 por cromatografia gaseosa con detector de ionizacién
de llama (GC-FID) usando Agilent Technologies, Inc. 7820A GC equipado con una
columna DB-225 Agilent Technologies, Inc. (20 m, 0.100 mm ID, 0.10 pm). Las
condiciones de operaciones fueron: N2 gas carrier 0.2 mL/min, la temperatura del
puerto de inyecciéon y del detector fue 2502C. Al horno se le aplicé el siguiente
programa de temperatura: 402C por 0.5 min, aumento de 252C/min hasta 195°C,

aumento de 32C/min hasta 2059C, aumento de 82C/min hasta 2302C, y se mantuvo a
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2309C durante 10 min. La identificacion de los FAMEs se realiz6 comparando los
tiempos de retencion con obtenidos con un estandar (Supelco 37 Component FAME
Mix, Sigma-Aldrich 1891) analizado con las mismas condiciones de cromatografia
gaseosa. Se utilizé como estandar interno nonadecanoato de metilo (74208-1G Fluka
Analytical Sigma-140 Aldrich 1891) en una concentracién de 1.5 mg/mL. El total de los
FAMEs se calculé como la suma de las areas de cada pico individual y se relacioné con
el area del estandar interno. El porcentaje en la mezcla de cada éster metilico se
determind en funcién de la relacion del area de cada pico con respecto a la suma total
de areas. Finalmente se determinaron en forma tedrica algunos parametros a partir del
perfil de ésteres metilicos de los acidos grasos encontrados. Se calcul6 el nimero de
cetano (CN), a partir del indice de yodo (IV) y el indice de saponificacién (SN) segin
Azam et al. (2005). El indice de insaturacién (DU), a partir de la concentracion de acidos
grasos saturados (MUFA) y la concentracién de acidos grasos polinsaturados (PUFA)
segin Wu & Miao (2014). El punto de taponamiento de filtro en frio (CFPP) y punto de
enturbiamiento (CP) se calcularon a partir del factor de saturacién de cadena larga

(LCSF) segun Caldeira et al. (2017). Las ecuaciones utilizadas fueron las siguientes:

SN=Z (560 x Ai/MWi)
V=2 (254 x D x Ai) /MWi
CN=46.3 + 5458/SN - 0.225 x IV
DU= MUFA + (2xPUFA)
LCSF (%) = (0.1 x C16:0) + (0.5 x C18:0) + (1 x C20:0) + (1.5 x C22:0) + (2 x C24:0)
CFPP (C) = (3.417 x LCSF) - 16.477
CP (°C) = (CFPP+2.9)/1.0191

donde Ai es el porcentaje relativo (m/m), D es el nimero de dobles enlaces, y MWi es
la masa molecular de cada acido graso componente de los lipidos analizados. MUFA =%
en peso de acidos grasos monoinsaturados y PUFA =% en peso de acidos grasos
poliinsaturados. A su vez, los valores obtenidos se compararon con los requisitos

establecidos en la norma UNIT 1100:2014.

1.2.9. Temperatura de crecimiento de la cepa seleccionada:
Se realizaron cultivos por triplicado incubando a 10, 15, 20, 25 y 282C con agitacion

150 rpm) en medio liquido YNB (anexo 1.2) con 0.5% de glucosa en matraces
p q g
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Erlenmeyer de 100 mL con un volumen de 20 mL, con agitaciéon a 150 rpm. Como
indculo de estos ensayos se emplearon para cada cepa cultivos de 0.5 mL de una
suspension (turbidez = McFarland 1) preparadas en agua destilada estéril a partir de
cultivos en PDA incubados a 20°C durante 48 horas. Para cada temperatura se midi6
numero de células cada 3 horas aproximadamente por recuento directo en camara de
Thoma durante 48 horas. Se determiné la velocidad especifica de crecimiento de cada
temperatura. Para ello, se graficé Ln (X/Xo) en funcién del tiempo, siendo X0 el nimero
de células inicial, siendo la pendiente de esta grafica la velocidad especifica de
crecimiento. Se seleccion6 la temperatura en donde el valor de velocidad de

crecimiento fuera maximo.

1.2.10. Asimilacion de fuentes carbonadas:

Para evaluar los posibles sustratos para la produccion de lipidos de la cepa
seleccionada (C. glaebosa 12D), se estudi6 la asimilaciéon de distintas fuentes de
carbono mediante auxonogramas segin metodologia de Kurtzman et al. (2011). Se
seleccionaron los sustratos carbonados (sacarosa, lactosa y glicerol) identificados
como principales componentes de 3 subproductos industriales obtenidos en Uruguay:
melaza, suero de leche y glicerina cruda, respectivamente. Se eligi6 al sustrato glucosa
como control positivo. Todos los ensayos se realizaron en medio so6lido (YNB (anexo
1.2), agar 1.5%), con excepcion del ensayo de asimilacidn de glicerol que se realiz6 en
medio liquido (YNB). En este caso, para detectar asimilacion de glicerol se midio
absorbancia a 600 nm del cultivo en glicerol (volumen 25 mL) luego de 6 dias de
incubacion a 202C con agitacion a 150 rpm y se comparo con la absorbancia obtenida
en el medio sin agregado de fuente de carbono. Los auxanogramas en medio sélido se
realizaron por siembra incorporada de 1 mL de una suspensién de la cepa en suero
fisiolégico ajustada ala escala 4 de Mc Farland, en 10 mL de medio de cultivo. Las placas

se incubaron a 202C hasta la observacién de crecimiento en el control positivo.
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[.3. Resultados

I.3.1. Aislamiento de levaduras:

De todas las muestras recolectadas durante las expediciones antarticas, dos tercios (n
= 43) fueron muestras sélidas provenientes de suelo o sedimentos, mientras que el
resto (n = 27) correspondieron a aguas terrestres y marinas. Las temperaturas de los
sitios de muestreo variaron entre —0.4 a 112C. No fue posible aislar levaduras de todas
las muestras. En el 64 % de los casos, las levaduras no pudieron recuperarse
directamente de las muestras sin un enriquecimiento previo, lo que demuestra que en
estos casos la concentracion de levaduras fue inferior a 10 ufc/g o 1 ufc/mL en
muestras solidas y de agua, respectivamente. En estos casos, después de un
enriquecimiento de 10 g o 10 mL de muestra, sélo se pudieron recuperar levaduras del
60% de las muestras procesadas, lo que significa que en 18 muestras la concentracion
de levaduras psicrotolerantes cultivables fue inferior a 1 ufcen 10 g o 10 mL. De hecho,
el recuento de levaduras en todas las muestras fue bajo, siendo 5 x 104 cfu/g la
concentracion mas alta detectada, la cual correspondié a una muestra de suelo de la
isla Ardley (S 62°12'45"; W 58°55'16.9"). En la tabla 1.1 se detallan las levaduras

aisladas, su origen y su capacidad de crecer a diferentes temperaturas.
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Tabla I.1: Identificacion, fuente y rango de temperatura de crecimiento de las levaduras aisladas.

Cepa Muestra 4°C 20°C 28°C Identificacion

4E Suelo + + + Cryptococcus aerius
4BE Suelo + + - Cryptococcus keelungensis
4CE Suelo + + + Cryptococcus aerius
5E Suelo + + - Leucosporidiella fragaria
7AE Suelo + + + Rhodotorula laryngis
7BE Suelo - + - Candida davisiana

8E Suelo + + + Guehomyces pullulans
10E Suelo + + + Cryptococcus victoriae
12R Suelo + + + Candida glaebosa
12D Suelo + + + Candida glaebosa
13R Suelo + + - Leucosporidiella fragaria
14E Agua + + + Cryptococcus victoriae
14BE Agua + + + Candida glaebosa
15E Suelo + + + Candida glaebosa
17E Suelo + + + Candida glaebosa
19R Suelo + + - Cryptococcus victoriae
19DA Suelo + + Cryptococcus victoriae
19DB Suelo + + Leucosporidiella fragaria
20E Agua + + - Metschnikowia australis
21R Suelo + + Candida glaebosa
22AE Suelo + + Cryptococcus gastricus
22BE Suelo + + - Cryptococcus gilvescens
24E Suelo + + + Candida glaebosa
29AE Agua + + + Rhodotorula mucilaginosa
29BE Agua + + + Debaryomyces hansenii
32R Suelo + + - Metschnikowia australis
33AE Agua + + + Rhodotorula laryngis
35E Agua + + + Debaryomyces hansenii
36E Suelo + + + Cryptococcus albidosimilis
37E Agua + + + Cryptococcus tephrensis
37BE Agua + + + Metschnikowia australis
39E Agua - + - Metschnikowia australis
41E Suelo + + + Candida sake

F3A Suelo + + - Candida davisiana
F3B Suelo + + + Rhodotorula laryngis
F3C Suelo + + - Candida davisiana
F3E Suelo - + + Rhodotorula minuta
F4A Suelo + + + Rhodotorula laryngis
F6E Suelo + + + Debaryomyces hansenii
F7A Suelo + + + Debaryomyces hansenii
F9D Suelo + + + Debaryomyces hansenii
F9H Suelo + + + Debaryomyces hansenii
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Tabla I.1 (cont): Identificacidn, fuente y rango de temperatura de crecimiento de las levaduras aisladas

Cepa Muestra 4°C 20°C 28°C Identificacion

F12B Suelo + + + Debaryomyces hansenii
F12C Suelo + + - Leucosporidiella fragaria
F12D Suelo + + + Rhodotorula laryngis
F13D Agua + + + Debaryomyces hansenii
F13E Agua + + + Cystofilobasidium infirmominiatum
F18A Agua + + + Debaryomyces hansenii
F20A Suelo + + - Leucosporidiella muscorum
F22B Agua + + + Candida zeylanoides
F24A Agua + + + Debaryomyces macquariensis
F26A Suelo + + + Rhodotorula laryngis
F26D Suelo + + + Cryptococcus victoriae
F27A Suelo + + - Metschnikowia australis
F32A Suelo + + + Debaryomyces hansenii
F33B Agua + + + Rhodotorula laryngis
F39A Suelo + + + Debaryomyces hansenii

1.3.2. Identificacion de levaduras:

Se obtuvieron un total de cincuenta y ocho aislamientos de levaduras. Se pudieron
identificar todos a nivel de especie mediante analisis molecular. Esto fue posible debido
a que en el andlisis de BLAST de las secuencias D1/D2 de los aislamientos, en todos los
casos, se logré encontrar una similitud superior al 99 % con secuencias depositadas en
el GenBank correspondientes a cepas tipo de una sola especie en cada caso. Se
realizaron 2 arboles filogenéticos, basado en secuencias de la region D1/D2, uno para
los aislamientos del phylum Ascomycota y otro para los aislamientos del phylum
Basidiomycota (figuras 1.2 y 1.3 respectivamente). En todos los casos se corroboré el
agrupamiento de los diferentes aislamientos en clados junto a cepas tipo de las
diferentes especies cuyas secuencias se encontraban depositadas en el GenBank. El
agrupamiento conseguido corroboro los resultados obtenidos mediante BLAST.

Los aislamientos se pudieron clasificar en ocho géneros diferentes (Cryptococcus,
Leucosporidiella, Rhodotorula, Guehomyces, Candida, Metschnikowia, Cystofilobasidium,
y Debaryomyces). En la figura 1.4 se muestra en un grafico el porcentaje de cepas
pertenecientes a los diferentes géneros encontrados con respecto al total. La mayoria
de los aislamientos pertenecieron al phylum Ascomycota, distribuidos en solamente 3

géneros (Candida, Metschnikowia y Debaryomyces).
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Figura 1.2: Arbol filogenético construido en base a secuencias de la regién D1/D2 de las levaduras,

pertenecientes al phylum Ascomycota, aisladas de la isla Rey Jorge, Antartida. El arbol fue construido

empleando el método Neighbor-Joining. Los valores de bootstrap (1000 réplicas) se indican en los nodos,

exceptuando los valores menores a 50.
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Figura 1.3: Arbol filogenético construido en base a secuencias de la regién D1/D2 de las levaduras,
pertenecientes al phylum Basidiomycota, aisladas de la isla Rey Jorge, Antartida. El arbol fue construido
empleando el método Neighbor-Joining. Los valores de bootstrap (1000 réplicas) se indican en los nodos,

exceptuando los valores menores a 50.
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El género encontrado en mayor proporcion, fue el género Candida, con 13 aislamientos,
seguido por los géneros Cryptococcus y Debaryomyces, con 12 aislamientos cada uno.
La especie mas abundante fue Debaryomyces hansenii, con un total de 11 aislamientos
perteneciente a esta especie. Las secuencias de nucle6tidos correspondientes a la
region D1/D2 de todos los aislamientos se encuentran depositadas en GenBank bajo

los niimeros de acceso KU659485 - KU659542.

Cystofilobasidium
204, | _Guehomyces
[ 2%
Metschnikowia o / ’
9% P

Leucosporidiella
8%

Figura 1.4: Grafico de torta con el porcentaje de los distintos géneros identificados de levaduras

aisladas de la isla Rey Jorge, Antartida.

1.3.3. Diversidad de levaduras cultivables:
La comunidad fiingica mostré, en general, una diversidad moderada (Indice Shannon
= 2.78), una alta abundancia de especies (Indice Margalef = 5.59) y una dominancia

baja (Indice de Simpson = 0.915 e Indice Dominancia = 0.085).
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1.3.4. Screening de levaduras oleaginosas:

El contenido lipidico de cada cepa fue estimada utilizando rojo de Nilo. Esta sonda
fluorescente se une a los lipidos intracelulares emitiendo fluorescencia cuando es
excitada con una fuente luminica adecuada. En la figura [.5. y 1.6 se presentan los
resultados de las unidades de fluorescencia obtenidas al analizar las diferentes cepas,
tanto oleaginosas como no oleaginosas. La categorizacion en los dos grupos se hizo
tomando en cuenta los valores de fluorescencia obtenidos con cada cepa en relacién a
los observados para dos cepas comerciales de Saccharomyces cerevisiae (especie no
oleaginosa) producidas por las empresas Fleischman® y Lesaffre® denominadas
como F*y L*respectivamente. A su vez, para dichas cepas comerciales se determinaron
los lipidos saponificables acumulados por gravimetria (de acuerdo a lo descrito en
1.2.7), los cuales representaron el (17 + 1) % y (15 * 1) % de su biomasa seca,
respectivamente, lo cual confirma que se trata de cepas no oleaginosas. En presencia
de rojo de Nilo, las cepas F* y L* exhibieron (335 = 9) y (309 £ 2) unidades de
fluorescencia, respectivamente. Ventiocho aislamientos exhibieron niveles de
fluorescencia que no presentaron diferencias significativas o fueron inferiores a los
niveles de fluorescencia de las cepas de S. cerevisiae ensayadas, por lo que se
consideraron como levaduras no oleaginosas. A su vez, se determind que la cepa
Candida sake 41E que presentaba un nivel intermedio de fluorescencia, era capaz de
acumular lipidos saponificables que representaban el (24.2 + 0.7) % de su biomasa
secay, por lo tanto, podria considerarse una cepa oleaginosa. De acuerdo a ello, treinta
cepas mostraron valores de fluorescencia significativamente igueles o superiores a
esta cepa y se consideraron como potenciales microorganismos oleaginosos. El
aislamiento 8E, identificado como Guehomyces pullulans, mostré los valores mas altos

de unidades de fluorescencia.
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Figura I.5: Unidades de fluorescencia de los aislamientos de levaduras no oleaginosas. Las cepas comerciales S. cerevisae F* (Fleischman®) y S. cerevisae L*
(Lesaffre®). Los datos experimentales fueron analizados por un ANOVA de una via, con la comparacion del test de Fisher LSD. Las diferencias se consideraron
significativas si el p<0.05. Las diferencias reveladas por el test de Fisher FSD estan indicadas por diferentes letras encima de las barras.
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Figura 1.6: Unidades de fluorescencia de los aislamientos de potenciales levaduras oleaginosas. Las cepas comerciales S. cerevisae F* (Fleischman®) y S. cerevisae
L* (Lesaffre®). Los datos experimentales fueron analizados por un ANOVA de una via, con la comparacion del test de Fisher LSD. Las diferencias se consideraron

significativas si el p<0.05. Las diferencias reveladas por el test de Fisher FSD estan indicadas por diferentes letras encima de las barras
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1.3.5. Determinacion de lipidos saponificables intracelulares y porcentaje de
acumulacion:

Para las seis cepas que presentaron niveles de fluorescencia significativamente
mayores que el resto de las levaduras, se determinaron los lipidos intracelulares
saponificables acumulados por gravimetria de acuerdo a lo descrito en 1.2.7. Los
aislamientos analizadas fueron 8E (Guehomyces pullulans), 4E (Cryptococcus aerius),
12D (Candida glaebosa), 13R (Leucosporidiella fragaria), 15E (Candida glaebosa) y 5E
(Leucosporidiella fragaria). Los resultados se expresaron en gramos de lipidos
saponificables por litro de cultivo y fueron analizados mediante un ANOVA de una via,
con la comparacidn del test de Fisher LSD (a=0.05). Estos resultados se muestran en la
figura L.7. En la comparacion se incluyen los resultados obtenidos para las cepas 41E,
F* y L* Como se puede ver en la figura 1.7 las seis cepas que mostraron mayor
fluorescencia en el screening acumularon una cantidad de lipidos saponificables
significativamente mayor que la cepa C. sake 41E y que ambas cepas comerciales. de S.
cerevisiae. Sin embargo, también se evidenci6 que los valores de fluorescencia
obtenidos en el analisis con rojo de Nilo (figura 1.6), no se correlacionaron exactamente
con el contenido de lipidos saponificables de las cepas. De acuerdo al andlisis
gravimétrico, las concentraciones de lipidos en cultivo mas elevadas se obtuvieron con
las cepas 12D y 8E, las cuales resultaron significativamente mayores que las
producidas por el resto de las cepas.

Enlatablal.2 se presentan los porcentajes de acumulacion de lipidos por biomasa seca
de cada una de las cepas ensayadas. Como puede observarse todas las cepas evaluadas
acumularon mas del 20 % de lipidos en su peso seco, por lo cual es correcto clasificarlos

como microorganismos oleaginosos, a diferencias de las cepas F* y L* (S. cerevisiae).
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Figura 1.7: Lipidos saponificables en g/L de cultivo de los aislamientos incubados a 209C. Las cepas

comerciales S. cerevisae F* (Fleischman®) y S. cerevisae L* (Lesaffre®). Los datos experimentales fueron

analizados por un ANOVA de una via, con la comparacién del test de Fisher LSD. Las diferencias se

consideraron significativas si el p<0.05. Las diferencias reveladas por el test de Fisher LSD estan

indicadas por diferentes letras encima de las barras.

Tabla 1.2: Porcentaje de acumulaciéon de los aislamientos seleccionados a 20°C y de las cepas

comerciales S. cerevisae F* (Fleischman®) y S. cerevisae L* (Lesaffre®).

Cepa %A Acumulacion
12D (51+1)4
15E (43+4)8
8E (42+1)8
5E (41 +3) 8¢
13R (37 £4)cp
4E (36 +2)D
41E (24+1)E
S. cerevisae F* (17 £ 1)F
S. cerevisae L* (15+1)F

Nota: Los datos experimentales fueron analizados por un ANOVA de una via, con la comparacion del test

de Fisher LSD (least significant difference). Las diferencias se consideraron significativas si el p<0.05.

Las diferencias reveladas por el test de Fisher LSD estan indicadas por diferentes letras.
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Los aislamientos seleccionados en [.3.5 por sus mayores valores de fluorescencia,
presentaron porcentajes de acumulacion significativamente mayores que la cepa C.
sake 41E. A su vez, la cepa C. glaebosa 12D evidencié un porcentaje de acumulacion
superior al 50%, el cual fue significativamente mayor que el obtenido para el resto de
los aislamientos. Es de destacar que, en esta seleccion, 4 cepas lograron acumular

lipidos saponificables que representaron mas del 40% de su peso seco.

1.3.6. Determinacion de lipidos saponificables y perfiles de acidos grasos de los
lipidos acumulados a diferentes temperaturas:

Las cepas seleccionadas en el punto anterior, fueron incubadas en las condiciones

descritas en el punto 1.2.8. a dos temperaturas diferentes: 209C y 42C. Se extrajeron los

lipidos saponificables y se cuantificaron segun el punto 1.2.7. Las cantidades de lipidos

saponificables por volumen de cultivo obtenidas a partir de los aislamientos incubados

a 4°C se muestra en la figura [.8.
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Figura 1.8: Lipidos saponificables en g/L de cultivo de los aislamientos incubados a 4°C. Los datos
experimentales fueron analizados por un ANOVA de una via, con la comparacion del test de Fisher LSD.
Las diferencias se consideraron significativas si el p<0.05. Las diferencias reveladas por el test de Fisher

LSD estan indicadas por diferentes letras encima de las barras.

El aislamiento 12D a 4°C acumulé una cantidad de lipidos saponificables

significativamente mayor que el resto de los aislamientos. A esta temperatura, este
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aislamiento logré acumular una cantidad de lipidos significativamente mayor que el
aislamiento 8E, a diferencia de lo que sucedi6 a 202C, en donde no se observo diferencia
significativa en la cantidad de lipidos saponificables entre ambas (figura 1.7). En la tabla

[.3 se muestran los porcentajes de acumulacion a 42C de las cepas seleccionadas.

Tabla I.3: Porcentaje de acumulacion a 42C de los aislamientos seleccionados.

Cepa %A Acumulacion
12D (62+2)4
15E (29+1)0D
8E (52+1)8
5E (32%2)D
13R (38+3)¢
4E (30+2)0D

Nota. Los datos experimentales fueron analizados por un ANOVA de una via, con la comparacién del test
de Fisher LSD. Las diferencias se consideraron significativas si el p<0.05. Las diferencias reveladas por

el test de Fisher LSD estan indicadas por diferentes letras.

Es de destacar los elevados niveles de acumulacidon de lipidos de las cepas 12D y 8E, los
cuales superaron el 50%. A su vez, los aislamientos 12D, 8E y 13R presentaron a 42C
mayor porcentaje de acumulacion que a 202C. Sin embargo, para los aislamientos 5E,
4E y 15E, los mayores porcentajes de acumulacion se dieron a 202C.

A continuacién, se presenta una tabla comparativa entre los porcentajes de
acumulaciéon y concentracion de lipidos acumulados de cada cepa a diferentes

temperaturas (tabla 1.4).
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Tabla 1.4: Porcentajes de acumulacién y lipidos saponificables a diferentes temperaturas de los

aislamientos seleccionados.

Temperatura % de Lipidos
Cepa de incubacion acumulaciéon  saponificables (g/L)
4°C (30+2)A (3.6+0.3)A
* 20°C (36+1)8 (5.6+0.2)8
. 4°C (32+2)A (3.3+0.3)A
20°C (41+3)A (5.6+0.9)8
. 4°C (53+1)A (6.5+0.1)A
20°C (42+1)A (4.7 +0.6)B
12D 42C (62 +2)4 (6.9+0.3)A
20°C (51+1)A (6.1+0.4)A
13R 4°C (38+3)A (410.2)A
20°C (37 £4)4 (5.7+£0.8)8
L5k 4°C (29+1)4 (2.44 £0.03)A
20°C (37 £4)4 (45+0.8)8

Nota: Los datos experimentales fueron analizados por un ANOVA de una via, con la comparacion del test
de Fisher LSD. Las diferencias se consideraron significativas si el p<0.05; las mimsas estan indicadas por

diferentes letras.

Al comparar los porcentajes de acumulacién a diferentes temperaturas de cada cepa,
puede observarse que, salvo para la cepa 4E, no existieron diferencias significativas en
los porcentajes de acumulaciéon a 4 y 202C. En cuanto a la concentracidn de lipidos
acumulados por volumen de cultivo las cepas 4E, 5E, 13R y 15E acumularon
significativamente mas lipidos a 202C que a 42C, a diferencia de la cepa 8E que acumul6
una cantidad significativamente mayor a 42C. Para la cepa 12D no existieron
diferencias significativas en la concentracion de lipidos saponificables obtenidos a
ambas temperaturas. Los lipidos saponificables producidos a 42C y a 20°C por cada
cepa se esterificaron como fue descrito en 1.2.8. Los ésteres metilicos de los acidos
grasos obtenidos se analizaron por cromatografia gaseosa. En la tabla 1.5. se presenta

la composicion en porcentaje, de los ésteres metilicos obtenidos.
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Tabla LI.5: Porcentaje e identificacion de los ésteres metilicos acumulados por los aislamientos

seleccionados.
Temperatura % % % %. % % %
Cepa
de incubacion 14:0 .16:0 16:1n7 18:0 18:1n9 18:2n6 18:3n3
4°C 0a 17A 9A 4A 604 6A 1A
4E
20°C 0a 258 2B 4A 578 4B 0B
c 4°C 0a 234 1A 24 57A 17A 34
E
20°C 1B 258 1A 24 538 118 2B
4°C 0a 174 14 3A 584 154 3A
8E
20°C 0a 218 0B 34 518 138 0B
4°C 1A 164 104 24 632 3A 24
12D
20°C 0B 198 78 24 538 2B 1B
4°C 1A 214 24 1A 544 154 8A
13R
20°C 18 288 1B 3B 498 138 3B
4°C 14 16A 7A 34 61A 5.4A 4A
15E
20°C 0B 198 3B 78 538 4,58 2B

Nota: Los datos experimentales fueron analizados por un ANOVA de una via, con la comparacion del test
de Fisher LSD. Las diferencias se consideraron significativas si el p<0.05. Las diferencias reveladas por

el test de Fisher LSD estan indicadas por diferentes letras.

