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Listado de Abreviaturas

Acetil-CoA: Acetil coenzima A

ACO: Aconitasa

ACLY: ATP-citrato liasa

AMP: Adenosina monofosfato

ATP: Adenosina trifosfato

BHT: Butilhidroxitolueno

CetN: NUmero de cetano

C/N: Carbono/Nitrégeno

CoA: Coenzima A

D: Tasa de dilucion

DMSOQO: Dimetilsulfoxido

DO: Densidad éptica

EIA: Administracion de informacion energética
EV: Explosion con vapor

FAS: Complejo o sistema acido graso sintasa
FC: Fuente de carbono

FL: Fraccion liquida

GEI: Gases de efecto invernadero

HE: Hidrolisis enzimatica

HPA: Hidrolizado enzimético del residuo de papel no reciclado pretratado

HPO: Hidrolizado enzimatico del residuo de poda urbana pretratado

IDH: Isocitrato deshidrogenasa

IMP: Inosina monofosfato

Abreviaturas



Abreviaturas

INRAE: Instituto Nacional de Investigacion sobre Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente de Francia

MAPA: Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion

MLO: Medio sintético de levaduras oleaginosas

Mtdh: Manitol deshidrogenasa

NAD*/NADH: Nicotinamida adenina dinucledtido (oxidada/reducida)
NADP*/NADPH: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (oxidada/reducida)
PBS: Tampon fosfato salino

RCR: Residuos celuldsicos de rechazo

RE: Reticulo endoplasmatico

RSM: Residuos sélidos municipales

RSU: Residuos s6lidos urbanos

TAGs: Triacilglicéridos

YNB: Medio sintético Yeast-Nitrogen-Base

YPD: Medio sintético Yeast extract-Peptone-Dextrose

1G: De primera generacién

2G-4G: De segunda, tercera y/o cuarta generacion (biocombustibles avanzados)



Glosario

Glosario

Tabla i. Resumen de los acidos grasos estudiados en esta Tesis

Nombre acido graso
(IUPAC/ comun)

Abreviatura

(Sistema delta)

Estructura quimica*

Acido tetradecanoico /
acido miristico

Acido hexadecanoico /
acido palmitico

Acido cis-9-hexadecenoico
/ &cido palmitoleico

Acido octadecanoico /
acido estearico

Acido cis-9-octadecenoico/
acido oleico

Acido cis,cis-9,12-
octadecadienoico / acido
linoleico

Acido cis,cis,cis-9,12,15-
octadecatrienoico / 4cido
a-linolénico

Acido eicosanoico / acido
araquidico

Acido docosanoico / 4cido
behénico

Acido tetracosanoico /
acido lignocérico

C14:0

C16:0

C16:1A°

C18:0

C18:1A°

C18:2A%12

C18:3A%1215

C20:0

C22:0

C24:0

*Estructura quimica en 3D modelada en https://biomodel.uah.es/en/DIY/JSME/

~ 1ii ~


https://biomodel.uah.es/en/DIY/JSME/
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Figura ii.

Esquema del metabolismo de glicerolipidos segun la base de datos KEGG: Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes. En verde se destacan las enzimas que intervienen en este
metabolismo en la levadura oleaginosa Y. lipolytica. Reproducido con el permiso de Kanehisa

Laboratories (Kanehisa y col., 2023).






Resumen

Actualmente, industria y sociedad tienen que hacer frente a diversos retos
referentes a la industria energética, de productos y de nuevas tecnologias debido al gran
incremento en la demanda de energia a consecuencia del rapido crecimiento
demogréafico, asi como apostar por recursos mas sostenibles, renovables y menos
contaminantes, contribuyendo a su vez a la disminucion de la generacién de residuos.
Para ello se deben estudiar e implementar nuevos procesos que garanticen, tanto en la
actualidad como en el futuro, el crecimiento sostenible, el empleo de energias y
tecnologias mas respetuosas con el medio ambiente y el uso eficiente de los recursos

vitales para la humanidad.

