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Aprovechamiento de vinaza para produccion de lipidos y biomasa microbiana median-
te cultivo mixto de Yarrowia lipolytica (Wickerham, Kurtzman & Herman) van der Walt
& von Arx y Chlorella vulgaris Beijerinck. Estudios recientes sefialan los beneficios de
los cultivos mixtos de microalgas y levaduras para obtener compuestos de interés industrial
como el biodiesel. A fin de evaluar la produccién de biomasa y lipidos se estudio el crecimien-
to de Yarrowia lipolytica y Chlorella vulgaris utilizando vinaza de cafia dulce como sustrato
evaluando tres proporciones de vinaza en agua destilada (75, 50 y 25% v/v) y cuatro propor-
ciones de indculo inicial de Y. lipolytica y C. vulgaris (100%, 98%, 95% y 0% de Y. lipolytica
en células totales del inéculo). Se cultivaron en reactores aireados a 3 L.min"', pH 6,7, tem-
peratura de 25 °C durante 240 horas, se realizaron curvas de crecimiento mediante recuento
celular, y de biomasa mediante peso seco. Los lipidos fueron extraidos de la biomasa seca
mediante el método de Bligh y Dyer. Se determiné la productividad de biomasa y el porcen-
taje de lipidos en base a biomasa seca. Las mejores condiciones fueron un cultivo puro de Y.
lipolytica con 50% de vinaza que alcanzé 20,92+12,39% de lipidos, productividad de biomasa
de 54,58+4,49 mg.L".d""; y un cultivo mixto con indculo inicial de 98% Y. lipolytica, 25% de
vinaza con una productividad de biomasa de 102,67+32,07 mg.L".d"" con un porcentaje de
lipidos de 7,06+1,76%. Aunque se observd en algunas ocasiones el efecto favorable del cul-
tivo mixto entre estas especies, el monocultivo Y. lipolytica obtuvo mejores resultados en las
variables evaluadas. Se logro cultivar cepas oleaginosas en un efluente diluido en agua sin
agregado de fuente de carbono.

Palabras claves: Lipidos microbianos, microorganismos oleaginosos, cultivo mixto, biodie-
sel, vinaza

Use of vinasse for the production of microbial lipids and biomass by mixed cultures
of Yarrowia lipolytica (Wickerham, Kurtzman & Herman) van der Walt & von Arx and
Chlorella vulgaris Beijerinck. Recent studies have shown the benefits of mixed cultures
between microalgae and yeasts to obtain compounds of industrial interest, such as biodiesel.
In order to evaluate the production of biomass and lipids, the growth of Yarrowia lipolytica and
Chlorella vulgaris using sugarcane vinasse as substrate was studied. Three different propor-
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tions of vinasse in distilled water (75, 50, and 25% in volume) were evaluated, and four initial
inoculum proportions of Y. lipolytica and C. vulgaris (100%, 98%, 95% y 0% of Y. lipolytica
of total cells inoculum). They were cultured in aerated reactors at a constant flow rate of 3
L.min"", pH 6.7, 25 °C for 240 hours, cell growth curves were made by direct cell counting
under a microscope, and biomass curves by dry weight. Lipids were extracted from the dry
biomass according to Bligh and Dyer’s method. Dry biomass productivity and lipid percentage
were determined. The best conditions were a pure culture of Y. lipolytica with 50% vinasse
that reached 20.92+12.39% of lipids, and a biomass productivity of 54.58+4.49 mg.L"".d""; and
a mixed culture with an initial inoculum of 98% Y. lipolytica and 25% vinasse, with biomass
productivity of 102.67+32.07 mg.L"".d"" and a lipid percentage of 7.06 + 1.76%. Although the
favorable effect of a mixed culture among these species was observed under some condi-
tions, the monoculture of Y. lipolytica provided better results in the evaluated conditions. It
was possible to cultivate oleaginous strains in an effluent diluted in water without adding an

organic carbon source.

Keywords: Single cell oil, oleaginous microorganism, mixed culture, biodiesel, vinasse

INTRODUCCION

El incremento en la demanda energé-
tica de combustibles que se ha generado
hace décadas ocasiona una problematica
global por el agotamiento de las fuentes
de combustibles fosiles y las emisiones
de gases de efecto invernadero. A con-
secuencia de esto, en los ultimos afos
fueron apareciendo varios sustitutos de
combustibles fosiles y algunos de ellos
inclusive fueron establecidos como
fuentes alternativas de energia limpia
(Marchetti et al., 2007; Nautiyal et al.,
2014).