Como puede observarse en la tabla 1.5 en todos los aislamientos a 42C hay una
disminucion significativa en el porcentaje correspondiente al éster metilico del acido
palmitico (16:0). A su vez, a 49C se observa un aumento significativo en los porcentajes
de todos los ésteres metilicos de los 4cidos insaturados, palmitoleico (16:1n7), oleico

(18:1n9), linoléico (18:2n6) y linolénico (18:3n3).
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Tabla 1.6: Valores de nimero de cetano (CN), indice de insaturacién (DU), punto enturbiamiento (CP) y

punto de obstrucciéon del filtro en frio (CFPP) de los aislamientos seleccionados a diferentes

temperaturas.
Temperatura Numero de indice de
Cepa CP (¢C) CFPP (°C)
de incubacion cetano (CN) insaturacion (DU)
4°C 57 0.8 4.1 -4.5
4E
20°C 61 0.7 8.1 -1.7
49C 52 1.0 6.9 -5.3
5E
209C 58 0.8 8.0 -4.3
49C 54 1.0 3.9 -6.3
8E
20°C 60 0.8 6.3 -5.0
49C 57 0.8 3.2 -7.7
12D
209C 63 0.7 5.2 -5.9
49C 53 1.0 6.0 -7.8
13R
20°C 57 0.8 9.8 -3.1
49C 57 0.9 3.7 -6.6
15E
209C 63 0.7 4.8 0.6

Nota: Los valores fueron calculados con los valores promedio de los el perfil de acidos grasos en cada

caso.

Se puede observar que, en todos los casos, tanto a 42C como a 202C, el porcentaje
correspondiente al éster metilico del acido linolénico (18:3n3) esta por debajo de 12%.
Ademas, no hay presencia ésteres metilicos de acidos grasos poliinsaturados (= 4
dobles enlaces), cumpliendo con los requisitos establecidos por la norma UNIT
1100:2014.

En la tabla 1.6 pueden observarse los valores calculados para el nimero de cetano y
para los tres parametros que tienen relacion con la fluidez en frio del biodiésel, estos
son: el indice de insaturacién (DU), el punto enturbiamiento (CP) y el punto de
obstruccion del filtro en frio (CFPP). En todos los casos, el nimero de cetano estd por
encima de 45, cumpliendo con uno de los requisitos establecidos por la norma UNIT
1100:2014. Para CP y CPFF a 42C se obtuvieron valores menores que a 202C,y para DU
este comportamiento fue al contrario, siendo a 42C superior que a 202C, en todos los

Casos.
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1.3.7. Temperatura de crecimiento de la cepa seleccionada:

Se determiné la temperatura de crecimiento del aislamiento 12D. Para ello se
determind la velocidad especifica de crecimiento a 10, 15, 20, 25 y 282C. Los resultados
de las velocidades especificas de crecimiento para cada temperatura se presentan en
la tabla I.7. Como puede observarse a 20°C la velocidad especifica de crecimiento es
significativamente mayor que al resto de las temperaturas ensayadas, por lo cual se
considera esta temperatura como la temperatura o6ptima de crecimiento del

aislamiento 12D dentro de las temperaturas ensayadas.

Tabla 1.7: Velocidades especificas de crecimiento

Temperatura
10 15 20 25 28
(Y]
p1(h1) 0.168 0.181 0.251 0.192 0.157
n2(h1) 0.178 0.224 0.238 0.190 0.152
pn 3(h1) 0.171 0.224 0.239 0.189 0.158
Media (p) (0.173 (0.210 (0.243 (0.190 (0.156
(h1) 0.006)¢p 0.003)8 0.008)2 0.002)8c 0.004)P

Nota: Los datos experimentales fueron analizados por un ANOVA de una via, con la comparacion del test
de Fisher LSD. Las diferencias se consideraron significativas si el p<0.05. Las diferencias reveladas por

el test de Fisher LSD estan indicadas por diferentes letras.

En la figura 1.9 se muestra el grafico de velocidad especifica de crecimiento en funcion
de la temperatura, en donde se puede observar las diferentes velocidades especificas

de crecimiento en funcién de la temperatura.
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Figura 1.9: Relacién entre la velocidad especifica de crecimiento y la temperatura. Las barras

corresponden al intervalo de confianza de 3 repeticiones con a=0.05

1.3.8. Asimilacion de fuentes carbonadas:
En la tabla [.8 se muestran el resultado de la evaluacion de la capacidad de asimilacion
de diferentes fuentes de carbono para la cepa 12D. La misma fue capaz de utilizar

sacarosa, lactosa y glicerol como tnica fuente de carbono.

Tabla 1.8: Evaluacion de la capacidad de asimilacién de las la cepa 12D

Cepa Sacarosa Lactosa Glicerol

12D + + +

Nota: El simbolo + representa que la cepa fue capaz de asimilar la fuente ensayada,

Para el caso del glicerol, para el cual el ensayo se realizé en medio liquido, la
absorbancia obtenida en presencia del mismo fue mayor que la observada en el blanco
sin fuente de carbono, lo que significo que el aislamiento seleccionado tuvo la

capacidad de utilizar este compuesto como unica fuente.
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[.4. Discusion del capitulo

Se aislaron cincuenta y ocho levaduras adaptadas al frio de muestras terrestres y
marinas de la Isla Rey Jorge. Los aislamientos se agruparon en 21 especies, de las cuales
Rhodotorula laryngis, Candida glaebosa y Debaryomyces hansenii fueron las mas
especies mayoritarias. En general, la comunidad mostr6 diversidad moderada con
valores similares a los observados en otros ambientes frios (Baeza et al. 2019) y una
elevada riqueza a nivel de especie lo cual result6 favorable para el hallazgo de nuevas
especies oleaginosas. Ninguna de las especies de levadura encontradas en este trabajo
es endémica de la Antartida, ya que se han reportado previamente en otros ambientes
frios como la region del Artico, los glaciares europeos o incluso habitats mas templados
(Kurtzman et al. 2011). En realidad, la mayoria de los hongos cultivables que se han
encontrado en la Antartida pertenecen a especies cosmopolitas (Godinho et al. 2015;
Gomes et al. 2018). Todos los aislamientos de levaduras obtenidos fueron analizados
para determinar su potencial oleaginoso. El método seleccionado para realizar este
screening inicial se basé en el uso de una sonda fluorescente llamada rojo de Nilo que
se une a los lipidos saponificables en los cuerpos lipidicos intracelulares (Sitepu et al.
2012). Este método sencillo permite el andlisis de un gran nimero de cepas en poco
tiempo, por lo cual se considera una buena alternativa al método gravimétrico
tradicional (Montalbo-Lomboy et al. 2014). En base a este método, en este trabajo se
consideraron como levaduras no oleaginosas todas aquellas cepas que exhibieron un
valor de fluorescencia significativamente menor o igual a los valores obtenidos para las
cepas de S. cerevisiae (especie reconocida como no oleaginosa). A su vez, aquellas cepas
que mostraron una fluorescencia significativamente mayor o igual a la presentada por
la cepa 41E, la cual acumul6é un porcentaje de lipidos saponificables de 24.2%, se
consideraron como potenciales oleaginosas. De los 58 aislamientos evaluados, 30
fueron caracterizados como potenciales levaduras oleaginosas. El hallazgo de este tipo
de levaduras en la Antartida era previsible, ya que muchas especies oleaginosas ocupan
habitats oligotréficos relativamente secos, caracteristica extendida en ambientes
antarticos (Yarzabal 2016; Villarreal et al. 2018; Baeza et al. 2019). Esto podria
explicarse por la mayor resistencia a la desecacién que presentan los lipidos

intracelulares frente a los carbohidratos como material de almacenamiento (Sitepu et

63



Capitulo I: Busqueda y caracterizacion de levaduras oleaginosas

al. 2014). Es de destacar que, en este ensayo, todas las cepas de las especies Candida
glaebosa y Leucosporidella fragaria, especies no reportadas previamente como
oleaginosas, evidenciaron valores de fluorescencia significativamente mayores que los
correspondientes a la cepa C. sake 41E. De confirmarse por gravimetria que estas cepas
son capaces de acumular mas del 20% de lipidos en su biomasa seca, podria
considerarse que se trata de dos nuevas especies oleaginosas. A su vez, los resultados
obtenidos evidencian que pueden existir diferencias significativas en la magnitud de

lipidos acumulados por cepas de la misma especie.

Se seleccionaron seis cepas potencialmente oleaginosas (8E, 4E, 12D, 12R, 15E y 5E)
por presentar valores de fluorescencia significativamente mayores al resto. Para estas
cepas se determind por gravimetria la concentracion de lipidos saponificables
producidos por volumen de cultivo y el porcentaje de acumulacién en su biomasa. Los
resultados obtenidos no se correspondieron exactamente con los valores obtenidos en
el screening por fluorescencia. Las cepas que exhibieron mayor fluorescencia no fueron
necesariamente las que produjeron mayor cantidades de lipidos saponificables por

volumen de cultivo.

Por ejemplo, la cepa 4E que resulto6 la segunda cepa en nivel de fluorescencia, fue la
cepa con la que se obtuvo menor concentraciéon de lipidos por cultivo, de las seis
seleccionadas. A su vez, la concentracion de lipidos obtenida con la cepa 8E no
evidenci6 diferencias significativas con la obtenida con la cepa 12D, a pesar de que en
el analisis con rojo de Nilo la fluorescencia exhibida por la 8E fue significativamente
mayor. Esta falta de correlacion entre los dos métodos podria deberse a la existencia
de componentes celulares que causarian la sobreestimacion de la cantidad de lipidos
saponificables en presencia de rojo de Nilo, y que no se expresarian de igual manera en
todas las levaduras (Montalbo-Lomboy et al. 2014). En ese sentido, se ha descrito la
interferencia de fosfolipidos y de proteinas solubles, debido a propiedades intrinsecas
de fluorescencia de los aminoacidos aromaticos (Lakowicz 2013; Montalbo-Lomboy et
al. 2014). Sin embargo, a pesar de las discrepancias encontradas, se considera que el
método desarrollado por Sitepu et al. (2014). Resulta de gran utilidad para realizar un
screening inicial de levaduras oleaginosas. Los porcentajes de acumulacion de lipidos

intracelulares con respecto a la biomasa seca no se correspondieron exactamente con
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la concentracidn de lipidos saponificables por volumen de cultivo, lo cual se debe a las

diferentes velocidades de crecimiento de las distintas cepas en las mismas condiciones.

La temperatura de cultivo de las levaduras influyé sobre la composicién en acidos
grados de los lipidos intracelulares. En todos los casos, se constatdé un aumento
significativo de la cantidad relativa de los acidos grasos palmitoleico (16:1), oleico
(18:1), linoleico (18:2) y linolénico (18:3) cuando las cepas fueron incubadas a 42C con
una consecuente disminucion de la cantidad relativa del acido palmitico (16:0). Este
resultado siguié el comportamiento descrito por Rossi et al. (2009) para levaduras
psicrotrofas, quien report6 que la caracteristica adaptativa de esas levaduras consiste
en un aumento en la produccion de acidos grasos de 18 carbonos (en particular C18: 1,
C18: 2 y C18: 3) cuando crecen a bajas temperaturas. Al igual que lo reportado por
otros autores (Suutari et al. 1993; Rossi et al. 2009; Amaretti et al. 2010b), la
disminucién en la temperatura de incubacién tuvo un impacto en la tasa de crecimiento
y en la cantidad y perfil de acidos grasos acumulados. Sin embargo, este pardmetro no
afectd el porcentaje de acumulacion. Esto sugiere que la acumulacién de lipidos no es
una adaptacién a la disminucién en la temperatura, como si lo es el cambio en el perfil

de acidos grasos acumulados (Rossi et al. 2009).

Cabe destacar que para ambas temperaturas ensayadas los perfiles de acidos grasos de
todas las cepas seleccionadas presentaron un numero de cetano mayor a 45, lo que
concuerda con lo exigido por la norma UNIT 1100:2014. A su vez se observd un
aumento en el indice de insaturaciéon (DU) al disminuir la temperatura, lo cual era
esperado ya que esta adaptacion ha sido ampliamente estudiada (Suutari et al. 1993;
Rossi et al. 2009; Amaretti et al. 2010a; Villarreal et al. 2018). En cuanto a los valores
de punto enturbiamiento (CF) y punto de taponamiento de filtro en frio (CPFF), si bien
cada pais determina su valor de acuerdo con las condiciones climaticas que posea,
valores bajos mejorarian el despefio a bajas temperaturas del biodiésel obtenido. E1 CP
se define como la temperatura mas baja en la cual se puede observar una suspension
turbia a causa de la formacion de cristales en biodiésel (Sanford et al. 2009), y el CFPP
corresponde a la temperatura mas baja a la que un volumen dado de biodiésel puro
(B100) todavia pasa a través de un filtro estandarizado en 60 segundos (Knothe 2005).

Como puede observarse estos valores bajan en todos los aislamientos al disminuir la
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temperatura de incubacidn, lo que convierte a estos lipidos en buenos candidatos para
su uso a menores temperaturas. Esto demuestra que a partir de levaduras oleaginosas
se podria obtener biodiésel de composiciéon variada, adecuado para su uso en
diferentes climas. Sin embargo, en todos los casos es imprescindible la correcta

seleccidn de la cepa y la optimizacion de las condiciones de cultivo.

Como resultado de este trabajo se seleccioné la cepa Candida glaebosa 12D para
continuar los estudios, ya que la misma logr6 un porcentaje de acumulacién
significativamente mayor al resto de las levaduras oleaginosas, siendo a su vez la cepa
con la cual se obtuvo la mayor concentracidn de lipidos saponificables por volumen de
cultivo. Esta especie fue descrita por primera vez por Komagata & Nakase (1965),
quien la aisl6 a partir de calamar congelado en Japon, por lo cual no fue una sorpresa
encontrarla en la Antartida. Posteriormente esta especie también fue encontrada en
vino y en kéfir (Gonzalez et al. 2007; Kivan¢ & Yapici1 2015). La cepa seleccionada fue
capaz de asimilar las tres fuentes de carbono ensayadas, sacarosa, lactosa y glicerol, lo

cual le da mayor versatilidad para su produccién a partir de subproductos industriales.
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Capitulo II: Utilizaciéon de melaza de caina para la produccion de
levaduras oleaginosas

[I.1. Introduccion al capitulo

En nuestro pais, la melaza y la vinaza de cafia de azucar son subproductos
agroindustriales generados por la industria sucro-alcoholera (Perugorria 2011;
Valeiro et al. 2017). La melaza se utiliza de manera frecuente para la producciéon de
bioetanol debido a la presencia de aztcares fermentables, siendo una buena fuente de
carbono para el metabolismo de los microorganismos (Cazetta & Celligoi 2006). La
vinaza es el subproducto de producciéon de bioetanol (Valeiro et al. 2017) y se ha
utilizado principalmente en practicas de fertirrigacion (Christofoletti et al. 2013; Filoso

et al. 2015; Rodrigues Reis & Hu 2017).

En el contexto del desarrollo de procesos de buen rendimiento y con bajos costos de
produccion, el objetivo de este capitulo fue la determinacién de las condiciones de
cultivo y la composicion adecuada del medio para la producciéon de lipidos
transformables en biodiésel a partir de la levadura oleaginosa C. glaebosa 12D
(seleccionada en el capitulo anterior), utilizando los subproductos mencionados. En
primer lugar, se optimiz6 la produccion de lipidos en un medio mineral suplementado
con extracto de levadura y melaza de cafia como fuente de carbono. En segundo lugar,
buscando reducir alin mas los costos se estudio la posibilidad de realizar la produccion
en un medio a base de vinaza de cafia, suplementado solamente con melaza de cafia de

azucar como fuente de carbono.
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[I1.2. Materiales y métodos

I1.2.1. Melazay vinaza de cafia de azucar:

La melaza utilizada en esta tesis fue un subproducto producido durante la zafra 2017
y la vinaza utilizada fue un subproducto producido durante las zafras 2017 y 2018.
Ambos fueron obtenidos en el Complejo Agroenergético de la empresa Alcoholes del
Uruguay -ALUR (Bella Unién, Artigas, Uruguay) Se conservaron a 42C hasta su uso. A
estos subproductos se les determin6 la concentracion de sacarosa, glucosa y fructosa
por cromatograffia liquida (HPLC) como esta descrito en el punto 11.2.10.1 y la
concentracion de nitrégeno de las muestras de melaza y vinaza por método

colorimétrico como esta descrito en el punto 11.2.10.2.

I1.2.2. Determinacion de la concentracion de melaza que no inhiba el
crecimiento de la cepa seleccionada:
Se evaluaron diferentes concentraciones de melaza de cafia con la finalidad de conocer
la concentracion maxima que no inhibiera el crecimiento en las concentraciones
ensayadas. Para ello, la cepa 12D se cultivd en caldo a base de extracto de levadura y
nitrogeno (YNB) (Difco, Sparks, USA) (Anexo 1.2) y en presencia de diferentes
concentraciones de melaza (50, 100, 150 y 200 g/L). Los cultivos se incubaron a 252C
con agitacion a 150 rpm en matraces Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de 50 mL
de medio. Inicialmente, el pH del medio se ajust6 a 5.0. Como in6culo se emple6 5 mL
de una suspension (turbidez = McFarland 1) preparada en agua destilada estéril a
partir de cultivos en PDA incubados a 252C durante 48 horas. Se les determiné la
concentracion de biomasa seca, como esta descrito en el punto 11.2.10.3, al quinto dia
de incubacién. Cada cultivo se realizé por duplicado, determinando para cada uno el
valor promedio y el intervalo de confianza (IC) correspondiente (a=0.05), utilizando la
herramienta de andlisis de Excel 2010. Los resultados experimentales fueron
comparados por un ANOVA de una via, y a las medias se les realiz6 un test LSD (Least
significant difference) usando el software Infostat (Di Rienzo et al. 2008). Diferencias

con un p<0.05 fueron consideradas significativas.
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I1.2.3. Determinacion del efecto de la melaza en la acumulacién de lipidos:

Para este estudio se utiliz6 como medio de cultivo base el definido por Thakur et al.
(1989), sustituyendo la glucosa por la melaza de cafia de aztcar (concentracion de 100
g/L) y conservando los restantes componentes del medio base (anexo 1.5). El cultivo
de la cepa 12D se incubd6 a 259C con agitacién a 150 rpm en matraces Erlenmeyer de
250 mL con un volumen de 50 mL de medio. Inicialmente, el pH del medio se ajust6 a
5.0. Como indculo se emple6 5 mL de una suspensiéon (turbidez = McFarland 1)
preparada en agua destilada estéril a partir de cultivos en PDA incubados a 252C
durante 48 horas. Se les determiné la concentraciéon de biomasa seca y de lipidos
saponificables (en g/L de cultivo) como esta descrito en los puntos 11.2.10.3 y 11.2.10.4,

respectivamente al quinto dia de incubacidn. El cultivo se realiz6 por duplicado.

I1.2.4. Determinacion de componentes del medio que influyen en la
produccion de biomasa y acumulacion de lipidos intracelulares:
Para estudiar la influencia de los diferentes componentes del medio en la produccion
de biomasa y en la acumulacion intracelular de lipidos, se utilizé como medio de cultivo
base el definido por Thakur et al. (1989), sustituyendo la glucosa por melaza de cafia
de azucar. Se evalué el efecto de la concentracion de los restantes componentes del
medio base: KH2POs4, NH4NO3, extracto de levadura (EL), CaClz y MgSO4 sobre la
produccion de biomasa y lipidos intracelulares de la levadura seleccionada. Para poder
determinar la influencia de estas variables se realizé un disefio estadistico factorial
fraccionado de dos niveles en el programa DesignExpert10 (StatEase Inc.). En todos los
casos, la concentracion de melaza se mantuvo en 100 g/L, maxima concentracién que
no afecté el crecimiento de la cepa, determinada en el punto I1.2.3. Cada variable se
ensayd en dos niveles, alto (+1) y bajo (-1), de acuerdo a la Tabla IL.1. Para las 5
variables a estudiar se realiz6 un disefio con 16 ensayos (tabla II.2), de resolucion V

con 3 puntos centrales.
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Tabla II.1. Variables y sus niveles ensayados en el disefio factorial fraccionado

Factor p Niveles .

KH:PO4 (g/L) 0 1.50
Extracto de levadura (g/L) 0 3.00
NH4NO3 (g/L) 0 0.57
CaCl22H:0 (g/L) 0 0.80
MgS0..7H:0 (g/L) 0 0.80

Como respuesta en cada caso se determiné la concentraciéon de biomasa seca y lipidos
saponificables (en gramos por litro de medio de cultivo) obtenidos a partir del cultivo
segun lo descrito en los puntos 11.2.10.3 y 11.2.10.4, respectivamente. Los cultivos se
incubaron a 252C durante 5 dias con agitacién a 150 rpm en matraces Erlenmeyer de
250 mL con un volumen de 50 mL de medio. Inicialmente, el pH del medio se ajust6 a
5.0. Como ino6culo se empled 5 mL de una suspensidon (turbidez = McFarland 1)
preparada en agua destilada estéril a partir de cultivos en PDA incubados a 252C

durante 48 horas.

I1.2.5. Sustituciéon de componentes del medio acumulacion por vinaza de cafia
de azucar:
Se evaluo6 la sustitucion de los componentes del medio de acumulaciéon de lipidos
descrito por Thakur (1989) (KH2PO4, EL, NH4NOs3, CaClz y MgS04) por vinaza de cafia
de azucar, sobre la produccidon y acumulacion de lipidos. Para esto, la cepa 12D se
cultivd en el medio con 100 g/L de melaza de cafa sustituyendo el resto de los
componentes del medio por diferentes diluciones de vinaza (relacién Vinaza:H:O0:
25:75; 50:50; 75:25 y 100:0). Los cultivos se incubaron a 252C con agitaciéon a 150 rpm
en matraces Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de 50 mL de medio. Inicialmente,
el pH del medio se ajusté a 5.0. Como indculo se emple6 5 mL de una suspension
(turbidez = McFarland 1) preparada en agua destilada estéril a partir de cultivos en
PDA incubados a 252C durante 48 horas. Se les determiné la concentracion de biomasa
seca y lipidos saponificables (en g/L de cultivo) como esta descrito en los puntos
[1.2.10.3 y 11.2.10.4, respectivamente, al octavo dia de incubacion. Cada cultivo se

realizé por duplicado. Los resultados experimentales fueron comparados por un
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ANOVA de una via, y a las medias se les realiz6 un test LSD usando el software Infostat

(Di Rienzo et al. 2008). Diferencias con un p<0.05 fueron consideradas significativas.

I.2.6. Efecto de la concentracion de extracto de levadura sobre la
acumulacion de lipidos:
Se evalué si la concentracion de extracto de levadura tendria algin efecto sobre la
acumulacion de lipidos en la cepa C. glaebosa 12D. Para ello la cepa 12D se cultiv6 en
el medio con 100 g/L de melaza de cafia y vinaza sin diluir con diferentes
concentraciones de extracto de levadura (0; 0.75; 1.5y 2 g/L). Los cultivos se incubaron
a 252C con agitacion a 150 rpm en matraces Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de
50 mL de medio. Inicialmente, el pH del medio se ajust6 a 5.0. Como indculo se empled
5 mL de una suspension (turbidez = McFarland 1) preparada en agua destilada estéril
a partir de cultivos en PDA incubados a 252C durante 48 horas. Se les determiné la
concentracion de biomasa seca y de lipidos saponificables (en g/L de cultivo) como
esta descrito en los puntos 11.2.10.3 y [1.2.10.4, respectivamente, al octavo dia de
incubacion. Cada cultivo se realizé por duplicado. Los resultados experimentales
fueron comparados por un ANOVA de una via, y a las medias se les realiz6 un test LSD
usando el software Infostat (Di Rienzo et al. 2008). Diferencias con un p<0.05 fueron

consideradas significativas.

I1.2.7. Escalado en fermentador con medio a base de vinaza y melaza de cafa de
azucar en batch:
El escalado de la produccién se realizé mediante el cultivo de la cepa 12D en un
fermentador de 3 L de capacidad, con 2 L de volumen de cultivo (Fermentador BLBIO-
3G]J, Shanghai Bailun Bio-Technology.co, Ltd). El medio de cultivo empleado fue a base
de vinaza de cafia sin diluir con 100 g/L de melaza de cafia de azucar. Previo a la
inoculacién, 0.5 mL de antiespumante (Sigma- A6426) fue adicionado al medio. El
fermentador se inoculd con 10% (v/v) de un cultivo de la levadura 12D, obtenido en el
mismo medio del fermentador, incubado durante 48 horas a 252C y con agitaciéna 150
rpm. Para la preparacién del pre-inéculo se inoculé con 20 mL de una suspensién
(turbidez = McFarland 1) preparada en agua destilada estéril a partir de cultivos en
PDA incubados a 252C durante 48 horas. El cultivo en fermentador se monitore6

durante cinco dias, y se tomaron muestras cada 24 horas aproximadamente. A cada
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muestra se le determind la concentracion de biomasa seca, de lipidos saponificables y
la concentracion de sacarosa, glucosa y fructosa remanente (en g/L de cultivo) como
esta descrito en los puntos 11.2.10.3, 11.2.10.4 y I11.2.10.1, respectivamente. Las
condiciones de incubacién del fermentador fueron las siguientes: 252C; 250 rpm y 2
vvm de aire. Durante todo el proceso se control6 la temperatura del cultivo con
electrodo de platino (Pt100), y se registré continuamente el pH y la concentracién de
oxigeno disuelto (%0D) a través de los electrodos 405-DPAS-SC-K8S (Mettler, Toledo)
y InPro 6800 (Mettler, Toledo), respectivamente. No se controld el oxigeno disuelto
durante el proceso. Al final del cultivo se determinaron los coeficientes de rendimiento
en lipidos y en biomasa basado en el consumo de substrato (Y p/s)y Y /s)) (g/g) y la
productividad maxima global del proceso (Qp) (g/Lh).

I1.2.8. Escalado en fermentador con medio a base de vinaza y melaza de caiia,
cultivo alimentado:
El cultivo se realiz6 en el fermentador descrito en el punto I1.2.7, utilizando 2 L de
volumen de cultivo. El medio de cultivo empleado fue a base de vinaza de cafia sin diluir
con 100g/L de melaza de cafa de azucar. El cultivo fue alimentado con melaza de cafia
cuando los azucares fueron consumidos totalmente. Cada alimentacién const6 del
agregado de melaza de cafia concentrada de manera de alcanzar la concentracion
inicial del medio de cultivo. El fermentador se inoculé con 10% (v/v) de un cultivo de
la levadura 12D, obtenido en el mismo medio del fermentador, incubado durante 48
horas a 252C y agitacion a 150 rpm. Este pre-indculo se preparo inoculando el matraz
con con 20 mL de una suspension (turbidez = McFarland 1) preparada en agua
destilada estéril a partir de cultivos en PDA incubados a 282C durante 48 horas. Las
condiciones de cultivo fueron las descritas en el punto I1.2.7. El cultivo en fermentador
se monitored durante 14 dias, y se tomaron muestras cada 24 horas aproximadamente.
A cada muestra se les determiné la concentracion de biomasa seca, de lipidos
saponificables y la concentracién de sacarosa, glucosa y fructosa remanente (en g/L de
cultivo) como esta descrito en los puntos 11.2.10.3,11.2.10.4 y [1.2.10.1, respectivamente.
Durante todo el proceso se control6 la temperatura, se registro el pH y la concentracién
de oxigeno disuelto, sin controlarse la concentracién de este ultimo parametro. Al final

del cultivo se determinaron los coeficientes de rendimiento en lipidos y en biomasa
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basado en el consumo de substrato (Y /)y Y x/5)) (g/g) vy la productividad maxima

global del proceso (Qp) (g/Lh). Este cultivo se realizé por duplicado.