Uno de los principales retos a afrontar en el sector de la energia, y en concreto el
sector del transporte, es la produccion sostenible de biocombustibles a costes
competitivos que sean al mismo tiempo compatibles con los motores de combustion
interna actuales. En este sentido, resulta fundamental promover la transicion de los
combustibles fosiles hacia los biocombustibles; siendo mejor opcion y mas beneficiosa
progresar desde los biocombustibles de primera generacion hacia los biocombustibles
avanzados. Estos Ultimos se pueden producir utilizando microorganismos no
convencionales para el desarrollo de bio-procesos y de materias primas econémicas como
residuos agricolas, lignocelulésicos o la fraccion orgénica de los residuos solidos
urbanos. Estas materias primas no compiten con el sector de la alimentacion, al contrario
que los cereales y los aceites vegetales usados en los procesos convencionales. En esta
transicion, la investigacion y el desarrollo de nuevos conceptos y procesos, como los

estudiados a lo largo de la presente Tesis, desempefian un papel esencial.

Dentro del sector de los biocombustibles, el biodiésel es un combustible
renovable, a diferencia de su homdlogo de origen fésil, el diésel o gasoil. El uso del
biodiésel contribuye a una mayor sostenibilidad en el sector energético, principalmente
al reducir las emisiones de gases de efecto invernadero. La produccion actual de biodiésel
depende en su mayoria de materias primas de origen vegetal y animal, lo que se traduce
en elevados costes finales en los precios de las propias materias. Ademas, la produccion
de esa materia compite por tierra fértil, recursos hidricos y cadena de suministro y de

transporte, provocando conflictos en relacion con su uso como alimento o combustible.
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Como alternativa, los aceites obtenidos a partir de microorganismos oleaginosos
son fuentes atractivas como precursores de biocombustibles avanzados debido a su
capacidad de acumular lipidos neutros en forma de triacilglicéridos (TAGs) y a la
composicion similar de los &cidos grasos obtenidos con la de los aceites vegetales y las
grasas animales empleados para este fin. Resulta esencial el uso de sustratos de bajo coste
y de fécil disponibilidad para hacer que los aceites microbianos sean competitivos desde
un punto de vista econdmico. Concretamente, este estudio se ha centrado en la
produccién de aceite microbiano para su aplicacion como biocombustible usando
levaduras oleaginosas y azUcares derivados de residuos vegetales como moléculas
plataforma del proceso desarrollado, con el objetivo futuro de implementar esta

tecnologia en el marco de un concepto de biorrefineria.

Las levaduras oleaginosas empleadas en este estudio para producir aceite
combustible microbiano, cultivadas en medios derivados de residuos vegetales,
pertenecen a las especies Cryptococcus curvatus, Rhodosporidium toruloides y Yarrowia
lipolytica. En cuanto los residuos valorizados como nuevas materias primas, para la
obtencion de medios de cultivo ricos en fuentes de carbono azucaradas de bajo coste, se
encuentran residuos procedentes del sector agricola y urbano. Especificamente, se
emplearon destrios de pimiento, de sandia, de tomate y mezcla de diferentes destrios
derivados del sector hortofruticola, al igual que residuos de naturaleza lignocelulésica
procedentes de la poda de &rboles urbana y del papel no reciclado de la fraccion orgénica
de los residuos solidos municipales.

Con el fin de establecer las condiciones de operacion dptimas para la produccién
de aceite microbiano en forma de TAGs y otros productos de valor, utilizando levaduras
oleaginosas, se han estudiado diferentes estrategias de cultivo usando los modos de
operacion batch y fed-batch. Ademas, con el objetivo de lograr un proceso lo mas
rentable y atractivo posible de cara a su escalado industrial, también se ha estudiado la
coproduccion de lipidos junto con otros compuestos de interés en el mercado como son
los carotenoides, e incluso, se ha estudiado el cultivo de cepas de levaduras oleaginosas
modificadas genéticamente en medios derivados de residuos vegetales para lograr un
proceso con rendimientos y/o tasas de produccion mejores o para obtener otros productos

de valor que no se producen de forma natural en estas levaduras.
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En este sentido, para lograr un almacenamiento significativo de aceites microbianos,
y/o la coproduccién junto a otros compuestos, es fundamental seleccionar las cepas de
levaduras adecuadas, obtener medios de crecimiento de composicion adecuada para el
cultivo de levaduras ademéas de econémicos, asi como establecer las condiciones de cultivo
determinadas para cada cepa y las estrategias de cultivo mas apropiadas para alcanzar el
objetivo propuesto.