Los biocombustibles pueden cla-
sificarse como de primera, segunda,
tercera y cuarta generacion: aquellos
producidos a partir de materia prima de
origen vegetal destinados al consumo
humano, como azucares comestibles y
aceites, son denominados como de pri-
mera generacion; los biocombustibles
de segunda generacion son obtenidos a
partir de sustratos no empleados para la
alimentacion humana, como los residuos
agricolas y forestales, y aceites usados

(Cortés-Sanchez et al., 2019). Los bio-
combustibles de tercera generacion son
aquellos que no compiten en la industria
de alimentos por el uso del suelo, ni por
la utilizacion de los cultivos con fines
alimentarios debido a que generalmen-
te provienen de organismos que pueden
cultivarse en reactores fotoquimicos o
en piletones al aire libre (Ramos et al.,
2016). Los biocombustibles de cuarta
generacion implican el uso de organis-
mos genéticamente modificados capaces
de disminuir el contenido de gases de
efecto invernadero y al mismo tiempo
generar una fuente de energia alternativa
(Ramos et al., 2016).

El biodiesel de tercera generacion va
cobrando protagonismo ¢ importancia
en las industrias gracias a los avances en
la biotecnologia. La obtencion de lipidos
aptos para la elaboracion de biodiesel,
y al mismo tiempo, de biomasa a par-
tir de los microorganismos, son puntos
de enfoque de varios estudios recientes
orientados a conocer el potencial uso
biotecnologico como fuente sustituta de
combustible fosil (Nautiyal et al., 2014).
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Se han realizado numerosos estudios
para mejorar la produccion de lipidos
microbianos apuntando a la obtencion
de biodiesel de tercera generacion. En-
tre los microorganismos que demostra-
ron mayores porcentajes de lipidos en
base a biomasa seca, se encuentran las
levaduras, como las del género Rhodos-
poridium, Rhodotorula, Cryptococcus
y Yarrowia (Faife-Pérez et al., 2012).
También las microalgas fueron obje-
tos de varios estudios, siendo Chlorella
vulgaris una de las especies mas prome-
tedoras en la obtencion de biocombus-
tibles debido a su rapido crecimiento y
produccion de lipidos de 30 a 40% en
peso seco bajo condiciones naturales
(Cheirsilp et al., 2011).

Se ha encontrado que la simbiosis en-
tre microalgas y levaduras, es decir, la
combinacién de los cultivos en un mis-
mo proceso, muestra ventajas significa-
tivas sobre los monocultivos de algas al
presentar mayores rendimientos de pro-
ductos de alto valor, como los lipidos,
mayores tasa de crecimiento y concen-
tracion de biomasa, ademas de una ma-
yor remocién de materia organica y nu-
trientes de efluentes, como consecuencia
de la mayor concentracion de dioxido de
carbono disponible para la fotosintesis
de la microalga y la mayor disponibili-
dad de oxigeno para la levadura hetero-
trofica (Qin et al., 2018; Cheirsilp et al.,
2011).

Los efluentes industriales pueden ser
aprovechados por estos cultivos mix-
tos para la obtencion de bioproductos
de valor como los lipidos, presentando
ventajas economicas y ambientales en
la produccion de biodiesel, mediante el
desarrollo de nuevas fuentes de energia,

la proteccion de ambientes acuaticos y
la reduccion del efecto invernadero de
origen antropogénico (Cheirsilp et al.,
2011).