I.2.9. Determinacion de la calidad de la mezcla de FAMEs obtenida:

A partir de la biomasa obtenida en el punto I1.2.8 se determiné la concentracion y perfil
de metilésteres de acidos grasos como se describe en el punto 11.2.10.5. A partir del
perfil obtenido, se estimaron algunas propiedades fisicoquimicas de la mezcla segtn el
punto I1.2.10.6. También se determind el contenido de glicerol total y libre, y el

contendido de mono, di y tri glicéridos en la mezcla segtn el punto 11.2.10.7.

I.2.10. Métodos analiticos:

11.2.10.1. Determinacion de la concentracion de azucares:

La concentracion de sacarosa, glucosa y fructosa de las muestras se determiné por
cromatografia liquida (HPLC) con detector de indice de refraccion (RID-10A
Shimadzu) equipado con una columna SUPELCOGEL C-610H, 30 cm x 7.8 mm. Las
condiciones operativas utilizadas fueron, fase mévil 0.1% H3PO4 en agua miliq® con

un flujo de 0.5 mL/min y la temperatura de la columna fue de 302C.

11.2.10.2. Determinacion de la concentracion de nitrégeno como amino libre:
La concentracion de nitrogeno bajo la forma de amino libre (FAN) de los
subproductos se determind por un método colorimétrico segin Spedding et al.
(2012). Se tomaron 2 mL de muestra y se le agreg6 1 mL del reactivo coloreado de
ninhidrina (anexo 2.2). La mezcla se calent6 en bafio de agua a ebullicién durante
16 minutos. Posteriormente las muestras fueron enfriadas a temperatura ambiente,
se les agreg6 5 mL de solucidn diluyente (anexo 2.3) y se les midio la absorbancia a

575 nm.

11.2.10.3. Determinacion del crecimiento celular:
El crecimiento celular fue monitoreado determinando el peso seco. Para ello se
tomaron 2 mL de cultivo y se centrifugaron a 7000 rpm durante 7 minutos. Los
pellets obtenidos se lavaron con agua destilada, se resuspendieron en 1 mL de agua

destilada y se transfirieron a una placa de Petri previamente pesada. Luego de dejar
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secar la biomasa en estufa a 70°C durante 24 h, se dejé enfriar en desecador, y se

pesaron nuevamente. Esta determinacion se hizo por duplicado para cada cultivo.

11.2.10.4. Determinacion de la concentracion de lipidos saponificables:

La determinacién de la concentracién de lipidos por saponificacion directa se realizé
gravimétricamente segin Pereyra et al. (2014). Para la extraccién de lipidos se
centrifug6 40 mL de cultivo, seguido por un lavado con agua destilada. Al pellet
obtenido se agregé 5 mL de KOH 30% (p/v) y 5 mL de etanol 95% (v/v). La mezcla
se incub6 a 702C durante una noche. Posteriormente, las muestras fueron enfriadas
a temperatura ambiente y la materia insaponificable se extrajo mediante 2 lavados
con 10 mL de hexano. El pH de la fase acuosa fue ajustado a 1 mediante el agregado
HCl, antes de recuperar la fraccion de acidos grasos por medio de dos ciclos de
agregado de 10 mL de hexano. Los lipidos saponificables recuperados de esta forma
en la fase organica fueron pesados luego de la evaporacion del solvente bajo presiéon

reducida a 452C.

I1.2.10.5. Determinacién de concentracion y perfil de metilésteres de acidos
grasos:
Esta determinacion se realizé de acuerdo a lo descrito por Martinez-Silveira et al.
(2019a), calentando a 702C durante 3 horas la biomasa seca en presencia de metanol
(relacion metanol-biomasa=60) usando H2SOs4 como catalizador en wuna
concentracion de 0.4 M. El analisis de FAMEs se realizé por cromatografia gaseosa
con detector de ionizacion de llama (GC-FID) usando Agilent Technologies, Inc.
7820A GC equipado con una columna DB-225 Agilent Technologies, Inc. (20 m,
0.100 mm ID, 0.10 pm). Las condiciones de operaciones fueron: N2 gas carrier 0.2
mL/min, la temperatura del puerto de inyeccion y del detector fue 2502C. Se aplicé
el siguiente programa de temperatura: 402C por 0.5 min, aumento de 252C/min
hasta 1952C, aumento de 32C/min hasta 2052C, aumento de 82C/min hasta 230°C, y
se mantiene a 230°C durante 10 min. La identificacién de los FAMEs se realizé
comparando los tiempos de retencién con los obtenidos con un estandar (Supelco
37 Component FAME Mix, Sigma-Aldrich 1891) analizado en las mismas condiciones
de cromatografia gaseosa. Se utiliz6 como estandar interno nonadecanoato de

metilo (74208-1G Fluka Analytical Sigma-140 Aldrich 1891) en una concentracién
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de 1.5 mg/mL. El total de los FAMESs se calcul6 como la suma de las areas de cada

pico individual y se relaciond6 con el area del estandar interno.

11.2.10.6. Estimacion de otras propiedades del biodiésel a partir de perfiles
de ésteres metilicos de acidos grasos:
El perfil de FAMEs obtenido en el punto I1.2.9.5 fue utilizado para estimar algunas
propiedades importantes del biodiésel obtenido. Algunas de las especificaciones
requeridas por la norma UNIT 1100:2014 estan directamente relacionadas con la
composicion quimica de los FAMEs. Estas son: viscosidad (v), densidad (p), nimero
de cetano (CN), indice de yodo (IV), factor de saturaciéon de cadena larga (LCSF),
punto de taponamiento de filtro en frio (CFPP), punto de enturbiamiento (CP) y la
estabilidad oxidativa (0S). Se estimaron estas propiedades fisicoquimicas de

acuerdo a Caldeira et al. (2017) utilizando las siguientes ecuaciones:

v a 40°2C (mm2/s) = exp (2 xix Ln(v;))

Ln(v;) =-12.503 + 2.496 x Ln (MW;) - 0.178 x DB
pa20°C (kg/m3) = (X xix pi) x 1000
pi=0.8463 + (4.9/MW;) + 0.0118 x DB
SN =2 (560 x Ai/MW;)

IV =X (254 x DBx A;) /MW;

CN =46.3 + 5458/SN - 0.225 x IV
LCSF (%) = (0.1 x C16:0) + (0.5x C18:0) + (1 x C20:0) + (1.5x C22:0) + (2 x C24:0)
CFPP (°C) = (3.417 x LCSF) - 16.477
CP (°C) = (CFPP+2.9)/1.0191
0S (h)=117.9295 / (AiC18: 2 + A; C 18: 3) + 2.5905

donde MWi = masa molecular de cada acido graso componente, DB = nimero de
enlaces dobles, Ai = es el porcentaje de cada componente de acido graso, xi =fracciéon

molar de cada &cido graso.

11.2.10.7. Determinacion del contenido de glicerol libre, mono-, di-, y
triglicéridos del biodiésel obtenido:
La determinacion de glicerol libre, mono-, di- y triglicéridos se realiz6 de acuerdo a

lo establecido en la norma UNIT 1133:2007 en el Laboratorio de la Unidad de
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Cereales y Oleaginosos de ALUR. El analisis se realiz6é en un cromatografo de gases
de inyeccion automatica con detector de ionizacion de llama (GC-FID), usando
Shimadzu Corp. GC-2014 equipado con una columna MET-Biodiésel Supelco, Inc.
(14 m, 0.53 mm con pre-columna ID, 0.16 pm integrada de 2m 0.53 mm ID, 0.16 pm).
Las condiciones de operaciones fueron: He como gas carrier a una presion de 24.7
kPa, la temperatura del puerto de inyeccién fue de 80°C y la del detector fue 400°C.
Se aplicé al horno el siguiente programa de temperatura: 802C, aumento de
152C/min hasta 1809C, aumento de 82C/min hasta 2702C, aumento de 302C/min
hasta 3809°C, y se mantiene a 3802C durante 6 min. Para el andlisis se tomaron 100
mg de muestra y se le agregé 80 pL de una solucién stock de (S)-(-)-1,2,4-butanetriol
(estandar interno para glicerol) a una concentraciéon 4.106 mg/uL y 80 pL de una
solucion stock de tricaprina (estandar interno para los glicéridos.) a una
concentracion 31.97 mg/pL. La muestra con los estandares internos fueron
derivatizados a través de una silinizacion con 100 pL MSTFA (N-Metil-N-
(trimetilsilil) trifluoroacetamida) durante 15 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se afiadieron 8 mL de n-heptano e inyectaron 2 pL de la mezcla
obtenida. Se expresaron los contenidos de monoglicéridos (MG), diglicéridos (DG),
de triglicéridos (TG) y glicerol libre como porcentaje en peso (% (m/m)). Para el
calculo de estos porcentajes se utilizaron las siguientes ecuaciones descritas en la

norma UNIT 1133:2009:

G= [ay (AgifAci1) + bg] X (Meiz/m) x 100
MAG= [amag (XAmi/Aciz) + bmag] X (Meiz/m) x 100
DAG= [@dag (2AdifAciz) + baag] X (Meiz/m) x 100
TAG= [Arag (ZAci/Aciz) + brag] X (Meiz/m) x 100

En donde G, MAG, DAG y TAG son los porcentajes en %m/m de glicerol libre, mono-
, di- y triglicéridos presentes en la muestra, respectivamente. Agi es el area del pico
del glicerol y XAmi, ZAdiy ZAtison las sumas de las areas de los picos de los mono-, di-
y triglicéridos. Aei y Aeiz son las areas de los estandares internos (S)-(-)-1,2,4-
butanetriol y tricaprina, respectivamente. Mei, Meiz y m son las masas en miligramos
de los estandares internos (S)-(-)-1,2,4-butanetriol y tricaprina, y la muestra,

respectivamente. agy bgson constantes del método de regresion para el glicerol. amag
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y bmag son constantes del método de regresion para la monooleina. adagy bdag Son
constantes del método de regresion para la dioleina. atag y btag Son constantes del
método de regresion para la trioleina. El glicerol total fue calculado de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

Gr (%(m/m)) = G + 0.225 MAG + 0.146DAG + 0.103 TAG

En donde GT es el porcentaje en % m/m de glicerol total (libre y acomplejado)
presente en la muestra; G es el porcentaje en % m/m de glicerol libre presente en la
muestra; MAG es el porcentaje en % m/m de monoglicéridos presente en la muestra;
DAG es el porcentaje en % m/m de diglicéridos presentes en la muestray TAG es el
porcentaje en % m/m de triglicéridos presente en la muestra. El instrumento fue
calibrado usando glicerol, monooleina, dioleina y trioleina en soluciones de n-

heptano de acuerdo con la norma UNIT 1133:2007.
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II.3. Resultados

I1.3.1. Melazay vinaza de cafia de azucar utilizadas:

La determinacion de la concentracion de azucares se realiz6 por HPLC, siendo la
composicion de la melaza de cafa utilizada: sacarosa (286 * 10) g/L, glucosa (164 *
13) g/Ly fructosa (166 + 14) g/L. Para el caso de la vinaza de cafia, no se detectaron
picos en los tiempos de retencion esperados. Por lo tanto, la concentracién de estos
azucares en este subproducto fue menor al limite de cuantificaciéon del método (0.125
g/L). En el anexo 3.1 se encuentran las curvas de calibracion utilizadas para realizar
estas determinaciones.

La determinacién del contenido de nitrégeno de los subproductos se determiné
midiendo el contenido de amino libre por un método colorimétrico. La concentraciéon
de nitrégeno en la muestra de melaza de cafia fue: (223.7 + 0.3) mgN/L y para el caso
de la vinaza de cafia fue: (140.8 £0.1) mgN/L. En el anexo 3.2 se encuentra la curva de

calibracién utilizada.

Figura IL.1: Aspecto de la melaza de cafia obtenida en el Complejo Agroenergético de la empresa

Alcoholes del Uruguay -ALUR (Bella Unién, Artigas, Uruguay).

I1.3.2. Determinacion de la concentracion de melaza de caiia que no inhiba el
crecimiento de la levadura seleccionada:

Se determiné la concentracion maxima de melaza de cafia que no inhibiera el

crecimiento de la cepa seleccionada para la produccién. Para ello 1a cepa 12D se cultivé

en medio YNB (anexo 1.2) con diferentes concentraciones de melaza de cafia de azucar.

En la figura I1.2 se muestra la biomasa seca obtenida con las diferentes concentraciones
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de melaza, luego del quinto 5 dia de incubacion. Como puede observarse las
concentraciones de melaza 50 y 100 g/L fueron las que generaron una cantidad de
biomasa seca significativamente mayor al resto de las concentraciones ensayadas; pero
no existié diferencia significativa entre ellas, seleccionando la concentraciéon de 100

g/L para continuar.
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Figura II.2: Biomasa seca obtenida en medio YNB con diferentes concentraciones de melaza de cafia de
azucar a los 5 dias de cultivo. Las barras corresponden al intervalo de confianza de 2 repeticiones con
a=0.05. Los datos experimentales fueron analizados por un ANOVA de una via, con la comparacién del
test de Fisher LSD. Las diferencias se consideraron significativas si el p<0.05; las mismas estan indicadas

por diferentes letras.

I1.3.3. Determinacion del efecto de la melaza en la acumulacion de lipidos:

La cepa seleccionada C. glaebosa 12D fue incubada en las condiciones descritas en el
punto I1.2.3 en el medio descrito por Thakur et al. (1989) sustituyendo glucosa por
melaza de cafia en una concentracion de 100g/L. Luego del quinto dia de incubacion la
concentracion de biomasa seca y lipidos saponificables (en g/L de cultivo) fueron (11.4
+ 0.7) y (3.2 = 0.3), respectivamente. Con estos valores se calculé el porcentaje de
acumulacion en estas condiciones y el mismo fue (28 + 2) %. También se calculd la
relacion molar C/N del medio a partir de la concentracidon de azucares y nitrogeno de

la melaza, obtenidas en el punto I1.3.1. La relacién C/N obtenida fue 147.
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I1.3.4. Determinacion de componentes del medio que influyen en la produccion
de biomasa y acumulacion de lipidos intracelulares:

Tomando como base el medio Thakur et al. (1989) y la concentracién de melaza
seleccionada en el punto I1.3.3 se realiz6 un disefio factorial fraccionado para
determinar los componentes del medio que influyen en la produccién de biomasa y
acumulacion de lipidos a partir de la cepa C. glaebosa 12D.

En la tabla II.2 se presenta el disefo realizado y la concentraciéon de biomasa seca y
lipidos saponificables (en g/L de cultivo) obtenidos en cada caso a partir de la
transesterificacion directa de los lipidos acumulados por la cepa 12D cultivada en
dichas condiciones. Para todos los factores se incluy6 la concentracion 0 g/L de forma
de evaluar la necesidad de su presencia en el medio.

Con los resultados obtenidos se realizaron dos ANOVA, uno para determinar el efecto
de las variables sobre la concentracion de biomasa seca (tabla II.3) y otro sobre la
concentracion lipidos saponificables (tabla I1.4). Para el caso de la biomasa seca, dentro
de las variables ensayadas, se determiné que en el rango evaluado las concentraciones
de EL, NH4NOs3 y la interaccidn entre estas variables fueron las unicas con efecto
significativo (p<0,0001). Se observé una curvatura significativa, con un p=0,0001, lo
cual significa que en el centro del espacio del disefio el comportamiento de las
respuestas no es lineal, por lo cual en este espacio las predicciones por parte del
modelo ajustado no serian correctas. En el caso de la influencia de las diferentes
variables sobre la concentracion de lipidos saponificables, las variables que tuvieron
un efecto significativo en el rango evaluado fueron la concentracién de EL y la
interaccion entre la concentracion de EL y NH4NO3 (p<0,0001). Para esta respuesta la

curvatura no resultd significativa (p=0.6526).
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Tabla II.2. Concentracién de biomasa seca y lipidos saponificables obtenidos de la cepa 12D en los

ensayos del disefio factorial fraccionado.

Lipidos Biomasa

Matraz Tipo K(Hz/l:;h ( E /[L) N(H4/l\ll‘;)3 fa;::; l\élg/sl(‘))‘; saponpificables seca
Y8 YW (2/1) (2/1)

1 Fact 1.5 0.0 0.57 0.6 0.0 2.5 8.8
2 Fact 0.0 3.0 0.57 0.0 0.8 4.3 13.8
3 Fact 1.5 3.0 0.57 0.6 0.8 3.4 14.1
4 Fact 0.0 3.0 0.0 0.0 0.0 4.8 13.3
5 Central  0.75 1.5 0.28 0.3 0.4 2.9 10.7
6 Fact 1.5 3.0 0.0 0.0 0.8 5.5 13.1
7 Fact 1.5 3.0 0.0 0.6 0.0 4.7 12.8
8 Fact 0.0 3.0 0.57 0.6 0.0 4.0 13.7
9 Fact 0.0 0.0 0.57 0.6 0.8 2.3 8.6
10 Fact 1.5 3.0 0.57 0.0 0.0 3.2 13.9
11 Fact 0.0 0.0 0.57 0.0 0.0 2.9 9.0
12 Central  0.75 1.5 0.28 0.3 0.4 3.5 12.0
13 Fact 0.0 0.0 0.0 0.0 0.8 1.8 4.1
14 Fact 0.0 0.0 0.0 0.6 0 1.3 4.3
15 Fact 0.0 3.0 0.0 0.6 0.8 5.5 12.3
16 Fact 1.5 0.0 0.0 0.6 0.8 1.9 4.2
17 Central  0.75 1.5 0.28 0.3 0.4 3.1 11.5
18 Fact 1.5 0.0 0.57 0.0 0.8 2.7 7.4
19 Fact 1.5 0.0 0.0 0.0 0.0 1.8 3.8

Nota: Se sefialan los puntos factoriales (Fact) y los puntos centrales (Central).

Tabla II.3: Resultado del ANOVA que muestra el efecto de los factores y sus interacciones en la

concentracion de biomasa seca en el disefio factorial fraccionado

Fuente de p-valor
variacion S¢ gl M FValor Prob> F
Modelo 242.0 3 80.7 356.9 <0.0001
B-EL 201.6 1 201.6 892.2 <0.0001
C-NH4NOs3 29.2 1 29.2 129.0 <0.0001
BC 11.2 1 11.2 49.6 <0.0001
Curvatura 6.2 1 6.2 27.4 0.0001
Residuo 3.2 14 0.2

Falta de 2.3 12 0.2 0.4 0.8
ajuste

Error 09 2 0.4

Total 251.4 18

Nota: SM: suma de cuadrados; CM: Cuadrado medio; gl: grados de libertad.

significativo

No
significativo
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Tabla II.4: Resultado del ANOVA que muestra el efecto de los factores y sus interacciones en la

concentracion de lipidos saponificables en el disefio factorial fraccionado

Fuente de p-valor

variacion S¢ gl tM FValor Prob> F

Modelo 25.8 3 8.6 59.8 <0.0001 significativo
B-EL 20.4 1 20.4 141.7 <0.0001

C-NH4NO3 0.3 1 0.3 1.9 0.2

BC 5.1 1 5.1 35.7 <0.0001

Curvatura 0.03 1 0.03 0.2 0.6

Residuo 2.0 14 0.1

Falta de 1.9 12 0.2 2.0 0.4 _ Noo
ajuste significativo
Error 0.1 2 0.08

Total 27.9 18

Nota: SM: suma de cuadrados; CM: Cuadrado medio; gl: grados de libertad.

El modelo propuesto para la respuesta biomasa seca resulté significativo (F = 356.9; p
<0,0001) con un Rz de 0.987, lo que significa que se podria explicar el 98.7% en la
variabilidad en la respuesta. Se obtuvo un valor de R? ajustado de 0.984, que concuerda
con el valor predicho de R? (0.975), lo cual indica una buena relacién entre los datos
experimentales y los predichos por el modelo para la concentracion de biomasa seca.
Para el caso de la concentracidn de los lipidos saponificables, el modelo también resulto
significativo (F = 59.8; p <0,0001) con un R2de 0.928, lo que significa que se podria
explicar el 92.8% en la variabilidad en la respuesta. Se obtuvo un valor de R? ajustado
de 0.912, que concuerda con el valor obtenido de R2 predicho (0.869), lo cual indica
una buena relacion entre los datos experimentales y los predichos por el modelo para
la concentracién de lipidos saponificables. Como resultado se obtuvieron dos
ecuaciones en funcién de las variables significativas en el rango estudiado (1 y 2). Se
puede visualizar el efecto positivo (coeficiente positivo) de la concentracion de EL y de
NH4NO3 y el efecto negativo (coeficiente negativo) de la interacciéon entre la
concentracion entre EL y NH4NO3 sobre ambas variables de respuesta. Para el caso de
la respuesta concentracion de lipidos saponificables, la concentracion de NH4NO3 no

tiene un efecto significativo sobre esta respuesta.

(1) [Biomasa seca] (g/L) = +4.1 +2.9*(EL) +7.7*(NH4NO3) -2.0*(EL * NH4NO3)
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(2) [lipidos saponificables] (g/L) = +1.7 +1.1*(EL) +1.5 *(NH4NOs3) -1.3 *(EL *
NH4NO3)

Posteriormente se realiz6 en el programa Design Expert 10.0 la optimizacién numérica
de los factores incluidos en el disefio factorial fraccionado, con la finalidad de

maximizar la concentracion de biomasa seca y de lipidos saponificables.
Como resultado se obtuvo el siguiente el medio de cultivo:

- EL=3.0g/L

- NH4NO3 =0 g/L

- MgS04.7H20= 0. g/L
- CaCl2.2H20=0g/L
- KH2PO4 = 0g/L.

Para las variables no significativas se seleccion6 la minima concentraciéon posible
dentro del rango ensayado. La relacion molar C/N del medio optimizado fue 167, y se
calcul6 a partir de la concentracion de nitrégeno proveniente del extracto de levadura
y de la concentracién de azicares y nitrégeno de la melaza, obtenidas en el punto I1.3.1.
El modelo obtenido en el disefio factorial fraccionado, predice con un 95% de
probabilidad que en dicho medio de cultivo la concentracién de biomasa seca estara
entre 11.7 - 14.02 g/L y la concentracion de lipidos saponificables entre 4.2 - 6.0 g/L.
El resultado de esta condicién corresponde a uno de los tratamientos del disefio
factorial, por lo que el resultado predicho podria ser comparado con el valor
experimental obtenido (13.3 g/L de biomasa seca y 4.8 g/L de lipidos saponificables)
demostrando que el resultado experimental esta dentro del rango esperado. Al
comparar las medias con el resultado experimental, en el caso de la biomasa seca hay
una desviacién del 3.6% del valor tedrico y para el caso de los lipidos saponificables
esta desviacion es de 6.2%. Estos resultados validan los modelos propuestos para
explicar la concentraciéon de biomasa seca y de lipidos saponificables en el rango

estudiado.
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I1.3.5. Cambio de medio base de acumulacion por vinaza de caiia de azucar:

Debido a que el extracto de levadura fue el inico componente que deberia agregarse al
medio, se busc6 una fuente alternativa de nitrégeno, por lo cual se opt6 por el cambio
del medio base por vinaza de cafia. En primer lugar, la cepa 12D se cultivé en presencia
de diferentes diluciones de vinaza y con 100 g/L de melaza de cafia. Luego de 8 dias de
incubacién se determino la concentracién de biomasa seca y lipidos producidos en las

diferentes condiciones. Los resultados se muestran en la figura I1.3.
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Figura I1.3 Biomasa seca, lipidos saponificables en g/L de cultivo y porcentaje de acumulacion de la cepa
12D en medio con melaza 100g/L con diferentes diluciones de vinaza, al octavo dia de cultivo. Los datos
experimentales fueron analizados por un ANOVA de una via, con la comparacién del test de Fisher LSD.
Las diferencias se consideraron significativas si el p<0.05. Las diferencias reveladas por el test de Fisher

LSD estan indicadas por diferentes letras encima de las barras

Cuando el medio base se sustituyé por vinaza sin diluir se obtuvo una concentracién
de biomasa seca y lipidos saponificables significativamente mayor al resto de las
diluciones. Por ello se seleccion6 la vinaza sin diluir como sustituto al resto de los
componentes del medio descrito por Thakur et al (1989). La relacién molar C/N del
medio fue 181 y se calculd a partir de las concentraciones de azuicares y nitrogeno de

los subproductos obtenidas en el punto I1.3.1.
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I1.3.6. Efecto de la concentracion de extracto de levadura sobre la acumulacion
de lipidos:
Teniendo la concentracién maxima de melaza de cafa que no inhibe el crecimiento y
con la dilucién de vinaza que produce la mayor concentraciéon de biomasa secay lipidos
saponificables, se evalu6 si el agregado de extracto de levadura tenia algin efecto en la
concentracion de biomasa seca y lipidos saponificables. Para ello al medio a base de
vinaza sin diluir con 100 g/L de melaza de cafia, se le agregaron diferentes
concentraciones de extracto de levadura, y luego de 8 dias de cultivo se determind la
concentracion de biomasa seca y lipidos saponificables; asi como el porcentaje de

acumulacidén en cada caso. Estos resultados se presentan en la figura I1.4.
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Figura I1.4: Biomasa seca, lipidos saponificables en g/L de cultivo y porcentaje de acumulacién de la
cepa 12D en medio con 100 g/L de melaza con vinaza sin diluir con diferentes concentraciones de
extracto de levadura, al octavo dia de cultivo. Los datos experimentales fueron analizados por un ANOVA
de una via, con la comparacién del test de Fisher LSD. Las diferencias se consideraron significativas si el
p<0.05. Las diferencias reveladas por el test de Fisher LSD estan indicadas por diferentes letras encima

de las barras.