Abstract

Nowadays, industry and society have to face several challenges related to the
energy industry, products and new technologies due to the great increase in the demand
for energy as a result of rapid demographic growth, as well as to target at using more
sustainable, renewable and less contaminant resources, contributing at the same time to
the reduction of waste generation. The development of new processes must be studied
and implemented to guarantee in the short-medium perspective, sustainable growth, the
use of more environmentally friendly energies and technologies and the efficient use of

natural resources.

One of the main challenges that the energy sector must face, mainly involving the
transport sector, is the sustainable production of biofuels at competitive costs. In addition,
these biofuels should also be compatible with current internal combustion engines. In
this respect, it is essential to promote the transition from fossil fuels to biofuels, mainly
encouraging the production of advanced biofuels over first generation biofuels.
Advanced biofuels can be obtained using non-conventional microorganisms and low-
costs raw materials such as agricultural waste, lignocellulosic waste or the organic
fraction of municipal solid waste. These raw materials do not compete with the food
sector, in contrast to the first generation feedstocks (e.g., vegetable oils, starch-related
materials and sugar-based feedstocks). In this transition, the development and
implementation of new concepts and processes, such as those studied in this Thesis, play

an essential role.

Within the biofuels sector, biodiesel is a renewable fuel, and can be used to
replace its fossil-derived homolog, diesel. The use of biodiesel contributes to greater
sustainability in the energy sector, mainly by reducing greenhouse gas emissions. Current
biodiesel production relies mostly on raw materials of vegetal and animal origin, which
results in high final costs in the prices of the raw materials themselves. In addition,
feedstock production competes for fertile land, water resources and the supply and

transport chain, leading to conflicts over its use as food or fuel.

Alternatively, oils obtained from oleaginous microorganisms are attractive

sources as precursors to produce advanced biofuels. Oleaginous microorganisms usually



accumulate neutral lipids in the form of triacylglycerides (TAGSs) with similar fatty acid
composition to that observed for vegetable oils and animal fats used for biofuel
production. The use of low-cost and readily available substrates is also essential to make
microbial oils economically competitive. Specifically, this study has focused on the
production of microbial oil as biofuel precursor, using non-conventional oleaginous
yeasts and vegetable waste-derived sugars as platform molecules for the development of
cost-competitive and environmentally friendly bioprocess for the deployment of future

biorefineries.

The oleaginous yeasts used in this study to produce microbial oil, belong to the
species Cryptococcus curvatus, Rhodosporidium toruloides and Yarrowia lipolytica.
These yeast species were grown in sugar-rich media derived from agrifood and urban
residues. Specifically, pepper, watermelon and tomato waste and a mixture of wastes
from different crops, as well as lignocellulosic waste from urban tree pruning and non-
recycled paper from the organic fraction of municipal solid waste, were used as substrates

in this Thesis.

In order to establish the optimal operating conditions for the production of
microbial oil in the form of TAGs and other valuable products using oleaginous yeasts,
different cultivation strategies have been studied using batch and fed-batch operational
modes. Furthermore, with the aim of achieving a profitable and attractive process as for
industrial scale-up, the co-production of lipids together with other added-value
compounds of interest in the market such as carotenoids has also been studied. In
addition, the cultivation of genetically modified oleaginous yeast strains in media derived
from vegetable waste has been also studied with the aim of contributing to achieve a
process with better yields and/or production rates, as well as to maximize the production

of alternative valuable products of interest.
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1.1. Biocarburantes avanzados en el contexto de una economia sostenible