Un efluente de interés para la utili-
zacion como sustrato en la produccion
de biocombustibles es la vinaza, que, a
nivel nacional y regional, es uno de los
mayores efluentes producidos, y es obte-
nido a partir de la destilacion del alcohol
procedente de la fermentacion, princi-
palmente, de subproductos del azucar
de cafia (Gonzalez et al., 2018; Aquino,
2017; Valeiro y Portocarrero, 2017). La
vinaza consiste en un liquido café os-
curo, de pH acido, rico en compuestos
organicos como el glicerol, acido lacti-
co, nitrogeno, fosforo, potasio, calcio y
magnesio (Brasil et al., 2017; Santana
et al., 2017). Las cantidades de vinaza
obtenidas afio a afio se incrementan por
la demanda creciente de alcohol etilico,
siendo el exceso de vinaza un problema
para su disposicion (Gonzalez et al.,
2018). El Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA) proyec-
taba para el 2016 una produccion de 215
millones de litros de etanol en el Para-
guay (Aquino, 2017). Por cada litro de
alcohol generado, se producen 13 litros
de vinaza como efluente. En caso del al-
cohol de segunda generacion a partir de
bagazo y residuos de cosecha, la vinaza
producida llega a 20 litros. El destino
mayoritario de este residuo en la region
es el fertirriego en zonas aledafias a las
alcoholeras, por tanto, una mala dispo-
sicion de este residuo podria cambiar la
composicion del suelo y tener un impac-
to ambiental negativo (Valeiro y Porto-
carrero, 2017).

En esta investigacion se propuso eva-
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luar la utilizacion de diversas concentra-
ciones de vinaza como sustrato para la
produccion de lipidos y biomasa micro-
biana a partir de cultivos mixtos de Chlo-
rella vulgaris y Yarrowia lipolytica, para
comprobar el aumento en el porcentaje
de lipidos y en la productividad de bio-
masa debido al crecimiento en conjunto
de estos microorganismos utilizando el
efluente como unica fuente de carbono,
lo cual supondria el aprovechamiento de
residuos industriales para obtener sub-
productos de interés y mejoraria la ca-
lidad de los efluentes de las destilerias.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de investigacion y distribucion

experimental
El disefio empleado fue experimen-

tal, analitico de enfoque cuantitativo
con arreglo factorial 4x3x3, en el que se
evaluo el efecto de la concentracion del
sustrato (vinaza) en tres niveles de mez-
cla con agua estéril (25, 50 y 75 % sobre
volumen del medio), y la proporcion de
cultivos de levadura:microalga, en cua-
tro niveles de acuerdo a sus concentra-
ciones de inoculacién en base al volu-
men del indculo de cada cultivo (cultivo
puro de Y. lipolytica, cultivo puro de C.
vulgaris, y dos proporciones de mezclas
de cultivos entre estos valores de 98%
en células de Y. lipolytica, y 95% en cé-
lulas de Y. lipolytica), como variables
independientes, sobre la cantidad de
biomasa y lipidos producidos (variables
dependientes) (Tabla 1). Todos los expe-
rimentos se realizaron en tres réplicas.

Tabla 1. Distribucion de condiciones de experimentos

Diluciéon de

Dosificacion de cultivos puros iniciales

. Condicién

vinaza Yarrowia lipolytica Chlorella vulgaris ©)
(% volumen) (1,3.10° cel.mL™") (3,4.10° cel.mL"™")

0 mL 15mL C1
5 mL 10 mL C2
& 10 mL 5SmL C3
15 mL 0 mL C4
0 mL 15 mL Cs
5 mL 10 mL Ceé
% 10 mL SmL C7
15 mL 0 mL C8
0 mL 15 mL C9
5mL 10 mL C10
2 10 mL S mL Cl1
15 mL 0 mL C12
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Conservacion y mantenimiento de ce-
pas

La cepa estandar de Y. lipolytica
ATCC™ 9773™ fye adquirida de la em-
presa Microbiologics®, fue transferida
a un medio agar YPD (Conda Lab S.A,
Espaia) (composicion: glucosa 20 g.L-
!, extracto de levadura 10 g.L"!, peptona
20 gL'y 15 gL' agar) y conservada
en medio caldo YPD (Conda Lab S.A,
Espafia) (composicion: glucosa 20 g.L”,
extracto de levadura 10 g.L! y peptona
20 g.L'") (Qin et al., 2019).

La cepa de C. vulgaris, UTEX 265
fue donada por el Departamento de Bio-
tecnologia de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales (FACEN-UNA), fue
conservada en medio Bristol modificado
(Starr y Zeikus, 1993; Silveira-Font et
al., 2018), ¢ incubada a 25 °C, contro-
lando dia a dia su crecimiento (Qin et
al., 2016; Qin et al., 2018).