El resultado obtenido muestra que a la concentraciéon de 2.0 g/L de extracto de

levadura se logré una concentracién de biomasa seca significativamente mayor el
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resto, pero la cantidad de lipidos saponificables obtenidos fue significativamente
menor que el resto de las concentraciones ensayados. Si bien la concentracion de
biomasa seca obtenida con 0 g/L fue significativamente menor que para el resto, sin el
agregado de extracto de levadura se logré una concentraciéon de lipidos saponificables
y un porcentaje de acumulacién significativamente mayor que en el resto de las
condiciones ensayadas. Con estos resultados se decidi6 no agregar extracto de
levadura al medio, y se pasoé a la etapa de produccién en fermentador.

En la tabla IL.5 se presenta los resultados resumidos de los medios utilizados hasta el

momento.

Tabla IL.5: Resumen de los resultados del cultivo de la cepa 12D en los diferentes medios utilizados.

Fuente de . Lipidos
. Biomasa seca i %
Medio Carbono (g/L) saponificables acumulacién C/N
(g/L) (g/L)

Thakur+ Glucosa* (12.10.5) (6.1+£0.4) (51x1) 105
Thakur con melazat*  Melaza™ (11.4+£0.7) (3.210.3) (281 2) 147
Thakur optimizado* Melaza™ 13.3 4.8 36.0 167
Melaza y vinaza s.d. Melaza™ (23.1+£0.2) (7.34+£0.08) 32z 1) 181
Melazay vinazasd+ o0+ (256+05)  (6.01+0.03) (23+1) 146
0.75EL
Melaza y vinaza s.d.+ »
1.5 EL Melaza (26.1+0.3) (5.0+£0.3) (191) 123
Melazay vinazas.d+ ol 0 (269+0.1) (43£0.1) (16+1) 111

2.0 EL

Nota: Thakur+*: Medio definido por Thakur et al (1989). Thakur con melaza**: Medio definido por Thakur
et al (1989) con melaza en lugar de glucosa. Thakur optimizado®: medio optimizado en el punto I1.3.5.
Glucosa ™: concentraciéon 40 g/L. Melaza™: concentracién 100 g/L equivalente a 55 g/L de azicares
totales en equivalentes de glucosa. s.d.: sin diluir. EL: extracto de levadura. Los datos experimentales

estan expresados con su valor promedio y el intervalo de confianza correspondiente (a=0.05)

I1.3.7. Escalado en fermentador con medio a base de vinaza y melaza en batch:
Se escalo el cultivo de la cepa 12D en el medio seleccionado a 250 rpm y 2 vvm sin
realizar control de la concentraciéon de oxigeno, ni de pH. El cultivo se monitore6
durante 5 dias, analizando la concentraciéon de biomasa seca, concentracién de lipidos

saponificables, el consumo de sacarosa, glucosa y fructosa y el oxigeno disuelto a lo
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largo del tiempo. Los resultados de este experimento se muestran en la figura II.5. En
el quinto dia de cultivo se logré la mayor concentracion de lipidos saponificables y
biomasa seca 9.6 y 25.0 g/L de cultivo, respectivamente. Los rendimientos en biomasa
y en lipidos al quinto dia de cultivo fueron 0.52 g biomasa/g aztcar consumido y 0.20
g lipidos/g aztcar consumido, respectivamente, siendo la productividad volumétrica
0.084 g/Lh. Como se observa en la figura I1.6 los rendimientos maximos en biomasa y
lipidos se alcanzan al tercer dia de cultivo, siendo este dia donde se alcanza la

productividad volumétrica maxima (0.10 g/Lh).
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Figura IL.5: Cultivo en bacth en fermentador con 100g/L melaza de cafa equivalente a 55 g/L de
azucares totales en equivalentes de glucosa y vinaza sin diluir como base. Estan representados los
pardmetros medidos: oxigeno disuelto (0OD%) (eje vertical primario) medido de manera continua,
sacarosa residual (g/L), glucosa residual (g/L), fructosa residual (g/L) biomasa seca (g/L de cultivo) y

lipidos saponificables (g/L de cultivo) (eje vertical secundario), medido en intervalos periédicos.
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Figura I1.6: Grafico de rendimientos en biomasa y en lipidos saponificables. Rendimiento en biomasa
por gramo de azucar consumido (Y /s)) (eje vertical primario) y rendimiento en lipidos saponificables

por gramo deatcar consumido (Y (p/s)) (eje vertical secundario).

I1.3.8. Escalado en fermentador con vinaza de caiita como medio base, cultivo
alimentado:
En las condiciones descritas en el punto I1.2.8 se realiz6 cultivo en modalidad
alimentado, el cual se monitore6 durante 14 dias, analizando la concentraciéon de
biomasa seca, concentracion de lipidos saponificables, el consumo de sacarosa, glucosa
y fructosa y el oxigeno disuelto a lo largo del tiempo. Se realizaron de 2 alimentaciones
(quinto y décimo dia de cultivo) con melaza de cafia hasta alcanzar la concentracién de
100 g/L. La primera alimentacion se realiz6 cuando la concentracion tanto de sacarosa,
glucosay fructosa residual fue indetectable y la segunda cuando tinicamente quedaban
3.7 g/L de sacarosa residual. En estas condiciones, al cabo de 14 dias de cultivo, se logro
un consumo de sacarosa de 67.2 g, un consumo de glucosa de 41.9 g y un consumo de
fructosa de 24.3 g, logrando un consumo total de azicar de 133.1 g. Los resultados de
este experimento se muestran en la figura II.7. Al noveno dia de cultivo se alcanz6 el
rendimiento maximo en lipidos (0.19 g/g). Ese dia la concentracion de lipidos

saponificables y biomasa seca fue 18.4 y 37.9 g/L de cultivo, respectivamente. Los
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rendimientos en biomasa (Y (x/s)) y en lipidos (Y (p/s)) a partir del primer dia de cultivo
pueden observarse en la figura I1.8. La productividad volumétrica alcanzada ese dia de
cultivo fue de 0.087g/Lh. La productividad volumétrica maxima se alcanz6 el sexto dia
de cultivo y fue 0.094 g/Lh. El cultivo no se continu6 debido a que la biomasa obtenida
era demasiada y quedaba adherida sobre las paredes del fermentador, que impedian

una toma de muestra representativa.
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Figura II.7: Cultivo en alimentado en fermentador con 100 g/L melaza de cafia y vinaza sin diluir como
base. Estan representados los parametros medidos: oxigeno disuelto (0D%) (eje vertical primario)
medido de manera continua, sacarosa residual (g/L), glucosa residual (g/L), fructosa residual (g/L)
biomasa seca (g/L de cultivo) y lipidos saponificables (g/L de cultivo) (eje vertical secundario), medido

en intervalos periddicos.
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Figura I1.8: Grafico de rendimientos en biomasa y en lipidos saponificables. Rendimiento en biomasa
por gramo de azucar consumido (Y /s)) (eje vertical primario) y rendimiento en lipidos saponificables

por gramo de azucar consumido (Y (p/s)) (eje vertical secundario).

I1.3.9. Determinacion del perfil de metilésteres de los lipidos acumulados:

En la tabla I1.6 se presentan el perfil de FAMEs del biodiésel obtenido a partir de la
biomasa de la cepa C. glaebosa 12D producida en el cultivo del fermentador alimentado
del punto I1.3.9, utilizando el medio con vinaza sin diluir como base y 100 g/L de melaza

como fuente de carbono.
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Tabla II.6: Porcentaje e identificaciéon de los ésteres metilicos obtenidos a partir de la biomasa del

cultivo de la cepa 12D en fermentador alimentado.

Identificacion

%

14:0
16:0
16:1
18:0
18:1
18:2
18:3
20:0
24:0

(0.25 + 0.01)
(14 +2)
(6.1+0.7)
(7.4 +0.7)
(61+1)
(7.2 £0.3)
(0.65 + 0.04)
(0.56 + 0.02)
(0.19+ 0.04)

Nota: Los datos experimentales de cada éster metilico identificado su valor promedio y el intervalo de

confianza correspondiente (x=0.05)

I11.3.10. Estimacion de otras propiedades de la mezcla de metilésteres obtenida a

partir de perfiles de ésteres metilicos de acidos grasos:

Se estimaron algunas propiedades fisicoquimicas de la mezcla usando el perfil de

FAMESs obtenido en el punto I1.3.8, utilizando las ecuaciones formuladas por Caldeira

et al. (2017) (I1.2.13). Estos resultados se muestran en la tabla I.7. La mezcla de

metilésteres obtenida cumple con estos requerimientos exigidos por la Norma UNIT

1100:2014.
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Tabla I1.7: Propiedades fisicoquimicas del biodiésel obtenido a partir de la biomasa de la cepa 12D en

cultivo alimentado en fermentado.

Propiedad Valor estimado Norma UNIT
1100:2014

v a 40°C (mmy/s) 3.86 3.50-6.00
p a20°C (kg/m3) 856 850-900
% C 18:3 0.65 <12
IV 76 <120*
CN 57 >45
CFPP (2C) 2.6
CP (2Q) 2.3
0S (h) 17.6 >8

Nota: Siendo v: viscosidad; p: densidad; IV: indice de iodo; CN: numero de cetano; CFPP: punto de
taponamiento de filtro en frio; CP: punto de enturbiamiento y OS: estabilidad oxidativa. <120*: limite

establecido EN 14214:2004.

I1.3.11. Determinacion del contenido de glicerol libre, mono-, di-, y triglicéridos
de la mezcla de metilésteres obtenida:

La Norma UNIT 1100:2014, establece limites en el contenido de glicerol libre, de

glicerol total, de monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos en el biodiésel. Los

resultados obtenidos para mezcla de metilésteres obtenida a partir del cultivo

alimentado de la cepa 12D que se muestran en la tabla I1.8 cumplen con los requisitos

de la Norma 1100:2014 salvo para el contenido de glicerol libre.

Tabla I1.8: Contenido de glicerol libre, glicerol total y mono-, di-, y triglicéridos del biodiésel obtenido a

partir de la cepa 12D cultivada en cultivo alimentado en fermentador.

Norma UNIT
Contenido en % (m/m)
1100:2014
Contenido de glicerol libre (0.03 £0.01) <0.020 %
Contenido de glicerol total (0.15 £ 0.02) <0.25%
Contenido de monoglicéridos (0.48 £ 0.06) <0.70 %
Contenido de diglicéridos (0.022 £ 0.001) <0.20%
Contenido de triglicéridos (0.030 £ 0.001) <0.20 %
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[1.4. Discusion del capitulo

En general, a partir de procesos industriales se obtienen subproductos de menor valor,
que coyunturalmente pueden convertirse en materiales de desecho dependiendo de la
oferta y la demanda. Algunos subproductos o incluso residuos industriales, aun
contienen sustancias que son econémicamente valiosas, como azucares complejos y
simples, nitrégeno y sales inorganicas (Gajdos et al. 2015), convirtiéndose en esos
casos en potenciales insumos para procesos biotecnologicos o requiriendo un
tratamiento previo en caso de ser desechados. En nuestro pais, la melaza de cafia y la
vinaza son claros ejemplos de este tipo de subproductos industriales. La melaza se
obtiene durante la produccién de azicar, mediante la evaporacion del agua del jugo
clarificado de la cafia, donde se da la separacién de cristales de sacarosa. Se trata de un
producto rico en carbohidratos (45-55% de azucar fermentable; principalmente
sacarosa), utilizado mundialmente para la produccién de bioetanol (Ortiz et al. 2012;
Arshad et al. 2014; He et al. 2014; Xia et al. 2014; Ganatsios et al. 2017). A su vez, la
melaza de cafia sola o en mezcla con otros sustratos ha sido utilizado en diversos
bioprocesos incluida la producciéon de SCO (Andersen et al. 2015;Sharma et al. 2016;
Vieira et al. 2016). La melaza de cafa es un subproducto con multiples componentes, y
su composicion varia de un ingenio industrial a otro dependiendo de los procesos de
produccion y de la materia prima utilizada (Qi et al. 2018). Este subproducto tiene alto
contenido en sales que pueden inhibir el crecimiento del microorganismo. La melaza
utilizada en esta tesis tenia un contenido de sacarosa de (29 + 1) %, (16 £ 1) % de
glucosay (17 £ 1) % de fructosa (II.3.1), lo cual la convierte en una excelente fuente de

carbono para microorganismos que puedan asimilar dichos azucares.

La vinaza es un subproducto de la produccion de bioetanol. En Uruguay se obtienen
entre 7 a 10 litros por litro de combustible, llegando a una produccién anual de 250
millones de litros de vinaza segin informe de ALUR (2014)
(http://www.miem.gub.uy/documents/10192 /6384758 /biouy_2014_-_alur.pdf.). En
el mismo informe se establece que la vinaza contiene acidos grasos volatiles (3.9 g/L),
0.4 g /L de nitrégeno total determinado por Kjeldahl, 40 mg/L de fosfato soluble, 3.8
g/L de potasio, 1.5 g/L de calcio y 1.5 g/L de sulfato. De acuerdo con Robertiello et al.

(1982), la vinaza de cafia también puede contener magnesio, hierro, sodio, cloruro,
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ademas de aminoacidos. La composicion cualitativa parece adecuada para promover el
crecimiento de levaduras si se adiciona una adecuada fuente de carbono y energia. En
la actualidad, la vinaza de cafia obtenida en Bella Unién como subproducto de la

produccion de etanol se dispone en piletas y se utiliza en fertirriego.

En este trabajo se evalud el crecimiento y la capacidad de acumulaciéon de SCO de la
levadura oleaginosa C. glaebosa 12D utilizando estos subproductos industriales como

componentes del medio de cultivo.

En primer lugar, se estudio la influencia de la concentracién de melaza de cafia en el
crecimiento de la cepa seleccionada. Se determiné que no habia un efecto inhibitorio
sobre el crecimiento de la levadura, en concentraciones de melaza menores o iguales a
100 g/L, por lo que se selecciond esta concentraciéon para continuar trabajando. La
inhibicién del crecimiento causada por el aumento de la concentraciéon de melaza por
encima del valor seleccionado, pudo deberse a una elevada osmolaridad y salinidad
(Oliva-Neto et al. 2013; Scoma et al. 2017). En segundo lugar, se evalu el efecto de la
melaza en la acumulacidén de lipidos. Para ello se utilizo melaza (100 g/L) en sustituciéon
de glucosa en el medio definido por Thakur et al. (1989), siendo la relaciéon C/N de este
medio 147. La biomasa producida luego de 5 dias de cultivo fue (11.4 + 0.7) g/L y los
lipidos saponificables (3.2 + 0.3) g/L.

Buscando optimizar la produccién se realiz6 un disefio factorial fraccionado tomando
como base el medio definido por Thakur et al. (1989), manteniendo constante la
concentracion de melaza y variando la concentracidon de los demas componentes del
medio. A partir del modelo generado se determind que el medio dptimo, dentro del
rango de condiciones ensayadas, seria mas sencillo que el de partida, compuesto
solamente por melaza de cafia (100 g/L) y extracto de levadura (3.0 g/L) con una
relacion C/N de 167. En dicho medio se obtuvieron experimentalmente 13.3 g/L de
biomasa seca y 4.8 g/L de lipidos saponificables, concentraciones mayores que las
obtenidas en el medio completo. Al optimizarse el medio, la relacién molar C/N
aumento de 147 a 167, lograndose a su vez un aumento en la acumulacién de lipidos
de 8 %. Este aumento en el porcentaje de acumulacién al aumentar la relaciéon C/N ya
ha sido descrito previamente por varios autores (Sitepu et al. 2014; Shen et al. 2015;

Calvey et al. 2016). Sin embargo, debe considerarse que un aumento desmedido de la
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relacion C/N puede tener efectos negativos (Sitepu et al. 2014). Por ejemplo, Shen et
al. (2015) lograron un aumento en el porcentaje de acumulacion de lipidos en
Trichosporum fermentans al incrementarse la relacién C/N del medio hasta un valor de

163. Por encima de ese valor, los porcentajes de acumulacién lipidica eran menores.

Comparando el porcentaje de acumulacion de lipidos obtenidos en el medio Thakur
completo con melaza (C/N=147) con los obtenidos en el mismo medio con glucosa
(C/N=105) (cap.I) se aprecia una disminucién del 22% en el medio con mayor relacion
C/N, sin que la produccion de biomasa se vea significativamente afectada. En este caso,
ademas de la relacién C/N es importante considerar la diferencia en el tipo y
concentracion de la fuente de carbono y la presencia de otros compuestos en el medio
aportados por la melaza. Se ha demostrado que el tipo y concentracién de fuentes de
carbono influyen en la 6ptima relaciéon C/N para la acumulacién de lipidos a partir de
una cepa, por lo cual, esta relacién podria ser diferente en presencia de glucosa o
melaza. Segun Sitepu et al. (2014), la 6ptima relacién molar C/N para la acumulacién
de lipidos en Yarrowia lipolytica cambié de 35 en presencia de glucosa como fuente de

carbono a 180 cuando se utilizé una mezcla de glucosa y glicerol.

La concentracidn de otros nutrientes también puede tener influencia en la acumulacién
de lipidos en levaduras oleaginosas. En trabajos recientes (Patel et al. 2017) se
demostro que limitando la cantidad de fosfato en el medio, el metabolismo lipidico en
levaduras oleaginosas se altera, ocurriendo el desvio de la produccion de fosfolipidos
hacia la acumulacién de triglicéridos. Por ello, un aumento de la relaciéon carbono-
fésforo favoreceria la acumulacion de lipidos transformables en biodiésel. A su vez, la
concentracion de otros nutrientes tales como magnesio, calcio, cobre y hierro también
puede afectar los porcentajes de acumulacion (Li et al. 2006). En ese contexto se debe
considerar que las melazas de cafia no son solamente fuente de carbohidratos. Segin
Amorim etal. (2009) y de Oliveira Lino et al. (2018) la melaza de cafia también contiene
nitrégeno (0.08-0.3 g/L), fosforo (0.02-0.1 g/L), calcio(0.1-0.5 g/L), magnesio(0.1-0.5
g/L), potasio(0.7-1.5 g/L), otros minerales trazas e incluso vitaminas. La presencia de
los mismos puede haber sido la causa por la cual, en el caso de la cepa C. glaebosa 12D,

el agregado de sales de calcio, magnesio o fosfato al medio de cultivo con melaza no
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haya resultado significativo para el crecimiento de la levadura ni para la acumulacién
de lipidos saponificables.

Con la sustitucion de los componentes del medio definido por Thakur et al. (1989) por
vinaza de cafia, se logré aumentar al doble la concentracion lipidos saponificables
obtenidos en el cultivo de la cepa C. glaebosa 12D. A su vez, esta concentracion también
fue mayor que la obtenida en el medio optimizado conteniendo extracto de levadura.
Los beneficios del agregado de extracto de levadura dependen de la cepa y de las
condiciones de cultivo. El extracto de levadura contiene una mezcla de péptidos,
aminodcidos, carbohidratos y vitaminas (en especial del complejo B) y elementos
utilizados como macro y micronutrientes en el crecimiento celular. Segiin Sha (2013),
el EL es una de las fuentes de nitrégeno mas cominmente utilizadas en la producciéon
de lipidos intracelulares en levaduras. Su uso para favorecer la producciéon de biomasa
y la acumulaciéon de lipidos ha sido confirmado por Kumar et al. (2010) para
Rhodotorula glutinis y Lipomyces starkeyi. En algunos casos, se han requerido
concentraciones de hasta 8 g/L para lograr la maxima acumulacién de lipidos
intracelulares (Zhao et al. 2008). Sin embargo, en nuestro caso el agregado de extracto
de levadura al medio en base vinaza y melaza no tuvo un efecto positivo en la
acumulacion. El porcentaje de acumulacion y la cantidad de lipidos obtenidos sin el
agregado de este suplemento fue significativamente mayor en todos los casos. El hecho
de no necesitar extracto de levadura reduce en gran medida los costos del medio de
cultivo, haciendo mas rentable el proceso. El uso de un medio de cultivo compuesto por
subproductos industriales reduce los costos del proceso y a su vez, permite la
recuperacion de parte del contenido energético o nutricional de los mismos para la
produccién de un producto de mayor valor agregado (Nair & Taherzadeh 2016) en
consonancia con el concepto de economia circular (http://biovalor.gub.uy/economia-

circular/).

Con este medio definido en base a subproductos se escal6 el cultivo de la cepa 12D en
fermentador, obteniéndose un aumento en el porcentaje de acumulacion (38.4%) con
respecto a lo obtenido en matraz (31.8%). Este aumento al escalar de matraz a
fermentador, ya ha sido reportado previamente. Por ejemplo, Guerreiro et al. (2019)
lograron un aumento en el porcentaje de lipidos acumulados de 22% a 47% en una

cepa de Rhodosporidium toruloides al escalar el cultivo. Estos autores postulan que un
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mayor aporte de oxigeno al medio favoreceria la producciéon de biomasa y la
acumulacion de lipidos intracelulares en microrganismos aerobicos. Sin embargo, si
bien el crecimiento celular de las cepas aerobias aumenta al aumentar la concentracion
de oxigeno disuelto, los efectos sobre la acumulacién de lipidos varian ampliamente,
por lo que deben determinarse empiricamente en cada caso (Sitepu et al. 2014; Calvey
etal. 2016; Chopra & Sen 2018). Por ejemplo, Kavscek et al. (2015) obtuvieron mayores
niveles de acumulacidn en Yarrowia lipolytica limitando el aporte de oxigeno al medio

disminuyendo la aireacion.

Luego del escalado en batch, se realizé un cultivo en batch alimentado de la cepa C.
glaebosa 12D en un fermentador. El cultivo alimentado es una solucion para evitar la
inhibicién de la alta concentraciéon de fuente de carbono (Chen et al. 2017). En ese
sentido se ha reportado que este tipo de cultivo mejora la produccién de biomasa
celular y la produccién de lipidos, por encima de los cultivos en batch (Juanssilfero et
al. 2018). A su vez se ha observado que el cultivo alimentado puede mejorar el
porcentaje de acumulacion. Por ejemplo, para Lipomyces starkeyi se logré una mejora
de un 4% en la acumulacién al pasar de un cultivo en batch a un cultivo alimentado
(Wild et al. 2010). Para el caso de la cepa 12D se logré una mejora en aproximadamente

11% en el porcentaje de acumulacién con esta estrategia.

La productividad maxima (0.094 g/Lh) fue alcanzada al sexto dia de incubacion. Este
valor fue menor a lo reportado previamente por Faife et al. (2011) utilizando un medio
en base a melaza y vinaza. Este autor obtuvo productividades de 0.15 g/Lhy 0.17 g/Lh
para Candida vini y Y. lipolytica, respectivamente. Sin embargo, la concentracién de
lipidos saponificables obtenidos para la cepa de C. glaebosa 12D fue claramente
superior, 13.4 g/L con respecto a 3.57 g/L y 2.80 g/L para C. vini y Y. lipolytica,

respectivamente (Faife et al. 2011).

Los resultados presentados en este capitulo muestran que es posible obtener lipidos
saponificables transformables en biodiésel de buena calidad, a partir de la cepa C.
glaebosa 12D en un medio de bajo costo compuesto exclusivamente por dos
subproductos industriales de produccién regular, lo cual asegura la disponibilidad.

Dado que los subproductos proceden de la misma zona del pais, seria ideal realizar este
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proceso en una planta de produccién ubicada en la misma zona, lo cual minimizaria los

costos de transporte.
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Capitulo IlII: Utilizacién de glicerina cruda para la produccion de
levaduras oleaginosas

[II.1. Introduccion al capitulo

Existen varios destinos alternativos para la glicerina cruda, como por ejemplo el uso
de la misma como suplemento para alimentacién animal. Sin embargo, a pesar de la
amplia gama de aplicaciones, el mercado de este producto se ha saturado debido en
gran parte al crecimiento constante de la produccién de biodiésel. En este nuevo
contexto, los precios del glicerol han disminuido provocando que en muchos casos la
purificacion a partir de glicerina cruda no sea econdmicamente viable. Esta situacion
ha alentado la bisqueda de nuevas aplicaciones eficientes y econémicamente viables
para este subproducto del biodiésel, tales como la biotransformacién en productos de

mayor valor agregado (Vivek et al. 2017; Monteiro et al. 2018).

Nuestra propuesta abarca la produccién de levaduras oleaginosas a partir de glicerina
cruda, de manera de darle un uso alternativo a este subproducto, y reducir los costos
de produccion del biodiésel. También planteamos el uso de la vinaza de cafia de
azucar como base para el medio de cultivo de forma de bajar ain mas los costos de
produccion. En primer lugar, se evalu6 la capacidad de la cepa C. glaebosa 12D
seleccionada en el capitulo I, de acumular lipidos con glicerina cruda como fuente de
carbono y se compar0 su desempefio con una levadura oleaginosa aislada
previamente por nuestro grupo e identificada como Rhodotorula graminis S1/2R
(Pereyra et al. 2014). Como resultado de dicha comparacién, la cepa S1/2R fue
seleccionada por su mayor capacidad de acumular lipidos saponificables en las
condiciones del ensayo. En un trabajo previo ya se habia realizado la optimizacién de
un medio de cultivo con glicerina cruda como Unica fuente de carbono (Martinez-
Silveira et al. 2019 b) para la obtencion de lipidos saponificables a partir de esta cepa.
Dados los resultados alentadores obtenidos con vinaza para la produccion de lipidos
a partir de la cepa C. glaebosa 12 D, se decidi6 explorar también la posibilidad de
utilizar el mismo subproducto como base del medio de cultivo parala cepa R. graminis
S1/2R. En este capitulo se muestran los resultados obtenidos, en cuanto a biomasa y
lipidos saponificables obtenidos para la cepa R. graminis S1/2R en presencia de
glicerina cruda como fuente de carbono y energia, y vinaza de cafia de azicar como

medio base.
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[II.2. Materiales y métodos

III.2.1. Glicerina cruda y vinaza de cafa:

La glicerina cruda utilizada en esta tesis fue un subproducto producido durante la
zafra del afo 2017 en el Planta 2 Biodiésel de la empresa Alcoholes del Uruguay -
ALUR (Capurro, Montevideo, Uruguay). La vinaza utilizada fue la misma que la

descrita en el punto I1.2.1. Los subproductos se mantuvieron a 42C.