El rapido crecimiento econdémico y la expansion demografica han aumentado de
forma drastica la demanda energética global, presentandose la produccion de energia
como un desafio importante a abordar a corto-medio plazo. A su vez, la dependencia
actual de los combustibles fosiles y su uso excesivo conduce a una grave contaminacion
ambiental, provocando el calentamiento global y suponiendo un riesgo para la salud
humana con el aumento de la morbilidad y mortalidad por enfermedades
cardiovasculares y respiratorias, entre otras (Lelieveld y col., 2019). Ademas, este uso
masivo de combustibles fosiles afecta también a su viabilidad como recurso, al tratarse
de fuentes no renovables y finitas. Por estas razones, es vital sustituir los combustibles
fosiles como fuente tradicional de energia mediante una transicién hacia energias mas
sostenibles y respetuosas con el medio ambiente (Cherwoo y col., 2023). Una alternativa
es el uso de energias renovables, las cuales juegan un papel fundamental en el enfoque
nacional e internacional para la mitigacion de los problemas energéticos y ambientales
derivados del abuso y dependencia de los combustibles no renovables como son el

petroleo, el carbén y el gas natural.

Dentro del sector energético, los biocombustibles avanzados representan una de
las opciones disponibles y méas adecuadas para descarbonizar el transporte, sobre todo
para la aviacion, el mar y los vehiculos pesados que actualmente no disponen de otras
opciones inmediatas (Panoutsou y col., 2021). La necesidad de una transicion hacia el
uso de alternativas sostenibles en el sector energia/transporte es por tanto fundamental.
Esta concienciacion se puso de manifiesto en la cumbre del clima COP28 (Conferencia
de las Partes), donde en la clausura se expuso la siguiente declaracion: “El comienzo del
fin de la era de los combustibles fosiles” (“Beginning of end of fossil fuel era” (Acuerdo
COP28)), quedando recogida en la seccidn de noticias de diciembre de 2023 de la revista
Nature (Sanderson, 2023) al igual que en el portal web (UN Climate Change-COP28,
2023) de la propia cumbre (Worth, 2023). En esta cumbre se inst6 a dejar de emplear
combustibles fosiles en el sector energia de acuerdo con la ciencia y evolucionando hacia
lograr el objetivo de cero emisiones netas para el afio 2050. Para lograr dicho objetivo y
avanzar hacia la descarbonizacion del sistema energético, se requiere de la investigacion
en el area de los biocombustibles para diversificar la matriz energética, combinar

diferentes fuentes de energia y terminar con la explotacion de los recursos fosiles. Todo
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ello tiene que estar respaldado a través de una transicién justa, rapida y equitativa,
favoreciendo los recortes de emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) y una mayor
financiacion que apoye las bases del cambio hacia el uso de energias renovables, donde
se incentiven la investigacion en este sector, las nuevas infraestructuras y proyectos sobre
este dmbito, asi como los programas que ofrezcan beneficios por el uso de energias

renovables como, por ejemplo, deducciones de impuestos, etc.

Entre las alternativas renovables, los biocombustibles obtenidos a partir de
biomasa y/o aquellos de origen biogénico, desempefian y desempefiaran un papel clave
para llevar a cabo la transicion energética (Karka y col., 2021). Dependiendo del sustrato
utilizado, de los métodos de produccion y de la tecnologia implementada se pueden
encontrar diferentes tipos de biocombustibles. Una de las clasificaciones mas
comUnmente utilizadas es la que tiene en cuenta la materia prima. En este sentido,
encontramos los biocombustibles de primera generacion (1G), derivados de materias
primas azucaradas y amilaceas, y los biocombustibles avanzados (2G, 3G y 4G), que se
obtienen a partir de biomasa lignocelulésica, algal y residuos agricolas e industriales

(Sims y col., 2010; Panoutsou y col., 2021).