Crecimiento de in6culos puros

La cepa de Y. lipolytica fue inoculada
en medio caldo YPD, e incubada en un
agitador orbital a 25 °C y 150 rpm du-
rante 36 horas (Qin et al., 2018).

La cepa de C. vulgaris fue cultiva-
da en un fotobiorreactor de columna de
vidrio conteniendo 500 mL de medio
Bristol, fue cultivada a 25 °C e ilumi-
nada con una lampara fluorescente de
luz blanca (intensidad de la luz de 100
umol fotones.m?2.s') y suplementada
con aireacion a un caudal de 3 L.h! en el
fondo del fotobiorreactor por diez dias
(Santana et al., 2017; Qin et al., 2018).

Los cultivos fueron centrifugados a
955 RCF por cinco minutos a 25 °C y se
ajustd la concentracion con agua desti-
lada estéril para obtener indculos de alta

densidad mediante el recuento celular en
camara Neubauer (Qin et al., 2016; Qin
etal., 2018).

Preparacion de la vinaza

La vinaza cruda de cafia de azucar fue
obtenida de un ingenio azucarero orga-
nico de la ciudad de Arroyos y Esteros,
Paraguay y transportada a temperatura
ambiente al Laboratorio de Biotecnolo-
gia Ambiental de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales para ser refrigerada
hasta su uso. La vinaza cruda fue cen-
trifugada a 4800 RCF durante diez mi-
nutos para remover los soélidos suspen-
didos. Para clarificar las soluciones de
vinaza se afiadié hidroxido de calcio en
proporcion de 3 g.L”!, se mantuvo en re-
poso durante 40 minutos y luego se cen-
trifugd a 4800 RCF por diez minutos. Se
colect6 el sobrenadante. Posteriormente
todas las formulaciones fueron esterili-
zadas tres veces por autoclave a 121°C
por 30 minutos con periodos de enfria-
miento de seis horas para eliminar los
microorganismos resistentes. Se diluye-
ron las formulaciones de vinaza median-
te la adicion de agua destilada estéril en
las proporciones de 25%, 50% y 75%
con respecto a volumen (Santana et al.,
2017).

Inoculacion de cultivos

El pH de las soluciones de vina-
za estéril fue ajustado a 6,7 £ 0,01 con
solucion de HC1 4 M bajo campana de
flujo laminar antes de la adicion de los
inéculos. La concentracion de los sustra-
tos fue ajustada en los tres niveles estu-
diados (Tabla 1). Se llevo a cabo cada
cultivo en fotobiorreactores de columna
de vidrio de 1 L de capacidad, con 500
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mL de volumen de trabajo, incubadas a
25°C durante diez dias, con 100 umol de
fotones.m™.s! y aireadas a una tasa de 3
L.h!, cada experimento se llevo a cabo
por triplicado (Qin ef al., 2018).

Construccion de curva de crecimiento

De cada experimento fueron reco-
lectados 41 mL de cultivo a las 48, 96,
144, 192 y 240 horas. Un volumen de
1 mL de esa muestra fue utilizado para
observacion microscopica y conteo ce-
lular en camara de Neubauer. El resto
de la muestra, se centrifugé a 3820 RCF
por cinco minutos y los sedimentos fue-
ron empleados para la determinacion de
biomasa (método gravimétrico por peso
seco a 60 °C) (Qin et al., 2016; Qin et
al., 2018).

Extraccion de lipidos

El volumen final remanente en el
décimo dia de crecimiento fue medido,
y centrifugado a 3820 RCF por cinco
minutos para recuperar la biomasa, rea-
lizandose el proceso de secado a 60 °C
hasta peso constante. Los lipidos totales
fueron medidos mediante extraccion
por solvente cloroformo:metanol:agua
(2:2:1,8), por el método estandarizado
de Bligh y Dyer adaptada a la cantidad
de la muestra de biomasa (Bligh y Dyer,
2011) y asistida con disrupcion fisica
con mortero (Zeng et al., 2018).

Calculo de parametros de biomasa y
lipidos

Siguiendo lo sefialado por Qin et
al. (2016) la concentracion y producti-
vidad de biomasa fue calculada con las
siguientes ecuaciones:

10

Productividad de biomasa:

(gL' dia' 6 mg. L-1 dia') = Bs
V.t
Procentaje de lipidos (%):

Ls
Bsl

X 100

Donde:

Bs es el peso de la biomasa seca obteni-
da por gravimetria hasta peso constante,
V es el volumen de la muestra del que
se extrajo la biomasa, t es el tiempo de
cultivo en dias. Ls es el peso del lipido
extraido seco, Bsl es el peso de la bio-
masa de la cual se extrajo el lipido.

Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos en los experi-
mentos, tanto la produccion de lipidos,
asi como la obtencion de biomasa fueron
analizados mediante la prueba de Krus-
kal-Wallis (5% de nivel de significan-
cia) para determinar diferencias entre
los tratamientos realizados, y la prueba
post-hoc de Conover (5% de nivel de
significancia) para determinar diferen-
cias entre las medias (Kruskal y Wallis,
1952; Conover, 1998).

Para los mismos se empleo el paque-
te estadistico InfoStat (Di Rienzo et al.,
2015). Los graficos estadisticos se rea-
lizaron empleando los programas Excel
(Microsoft Office, 2016) y PAST 4.03
(Hammer et al., 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Construccion de curvas de crecimien-
to en cultivos mixtos y puros

Las curvas de crecimiento de cada
especie (Figura 1 y Figura 2) para Y.
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lipolytica y para C. vulgaris respecti-
vamente. Puede observarse que para Y.
lipolytica los conteos mas elevados co-
rresponden a cultivos puros en la mayo-
ria de los tiempos evaluados (condicio-
nes C4, C8 y C12). Sin embargo, a partir
de las 192 horas los conteos celulares de
los cultivos mixtos empiezan a elevarse,
momento en el cual la concentracion de
microorganismos en los cultivos puros
empieza a disminuir. Las condiciones
Cl11 y CI12 presentan un comportamien-
to diferente a las demas al exhibir picos
positivos y negativos entre los tiempos
96 a 144 horas, sin embargo, su tenden-
cia a partir de este momento se asemeja

a la de los cultivos mixtos en el caso de
C11 que va acrecentandose, y monocul-
tivos en el caso de C12, en descenso.

En el caso de C. vulgaris (Figura 2)
las lineas de crecimiento se muestran
mas uniformes, incrementandose el nu-
mero de células a partir de las 192 horas
en todas las condiciones. Las condicio-
nes mas prometedoras son provenientes
de cultivos mixtos, como en el caso de
C11 y C10. Existe una propension de
crecimiento para C. vulgaris en cultivo
puro (C1, C5 y C9), sin embargo, las
pendientes de las curvas se observan li-
geramente menores que sus contrapartes
en cultivos mixtos.

Curva de crecimiento de Yarrowialipolytica

8,0.107

8.0.10°

Conteo (Células.mL1)

-C3

C4

e 1)

(10

8,0.10°
0 48 926

144 192 240

Tiempo (horas)

Figura 1. Curva de crecimiento de células de la Yarrowia lipolytica bajo diferentes condiciones de
cultivo. Conteo celular realizado en camara de Neubauer. Detalles de las condiciones en Tabla 1
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Curva de crecimiento de Chlorellavulgaris

1,0.107 4
1,0.106 |

1,0.105 |

Conteo (Células.mL?)

1,0.10*

e=—=C10
=C11

48 96

144

192 240

Tiempo (horas)

Figura 2. Curva de crecimiento de las células de la microalga C. vulgaris bajo diferentes condiciones
de cultivo. Conteo celular realizado en camara de Neubauer. Detalles de las condiciones en Tabla 1

Al evaluar todas las condiciones de
cultivo respecto al peso seco a las 240
horas, tres de ellas fueron significati-
vamente superiores al resto, especifica-
mente las condiciones C11, C3 y C2, que
presentaron concentraciones maximas
de 1026,67 + 320,69 mg.L!, 815,00 +
649,12 mg.L'y 717,50 £ 262,71 mg.L!,
respectivamente (Tabla 2).

Entre las condiciones que presenta-
ron menor concentracion de biomasa
se encuentran la C1, C5 y C9, con valo-
res de 438,33 + 61,46 mg.L!, 155,83 +
38,43 mg.L!, y 212,50 = 52,20 mg.L!,
respectivamente. Estas corresponden a
monocultivos de C. vulgaris, cuya ten-
dencia se observo en todos los tiempos
de muestreo.