III.2.2. Tratamiento de la glicerina cruda y determinacion del contenido de
glicerol:
Para el tratamiento de la glicerina cruda se utilizo el procedimiento descrito por Pyle
et al. (2008) con modificaciones, para lograr la separacién de los jabones presentes
en la misma. En primer lugar, la glicerina cruda se diluy6 al 1:2 (v/v) con agua
destilada para reducir su viscosidad. La solucidn se acidific6 hasta pH=1 mediante el
agregado de HCl 3N, dando lugar a la liberacién de acidos grasos al medio, los cuales
fueron separados por centrifugacién (5000 rpm, 15 minutos). La solucion de glicerol
crudo obtenida fue llevada a pH=5 con agregado de NaOH 1M, obteniéndose una
solucion traslucida. Se realiz6 una curva de calibraciéon con diferentes
concentraciones de glicerol anhidro (Cicarelli® Calidad A.C.S), la misma se encuentra
en el anexo 3.3. Luego se midio la concentracion de una dilucién preparada a partir
de la muestra glicerina tratada, previamente filtrada (filtro 0.45 um) y se le determind

la concentracidn de glicerol como esta descrito en el punto I11.2.10.1.

I11.2.3. Evaluacion de capacidad de acumulacion de lipidos con glicerina cruda
como fuente de carbono:
Se evaluo la capacidad de acumulacion de lipidos de la cepa seleccionada C. glaebosa
12D con glicerina cruda como fuente de carbono y se compar6 con una cepa aislada
por nuestro grupo. R. graminis S1/2R habia sido previamente caracterizada por su
capacidad de asimilar y acumular glicerina cruda (Pereyra et al. 2014; Martinez-
Silveira et al. 2019b). Para este estudio se utiliz6 como medio de cultivo base el
definido por Thakur et al. (1989), sustituyendo glucosa por glicerina cruda (con una
concentracion de glicerol correspondiente a 40 g/L) con los restantes componentes del

medio base (anexo 1.5). Esta determinacién se realizé en matraces Erlenmeyer de 250
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mL conteniendo 50 mL de medio de cultivo liquido, en agitador orbital a 150 rpm a
259C para la 12D y 282C para la S1/2R durante 5 dias. Se evalu6 la produccion de
biomasa y lipidos intracelulares de las levaduras 12D y S1/2R. Se determiné la
concentracion (en gramos por litro de medio de cultivo) de biomasa seca y de lipidos
saponificables, descrito en los puntos 111.2.10.2 y I11.2.10.3, respectivamente. Estos
ensayos se realizaron por duplicado para cada concentracién, determinando para
cada uno el valor promedio y el intervalo de confianza (IC) correspondiente (a=0.05)
utilizando la herramienta de andlisis de Excel 2010. Los resultados obtenidos se
compararon mediante un ANOVA de una via, y a las medias se les realiz6 un test LSD
de Fisher usando el software Infostat (Di Rienzo et al. 2008). Diferencias con un

p<0.05 fueron consideradas significativas.

II1.2.4. Determinacion de la concentracion de glicerina cruda que maximice la

concentracion de lipidos intracelulares para la cepa R. graminis S1/2R:
Se evaluaron diferentes concentraciones de glicerol en forma de glicerina cruda con
la finalidad de encontrar la concentracién en donde la cantidad de lipidos
intracelulares sea maxima. Para ello, se cultivo la cepa R. graminis S1/2R en el medio
previamente optimizado por Martinez-Silveira et al. (2019b) (Anexo 1.6) en
presencia de diferentes concentraciones de glicerol en forma de glicerina cruda (40,
45, 50, 60, 70 y 80 g/L). Los cultivos se incubaron a 282C con agitacién a 150 rpm en
matraces Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de 50 mL de medio. Inicialmente, el
pH del medio se ajust6 a 6.0. Como in6culo se empledé 5 mL de una suspension
(turbidez = McFarland 1) preparada en agua destilada estéril a partir de cultivos en
PDA incubados a 282C durante 48 horas. Se les determin6 la concentracion de
biomasa seca, de lipidos saponificables y la concentracion de glicerol remanente (en
g/L de cultivo) como esta descrito en los puntos 111.2.10.2; 111.2.10.23 y 111.2.10.1
respectivamente, al octavo dia de incubacién. Cada cultivo se realiz6é por duplicado,
determinando para cada uno el valor promedio y el intervalo de confianza (IC)
correspondiente (a=0.05) utilizando la herramienta de andlisis de Excel 2010. Los
resultados experimentales fueron comparados por un ANOVA de una via, y a las
medias se les realizé un test LSD usando el software Infostat (Di Rienzo et al. 2008).

Diferencias con un p<0.05 fueron consideradas significativas.
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II1.2.5. Escalado en fermentador utilizando 50 g/L de glicerina cruda:

El cultivo se realiz6 en el fermentador de 3 L de capacidad, con 2 L de volumen de
cultivo (Fermentador BLBIO-3G]J, Shanghai Bailun Bio-Technology.co, Ltd). El medio
de cultivo empleado fue TKo (anexo 1.6) pero con 50 g/L de glicerol en forma de
glicerina cruda en lugar de 40 g/L. El fermentador se inoculé con 10% (v/v) de un
cultivo de la levadura R. graminis S1/2R, obtenido en el mismo medio del
fermentador, incubado durante 48 horas a 282C y agitaciéon a 150 rpm. Este habia sido
inoculado con 20 mL de una suspension (turbidez = McFarland 1) preparada en agua
destilada estéril a partir de cultivos en PDA incubados a 282C durante 48 horas. Las
condiciones de incubacion del fermentador fueron las siguientes: 282C; 250 rpm y 2
vvim de aire. Durante todo el proceso se control6 la temperatura del cultivo con
electrodo de platino (Pt100), y se registr6 continuamente el pH y la concentracion de
oxigeno disuelto (%0D) a través de los electrodos 405-DPAS-SC-K8S (Mettler,
Toledo) y InPro 6800 (Mettler, Toledo), respectivamente. El cultivo en fermentador
se monitore6 durante 11 dias, y se tomaron muestras cada 24 horas
aproximadamente. A cada muestra se les determiné la concentraciéon de biomasa
seca, de lipidos saponificables y la concentracién de glicerol remanente (en g/L de
cultivo) como esta descrito en los puntos II1.2.10.2; I1I1.2.10.3 y II1.2.10.1
respectivamente. Durante todo el proceso se controlo la temperatura, y se registro el
pH y la concentracion de oxigeno disuelto, sin controlarse la concentracion de este
ultimo parametro, de la misma manera que para los otros cultivos en fermentador. Al
final del cultivo se determinaron los coeficientes de rendimiento en lipidos y en
biomasa basado en el consumo de substrato (Y p/sy Y x/s) (g/g) y la productividad
maxima global del proceso (Qp) (g/Lh).

II1.2.6. Produccion de la levadura S1/2R en medio a base de vinaza de cafia de
azucar con glicerol como fuente de carbono:

De manera de intentar abaratar y simplificar el medio de cultivo para la produccién,

se evalué el cambio del medio base por vinaza de cafia de azdcar. Para esto, la cepa

S1/2R se cultivo en el medio con 50 g/L de glicerol en forma de glicerina cruda pero

sustituyendo el resto de los componentes del medio optimizado (Tko) por diferentes

diluciones de vinaza (Relacion Vinaza:H20: 0:100; 12.5:87.5; 25:75 50:50 y 100:0).
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Los cultivos se incubaron a 282C con agitacién a 150 rpm en matraces Erlenmeyer de
250 mL con un volumen de 50 mL de medio. Inicialmente, el pH del medio se ajust6 a
6.0. Como indculo se emple6 5 mL de una suspension (turbidez = McFarland 1)
preparada en agua destilada estéril a partir de cultivos en PDA incubados a 282C
durante 48 horas. Se les determiné la concentraciéon de biomasa seca (en g/L de
cultivo) como esta descrito en el punto 111.2.10.2 al octavo dia de incubacién. Cada
cultivo se realizé por duplicado. Los resultados experimentales fueron comparados
por un ANOVA de una via, y a las medias se les realizé un test LSD usando el software
Infostat (Di Rienzo et al. 2008). Diferencias con un p<0.05 fueron consideradas

significativas.

I11.2.7. Efecto de la concentracion de extracto de levadura sobre la
acumulacion de lipidos:
Se evalud si el extracto de levadura tendria algiin efecto sobre la acumulaciéon de
lipidos. Para ello, la cepa S1/2R se cultivd en el medio con 50 g/L de glicerol en forma
de glicerina cruda y una relacién vinaza:H20 de 50:50 con diferentes concentraciones
de extracto de levadura (0; 0.75; 1.5 y 2 g/L). Los cultivos se incubaron a 282C con
agitaciéon a 150 rpm en matraces Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de 50 mL de
medio. Inicialmente, el pH del medio se ajust6 a 6.0. Como indculo se emple6 5 mL de
una suspension (turbidez = McFarland 1) preparada en agua destilada estéril a partir
de cultivos en PDA incubados a 282C durante 48 horas. Se les determind la
concentracion de biomasa seca y de lipidos saponificables (en g/L de cultivo) como
esta descrito en los puntos 111.2.10.2 y I11.2.10.3 respectivamente al octavo dia de
incubacién. Cada cultivo se realizé por duplicado. Los resultados experimentales
fueron comparados por un ANOVA de una via, y a las medias se les realiz6 un test LSD
usando el software Infostat (Di Rienzo et al. 2008). Diferencias con un p<0.05 fueron

consideradas significativas.

I11.2.8. Escalado en fermentador con vinaza de cafia como medio base, cultivo
en batch:

El cultivo se realiz6 en el fermentador descrito en el punto I11.2.5, utilizando 2 L de

volumen de cultivo. El medio de cultivo base empleado fue a base de vinaza de cafia

en una relaciéon vinaza:H20 de 50:50 con 50 g/L de glicerol en forma de glicerina
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cruda. El fermentador se inocul6 con 10% (v/v) de un cultivo de la levadura S1/2R,
obtenido en el mismo medio del frementador, incubado durante 48 horas a 282C y
agitacién a 150 rpm. Este pre inéculo se inocul6 con 20 mL de una suspension
(turbidez = McFarland 1) preparada en agua destilada estéril a partir de cultivos en
PDA incubados a 282C durante 48 horas. Las condiciones de cultivo fueron las
descritas en el punto II1.2.5. El cultivo en fermentador se monitoreé durante 12 dias,
y se tomaron muestras cada 24 horas aproximadamente. A cada muestra se les
determiné la concentracién de biomasa seca, de lipidos saponificables y la
concentracion de glicerol remanente (en g/L de cultivo) como esta descrito en los
puntos I11.2.10.2; 111.2.10.3 y I11.2.10.1 respectivamente. Durante todo el proceso se
controlo la temperatura, y se registré el pH y la concentracion de oxigeno disuelto, sin
controlarse la concentracion de este ultimo pardmetro. Al final del cultivo se
determinaron los coeficientes de rendimiento en lipidos y en biomasa basado en el
consumo de substrato (Y p/sy Y x/s) (g/g) y la productividad maxima global del proceso
(Qp) (g/Lh). Este cultivo se realiz6 por duplicado.

II1.2.9. Escalado en fermentador con vinaza de cafia como medio base, cultivo
alimentado:
El cultivo se realizé en el fermentador descrito en el punto II1.2.5, utilizando 2 L de
volumen de cultivo. El medio de cultivo base empleado fue a base de vinaza de cafia
en una relacion vinaza:H20 de 50:50 con 50g/L de glicerol en forma de glicerina
cruda. El cultivo fue alimentado con glicerina cruda cuando el glicerol fue consumido
totalmente. Cada alimentacion consto del agregado de glicerina cruda concentrada de
manera de alcanzar la concentracion inicial del medio de cultivo. El fermentador se
inocul6 con 10% (v/v) de un cultivo de la levadura S1/2R, obtenido en el mismo
medio del fermentador, incubado durante 48 horas a 282C y agitacién a 150 rpm. Este
pre ino6culo se inocul6 con 20 mL de una suspension (turbidez = McFarland 1)
preparada en agua destilada estéril a partir de cultivos en PDA incubados a 282C
durante 48 horas. Las condiciones de cultivo fueron las descritas en el punto II1.2.5.
El cultivo en fermentador se monitoreé durante 17 dias, y se tomaron muestras cada
24 horas aproximadamente. A cada muestra se les determind la concentracién de

biomasa seca, de lipidos saponificables y la concentracion de glicerol remanente (en
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g/L de cultivo) como esta descrito en los puntos 111.2.10.2; 111.2.10.2 y 111.2.10.3
respectivamente. Durante todo el proceso se control6 la temperatura, y se registro el
pH y la concentraciéon de oxigeno disuelto. A diferencia de los otros cultivos en
fermentador, la concentraciéon de oxigeno disuelto se controlé aumentando la
velocidad de agitacidon cuando la concentracion descendia por debajo de 10%. Al final
del cultivo se determinaron los coeficientes de rendimiento en lipidos y en biomasa
basado en el consumo de substrato (Y p/sy Y x/s) (g/g) y la productividad maxima

global del proceso (Qp) (g/Lh).

II1.2.10.Métodos analiticos:

I111.2.10.1. Determinacion de la concentracion de glicerol:

La concentracion de glicerol, se determiné a través del analisis de las muestras
mediante cromatografia liquida (HPLC) con detector de indice de refraccién (RID-
10A Shimadzu) equipado con una columna Ultra amino 3 pm, 150 x 4.6 mm. Las
condiciones operativas utilizadas fueron, fase mévil acetonitrilo:H20 75:25 con un

flujo de 0.8 mL/min y la temperatura de la columna fue de 35°C.

I11.2.10.2. Determinacion del crecimiento celular:
El crecimiento celular fue monitoreado determinando el peso seco como fue

descrito en el punto 11.2.10.3

I111.2.10.3. Determinacion de la concentracion de lipidos saponificables:
La determinacion de la concentracidon de lipidos por saponificaciéon directa se

realiz6 gravimétricamente como fue descrito en el punto 11.2.10.4.
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[11.3. Resultados

III.3.1. Tratamiento de la glicerina cruda y determinacién del contenido de
glicerol:

El tratamiento utilizado permitié obtener una solucion traslucida (Figura IIl.1.a) a

partir de la glicerina cruda (Figura IIl.1.c). En la figura III.2 pueden verse los acidos

grasos precipitados luego de la centrifugacidn.

Figura I1I.1: Fotografias de las etapas del tratamiento realizado a la glicerina cruda. a) Glicerina cruda
resultante de la produccién de biodiésel con metilato de potasio como catalizador. b) Glicerina cruda
diluida al 1:2 (v/v) y acidificada a pH 1. Se observan los acidos grasos en la superficie. c) Solucién de

glicerina cruda luego de la separacidén de acidos grasos por centrifugacion.

Una vez obtenida la glicerina cruda tratada se determind la concentracion de glicerol

por HPLC. La concentracién del glicerol en la glicerina cruda fue: (0.8201+0.036)
g/mL.

II1.3.2. Evaluacion de la capacidad de acumulacion de lipidos con glicerina
cruda como fuente de carbono

Las cepas 12D y S1/2R fueron incubadas en las condiciones descritas en el punto

[11.2.3 con glicerina cruda como fuente de carbono. Se cuantific6 la biomasa seca, los

lipidos saponificables y se calcul6 el porcentaje de acumulacién en cada caso. La tabla

[I.1 es una tabla comparativa, en donde se muestran los resultados de biomasa seca,

concentracion de lipidos acumulados y los porcentajes de acumulacién para las cepas.
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Tabla III.1: Biomasa seca, lipidos saponificables y porcentajes de acumulacién de las cepas 12D y

S1/2R con glicerina cruda como fuente de carbono.

Lipidos %
Cepa Biomasa (g/L)
saponificables (g/L) acumulaciéon
C. glaebosa 12D (3.5+£0.2)A (0.28 £ 0.03)4 (8.0+0.4)A
R. graminis S1/2R (13.4+£0.2)8 (3.6 £0.2)B (27+1)8

Nota:.Los datos experimentales fueron analizados por un ANOVA de una via, con la comparaci6on del
test de Fisher LSD. Las diferencias se consideraron significativas si el p<0.05; las mismas estan

indicadas por diferentes letras.

Como puede observarse en la tabla I1l.1, la cepa R. graminis S1/2R logré acumular una
cantidad significativamente mayor de lipidos saponificables, y el porcentaje de
acumulaciéon también fue significativamente mayor al alcanzado por la cepa C.

glaebosa 12D.

II1.3.3. Determinacion de la concentracion de glicerina cruda que maximice la
concentracion de lipidos intracelulares para la cepa S1/2R:

Se determind la concentracion inicial de glicerol en forma de glicerina cruda en donde

la concentracién de lipidos intracelulares fuera maxima. Para ello la cepa S1/2R se

cultivé en medio Thakur optimizado (anexo1.6) con diferentes concentraciones de

glicerol bajo la forma de glicerina cruda. En la tabla II1.2 se muestran los resultados

de biomasa seca, lipidos saponificables y glicerol remanente en g/L luego de 8 dias de

incubacion.
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Tabla II1.2: Resultados de biomasa seca, lipidos saponificables y glicerol remanente en (g/L) a los 8

dias de incubacion.

Concentracion Lipidos Glicerol
Biomasa Y s
inicial de (/L) saponificables remanente (2/2)
) seca (g g/g
glicerol (g/L) (g/L) (g/L)
(13.87
40 (3.8+0.8) (0.6 0 .4)= (0.10 £ 0.01)E
0.05)a
45 (15.5+0.4)bc (4.3 +0.1)4" (0.96 £ 0.07)= (0.10 £ 0.01)E
50 (16.4 +0.1)c (4.60£0.04)e (3.90 £ 0.02)> (0.10 £ 0.01)E
60 (16 + 1)be (3.34 £ 0.05)v" (21.7 £ 0.4)< (0.09+ 0.01)¢
70 (15.2 £ 0.1)® (2.4 £0.3) (36 £ 2)d~ (0.07+0.01)8
80 (15.2+0.4)° (2.4 £0.3)= (35.3+£0.8) (0.06 £0.01)A

Nota: Los datos experimentales fueron analizados por un ANOVA de una via, con la comparacién del
test de Fisher LSD. Las diferencias se consideraron significativas si el p<0.05. Las diferencias reveladas

por el test de Fisher LSD estan indicadas por diferentes letras.

A los 8 dias de incubacién se logr6 un consumo completo de glicerol cuando la
concentracion inicial fue de 40 y 45 g/L. La concentracion de biomasa seca obtenida
con 40 g/L fue significativamente menor que la lograda con el resto de las
concentraciones de glicerol ensayadas. Los valores maximos de rendimiento de
lipidos por g de glicerol consumido se obtuvieron con concentraciones iniciales de
glicerol de 45 y 50 g/L. Si bien no se evidenciaron diferencias significativas entre
ambos rendimientos, cuando se trabajo con 50 g/L de glicerol se obtuvo una cantidad
de lipidos saponificables significativamente mayor. Por ello, y buscando mejoras en
el rendimiento y concentracidn final de lipidos se decidio ensayar la produccion a

mayor escala utilizando 50 g/L de glicerol.

I11.3.4. Escalado en fermentador utilizando 50 g/L de glicerina cruda:

Se realizo6 el cultivo de la cepa S1/2R en batch, en fermentador, en las condiciones
descritas en el punto II1.2.5, utilizando una concentracion inicial de glicerol de 50 g/L-
El cultivo se monitore6 durante 11 dias. Desde el inicio del cultivo se determinaron
diariamente las concentraciones de glicerol, y de biomasa. La concentracién de lipidos

saponificables se analiz6 en forma diaria a partir del tercer dia. La temperatura, la
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agitacion y la aireacion se mantuvieron constantes durante todo el proceso. El pH, y
el oxigeno disuelto se monitorearon, obteniéndose un registro continuo de este
ultimo. Los resultados de este experimento se muestran en la figura IIL.2. En el
onceavo dia de cultivo se obtuvo la mayor concentracion de lipidos saponificables y
biomasa seca (5.9 y 17.2 g/L de cultivo, respectivamente). En este mismo dia se
alcanzaron los maximos rendimientos en biomasa y en lipidos como puede
observarse en la figura I11.3. La productividad volumétrica maxima alcanzada fue de

0.023 g/Lh, y se dio al onceavo dia de cultivo.
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Figura IIL.2: Cultivo en batch en fermentador en el medio optimizado con 50g/L de glicerol en forma
de glicerina cruda. Estan representados los parametros medidos: oxigeno disuelto (0OD%) (eje vertical
primario) registrado de manera continua, glicerol residual (g/L), biomasa seca (g/L) y lipidos

saponificables (g/L) (eje vertical secundario), medidos en intervalos periédicos
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Figura I11.3: Grafico de rendimientos en biomasa y en lipidos saponificables. Rendimiento en biomasa
por gramo de glicerol consumido (Y x/s) (eje vertical primario) y rendimiento en lipidos saponificables

por gramo de glicerol consumido (Y p/s) (eje vertical secundario).

II1.3.5. Produccion de la levadura S1/2R en medio a base de vinaza de cafia de
azucar con glicerol como fuente de carbono:
Se evalu6 la posibilidad de sustituir la base mineral del medio utilizado hasta el
momento por vinaza de cafa para lograr el crecimiento y produccion de lipidos a
partir de la cepa S1/2R. Se realizaron cultivos en batch, utilizando como base del
medio diferentes diluciones de vinaza y 50 g/L de glicerol en la forma de glicerina
cruda tratada, como fuente de carbono. Luego de 8 dias de incubacién se determind
la concentracién de biomasa seca producida en las diferentes condiciones. Los

resultados se muestran en la figura II1.4.
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Figura II1.4: Biomasa seca en g/L de cultivo de la cepa S1/2R en medios con diferentes diluciones de
vinaza luego de 8 dias de cultivo. Los datos experimentales fueron analizados por un ANOVA de una
via, con la comparacion del test de Fisher LSD. Las diferencias se consideraron significativas si el
p<0.05. Las diferencias reveladas por el test de Fisher LSD estdn indicadas por diferentes letras encima

de las barras

Cuando el medio base se sustituy6 por una dilucién 50:50 vinaza:H20 se obtuvo una
concentracion de biomasa seca significativamente mayor al resto de las diluciones.
Por ello se selecciond esta dilucién como base del medio de cultivo parala produccion

de la levadura.

I11.3.6. Efecto de la concentracion de extracto de levadura sobre la
acumulacién de lipidos:

Se evalu6 el efecto del agregado de extracto de levadura en la concentraciéon de

biomasa seca y lipidos saponificables obtenidos cuando la levadura era cultivada en

vinaza diluida 50:50 con 50 g/L de glicerol como fuente de carbono. Luego de 8 dias

de cultivo se determind la concentracion de biomasa seca y lipidos saponificables; asi

como el porcentaje de acumulacién en cada caso. Estos resultados se presentan en la

figura IIL5.

113



Capitulo III: Utilizacidon de glicerina cruda para la produccioén de
levaduras oleaginosas

14 35
A C

12 4 BC B - 30
- A
o

10 25
= B
=
o S
= Q
- 8 208
B < c E
= 3
h] ©
E 6 15 2
b= X
()
o
g 4 10
© a

a
b b
2 5
M Biomasa
0 0 o
o
0 0,75 15 2 Lipidos
Conc. Extracto de levadura (g/L) u % Acum.

Figura IIL.5: Biomasa seca, lipidos saponificables en g/L de cultivo y porcentaje de acumulacién de la
cepa S1/2R en medios con diferentes concentraciones de extracto de levadura a los 8 dias de cultivo.
Los datos experimentales fueron analizados por un ANOVA de una via, con la comparacidon del test de
Fisher LSD. Las diferencias se consideraron significativas si el p<0.05. Las diferencias reveladas por el

test de Fisher LSD estan indicadas por diferentes letras encima de las barras.

El resultado obtenido muestra que a la concentracién de 1.5 g/L de extracto de
levadura se logré una concentracién de biomasa seca significativamente mayor. Sin
embargo, las mayores concentraciones de lipidos saponificables se obtuvieron en
presencia de con 0.75 y 0 g/L de extracto de levadura. La concentraciéon de biomasa
seca obtenida con 0 g/L fue significativamente menor que la obtenida con el resto de
las concentraciones. Sin embargo, en ausencia de extracto de levadura se obtuvo el
mayor porcentaje de acumulaciéon de lipidos y la mayor concentracién de lipidos
saponificables en cultivo, siendo ésta ultima no significativamente diferente a la
obtenida con 0.75 g/L. De acuerdo a estos resultados se decidié no agregar extracto
de levadura al medio, y realizar el escalado de la produccién a nivel de fermentador

en vinaza diluida al medio con glicerol (50 g/L) como fuente de carbono.

114



Capitulo III: Utilizacidon de glicerina cruda para la produccion de
levaduras oleaginosas

II1.3.7. Escalado en fermentador con vinaza de cafia como medio base, cultivo
en batch:
El cultivo en fermentador se realiz6 en las condiciones descritas anteriormente
(II1.2.5) utilizando como base del medio vinaza de cafia diluida al medio con agua y
50g/L de glicerol. El cultivo se monitore6 durante 12 dias, analizando la
concentracion de biomasa seca, de lipidos saponificables de glicerol en forma diaria.
A suvez, se obtuvo un registro continuo del oxigeno disuelto en el medio durante todo
el experimento. Este ensayo se realizé por duplicado. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura II1.6. En el onceavo dia de cultivo se logré obtener la mayor
concentracion de lipidos saponificables y biomasa seca, 8.0 £ 0.8 y 17.1 + 1.2 g/L de
cultivo, respectivamente. En este dia también se alcanzaron los maximos
rendimientos en biomasa y en lipidos, (figura II1.7). La productividad volumétrica

maxima alcanzada fue de 0.030g/Lh.
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Figura IIL.6: Cultivo en bacth en fermentador sin control de oxigeno con 50 g/L de glicerol en forma
de glicerina cruda y 50:50 vinaza:H20 como base. Estdn representados los parametros medidos:
oxigeno disuelto (OD%) (eje vertical primario) regitrado de manera continua, glicerol residual (g/L),
biomasa seca (g/L) y lipidos saponificables (g/L) (eje vertical secundario), medido en intervalos
periodicos. Las barras de error corresponden al intervalo de confianza del promedio calculado

(a=0.05).
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Figura I11.7: Grafico de rendimientos en biomasa y en lipidos saponificables. Rendimiento en biomasa
por gramo de glicerol consumido (Y x/s) (eje vertical primario) y rendimiento en lipidos saponificables

por gramo de glicerol consumido (Y p/s) (eje vertical secundario).

II1.3.8. Cultivo alimentado en fermentador con vinaza de cafia como medio
base:
Se estudio el efecto de la aireacion y la alimentacion con glicerol en la produccion de
biomasa y lipidos por parte de la levadura S1/2R en fermentador de 1.5 litros de
volumen de trabajo. El cultivo se monitore6 durante 17 dias, analizando la
concentracion de biomasa seca, y de lipidos saponificables y el consumo de glicerol
en forma diaria. El oxigeno disuelto fue controlado, de manera que el porcentaje
nunca estuviera por debajo de 10% y se realizé un registro continuo de dicho
pardmetro a lo largo del cultivo Se realizaron un total de 2 alimentaciones (séptimo y
décimo tercer dia de cultivo) con glicerol en forma de glicerina cruda tratada hasta
alcanzar la concentracion de glicerol inicial. La primera alimentacion se realizd
cuando la concentracion de glicerol residual fue no detectable y la segunda 6 dias
después de la primera, para observar la respuesta del cultivo a nuevo pulso de
glicerol. En estas condiciones se logré un consumo total de 116 g de glicerol durante
17 dias de corrida. Los resultados de este experimento se muestran en la figura I11.8.

En el séptimo dia de cultivo los rendimientos en biomasa y en lipidos son maximos
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(0.38y 0.13 g/g respectivamente), ese dia la concentracion de lipidos saponificables

y biomasa seca fue 5.69 y 16.85 g/L de cultivo, respectivamente. Los rendimientos en

biomasa (Y x/s) y en lipidos (Y p/s) a partir del quinto dia de cultivo pueden observarse

en la figura I11.9. La productividad volumétrica maxima alcanzada fue de 0.035g/Lh.
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Figura II1.8: Cultivo en alimentado en fermentador con control de oxigeno con 50 g/L de glicerol en

forma de glicerina cruda y 50:50 vinaza:H20 como base. Estan representados los parametros medidos:

oxigeno disuelto (0D%) (eje vertical primario) registrado de manera continua,
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Figura I11.9: Grafico de rendimientos en biomasa y en lipidos saponificables. Rendimiento en biomasa
por gramo de glicerol consumido (Y x/s) (eje vertical primario) y rendimiento en lipidos saponificables

por gramo de glicerol consumido (Y p/s) (eje vertical secundario).

El cultivo no se volvio a alimentar luego del decimoséptimo dia porque
conjuntamente con la biomasa se produjo un subproducto extracelular que dificulté
la formacién del pellet celular y el filtrado del sobrenadante. Esto puede observarse
en los rendimientos de lipidos y biomasa del decimosexto dia de cultivo (figura I11.10)
en donde se ve una disminucién acentuada en estos valores (Y (x/s)y Y (p/s)), debido a
la perdida de células. La dificultad de formacion del pellet se solucion6 diluyendo en
agua el volumen extraido previo a la centrifugacién. Este comportamiento del cultivo
hace pensar que el subproducto extracelular producido es de caracter tensoactivo. El
problema con la formacién del pellet de células se comenzé a evidenciar a partir del

décimo cuarto dia de cultivo y se fue incrementando a medida que pasaba el tiempo.

I11.3.9. Comparacion entre diferentes condiciones de cultivo en fermentador:
Para realizar la comparacion entre las diferentes condiciones ensayadas en
fermentado, se calcul6 el rendimiento maximo en lipidos por g de glicerol consumido

(Y pss) en cada condicidn, y se determind la concentraciéon de biomasa seca y lipidos a
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la cual se da este rendimiento maximo, asi como el tiempo de cultivo, la cantidad de
glicerol consumido y la productividad volumeétrica en cada caso. Estos resultados se
resumen en la tabla II1.3.

Como puede observarse en la tabla I11.3, el mayor rendimiento en lipidos (Y pss: 0.16
g/g) se logré con el cultivo en batch sin control de oxigeno en el medio a base de
vinaza de cafia de azucar en una dilucién 50:50 (vinaza H20) y con 50 g/L de glicerol
en forma de glicerina cruda. Este rendimiento se logré a los 11 dias de cultivo con un

consumo de 50 g de glicerol.
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Tabla I11.3 Cuadro comparativo de las diferentes condiciones de cultivo en fermentador para la cepa R. graminis S1/2R:

Modo de Y/s) Yrs) Qp Biomasa Lipidos % acumulacion Tiempo de
fermentacion (g/g) (g/g) (g/Lh) seca(g/L) saponificables (g/L) (g/8) fermentacion (dias)
Batch (111.3.4) 0.34 0.12 0.023 17.2 5.9 34.4 11
Batch (111.3.7) 0.34 0.16 0.030 17.1 8.0 46.6 11
Fed Batch (111.3.8)  0.38 0.13 0.035 16.8 5.7 33.8 7

Nota: Y (x/s): rendimiento en biomasa por gramo de glicerol consumido; Y (p/s): rendimiento en lipidos saponificables por gramo de glicerol consumido; Qp

productividad volumétrica.
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[11.4. Discusion del capitulo

El trabajo presentado en este capitulo se centro en el estudio de un medio compuesto
exclusivamente de subproductos industriales para la produccion de lipidos
saponificables a partir de la levadura R. graminis S1/2R, previamente seleccionada
(Pereyra et al. 2014). No se continud el trabajo con la cepa C. glaebosa 12D debido a
que la misma no logré acumular un porcentaje superior a 20% (8%) con glicerol como
fuente de carbono. Dado que la viabilidad econémica de la produccién de biodiésel a
partir de aceites microbianos esta determinada principalmente por el costo del
proceso de produccién microbiana (Ageitos et al. 2011), un medio de cultivo
econdmico resulta indispensable para la rentabilidad del proceso. En ese sentido, el
uso de subproductos o incluso desechos de industrias en la formulacién de dicho medio

seria fundamental.

En este trabajo se selecciond la glicerina cruda, subproducto de la propia industria del
biodiésel, como fuente de carbono para la produccion de levaduras oleaginosas. Su uso
como componente de medios de cultivo para la produccién de biomasa o de productos
extra o intracelulares tales como los aceites microbianos, ya ha sido previamente
explorada con éxito. Existen ejemplos donde se incorpora glicerina cruda sin tratar al
medio de cultivo (Uprety et al. 2017) pero en la mayoria de los casos se realizan
diferentes tipos de pretratamiento previo a su incorporacidn, para evitar inhibicion del
crecimiento microbiano. Por ejemplo, Rahim et al. (2019) ensayaron diferentes
pretratamientos para la obtencion de metabolitos de Aspergillus terreus. A su vez, Liang
et al. (2010) realizaron la produccién de levaduras oleaginosas a partir de glicerol
crudo pretratado con acido para la remociéon de acidos grasos libres, estrategia
utilizada también en el presente trabajo. La separacion de los jabones en nuestro caso
se realizo para facilitar el andlisis de las muestras tomadas del cultivo y no como
estrategia para favorecer el crecimiento de la levadura, ya que en un trabajo previo
(Pereyra et al. 2014) se constat6 que el crecimiento de la cepa R. graminis S1/2R no

variaba al utilizar glicerina cruda sin tratar en lugar del sustrato pretratado.

La concentracion a la cual se da la inhibicién del crecimiento microbiano en presencia

de glicerina cruda es variada y depende de la composicion del sustrato y de la cepa a
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cultivar. Ugkun Kiran et al. (2013) demostraron que la inhibicidn del crecimiento de
Rhodosporidium toruloides ocurria en presencia de mas de 50 g/L de glicerol en forma
de glicerina cruda, mientras que Papanikolaou & Aggelis (2002) no detectaron
inhibicion del crecimiento en concentraciones entre 30 y 80 g/L de glicerol, en el

crecimiento de Yarrowia lipolytica a partir de glicerina cruda.

Karamerou et al. (2016) resaltaron a su vez la importancia de la composicion global del
medio de cultivo al cual se incorpora la glicerina, afirmando que otros componentes
podrian mitigar los efectos inhibitorios de las impurezas presentes en la glicerina
cruda.

Por ello, la determinacién de la concentracién dptima de sustrato debe ser determinada
en cada caso. Ademas del efecto inhibidor de las impurezas, debe tenerse en cuenta la
inhibicion causada por el glicerol mismo debido al estrés osmético (Raimondi et al.
2014) y debe considerarse que, en ciertos casos, la concentracién 6ptima para el
crecimiento de levaduras oleaginosas no resulta ser la concentracién a la cual se
obtiene la mayor acumulacién intracelular de lipidos (Karamerou et al. 2016).

La cepa R. graminis S1/2R, al ser cultivada en el medio de cultivo descripto por Thakur
et al. (1989), sustituyendo la fuente de carbono de este medio (glucosa) por glicerol
bajo la forma de glicerina cruda pretratada, en la misma concentracién (40 g/L), fue
capaz de acumular lipidos saponificables. La composiciéon del medio se optimizé para
maximizar la acumulacién de lipidos y se escalé a nivel de fermentador, obteniéndose
un aumento de casi tres veces en la cantidad de lipidos y un rendimiento de 0.11 g de

biodiésel por gramo de glicerol consumido (Martinez-Silveira et al. 2019b).

Dado que el glicerol pareci6 ser el nutriente limitante en estos trabajos (Karamerou et
al. 2016; Martinez-Silveira et al. 2019b)., en esta tesis se estudié el efecto de la
concentracion inicial de glicerol en el crecimiento de lalevadura y la cantidad de lipidos
producidos, asi como los rendimientos de ambos parametros respecto al consumo de
glicerol. Para ello y considerando el glicerol como reactivo limitante, R. graminis S1/2R
se cultivé durante 8 dias con diferentes concentraciones iniciales de glicerina cruda,
que variaron de 40 a 80 g/L de glicerol. Los resultados indicaron que la cantidad de
biomasa obtenida no vari6 por encima de 45 g/L y que la maxima concentracion de

lipidos se logré con una concentracion inicial de glicerol de 50 g/L.
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Utilizando 50 g/L como concentracidn inicial se realizé un cultivo en batch en
fermentador, obteniéndose mayores cantidades de biomasa y lipidos que los obtenidos
por Martinez-Silveira et al. (2019b), en las mismas condiciones, pero con 40 g/L de
glicerol inicial bajo la forma de glicerina cruda. También se obtuvo un mayor
rendimiento en lipidos por gramo de glicerol consumido (0.10 vs 0.12) y una biomasa
final con mayor acumulacion de lipidos, 34% en lugar del 28% alcanzado con menor
cantidad de glicerol. Sin embargo, se observé una disminucién en la velocidad de
consumo del glicerol y de produccién de biomasa con respecto al cultivo con 40 g/L de
glicerol. Este resultado concuerda con lo planteado por Ratledge & Wynn (2002)
quienes demostraron mediante estudios en cultivo continuo que, en el caso de
levaduras, se logra una mayor acumulacion de lipidos cuando se trabaja a velocidades
de crecimiento menores a la maxima. Los mismos autores justificaron este resultado
basado en la demostraciéon previa de que, para este tipo de microorganismos, la
velocidad de acumulacion de lipidos es siempre menor que la velocidad de crecimiento

maxima.

Para lograr abaratar ain mas la produccion de la levadura seleccionada (S1/2R), se
ensayo la posibilidad de utilizar vinaza de cafia, subproducto de la misma empresa que
produce el biodiésel en Uruguay, como base del medio de cultivo en sustitucion a la
base utilizada hasta el momento. De acuerdo a su composiciéon quimica, la vinaza de
cafa podria utilizarse como fuente de varios nutrientes (N, S, P) para el crecimiento
microbiano (Hoarau et al. 2018). Ya se han obtenido buenos resultados utilizando
vinaza de cafia como fuente de nitrégeno en la producciéon de biomasa flngica
(Nitayavardhana et al. 2013; Ahmed et al. 2018; Reis et al. 2019). Sin embargo, Reis et
al. (2019) demostraron que el agregado de una fuente de carbono era necesario para
el crecimiento de microorganismos heterdtrofos como Mucor circinelloides en
presencia de vinaza. Por ello, en este trabajo, se decidié ensayar el crecimiento y
produccion de lipidos de la levadura R. graminis S1/2R combinando vinaza de cafia con

glicerina cruda pretratada como fuente de carbono.

Dado que las vinazas pueden contener algunos compuestos, como por ejemplo el
furfural o el acido acético, en concentraciones que resulten inhibitorias para el

crecimiento microbiano (Arora et al. 2016), se evalué en primer lugar, el crecimiento
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de la cepa S1/2R, en diferentes diluciones de vinaza de cafia de azucar, observandose

una inhibicion del crecimiento cuando la vinaza se usoé sin diluir.

Son numerosos los casos en que la adicién de extracto de levadura ha resultado
fundamental para el crecimiento y produccién de lipidos por parte de levaduras
(Raimondi et al. 2014; Dobrowolski et al. 2016; Martinez-Silveira et al. 2019b). Por ello,
se evalud el efecto de dicho suplemento en la produccién de biomasa y lipidos a partir
de la cepa S1/2R. Los resultados mostraron que el porcentaje de acumulacién de
lipidos fue significativamente mayor en ausencia del suplemento. Esto resulto
fundamental ya que demostré que no era necesario incorporar al medio de cultivo un
componente caro como el extracto de levadura y que era factible utilizar solamente
vinaza de cafia y glicerina cruda tratada para obtener lipidos saponificables a partir de

la cepa R. graminis S1/2R.

Con el cultivo en batch en fermentador, con el medio a base de subproductos (glicerina
cruda y vinaza de cafia de azudcar) y sin control de oxigeno disuelto, se logré un buen
rendimiento de lipidos por gramo de glicerol consumido (0.16 g/g), el mejor de los
obtenidos hasta el momento con esta cepa. Aunque el rendimiento teérico maximo de
triacilglicéridos por gramo de glicerol consumido (en caso en el que todo el CH3COSCoA
producido se canaliza hacia la sintesis de lipidos) es de alrededor de 0.30 g/g, el
rendimiento en la practica nunca es superior a 0.22 g/g (Chatzifragkou et al. 2011). De
todas maneras, los valores experimentales obtenidos en la mayoria de los casos son
bastante mas bajos, alrededor de 0.10 g/g (Papanikolaou & Aggelis 2011b) por lo cual
0.16 g/g puede considerarse un buen rendimiento. Cuando el cultivo se realiz6 en el
medio mineral con extracto de levadura (Fig. II1.3) se observ6 una mayor velocidad de
consumo de glicerol que la obtenida en el medio a base de vinaza (Fig. I11.7), debido
seguramente a un efecto negativo de la vinaza sobre la velocidad de crecimiento de la
levadura. Sin embargo, la cantidad de lipidos acumulada en la biomasa celular y el
rendimiento fueron menores en el medio mineral. Estos resultados demuestran
nuevamente, que una menor velocidad de crecimiento favorece la acumulaciéon de
lipidos por parte de la levadura S1/2R tal como lo demostraron Ratledge & Wynn
(2002).
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Lo mismo sucedi6 cuando se cultivo la levadura en medio con vinaza y control de
oxigeno disuelto (Figura II1.9). La velocidad de crecimiento fue notoriamente mayor a
la obtenida sin control de oxigeno, pero el rendimiento maximo y la concentracion final

de lipidos obtenidos fueron menores, confirmando el concepto anterior.

Los resultados obtenidos mediante las diferentes estrategias evaluadas, muestran que
la acumulacioén de lipidos intracelulares es un proceso metabdlico sensible, que varia
con el sustrato utilizado, el organismo productor y con las condiciones de cultivo

(Diwan et al. 2018).

En este caso, el mejor rendimiento se obtuvo cuando la levadura R. graminis S1/2R se
cultivd en batch sin control del oxigeno disuelto en un medio compuesto
exclusivamente por vinaza diluida al medio y glicerina cruda pretartada (50 g/L). El
uso de la combinaciéon de estos dos subproductos para producir SCO habia sido
reportado previamente por Faife et al. (2011) con una cepa de Rhodotorula glutinis,
pero en ese caso solo se habian logrado 2.5 g/L de lipidos, un 20% (en peso seco) de
acumulacion, y una productividad volumétrica de 0.10 g/Lh. En nuestro caso, con la
cepa S1/2R de R. graminis se alcanz6 una concentracion de lipidos de 8.0 g/L lo que
significo casi el 47% (en peso seco) de acumulacion, aunque la productividad obtenida

fue menor alo reportado por Faife et al. (2011).

Los resultados demostraron que la integracion de estos dos subproductos en un medio
de cultivo permiti6 la produccion lipidos saponificables a partir de la cepa R. graminis
S1/2R con buenos rendimientos. Dado que se trata de dos subproductos industriales
de produccidn regular, hay disponibilidad de los mismos. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que estos subproductos provienen de zonas muy distantes por lo cual se

deberian tener en cuenta los costos de transportes en la ecuacién global.
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IV.1. Introduccion al capitulo

El biodiésel se produce tipicamente por transesterificacion de triglicéridos con
alcoholes de cadena corta (por ejemplo, metanol) con un catalizador alcalino o acido
(McNutt & Yang 2017). Los lipidos intracelulares de levaduras son principalmente
triacilglicéridos (Subramaniam et al. 2010), y se consideran buenos candidatos como
materia prima renovable para la produccién de biodiésel. Sin embargo, actualmente la
produccion de biodiésel a partir de levaduras oleaginosas no es econémicamente
viable (Ratledge & Cohen 2008). La implementacién de procesos de produccion
rentable de biodiésel a partir de estos aceites, podria reducir el costo global y hacer
que los lipidos provenientes de las levaduras oleaginosas sean competitivos frente a
las materias primas utilizadas actualmente (Probst et al. 2016). Por estas razones es
que se ha explorado un proceso alternativo de transesterificacién mas simple, en donde
esta ocurre en un solo paso, directamente sobre la biomasa, sin una extraccion previa
de lipidos. Este proceso se conoce como transesterificacion directa (Harrington &
D’Arcy-Evans 1985). La integracion de extraccion y transesterificacion en un paso hace
que el proceso tenga menos pérdidas (Lepage y Roy 1986). Ademas se evita el uso de
solventes para la extraccion de los triglicéridos, haciendo que el proceso sea mas verde
en comparacion al convencional en dos pasos (Lewis et al. 2000; Griffiths et al. 2010).
El proceso de transesterificacion directa ha sido utilizado para obtener biodiésel a
partir de diferentes especies de levaduras (Rhodotorula toruloides, Lipomyces starkeyi,
Cryptococcus curvatus y Rhodotorula glutinis) (Liu & Zhao 2007; Thliveros et al. 2014;
Dong et al. 2015).

En este capitulo se describe el desarrollo de un proceso de transesterificacion directa
para obtener biodiésel, a partir de la levadura oleaginosa R. graminis S1/S2 (Martinez-
Silveira et al. 2019a). En primer lugar, se seleccioné el tipo de catalizador y luego se
identificaron las condiciones 6ptimas para la transesterificacién directa, utilizando la
metodologia de superficie de respuesta. Una vez obtenido el biodiésel por el método
optimizado, se caracteriz6 de acuerdo a la Normas UNIT 1100:2014 y se evalud este

método en diez especies de levaduras diferentes.
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IV.2. Materiales y métodos

IV.2.1. Microorganismo y condiciones de cultivo para la optimizacion:

Rhodotorula graminis S1/2R (Pereyra et al. 2014) fue la cepa utilizada para el
optimizar del método de obtencién de biodiésel por transesterificacion directa. La
biomasa de levadura utilizada en todo el estudio se obtuvo a través del cultivo en un
medio con limitacion de nitrégeno descrito por Thakur et al. (1989) para la
acumulacion de lipidos intracelulares (anexo 1.5). Se colocaron 50 mL de medio Thakur
en matraces Erlenmeyer de 250 mL y se inocularon con 5 mL de una suspensién
(turbidez = McFarland 1) preparada en agua destilada estéril a partir de cultivos en
PDA incubados a 28°C durante 48 horas. El pH se ajusté a 5 y el cultivo se incub6 a 282C
con agitaciéon a 150 rpm. Luego de 5 dias de incubacion, se determin6 el peso seco. Para
ello, 2 mL de cultivo se centrifugaron a 7000 rpm durante 7 minutos y fue lavado con
agua destilada. El pellet se resuspendidé en 1 mL de agua destilada y se transfirieron a
una placa de Petri previamente pesada. Luego de dejar secar la biomasa en estufa a
702C durante 24 h, se dejé enfriar en desecador, y se pesaron nuevamente. Esta
determinacion se hizo por duplicado. El resto del cultivo fue centrifugado (7000 rpm,

7 minutos) y el pellet fue lavado con agua destilada estéril.

IV.2.2. Analisis y cuantificacion de los ésteres metilicos de acidos grasos:

El analisis de los ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs) se realizd por
cromatografia gaseosa con un detector de ionizacion de llama (GC-FID) utilizando un
GC 7820A de Agilent Technologies, Inc. equipado con una columna DB-225 Agilent
Technologies, Inc. (20 m, 0.100 mm ID, 0.10 pm). Las condiciones de operacion fueron:
gas carrier Nz, 0.2 mL/min, la temperatura del puerto de inyeccion y del detector fue
de 2509C. Se aplico el siguiente programa de temperatura para el horno: 402C durante
0.5 min, aumento de 25°C / min a 1952C, aumento de 32C/min a 2052C, aumento de
82C/min a 2302C y mantenimiento a 2302C durante 10 min. Se utilizé6 nonadecanoato
de metilo (patrén analitico Fluka Analytical Sigma-Aldrich 1891 de nonadecanoato de
metilo 74208-1G) como estdndar interno en una concentracién de 1.5 mg/mL. La
identificacién de los FAME se realiz6 mediante la comparaciéon de los tiempos de

retencion con los obtenidos con un estandar (Supelco 37 Component FAME Mix, Sigma-
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Aldrich 1891), analizado en las mismas condiciones de GC. Los ésteres metilicos totales
se calcularon como la suma de cada area de pico individual relacionada con el area del

estandar interno.

IV.2.3. Proceso de transesterificacion en dos pasos para lipidos de levaduras:

Los FAMEs de los lipidos intracelulares acumulados por la levadura se obtuvieron
mediante un proceso en dos pasos. Este implico la extraccion de los acidos grasos de la
fraccién saponificable de los lipidos intracelulares seguida de una esterificaciéon con
metanol. Para la extraccion de lipidos se centrifugdé 40 mL cultivo, seguido por un
lavado con agua destilada. Al pellet obtenido se agregd 5 mL de KOH 30 % (p/v) y 5 mL
de etanol 95 % (v/v). La mezcla se incub6 a 702C durante una noche. Posteriormente,
las muestras fueron enfriadas hasta temperatura ambiente y la materia insaponificable
se extrajo mediante 2 lavados con 10 mL de hexano. El pH de la fase acuosa fue ajustado
a 1 mediante el agregado HCl, y se recuperé la fraccion de acidos grasos saponificables
por medio de dos lavados con 10 mL de hexano. Los lipidos saponificables recuperados
fueron pesados luego de la evaporacion del solvente bajo presion reducida. Para
obtener los ésteres metilicos, los lipidos saponificables se re-suspendieron en 1 mL de
hexano. Se transfiri6 una alicuota correspondiente a 20 mg de 4cidos grasos a un tubo
de vidrio y se evaporo el solvente. Luego, se llevo a cabo la esterificacion de los acidos
grasos resultantes con metanol segun lo descrito por Burja et al. (2007). A 20 mg de la
mezcla de acidos grasos se les agregd 3 mL de una mezcla metanol:HCl:cloroformo
(10:1:1) (v/v/v), y se calentaron durante 2 horas a 902C. Posteriormente, se afiadi6 1
mL de agua destilada a la mezcla y los ésteres metilicos se extrajeron en tres ciclos
utilizando 2 mL de una mezcla hexano: cloroformo (4:1) (v/v). El residuo de agua de la
fase organica que contenia los ésteres metilicos se eliminé mediante la adicion de 0.5 g
de Na2S04 anhidro. El andlisis y la cuantificacién de los FAMEs obtenidos se realizé

segun lo descrito en el punto IV.2.2.

IV.2.4. Transesterificacion directa de lipidos intracelulares a partir de la
biomasa seca:

Se comparé la catalisis acida (Liu & Zhao 2007) con la basica (Thliveros et al. 2014)

para la obtencién de FAMEs mediante transesterificacion de los lipidos intracelulares.

La biomasa fue obtenida como se describe en el punto IV.2.1. En cada caso, se pesaron
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55 mg de la biomasa seca y se dispersaron en una soluciéon metandlica acida ([H2S04]
= 0.2 M) o basica ([NaOH] = 5 g/L), manteniendo la relaciéon biomasa: metanol (1:20)
p/v. La mezcla se incub6 a 70°C durante 20 horas para la transesterificacién con
catdlisis acida (Liu & Zhao 2007) y a 502C durante 10 horas para basica (Thliveros et
al. 2014). Los ésteres metilicos obtenidos se extrajeron de la mezcla utilizando hexano:
cloroformo (4:1) v/v segin Burja et al. (2007) y se analizaron, como se describe en
IV.2.2. La cantidad de ésteres metilicos obtenidos en ambos casos se expresé en g/g de
biomasa seca y se compararon con el rendimiento obtenido por el procedimiento de
dos pasos, mediante un ANOVA de una via, y a las medias se les realiz6é un test HSD
(Honestly-significant-difference) usando el software Infostat (Di Rienzo et al. 2008).

Diferencias con P<0.05 fueron consideradas significativas.

IV.2.5. Optimizacion de la concentracion de catalizador, relacion metanol-
biomasa, temperatura y tiempo de la transesterificacion acida directa
sobre biomasa seca:

La optimizacion del proceso de transesterificacion directa a partir de biomasa de

levadura se llevéd a cabo utilizando dos disefios factoriales completos consecutivos. El

primer factorial involucré 4 factores (concentracién de catalizador, relacién metanol-
biomasa, temperatura y tiempo). Cada factor se examind en dos niveles (-1 para nivel
bajo y +1 para nivel alto) y en el punto central (0). El nimero total de experimentos fue
de 19 (24 + 3), ya que se realizaron tres repeticiones del punto central. Los niveles de

factores estudiados se enumeran en la Tabla IV.1.