Esto se debe probablemente a la me-
nor concentracion de células en el ino-

12

culo inicial, a la probable baja disponi-
bilidad de nutrientes esenciales como
las vitaminas y al estrés generado por el
exceso de luz, condiciones que suelen
prolongar una etapa de adaptacion y ra-
lentizar el crecimiento (Cheirsilp et al.,
2011; Ling et al.,2014; Qin et al., 2018).

La biomasa obtenida (peso seco) en
las demas condiciones de cultivo evalua-
das se mantuvieron en un rango interme-
dio entre las condiciones anteriormente
mencionadas.

Es importante resaltar que en varios
estudios se demostrd el aumento de la
produccion de biomasa en los cultivos
mixtos en comparacion a sus contrapar-
tes monocultivadas (Xue et al., 2010;
Cheirsilp et al., 2011, 2012; Qin et al.,
2018, 2019). En estos cultivos se obser-
varon efectos sinérgicos entre algas y
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levaduras asociadas principalmente al
balance O,/CO,, intercambio de sustra-
tos, oxigeno disuelto, ajuste de pH y la
liberacion de elementos traza. Ademas,
la microalga recibe de parte de la leva-
dura proteccion ante el exceso de luz,
incrementando el contenido de pigmen-
tos, o la sobre proteccion a causa del
excesivo crecimiento de la levadura, lo
que dificulta el paso de luz. Estas inte-

rrelaciones demuestran las ventajas de
relacion simbiotica alga-levadura (Qin
etal.,2016; Qin et al., 2018; Zeng et al.,
2018; Qin et al., 2019).

Las condiciones que aportaron canti-
dades diferencialmente mayores de bio-
masa (C11, C3 y C2), fueron seleccio-
nadas para la produccion de lipidos y su
transesterificacion.

Tabla 2. Datos de concentracion de biomasa en peso seco (mg.L') a lo largo del
tiempo de acuerdo a las condiciones de estudio (media =+ desviacion estandar)

Condiciones Tiempo de muestreo (horas)
© 48 96 144 192 240
c1 80,83 + 180,83 + 230,00 + 145,83 + 438,33 +
30,55 32,15 27,04 57,79 61,46
2 207,50+ 285,00 + 412,50 + 265,00 + 717,50 =
40,93 54,14 19,53 2,50 262,71
3 286,67+ 34333+ 385,83 + 277,50 + 815,00 =
34,67 86,07 68,98 108,77 649,12
C4 257,50+ 490,83 + 432,50 + 567,50 = 659,17 +
124,32 104,89 69,06 84,30 101,68
cs 72,50 + 143,33 + 197,50 + 137,50 + 155,83 +
22,50 10,41 10,90 165,13 38,43
c6 156,67+ 254,17+ 365,00 + 194,17 + 547,50 +
24,66 27,88 60,67 49,33 46,84
7 254,17+ 288,33+ 369,17 + 23333 + 590,83 +
17,56 10,10 20,21 10,10 117,80
cs 185,00+ 480,00 + 453,33 + 488,33 + 545,83 +
133,06 127,74 119,30 146,21 44,88
C9 48,33 + 83,33+ 179,17 + 114,17 + 212,50 +
8,04 22,68 20,97 111,17 52,20
C10 260,00+ 290,00 + 347,50 + 172,50 + 565,83 +
32,50 110,76 29,47 146,61 92,24
Cl1 552,50+ 487,50 + 539,17+ 222,50 + 1026,67 =
67,64 63,10 74,34 112,58 320,69
c12 390,00+ 360,00 + 276,67 + 360,00 = 487,50 +
68,05 34,73 81,41 52,50 118,22
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Seleccion de las mejores condiciones
de cultivo

Las mayores concentraciones de bio-
masa se cosecharon a las 240 horas, por
lo que los calculos de porcentaje de li-
pidos en base a biomasa seca, y las pro-
ductividades de biomasa y de lipidos se
realizaron teniendo en cuenta este tiem-
po (Tabla 3).

Las diferentes condiciones de cultivo
(proporcion de vinaza y proporciones
de microorganismos) no demostraron
efectos sobre la concentracion de lipidos
(P=0,0623), lo cual se puede observar
en la Figura 3. Sin embargo, si se pudo
registrar cambios significativos en las
concentraciones de biomasa a conse-
cuencia de las diferentes condiciones de
cultivo evaluadas en esta investigacion

(P=0,0182).

Los tratamientos que presentaron
una concentracion de biomasa signifi-
cativamente mayor (P=0,0182) fueron
las condiciones C2, C3, C4, C6, C7,
C8, C10 y Cl11, los cuales reportaron
valores promedios de 717,50 + 262,71
mg.L", 815,00 + 649,12 mg.L"!, 659,17
+ 101,68 mg.L", 547,50 + 46,84 mg.L",
590,83 + 117,80 mg.L"', 545,83 + 44,88
mg.L"!, 565,83 £ 92,24 mg.L'y 1026,67
+ 320,69 mg.L! respectivamente. A su
vez, los tratamientos que demostraron
una menor produccion de biomasa fue-
ron las condiciones C1, C5, C9 y C12,
con 438,33 + 61,46 mg.L!, 155,83 +
38,43 mg.L!, 212,50 + 52,20 mg.L', y
487,50 + 118,22 mg.L' respectivamen-
te.

Tabla 3. Media y desviacion estandar de la concentracion de lipidos, concentracion
de biomasa, porcentaje de lipidos y productividad de biomasa calculados a las 240

horas
. . Porcentaje ~ Productividad
. Lipidos Biomasa . .

Condicion (m L'l) (m L'l) de lipidos de biomasa
& g (%)* (mg.L".dia™)

1 59,17423,09 438,33+61,46 13,50+5,27 43,83+6,15

2 60,00+38,49 717,50+262,71 8,36+5,36 71,754£26,27

3 66,67+1,44 815,00+£649,12 8,18+0,18 81,50+64,91

4 96,67+27,88 659,17+101,68 14,66+4,23 65,92+10,17

5 8,33+1,44 155,834+38,43 5,35+0,93 15,58+3,84

6 84,17+11,55 547,50+46,84 15,3742,11 54,75+4,68

7 68,33+11,27 590,83+117,80 11,57+1,91 59,08+11,78

8 114,17+67,65 545,83+44,88 20,92+12,39 54,58+4,49

9 40,83£16,65 212,50+52,20 19,22+7,83 21,25+5,22

10 58,33+31,46 565,83+92,24 10,31+5,56 56,58+9,22

11 72,50+£18,03  1026,67+£320,69 7,06+1,76 102,67+32,07

12 105,00+£37,75  487,50+118,22  21,54+7,74 48,75+11,82

* Porcentaje en base a biomasa seca
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También se encontraron cambios
significativos en el porcentaje de lipi-
dos especifico, en base a biomasa seca
obtenida, en las diferentes condiciones
(P=0,0200), siendo las de mayor pro-
porcion las obtenidas en las condicio-
nes C1, C4, C6, C8, C9 y C12, en las
cuales se registraron porcentajes prome-
dio de 13,50 + 5,27 %, 14,66 + 4,23 %,
15,37+£2,11 %, 20,92 = 12,39 %, 19,22 +
7,83 % y 21,54 + 7,74 respectivamente.
Las ultimas tres condiciones menciona-
das, C9 cultivo puro de C. vulgaris, C8
y C12 cultivos puros de Y. lipolytica,
permitirian a los microrganismos clasi-
ficarse como oleaginosos al producir un
contenido de al menos 20% de lipidos
totales en base a biomasa seca (Beopou-
los et al., 2011).

La productividad de biomasa de las
distintas condiciones sigue la tendencia
de concentraciéon de biomasa, es decir
que esta asociada al crecimiento. La pro-
porcion de vinaza empleada no ejercio
una influencia sobre las concentraciones
de lipidos, o biomasa, lo que puede ob-
servarse en la Figura 3, donde las condi-
ciones en las que se utilizaron diferentes
proporciones de vinaza, pero iguales
proporciones de indculos, no demostra-
ron diferencias significativas entre si.

Las condiciones de mejor concentra-
cion de lipidos fueron C8 y C12 ambos
cultivos puros de Y. lipolytica, y las con-
diciones mejores para obtener bioma-
sa fueron C11, C3 y C2, todos cultivos
mixtos.