Tabla IV.1: Niveles de los factores del diseno factorial.

Nivel
Factor
Bajo (-1) Central (0) Alto (+1)
Concentracion de catalizador [H2S04] (M) 0.20 0.30 0.40
Temperatura (2C) 40 55 70
Tiempo (h) 5 12.5 20
Relaciéon metanol-biomasa (v/p) 20 30 40
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Los factores involucrados en el segundo disefio factorial fueron la concentracion de
catalizador (H2S04), la relaciéon metanol-biomasa y el tiempo de reaccién manteniendo
la temperatura en 702C. Los niveles de estos factores utilizados en el disefio se
muestran en la Tabla IV.2. En este caso, se realizaron 11 ensayos (23 + 3), incluyendo
tres repeticiones del punto central. La respuesta en ambos disefios factoriales, fue la
cantidad de ésteres metilicos obtenidos en cada condicioén, los cuales se extrajeron y
cuantificaron por GC como se describe V.2.2. El disefio experimental y el analisis
estadistico se realizaron utilizando el software Design Expert 10.0 (Stat Ease Inc.). Los
factores con valores de p inferiores a 0.05 se consideraron que tienen efecto
significativo sobre el proceso de transesterificacion. Para validar el modelo

computacional, se realiz6 una reaccién en las condiciones optimizadas.

Tabla IV.2: Niveles de los factores del disefio factorial.

Nivel
Factor Bajo (-1) Central (0) Alto (+1)
Concentracion de catalizador [H2S04] (M) 0.40 0.50 0.60
Tiempo (h) 3 5 7
Relacién metanol-biomasa (v/p) 40 50 60

1V.2.6. Optimizacion del tiempo de reaccion del método optimizado:

Las reacciones de transesterificacion directa sobre la biomasa seca de levadura se
realizaron (por duplicado) utilizando H2S04 0.4 M, una relaciéon metanol-biomasa de
60 y calentando a 702C durante 1, 2, 3, 5 o 7 horas. Los resultados obtenidos se
compararon mediante ANOVA de una via y las separaciones medias se realizaron
mediante pruebas de HSD. Se consideraron significativas las diferencias con p <0.05.
Los ésteres metilicos obtenidos utilizando el tiempo 6ptimo de reacciéon se compararon

con el procedimiento de dos etapas.

IV.2.7. Determinacion de los perfiles de metilésteres del biodiésel obtenido por
transesterificacion directa y por el proceso en dos pasos:

Para determinar el perfil de FAMEs del biodiésel obtenido mediante el proceso de

transesterificacion directa optimizado para la cepa S1/2R, se calent6 a 702C durante 3

horas la biomasa previamente seca de la levadura, en presencia de metanol en una
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relacion metanol-biomasa de 60 usando H2S04 como catalizador en una concentracion
de 0.4 M. La obtencidn del biodiésel mediante el proceso en dos pasos se realizé como
fue descrito en el punto IV.2.2. El andlisis de los perfiles de FAMEs se realizaron por
cromatografia gaseosa con detector de ionizacion de llama (GC-FID) como fue descrito

en el punto 1V.2.2.

1V.2.8. Estimacion de otras propiedades del biodiésel a partir de perfiles de
ésteres metilicos de acidos grasos:
El perfil de FAMEs obtenido en el punto 1V.2.7 fue utilizado para estimar algunas
propiedades importantes del biodiésel obtenido, requeridas por la norma UNIT
1100:2014. Estas son: viscosidad (v), densidad (p), numero de cetano (CN), indice de
yodo (IV), factor de saturacion de cadena larga (LCSF), punto de taponamiento de filtro
en frio (CFPP), punto de enturbiamiento (CP) y la estabilidad oxidativa (0S). Se
estimaron estas propiedades fisicoquimicas de acuerdo a Caldeira et al. (2017).como

fue descrito en el punto I1.2.10.6.

1V.2.9. Determinacion del contenido de glicerol libre, mono-, di-, y triglicéridos
del biodiésel obtenido por transesterificacion directa:

La determinacion de glicerol libre, mono-, di- y triglicéridos se realizé de acuerdo a lo

establecido en la norma UNIT 1133:2007 en el Laboratorio de la Unidad de Cereales y

Oleaginosos de ALUR, como fue descrito en el punto 11.2.10.7.

1V.2.10. Evaluacion del método optimizado en diferentes cepas de levaduras:

Se utilizaron cepas de levaduras del cepario del laboratorio con diferentes niveles de
acumulacion de lipidos intracelulares. Se seleccionaron 5 cepas oleaginosas con una
acumulacion mayor a 20%. Las mismas fueron: Candida glaebosa 12D aislada en este
trabajo, de la regiéon Antartica (Martinez et al. 2016) Rhodotorula toruloides An3D,
Pseudozyma hubeiensis Py1C, Moesziomyces sp BnlD y Anthracocystis sp. Cg2g.
También se seleccionaron 5 cepas no oleaginosas, 2 con porcentaje de acumulacion
entre 20-15% (Starmerella sorbosivorans Py3E y Candida smithsoni Cg2D) y 3 con un
porcentaje de acumulacion menor a 10% (Starmerella sorbosivorans Mg1D, Candida
smithsoni An2E y Hannaella sp An2F). Las 10 cepas fueron cultivadas en condiciones

de acumulaciéon de lipidos anteriormente descritas para para R. graminis S1/S2
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(Iv.2.1), a 28°C salvo para la cepa C. glaebosa 12D en donde la temperatura de
incubacion fue 252C. Luego de 5 dias de incubacion, los cultivos se centrifugaron y los
pellets se lavaron con agua destilada y se secaron a 702C durante 24 horas. Se pesaron
55 mg de la biomasa seca de cada cepa y se determinaron los FAMEs directamente
sobre la biomasa mediante el proceso de transesterificaciéon en un paso optimizado y a
partir de lipidos saponificables extraidos de la biomasa por el procedimiento en dos
pasos descrito en el punto 1V.2.3. Cada tratamiento se realiz6 por duplicado. Los
contenidos de FAMEs en g/g de biomasa seca obtenidos en ambos casos se compararon
mediante un ANOVA de una via y la separacion entre las medias se realizé mediante un

test de HSD. Las diferencias a p <0.05 fueron consideradas significativas.
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IV.3. Resultados

IV.3.1. Cultivo de R. graminis S1/2R:

R. graminis S1/2R fue capaz de acumular lipidos intracelulares saponificables en las
condiciones de cultivo utilizadas. Los acidos grasos correspondientes a esos lipidos
representaron 0.44 + 0.01 g por g de biomasa seca, lo que corresponde a un 44% p/p

de peso seco. El resto de los experimentos fueron realizados con la misma biomasa.

IV.3.2. Comparacion del proceso en 2 pasos con la transesterificacion directa
con catalisis basica y acida:
Los FAMEs correspondientes a los acidos grasos de los lipidos intracelulares
saponificables obtenidos mediante el proceso de dos pasos fueron 0.40 + 0.03 g de
FAMEs por g de biomasa seca. En el caso de transesterificacidon directa con catalisis
basica y acida, la cantidad de FAMEs por g de biomasa de levadura seca fue de 0.0396
+0.0002y 0.26 £ 0.01, respectivamente (Figura IV.1). El valor de FAMESs obtenidos por
el método en dos pasos fue significativamente mayor que los obtenidos por la
transesterificacion directa, y la transesterificacion directa con catdlisis acida tuvo un

rendimiento significativamente mayor que con catalisis basica.
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Figura IV.1: Rendimiento de FAMEs por g de biomasa seca para un cultivo de la cepa S1/2R con las
diferentes reacciones de transesterificacion. Los datos experimentales fueron analizados por un ANOVA
de una via, con la comparacién del test de Tukey's HSD. Las diferencias se consideraron significativas si
el p<0.05. Las diferencias reveladas por el test de Tukey HSD estan indicadas por diferentes letras

encima de las barras.
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1V.3.3. Optimizacion de la transesterificacion directa catalizada por acido:

La tabla IV.3 muestra la cantidad de FAMEs obtenidos en el disefio factorial 24.

Tabla IV.3: Disefio matricial del disefio factorial y los valores de respuesta obtenidos de g de FAMEs por

g de biomasa seca

., . Relacion FAMEs
Concentracion Temperatura Tiempo metanol- (/g
Corrida de catalizador o (horas) ) )
[H2504] M (A) (eC) (B) ©) biomasa biomasa

(v/p) (D) seca)

1 0.4 70 5.0 40 0.51
2 0.2 40 5.0 40 0.35
3 0.2 70 20.0 20 0.24
4 0.4 40 20.0 40 0.26
5 0.2 70 5.0 20 0.30
6 0.2 40 20.0 40 0.25
7 0.2 70 5.0 40 0.37
8 0.3 55 12.5 30 0.25
9 0.3 55 12.5 30 0.28
10 0.2 40 20.0 20 0.18
11 0.2 40 5.0 20 0.14
12 0.4 40 5.0 40 0.15
13 0.4 70 20.0 20 0.58
14 0.4 40 5.0 20 0.16
15 0.3 55 12.5 30 0.23
16 0.4 40 20.0 20 0.16
17 0.4 70 5.0 20 0.34
18 0.2 70 20.0 40 0.28
19 0.4 70 20.0 40 0.57

Los resultados del primer disefio factorial (table 1V.3) se evaluaron mediante un
ANOVA y a partir de los factores significativos se generé un modelo. Estos resultados

se muestran en la tabla IV.4.
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Tabla IV.4: Resultado del ANOVA que muestra el efecto de los factores y sus interacciones en la

concentraciéon de FAMEs en el disefo factorial

Fuente de F p-valor
variacion S¢ gl tM Valor Prob>F
Modelo 0.3 6 0.05 17.8  <0.0001 significativo
Concentracionde ) 4 0.02 9.0 0.01
catalizador (A)
Temperatura (B) 0.1 1 0.1 554 <0.0001
Tiempo (C) 0.0002 1 0.0002 0.9 0.4
Relacion metanol-—— 3 4 0.03 102 0.008
biomasa (D)
AB 0.06 1 0.06 22.6 0.0006
AC 0.02 1 0.02 8.5 0.01
Curvatura 0.0007 1 0.0007 2.5 0.1
Residuo 0.03 11 0.3
N
Falta de ajuste 003 9  0.0003 5.9 0.1 0
significativo
Error 0.0001 2 0.00005
Total 0.32 18

Nota: .SM: suma de cuadrados; CM: Cuadrado medio; gl: grados de libertad.

El modelo propuesto resulté significativo (F = 17.8; p <0,0001) con un R2de 0,888, lo
que significa que este modelo puede explicar el 88,8% de la variabilidad en la
respuesta. Se obtuvo un valor de R? ajustado de 0.831, que concuerda con el valor
obtenido de R? predicho. Esto indica una buena relacion entre los datos experimentales
y los predichos por el modelo para la concentracién de FAMEs.

La curvatura y la falta de ajuste del modelo propuesto resultaron no significativas. Tres
de los factores ensayados (temperatura, concentracion de catalizador (H2S04) y
relacion metanol-biomasa) tuvieron influencia significativa (p> 0.05) en la cantidad de
FAMEs obtenida. También resultaron significativas las interacciones entre la
concentracion del catalizador y la temperatura o el tiempo. Tanto la relacién metanol-
biomasa, la interaccion entre la concentracion del catalizador y la temperatura o el
tiempo tuvieron un efecto positivo en la respuesta, mientras que la concentracion del
catalizador, la temperaturay el tiempo mostraron un efecto negativo. Sin embargo, este
ultimo factor no fue estadisticamente significativo, por lo cual se fij6 en el valor minimo

del rango estudiado (5 horas) para la siguiente etapa de optimizacion (Tabla IV.2). La
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figura IV.2 muestra el grafico de Pareto que representa los factores y las interacciones
involucrados en el proceso. En este grafico puede observarse que los valores t
correspondientes a la temperatura y la interacciéon entre la temperatura y la
concentracion del catalizador (H2S04) exceden el limite de Bonferroni de 2.776 y, por
lo tanto, tienen efecto significativo en la obtencién de FAMEs, y este efecto es positivo.
Ademas, los efectos correspondientes a la concentracion del catalizador, la relacion
metanol-biomasa y la interaccion entre la concentracién del catalizador y el tiempo
probablemente sean significativos, ya que los valores t de sus efectos se encuentran
entre el limite de Bonferroni y el valor de t (Anderson & Whitcomb 2016). Todos los

factores mencionados anteriormente fueron incluidos en el modelo.
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Figura IV.2: Grafico de Pareto luego del disefio factorial, mostrando la contribucién de los diferentes
factores y su principal efecto en la concentracién de FAMEs. Las barras en color violeta tienen efecto
positivo y las barras en color celeste tienen un efecto negativo. A: concentracién del catalizador; B:
temperatura; C: tiempo; D: relacién metanol-biomasa; AB: interaccién entre la concentracion del

catalizador y temperatura; AC: interaccion entre la concentracion del catalizador y tiempo.

En la figura IV.3 se muestra el grafico de superficie de respuesta representando
simultdneamente los efectos de dos variables (temperatura y concentracién de
catalizador) sobre la concentracion de FAMEs, dejando las otras variables fijas.

Observando este grafico se puede concluir que los valores mas altos de FAMEs se
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logran cuando se utiliz6 la maxima concentracion de catalizador y la temperatura mas
alta. Ademas, cuando se utiliz6é la mayor relacion metanol-biomasa, se obtuvieron
valores superiores de FAMEs. Como el tiempo en el rango ensayado no tuvo un efecto
significativo en la respuesta, se decidi6 minimizar el tiempo de reaccién para tener un
proceso mas corto y menos costoso. Con este criterio, las condiciones optimizadas para
maximizar la concentracion de FAME fueron las siguientes: temperatura, 70°C;
concentracion de catalizador, 0.4 M; relacion metanol-biomasa 40 y tiempo de

reaccion, 5 horas.

FAMEs (mg/mg biomasa seca)
0,577

0,137
- . 0,6
X1 = A: Concentracion catalizador [H2S04]
X2 = B: Temperatura

Actual Factors
C: Tiempo = 20
D: Relacion metanol-biomasa = 40

0,5

0,4

03

FAMEs (mg/mg biomasa seca)

B: Temperatura (°C)

46 0,25

4002 A: Concentracion catalizador [H2S04] (M)

Figura IV.3: Superficie de respuesta, mostrando la relacién entre concentracién de FAMEs, temperatura

y concentracion de catalizador en el rango del disefio factorial.

De acuerdo con el modelo propuesto, se lograria una concentracién de FAMEs teorica,
para la condicion optimizada, de 0.483 g/g de biomasa seca. El resultado de esta
condicion corresponde a una de las réplicas del factorial, por lo que podria ser
comparado con el valor experimental obtenido (0.51 g de FAME por g de biomasa seca).
Ese resultado valida el modelo, ya que se obtuvo una desviacidn de solo el 6% del valor
tedrico.

Para determinar el efecto de valores mayores en dos variables significativas
(concentracion de catalizador y relacién metanol-biomasa) en la obtenciéon de FAMEs,

se llevé a cabo otro disefio factorial completo de 23. El tiempo de reaccién se incluyé en
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el modelo para determinar si tiempos menores tendrian efecto sobre la respuesta. La
variable temperatura no se incluyé en el disefio para evitar problemas causados por la
evaporaciéon excesiva del metanol, dejando fijo este valor en 702C. La Tabla V.5 se
muestra la cantidad de FAMEs obtenidos en los 11 experimentos del disefo factorial,
los valores obtenidos estuvieron en el rango de 0.341 a 0.544 g de FAMEs por g de

biomasa seca.

Tabla IV.5: Disefio matricial del disefio factorial y los valores de respuesta obtenidos de g de FAMEs por

g de biomasa seca

Concentracion
Corrida Tiempo de catalizador Relacion metanol- FAMEs (g/g
(horas) (A) [H2S04] M (B) biomasa (v/p) (C) biomasa seca)
1 5 0.5 50 0.45
2 7 0.4 60 0.52
3 3 0.6 40 0.34
4 7 0.4 40 0.54
5 5 0.5 50 0.44
6 5 0.5 50 0.43
7 7 0.6 60 0.45
8 3 0.4 40 0.38
9 3 0.6 60 0.42
10 7 0.6 40 0.47
11 3 0.4 60 0.54

El ANOVA que se muestra en la Tabla V.6 determin6 la significancia del modelo (F =

20.6, p = 0.0026).
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Tabla IV.6: Resultado del ANOVA que muestra el efecto de los factores y sus interacciones en la

concentraciéon de FAMEs en el disefo factorial

Fuente de p-valor
SC gl CM F Valor
variacion Prob>F
Modelo 0.04 4 0.009 20.6 0.003  significativo
Tiempo (A) 0.01 1 0.01 231 0.005
Concentracion de
0.01 1 0.01 255 0.004
catalizador (B)
Relacion metanol-
0.0005 1 0.0005 10.4 0.02
biomasa (C)
AC 0.01 1 0.01 23.2 0.005
Curvatura 0.00007 1 0.00007 1.5 0.3
Residuo 0.0002 5 0.00005
No
Falta de ajuste 0.0002 3 0.00007 4.0 0.2
significativo
Error 0.00003 2 0.00002
Total 0.04 10

Nota: SM: suma de cuadrados; CM: Cuadrado medio; gl: grados de libertad.

La falta de ajuste y la curvatura no fueron significativas con valores de p de 0.2 y 0.3,
respectivamente. E1 R2 obtenido de este analisis fue de 0.93, 1o que indica que el modelo
se ajusta bien a los valores experimentales es un buen predictor de los mismos. El
grafico de Pareto obtenido en este caso se muestra en la figura [V.4. El valor t del efecto
correspondiente a la relacién metanol-biomasa, la concentracion del catalizador, el
tiempo y la interaccion entre el tiempo y la relacion metanol-biomasa estuvieron por
encima de la linea limite del valor t, por lo que fueron considerados como factores que
influyen significativamente en la concentracion de FAMEs. El tiempo de reaccién y la
relacion metanol-biomasa tuvieron un efecto positivo en la respuesta, mientras que la
concentracion del catalizador y la interaccién entre el tiempo y la relacién metanol-
biomasa mostraron un efecto negativo, que esta indicado mediante un coeficiente
positivo o negativo para cada factor en el siguiente modelo de primer orden que podria

explicar la concentracién de FAMEs:
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Concentracion de FAMEs = -0.03+ (0.1 * Tiempo) - (0.4 * concentracion de catalizador)

+ (0.01 * relacion metanol-biomasa) - (-1.8E-003 * Tiempo * relacion metanol-

biomasa).
B
5,05 — AC A
Bonferroni Limit 3,970
3,79 —
C
=
[S]
Q
=
w
G 253 — | t-Value Limit 2,4469:
()
=
G
=
) I I
0,00 — -
[ [ [ [ [ [ [
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Figura IV.4: Grafico de Pareto luego del disefio factorial, mostrando la contribucién de los diferentes
factores y su principal efecto en la concentracion de FAMEs. Las barras en color violeta tienen efecto
positivo y las barras en color celeste tienen un efecto negativo. A: tiempo; B: concentracion del

catalizador; C: relacion metanol-biomasa; AC: interaccion entre el tiempo y la relacién metanol-biomasa.

De acuerdo con el modelo propuesto para obtener una mayor cantidad de FAMEs a
partir de células de levadura seca se deduce que las condiciones del proceso son:
calentamiento a 70 2C, concentracidn de catalizador mas baja (0.4 M), la proporcién
mas alta de metanol-biomasa (60) y el tiempo de reaccién mas largo (7 horas), dentro
de los rangos utilizados para cada variable del diseno.

Cuando se analiz6 la interaccidn entre esos dos ultimos factores (Fig. IV.5), se observé
que el tiempo de reaccidn fue significativo solo cuando se utilizé una baja relacion
metanol-biomasa. En cambio, cuando se utiliz6 una relacién de 60, el tiempo de

reaccion no fue significativo.
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Figura IV.5: Interaccion entre relacion metanol biomasa con el tiempo. Concentracion de catalizador

0.4M.

IV.3.4. Optimizacion del tiempo de reaccion:

La figura IV.6 muestra los FAMEs obtenidos cuando la transesterificaciéon sobre la
biomasa seca se realizé a 70°C, 0.4M de concentraciéon de catalizador y una relacion
metanol-biomasa de 60 a diferentes tiempos de reaccion (1, 2, 3, 5 and 7 horas). Los
resultados se compararon mediante un ANOVA de una via, y a la separacién de las
medias se les realizé un test de HSD. Las diferencias en p <0.05 fueron consideradas
significativas. Como se observa en la figura IV.6, los mayores rendimientos (0.53 + 0.05
y 0.540 = 0.006 g de FAMEs por g de biomasa seca) fueron obtenidos con los tiempos
de reaccion de 3 y 5 horas respectivamente. Estos rendimientos no fueron
significativamente diferentes entre si, pero resultaron significativamente diferentes a
los obtenidos con mayores y menores tiempos de reaccidon. Para minimizar costos y
tiempo, se seleccion6 el proceso de 3 horas de reaccion. En las condiciones
optimizadas, la cantidad de FAMEs obtenido aumento6 casi al doble con respecto a las
condiciones iniciales. Ademas, se logré una importante reduccién en el tiempo de
reaccion. Al ser comparado el rendimiento con el obtenido con el proceso de dos pasos,

también se logré un aumento significativo (21%).
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Figura IV.6: Resultados de FAMEs obtenidos con una relacidn metanol - biomasa de 60, 0.4 M de
catalizador a 709C, con diferentes tiempos de reaccion. Los datos experimentales fueron analizados por
un ANOVA de una via, con la comparacién del test de Tukey's HSD. Las diferencias se consideraron
significativas si el p < 0.05. Las diferencias reveladas por el test de Tukey's HSD estan indicadas por

diferentes letras encima de las barras.

IV.3.5. Determinacion de los perfiles de metilésteres (FAMEs) del biodiésel
obtenido por transesterificacion directa y por el proceso en dos pasos:
En la tabla IV.7 se presentan los perfiles de FAMEs del proceso de transesterificacion
en dos pasos y del proceso transesterificacion directa optimizado con catdlisis acida.
Como se muestra en la tabla IV.7 existe diferencia significativa entre el biodiésel
obtenido por el proceso en dos pasos y el proceso de transesterificacion directa
optimizado en el porcentaje de cada uno de los metilésteres, salvo para el metiléster

correspondiente al &cido palmitico (C16:0).
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Tabla IV.7: Porcentaje e identificaciéon de los ésteres metilicos del proceso de transesterificaciéon en 2

pasos y el proceso de transesterificacién directa optimizado.

Transesterificacion Transesterificacion directa

en 2 pasos optimizada con catdlisis acida

% 14:0 (1.0+£0.3)4 (0.73+0.06) B
% 16:0 (17 £3)4 (14.6 £0.4) A
% 16:1 B3x1)a (1.10+0.03) B
% 18:0 (1.4+£0.1)8 (2.77 £ 0.06) A
% 18:1 (60+2)B (73.9+0.5)4
% 18:2 (6.4+0.3)4 (1.6+£0.3)8

% 18:3 (1.62 +£0.08) A (0.54+0.04)B
% 20:0 (3x1)A (0.56+0.02)B
% 24:0 (0.30+0.06)B (0.72 £0.07) A

Nota: Los datos experimentales de cada éster metilico identificado alos 2 procesos de transesterificacion
ensayados, fue analizado por un ANOVA de una via, con la comparacion del test de Tukey's HSD. Las
diferencias se consideraron significativas si el p < 0.05. Las diferencias reveladas por el test de Tukey's

HSD estan indicadas por diferentes letras.

IV.3.6. Estimacion de otras propiedades del biodiésel a partir de perfiles de
ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs):

En la tabla IV.8 se muestran los resultados de las propiedades fisicoquimicas del

biodiésel obtenido en cada proceso. Estos valores se estimaron con formulas empiricas,

utilizando la composicion de FAMEs. Al compararse estos resultados con los requisitos

de la Norma UNIT 1100:2014, ambos productos cumplen con lo establecido salvo para

la densidad a 20°C. La estabilidad oxidativa para el caso del biodiésel obtenido por el

proceso de transesterificacion directa es mayor que para el proceso en dos pasos.
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Tabla IV.8: Propiedades fisicoquimicas del biodiésel obtenido por el proceso de transesterificacién en

dos pasos y el biodiésel obtenido por el proceso de transesterificacién directa optimizado

Transesterificacion directa  Norma

Traneslelszt ci)railiig:cién con catalisis acida UNIT
optimizada 1100:2014

v a 40°C (mmg/s) 3.67 3.86 3.50 - 6.00
pa 20°C (kg/m?) 827 844 850 - 900
1A% 74 72 <120*
CN 58 58 > 45
% C18:3 1.62 0.54 <12
LCSF (%) 5.54 4.85
CFPP (2(C) 0.93 -1.22
CP (°Q) 3.84 2.69
0S (h) 17 57 >8

Nota: Siendo v: viscosidad; p: densidad; IV: indice de iodo; CN: nimero de cetano; LCSF: factor de
saturacion de cadena larga; CFPP: punto de taponamiento de filtro en frio; CP: punto de enturbiamiento

y OS: estabilidad oxidativa. <120*: limite establecido EN 14214:2004.

1V.3.7. Determinacion del contenido de glicerol libre, mono-, di-, y triglicéridos
del biodiésel obtenido por transesterificacion directa:

El contenido de glicerol libre, mono-, di-, y triglicéridos en el biodiésel obtenido por el

proceso de transesterificacion optimizado se muestran en la tabla IV.9 y cumple con lo

establecido la Norma UNIT 1100:2014.

Tabla IV.9: Contenido de glicerol libre, glicerol total y mono-, di-, y triglicéridos del biodiésel obtenido

por el proceso de transesterificacién directa optimizado.