En el trabajo de Qin et al. (2018)
en el que se cultivo el mismo consor-
cio de microorganismos en un efluente
de digestion anaerobia, se consiguieron
resultados de 1560 mg.L! de biomasa y
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183 mg.L" de lipidos a las 48 horas me-
diante cultivos mixtos. Asi también, Qin
et al. (2019) obtuvieron una concentra-
cion de biomasa maxima de 5770 mg.L"!
y una productividad de 760 mg.L'.d"! de
biomasa y 770 mg.L"! de lipidos en sus
cultivos mixtos de Y. lipolytica y Chlo-
rella pyrenoidosa en un medio de culti-
vo sintético. Sin embargo, estos ensayos
fueron mediante la adicion de fuentes de
carbono tradicionales.

Los efluentes derivados de destila-
dos podrian presentar inhibidores de
crecimiento para levaduras, como es el
caso del furfural, si estos componentes
estuvieran presentes, podrian explicar en
parte el bajo desarrollo de Y. lipolytica
en el medio estudiado (Ling ez al., 2013).

Ademas del furfural, se pueden ci-
tar inhibidores como vainillina, acido
formico y acido acético, cuya accion en
solitario hasta concentraciones de 0,5,
1,5, 2 y 5 gL', respectivamente, per-
miten una alta acumulaciéon de biomasa
de levadura. No obstante, los efectos si-
nérgicos entre estos compuestos podrian
disminuir contundentemente las concen-
traciones minimas inhibitorias que con-
ducirian a reducciones significativas del
crecimiento y la produccion de lipidos
(Zhao et al., 2012). Al ser la vinaza un
efluente complejo, se sugiere la investi-
gacion de estos componentes inhibito-
rios en futuros estudios.

A pesar de que los valores obteni-
dos son muchos menores que otras in-
vestigaciones que utilizan el consorcio
microalga-levadura, en donde los rendi-
mientos y productividades de biomasa y
lipidos se observan superiores en com-
paracion a los cultivos de una sola de las
especies, debe considerarse que en este



Rojas, L. et al. Aprovechamiento de vinaza para produccién de lipidos y biomasa
microbiana

180)

Lipidos (mg.L")

C1 c2 C3 c4 Cs Cé6 c7 C8 9 Cio Cnn Ci12

Condiciones

B

180

160
2~ 140
=
o0 1201
g
Kok
« 100
w
<
£ 800
2
R 600

400

200

C1 C2 C3 C4 Cs Co6 C7 c8 Cc9 C10 ci1 C12
Condiciones

C

— N o
N S b

Porcentaje de lipidos (%)
S

c1 C2 c3 Cc4 G5 c6 C7 c8 €9 C10 Ccu C12
Condiciones

Figura 3. A) Promedio de concentracion de lipidos. B) Concentracion de biomasa. C) Porcentaje de
lipidos en base a biomasa seca. Ajustado al test de Conover (1999), medias con una letra comtn no son
significativamente diferentes entre si (P>0,05). Barras: error tipico

16



Steviana Vol. 13(2), 2021

estudio no se suplementd con ninguna
fuente de carbono adicional. Es de re-
saltar que estas condiciones podrian ser
optimizadas mediante el suplemento de
fuentes de carbono provenientes de sus-
tratos de bajo costo para conducir a los
ensayos a mejores resultados, teniendo
como base el comportamiento que se ob-
servo en esta investigacion.

CONCLUSIONES

Los resultados hallados sugieren

que las mejores condiciones para la ob-
tencion de una mayor concentracion y
productividad de biomasa a partir de la
vinaza en las concentraciones emplea-
das fueron, C2, C3 y C11, todas estas de
cultivos mixtos. Sin embargo, las condi-
ciones que demostraron ser favorables
para un mayor porcentaje de lipidos fue-
ron C8, C9 y C12, estas condiciones a
diferencia de las anteriores pertenecen
a cultivos puros, siendo C8 y C12 culti-
vos de Y. lipolytica y C9 de C. vulgaris.
También es importante destacar que no
se observo una influencia en las varia-
bles evaluadas con las diferentes propor-
ciones de vinaza estudiadas.
Si bien la concentracion de lipidos y
productividad de biomasa son bajos en
comparacion a otros estudios, en el pre-
sente trabajo se resalta la obtencion de
porcentajes de lipidos tipicos de cepas
oleaginosas utilizando como tinica fuen-
te de carbono al efluente.
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