Contenido en % (m/m) Norma UNIT 1100:2014

Contenido de glicerol libre (0.010 £ 0.005) <0.020 %
Contenido de glicerol total (0.10 £ 0.02) <0.25%
Contenido de monoglicéridos (0.4+£0.1) <0.70 %
Contenido de diglicéridos (0.1+0.1) <0.20 %
Contenido de triglicéridos (0.06 £ 0.03) <0.20 %
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1V.3.8. Evaluacion del método optimizado en diferentes cepas de levaduras:

Los rendimientos de FAMEs obtenidos mediante el método optimizado fueron para
todas las cepas, excepto para la An3D, iguales (p=0.05) a los rendimientos obtenidos
por el método en dos pasos. En el caso de la An3D se obtuvo un rendimiento de 0.22
g/g significativamente menor a 0.42 g/g obtenido por el método en dos pasos. Estos

resultados se muestran en la tabla IV.10.

Tabla IV.10: g de FAMEs/g de biomasa seca para las diferentes cepas obtenido mediante el proceso de

transesterificacion en 2 pasos y el proceso de transesterificacion directa optimizado.

g de FAMEs/g biomasa seca

Cepa ipe  er Transesterificacion directa con
Transesterificacion en 2 pasos e . L.
catalisis acida optimizada

12D (0.56 +0.07) A (0.610 0.04) A
An3D (0.42 +0.06) B (0.22 £0.02) A
Py1C (0.29 +0.01) A (0.29 +0.04) A
Bn1D (0.40 +0.02) A (0.37 £0.02) A
Cg2g (0.27 +0.02) A (0.24 +0.04) A
Py3E (0.148 + 0.002) A (0.13 +0.03) A
Cg2D (0.15+0.01) A (0.141 + 0.003) A
Mg1D (0.10 + 0.02) A (0.090 + 0.007) A
An2E (0.11 +0.02) A (0.11+0.01) A
An2F (0.061 + 0.007) A (0.05 +0.02) A

Nota: Los datos experimentales de cada porcentaje de acumulacién para los 2 procesos de
transesterificaciéon ensayados, fue analizado por un ANOVA de una via, con la comparacién del test de
Tukey's HSD. Las diferencias se consideraron significativas si el p < 0.05. Las diferencias reveladas por
el test de Tukey's HSD estan indicadas por diferentes letras.
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IV.4. Discusion del capitulo

Se lograron establecer las condiciones 6ptimas para obtener biodiésel a partir de
biomasa seca de la levadura oleaginosa R. graminis S1/2R mediante un proceso de
transesterificacion directa. Esta optimizacion fue publicada por nuestro grupo
(Martinez-Silveira et al. 2019a). Al calentar biomasa seca de la levadura durante 3
horas a 702C en presencia de metanol en una relacién metanol-biomasa igual a 60, con
H2S04 como catalizador, en una concentracion final de 0.4 M, se obtuvieron 0.534 g de
FAMEs por g de biomasa de levadura seca. Este rendimiento resulté significativamente
mayor (123%) que el obtenido con el proceso en dos pasos (0.44 g/g) (extraccién de
lipidos seguido de transesterificacion). La obtencién de cantidades mayores de FAMEs
podria deberse a una disminucién en las pérdidas por la manipulacién y una mejor
extraccion de lipidos lograda en la optimizacién del proceso transesterificacion directa.
Estos resultados son similares a los reportados por Harrington & D’Arcy-Evans (1985)
quienes obtuvieron mayores rendimientos en FAMEs cuando utilizaron el proceso de
transesterificacion directa sobre semillas de girasol en comparaciéon con los métodos

convencionales que implican mas pasos.

La obtencion de biodiésel por transesterificacion directa a partir de microorganismos,
incluyendo algas, hongos y levaduras ha sido reportada por diferentes autores (Liu &
Zhao 2007; Vicente et al. 2009; D’Oca et al. 2011; Cao et al. 2013; Chuck et al. 2014;
Thliveros et al. 2014). La obtencion de biodiésel a través de este proceso en un solo
paso en microorganismos, se ha descrito tanto con catalizadores acidos como basicos.
En el caso de las levaduras, Liu & Zhao (2007) desarrollaron un proceso de
transesterificacion directa con catdlisis acida, utilizando la levadura Lipomyces
starkeyi. E1 mismo implica el calentamiento de biomasa a 702C durante 20 horas. En
estas condiciones obtuvieron un rendimiento de FAMEs del 96.8% con respecto a los
lipidos saponificables en las células de la levadura. En este trabajo también se evalu6
el proceso de transesterificacién directa con catdlisis basica y los rendimientos fueron
inferiores al 20% para la misma levadura. Thliveros et al. (2014) reporté mayores
rendimientos en FAMEs (97.7%) a partir de la biomasa seca de la levadura

Rhodosporidium toruloides, en un proceso con catalisis basica durante 10 horas a 502C.
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En nuestro caso, el proceso con catalisis acida desarrollado por Liu & Zhao (2007) fue
en el cual se obtuvieron rendimientos mayores en FAMEs (60%). Mientras, mediante
el proceso descrito por Thliveros et al. (2014), con catalisis basica, el rendimiento no
superd el (9%) con respecto a los FAMEs obtenidos a partir de los lipidos
saponificables totales. Segun lo reportado por Go et al. (2016) la eficiencia de un
método con catalisis basica depende en gran medida del contenido de acidos grasos
libres (FFA) en la materia prima de partida. De hecho, normalmente no se recomienda
un catalizador alcalino si la materia prima contiene mas del 2% de FFA por lipidos
totales debido a reacciones de saponificaciéon que podrian interferir con el proceso de
transesterificacién (Lam et al. 2010). En la biomasa de levaduras suele encontrarse
aproximadamente un 5% de acidos grasos libres con respecto al contenido total de
lipidos (Rattray et al. 1975). A su vez, es posible encontrar contenidos de acidos grasos
libres aiin mayores si las levaduras se cosechan después de que la fuente de carbono
en el medio de cultivo se ha agotado o si ha ocurrido hidroélisis de triglicéridos durante

el almacenamiento de la biomasa himeda (Go et al. 2016).

Seleccionado el catalizador, se realizaron dos disefios experimentales para
comprender el impacto de las diferentes variables del proceso en la obtencién de
FAMEs. Se estudiaron cuatro variables del proceso temperatura, relacién metanol-

biomasa, concentracion de catalizador y tiempo de reaccidn.

De acuerdo con Chopra et al. (2016), un aumento en la temperatura de reacciéon reduce
la viscosidad de los lipidos y mejora la velocidad de reaccién, pero solo hasta un nivel
critico, mas alla del cual se reduce el rendimiento en FAMEs. En general, las reacciones
de transesterificacion directa con catalisis acida se llevan a cabo a temperaturas
relativamente altas, cerca o justo por encima del punto de ebullicion del dador del
grupo funcional alquilo (Go et al. 2016; Salam et al. 2016). En este caso esta
representado por metanol (el punto de ebullicion es 64,7°C). Basado en el trabajo de
Liu & Zhao (2007), se analizaron condiciones de temperaturas entre 402C y 702C. La
temperatura seleccionada fue la maxima ensayada (702C), que coincide con la

temperatura utilizada por Liu & Zhao (2007).

La mejor relacion de metanol-biomasa (v/p) se establecié en 60, lo que representa una

relacion molar de metanol-triglicéridos de 2467 calculada considerando un peso molar
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promedio de 296 (peso molecular de oleato de metilo) para los triglicéridos en la
biomasa. Esta proporcion resulté mas alta que la utilizada en trabajos previos con
levaduras (Liu & Zhao 2007; Thliveros et al. 2014), pero mas baja que las proporciones
utilizadas en procesos de transesterificacién directa con microalgas que alcanzan
valores cercanos a 3400 (Salam et al. 2016). Este tipo de procesos normalmente
requieren relaciones molares de metanol-triglicéridos de varios cientos o miles, debido
a que el metanol cumple una doble funcién, actia como solvente y como reactivo
(donante de alquilo), a diferencia de lo que ocurre en la transesterificacion
convencional de aceite refinado donde generalmente con un exceso molar del doble de
alcohol sobre el contenido total de acidos grasos es suficiente (Haas & Wagner 2011;
Skorupskaite et al. 2016). En ambos casos el metanol esta en exceso, por lo cual una
vez que se completa la reaccién, el metanol residual debera recuperarse para
reutilizarse, ya que esto resulta esencial para minimizar los costos operativos (Wahlen

etal 2011).

El catalizador seleccionado para las reacciones de transesterificacion directa fue el
acido sulfdrico en una concentracién de 0.4 M. Este catalizador ya ha sido utilizado en
procesos de transesterificacion directa descritos anteriormente en concentraciones
que variaron entre 2% y 4% (v/v) (Liu & Zhao 2007; Chopra et al. 2016). En nuestro
caso, la concentracion seleccionada equivale a 3.92%, lo que estd de acuerdo con lo
reportado por Chopra et al. (2016) quien obtuvo biodiésel a partir de la levadura Pichia

guillermondii.

En la optimizacidn se logré una reduccion significativa del tiempo de reaccion de 6 y 2
horas con respecto a los procesos de transesterificacion directa previamente
desarrollados, por Liu & Zhao (2007) y por Chopra et al. (2016). A su vez, este proceso
logr6 minimizar el tiempo de reaccion con respecto a otros procesos de
transesterificacion directa con catalisis alcalina (Thliveros et al. 2014) y del método en
dos pasos (Burja et al. 2007). El desarrollo de un proceso mas corto con rendimientos
similares o superiores en FAMEs, es un logro importante, ya que seguramente esto
tenga un efecto significativo en los costos generales de la produccién de biodiésel a

partir de biomasa de levadura.
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El principal costo del proceso de transesterificacion directa que se ha desarrollado aqui
estd asociado con el consumo energético del proceso de secado, previo a la
transesterificacion. Sin embargo, segiin Chopra et al. (2016), el consumo de energia
asociado con el secado de biomasa seria menor que el requerido para la lisis celular si

se usara la biomasa himeda como materia prima.

El perfil de FAMEs obtenido a partir de la levadura oleaginosa R. graminis S1/2R por

el proceso de transesterificacion directa y el de dos pasos fue similar, siendo los ésteres
de los acidos oleico (C 18:1) y palmitico (C 16:0) los componentes principales en ambos
casos. El porcentaje de los ésteres correspondientes a los acidos oleico (18:1), estearico
(C 18:0) y lignocérico (C 24:0) resultaron significativamente mayor en el proceso de
transesterificacion directa, con una concomitante reduccioén en la proporcién de los

otros ésteres.

La composicién de FAMEs determina en gran parte las propiedades fisicoquimicas del
biodiésel por lo tanto viscosidad, estabilidad, nimero se cetano, indice de iodo
resultaron similares entre los dos métodos y ambos cumplen con los requisitos
establecidos por la norma UNIT 1100:2014. Pero el biodiésel obtenido por el método
de transesterificacion directa posee mejor performance, ya que por ejemplo la
estabilidad oxidativa es 39 horas mayor que para el biodiésel obtenido por el método
en dos pasos. También posee un CF y CFPP levemente menor, lo que mejoraria su
despeno a bajas temperaturas.

La composicion de la mezcla de FAMEs resultante cumple con la Norma UNIT
1100:2014 para biodiésel, que rige actualmente en Uruguay. Esta norma establece que
el contenido de ésteres debe ser mayor a 96,5%, del éster de acido linolénico menor a
12% y contenido de ésteres poli-insaturados (mas de 4 dobles enlaces) debe ser menor
a 1%.

Dentro de la Norma UNIT 1100:2014 también hay requisitos para el contenido de
subproductos que pudieron quedar de la reaccién de produccion. Estos requisitos son:
contenido de glicerol libre menos de 0.02%; contenido de monoglicéridos menor a
0.70%; contenido de diglicéridos menor a 0.20% y contenido de triglicéridos menor a

0.20%. El biodiésel obtenido por el proceso de transesterificaciéon directa optimizado
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a partir de la levadura R. graminis S1/2R también cumple con estos parametros y por

tanto, con los estandares uruguayos para biodiésel.

El método de transesterificaciéon directa optimizado también result6 util para obtener
FAMEs a partir de lipidos intracelulares de diferentes especies de levaduras tanto
oleaginosas como no oleaginosas. El método definido en este trabajo podria utilizarse
para el screening de diferentes microorganismos oleaginosos ya que muestra el
potencial de la biomasa para convertirse en biodiésel (Thakur et al. 1989; Kimura et al.
2004; Sitepu et al. 2014). La mayoria de los métodos utilizados se basan en sondas para
detectar y medir los lipidos intracelulares, pero la eficiencia de estos depende de que
la sonda pueda atravesar la pared celular, lo que dificulta la extrapolacion a diferentes
especies (Pick & Rachutin-Zalogin 2012; Wong & Franz 2013; Saxena et al. 2014). A
diferencia de estos métodos la transesterificaciéon directa no depende de una sonda y
permite cuantificar directamente el biodiésel obtenido. Dong et al. (2015) evalu6 un
método de transesterificacion directa sobre 4 especies diferentes de levaduras, pero
estas especies son todas oleaginosas mientras el método optimizado en este trabajo se
ha probado también en levaduras no oleaginosas permitiendo discriminar unas de
otras. Sin embargo, este método, como todos los demas, esta sujeto a variaciones en su
ejecucion, por lo que solo es realmente comparable si el método estd estandarizado

(Hounslow et al. 2017).

Los procesos de transesterificacidon directa, también se estan estudiando para obtener
biodiésel a partir de semillas oleaginosas, ya que implican menos pasos que el proceso
convencional. Con este tipo de procesos en un solo paso, se evitaria el costoso paso de
la extraccién con solventes del aceite (Kasim et al. 2010). De esa manera, los procesos
de transesterificacion directa resultan mas simples y menos laboriosos. El principal
inconveniente de los procesos de transesterificacion directa es el uso de mayores
volumenes de metanol en comparacion con los procesos convencionales. Aunque,
después de la reaccidn, el exceso de metanol se recupera para ser reutilizado en una
proxima reaccion, el costo involucrado en dicho paso podria ser un obstaculo para
obtener un método rentable. Por lo tanto, los costos y el consumo de energia de ambos
procesos (directo y convencional) deben analizarse y compararse para determinar cual

es el mas adecuado para obtener biodiésel a partir de diferentes materias primas. La
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reduccion del consumo de energia en todo el proceso, como la reduccion del tiempo de
reaccion, podria contribuir a lograr un equilibrio econdmico. Se estan estudiando
alternativas para reducir la cantidad de metanol en los procesos transesterificacion
directa, como el uso de co-solventes, con semillas oleaginosas (Zeng et al 2008), esto

podria estudiarse para obtener biodiésel a partir de levaduras.
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Conclusiones y perspectivas

Este trabajo muestra que es posible obtener biodiésel en conformidad con los
criterios definidos en la Norma UNIT 1100:2014 en un solo paso a partir de biomasa
seca de levaduras oleaginosas cultivadas utilizando subproductos industriales como

medio de cultivo.

A su vez mediante la seleccién de las cepas y de las condiciones de cultivo, en
especial de la temperatura, es posible modular la composicion de los FAMEs en el

biodiésel resultante.

La seleccién de levaduras oleaginosas capaces de crecer en presencia de
distintos subproductos industriales permite contar con distintas combinaciones de
levadura/sustrato para utilizar de acuerdo a la disponibilidad de los mismos. Por

ejemplo, la 12D en melaza-vinaza y la S1/S2 en glicerol o S1/S2 en glicerol-vinaza.

El método optimizado de transesterificacion directa con catalisis acida permite
identificar levaduras oleaginosas y predecir las caracteristicas del biodiésel a partir del

analisis de su composicidn.

Como perspectivas de este trabajo, se plantea por un lado avanzar en el estudio
de la rentabilidad y sustentabilidad del proceso de obtencion de biodiésel a partir de
levaduras oleaginosas y por otro estudiar la variabilidad de la composicion de los
subproductos utilizados en los medios de cultivo y determinar el efecto de ésta sobre

el rendimiento y la calidad del producto final.
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Anexos

1. Composicion de medios de cultivo:
1.1.Dicloran Rosa Bengala Agar (DCRBA) (DifcoTM)

Férmula por litro

Proteosa Peptona No. 3......ccoviiiiiniiininiiiine 50¢g
GlUCOSA .. 10.0g
Fosfato monopotasico.......ccuuvvcrieceiniinien e 1.0g
Sulfato de magnesio........cccuveeivriviieinien e 05¢g
Dicloran.....cooovieii e 2.0 mg
Rosa Bengala.......cccocevieiiin i 25.0 mg
AGAT i e s 15.0¢g

pH=7.0+0.2

1.2.Yeast Nitrogen Base (YNB) (DifcoTM)
Férmula por litro

Fuente de nitrégeno

Sulfato de amonio........cccoecerir e 50¢g
Aminoéacidos

Monohidrocloruro de L-Histidina........c...cceceuee 10.0 mg
LD-Metionina.......ccccvrieennieienneieie e e s 20.0 mg
LD-Triptofano......cccuveiirieineinreces e 20.0 mg
Vitaminas

Biotina....ccovn i 2.0 pug
Pantotenato de calico.......cccceeveveiiriieiiiir e 400.0 pg
ACIAO FOLICO....uveuieeeeeveeece et e s 2.0 ug
INOSILOL...eiieiie e 2.0 mg
NIacCina ..covvveci i 400.0 pg
Acido p-Aminobenzoico.........ccceuvmrerrrrvrrne e 200.0 pg
Hidrocloruro de piridoxina.........cccocevvvineerisvnne 400.0 ug
Riboflavina.......cccooeiieiin e 200.0 pg
Hidrocloruro de Tiamina .......ccccoceevieiie e 400.0 pg

Compuestos suplantando elementos traza

AcidO DOTICO ..oveneieie e 500.0 pg
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Sulfato de cobre.......ccccciviiiiiiin e 40.0 pg
Yoduro de Potasio........ccccvvviiecieiniicien s 100.0 pg
Cloruro FEITICO...ccuiuiiie e s 200.0 pg
Sulfato de Manganeso .......c..cccceveeeierserenier s 400.0 pug
Molibdato de sodio.......cccevemriircieerce e 200.0 pg
Sulfato de ZinC.......oeeevverieereire e 400.0 pg
Sales

Fosfato monopotasico......ccuveervrveireieinecreieennees 10g
Sulfato de Magnesio ........ccccceveeeeereiesien e 05g
Cloruro de Sodio.......ccoveeeerriiiien i 01g
Cloruro de CalCio ......covevvieiiriie e 01g

pH=7.0+0.2

1.3. Potato Dextrosa Agar (PDA) (DifcoTM)
Férmula por litro

Almidoén de papa (de infusién) ... d.0 g

pH=7.0+0.2

1.4. Brain Heart (BHI)

Formula por litro

Infusion de cerebro y corazdn de (solidos)........... 80g
Digerido péptico de tejido animal ...........cccereerene. 50g
Digerido pancreatico de caseina...........cccoceverunene. 16.0g
Cloruro de Sodio.......ccoveveeriieiinie e 50¢g
GlUCOSA .. 2.0g
Fosfato diSOdico .......cccovrieiier i 25¢g
AGAT i 135¢g

pH=7.4+0.2

Anexos
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1.5.Medio Thakur

Férmula por litro

GlUCOSA . 400g
Fosfato monopotasico......c.ccccemeerevercerrenens 0.75g
Extracto de levadura........cccccoeevmviicinnennnens 15g
Nitrato de amonio........cccccveveeriiercieeriienens 0.285¢g
Cloruro de calCio.......cceevvirnieiries e 04g
Sulfato de magnesio........cccccvveeceereiencen s, 04g

pH=5.0+0.2

1.6. Medio Tko (optimizado por Msc. Pereyra)

Férmula por litro

Glicerol ... 400¢g
Fosfato monopotasico........ccuveveerverierinnens 0.75g
Extracto de levadura..........cccovviiiriiinnnne 1.12¢g
Nitrato de amonio.........ccueeeeeervrinienieens 0.774 g

Sulfato de magnesio... .....ccccccvviiiiinnnn 011 g

pH=6.0+0.2

2. Buffers y reactivos:
2.1. Buffer de lisis - Extraccion de ADN

Férmula por litro

Triton X-100 ...oovivieiiiee e s 18.7 mL
SDS 9.9 mL
NACL e e 584¢g
TriSPH 8 v e 1.21g
EDTA ..o e e 029g

2.2.Reactivo coloreado de ninhidrina

Formula por litro

NazHPO4ZH20 ..o 500¢g
KH2PO4.ei e 60.0g
Ninhirina.....ccco v 50g
Fructosa......ccooiinie e 30g
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Conservar a 42C, maximo 2 semanas.

2.3.Solucion diluyente (FAN)

Etanol 96%0....uueeeviiii i e s 400 mL
AZUA....ci i 600 mL

Conservar a temperatura ambiente.

2.4.Solucion stock de estandar de glicina
GliCINA. e e 107.2mg
Disolver en 100 mL de agua destilada en matraz aforado.

Conservar a 4°C.

3. Caracterizacion de subproductos:
3.1.Determinacion de la concentracion de sacarosa, glucosa y fructosa en la
melaza y vinaza de cafia de azucar utilizada:
Para la determinacion de los diferentes azudcares en la melaza y en la muestra de
vinaza se realizaron curvas de calibracién para sacarosa, fructosa y glucosa con
diferentes concentraciones (0.125; 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 y 20 g/L). Estas curvas se
realizaron por duplicado. Se obtuvieron las curvas de calibracion de sacarosa (y =
266242x + 28607 con un R* = 0.9996) (figura 3.1.1), glucosa (y = 322989x + 15095
con un R? = 0.9998) (figura 3.1.2), y fructosa (y = 325514x + 9703 con un R? =

0.9999) (figura 3.1.3). Donde “y” es el area obtenida en el cromatogramay “x” es la

concentracion del azucar en g/L.
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Figura 3.1.1: Curva de calibraciéon de sacarosa obtenida por HPLC. Las condiciones operativas
utilizadas fueron: fase moévil 0.1% H3PO4 en agua miliq con un flujo de 0.5 mL/min y la temperatura

de la columna fue de 30°C. Las barras de error corresponden al intervalo de confianza del promedio
calculado (¢=0.05).
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Figura 3.1.2: Curva de calibracién de glucosa obtenida por HPLC. Las condiciones operativas
utilizadas fueron: fase movil 0.1% H3PO4 en agua miliq con un flujo de 0.5 mL/min y la temperatura

de la columna fue de 302C. Las barras de error corresponden al intervalo de confianza del promedio
calculado («=0.05).
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Figura 3.1.3: Curva de calibracién de fructosa obtenida por HPLC. Las condiciones operativas
utilizadas fueron: fase mévil 0.1% HsPO4 en agua miliq con un flujo de 0.5 mL/miny la temperatura
de la columna fue de 30°C. Las barras de error corresponden al intervalo de confianza del promedio

calculado (a=0.05).

En la figura 3.1.4 se muestra el cromatograma correspondiente a la muestra de

melaza 1%.

<Chromatogram>
mV
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40+ =
]
] I g B
30 i T 8
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4 ‘ | | (
20 | | |
1 [ | I‘
[yl |
10 | ';
] |
T I 7 T T T T I T J L
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

min
Figura 3.1.4: Cromatograma obtenido por HPLC de una muestra de melaza al 1%. Las condiciones
operativas utilizadas fueron: fase moévil 0.1% H3PO4 en agua miliq con un flujo de 0.5 mL/min y la

temperatura de la columna fue de 302C.

En la figura I1.2 se observa los picos correspondientes a la sacarosa (tiempo de
retencion 11.191); glucosa (tiempo de retencion 13.062) y fructosa (tiempo de
retencion 14.187) de la muestra de melaza. En las condiciones utilizadas se logro
una buena separacién de los picos correspondientes a los tres azucares. En el caso
de la melaza las concentraciones obtenidas fueron: sacarosa (286 * 10) g/L,

glucosa (164 = 13) g/L y fructosa (166 * 14) g/L. Para el caso de la vinaza, no se
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detectaron picos en los tiempos de retencion esperados, por lo tanto, la
concentracion de estos azucares en este subproducto fue menor al limite de

cuantificacion del método (0.125 g/L).

3.2.Determinacion de la concentracion de nitrogeno como amino libre en la
melaza y vinaza de cafia de azucar utilizada:
La determinacion del contenido de nitrégeno de los subproductos se determiné

midiendo el contenido de amino libre por un método colorimétrico. Para poder
realizar esta determinacién se realiz6 una curva de calibracién con diferentes
concentraciones de nitréogeno (0, 1, 2 y 4 mgN/L), la misma se realiz6 por
triplicado( figura 3.2.1). La curva obtenida fue: y = 0.197x - 0.0133 con un R? =
0.9987 donde “y” es la absorbancia neta y “x” es la concentracion de nitréogeno en

mg de nitréogeno/L. La concentracion de nitrégeno en la muestra de melaza fue:

(223.7 £ 0.3) mgN/L y para el caso de la vinaza fue: (140.8 £0.1) mgN/L.
0,90 +
0,80 -
0,70 +

0,60 -

Absorbancia neta

0,00 +=" ; | ; ;
0 1 2 3 4
Concentracién de amino (mg N/L)

Figura 3.2.1: Curva de calibracion de nitrégeno en forma de amino libre obtenida por el método

colorimétrico. Las barras de error corresponden al intervalo de confianza del promedio calculado

(2=0.05).

3.3.Determinacion de la concentracion de glicerol en la glicerina cruda
tratada:

Una vez obtenida la glicerina cruda tratada se determiné la concentracién de

glicerol en la misma por HPLC. Para poder realizar esta determinacion se realizo

una curva de calibracién con diferentes concentraciones de glicerol (0.018, 0.0092,

0.0046 y 0.0023 g/mL), la misma se realizé por quintuplicado (figura 3.3.1). Con la
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curva de calibracion se obtuvo la siguiente ecuacion y = 166415463.13x - 22861.66
con un R? = 1.00. Donde “y” es el area obtenida en el cromatograma y “x” es la
concentracion de glicerol en g/mL. La concentracion del glicerol en la glicerina

cruda fue: (0.8201+0.036) g/mL.
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Figura 3.3.1: Curva de calibracién de glicerol obtenida por HPLC. Las condiciones operativas
utilizadas fueron, fase mévil acetonitrilo:H20 75:25 con un flujo de 0.8 mL/min y la temperatura de

la columna fue de 352C. Las barras de error corresponden al intervalo de confianza del promedio
calculado (a=0.05).

Figura 3.3.2: Fotografias de la glicerina cruda tratada después de la centrifugacion. Se observan

los acidos grasos precipitados luego de la acidificacion.
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