En 2022, la Administracion de Informacidn Energética de Estados Unidos (EIA)
registré una produccion global de biocombustibles 1G de 2.810.000 b/d (barriles por
dia). En este mismo afio, Estados Unidos se posicion6 como el principal productor de
biocombustibles a nivel mundial con 1.206.000 b/d (entre bioetanol y biodiésel),
superandose la produccion de diésel renovable 1G estimada por la EIA, siendo la
produccién estimada de 170.000 b/d y la produccién final de 213.000 b/d (Troderman y
Shi, 2023). Los paises que siguieron la lista en segunda y tercera posicién con respecto a
la produccién de biocombustibles 1G en 2022 fueron Brasil e Indonesia, con una
produccién total de 592.000 b/d y 188.000 b/d, respectivamente, mientras que la
produccién de biocombustibles en Espafia alcanzo los 41.000 b/d (7800 b/d de bioetanol
y 33.000 b/d de biodiésel) (EIA, 2022). Estos biocombustibles 1G son los que
actualmente se producen y comercializan junto con el gasoil y gasolina procedentes de
recursos fosiles. El biodiésel 1G, derivado de semillas oleaginosas, se puede encontrar
principalmente en mezclas B5-B20, correspondiéndose a mezclas del 5 al 20 % (v/v) de
biodiésel en diésel elaborado a partir de petroleo (gasoleo o gasoil) (Ogunkunle y Ahmed,
2019). El bioetanol 1G, derivado principalmente de cafia de azicar y maiz en America y
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de remolacha azucarera en Europa, puede encontrarse en mezclas con gasolina con
porcentajes méas variados que el biodiésel, desde E5 a E85, incluso usandose sin mezclar
con gasolina como E100 (hidratado con agua <5 % v/v). Sin embargo, mientras que las
mezclas E5-E15 pueden usarse en los motores convencionales de combustion interna sin
modificar, el E100 o mezclas con gasolina con un alto porcentaje de bioetanol requiere
de modificaciones en el motor o de vehiculos especificamente disefiados para ese
combustible (Belincanta y col., 2016; Mohammed y col., 2021).

No obstante, actualmente existe la necesidad de promocionar biocombustibles
avanzados y fomentar una transicion de los biocombustibles 1G a los biocombustibles
2G-4G dentro del sector energia/transporte. Esto es debido a los conflictos generados
entre el sector de los biocombustibles de primera generacion con el sector de la
alimentacion, al competir ambos sectores por tierra fértil, recursos hidricos y energia
(Pimentel y col., 2008), ademas de los conflictos éticos que se generan con el destino de
cultivos alimentarios para la produccion de combustible y no para consumo humano o

animal (Lee y Lavoie, 2013).

La valorizacion de residuos para la produccion de biocombustibles avanzados es
un punto primordial y necesario frente al empleo de cultivos vegetales en la produccion
de biocombustibles 1G, debido a la competencia de estos Ultimos con el uso de ciertos
recursos y con la cadena de suministros de alimentos, lo que provoca, entre otros
inconvenientes, un incremento de los costes de estas materias primas, como por ejemplo,
los aceites vegetales comestibles (Nifio-Villalobos y col., 2020; Sanchez-Solis y col.,
2024). lgualmente, evitar la explotacion de nuevos recursos y conectar los residuos o
subproductos generados en las salidas de ciertos procesos con las entradas de otros al
emplearlos como materias primas, representa una ventaja en términos tanto de reduccion
de costes como de produccion de desechos. Ademas, resuelve la mayoria de los
inconvenientes surgidos de destinar cultivos vegetales al sector de la produccion de los
carburantes. Esta evolucion en la estrategia de produccién estaria contribuyendo a la

implementacion de una bioeconomia circular.

El concepto de bioeconomia engloba aquellas actividades en las que se genera un
valor economico usando recursos de origen bioldgico para generar bio-productos y

bioenergia, sustituyendo el carbono fosil por carbono biolégico u organico procedente
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de diferentes actividades industriales y domésticas. El otro concepto es el de economia
circular, donde se engloban actividades en la que se genera un valor econdémico
empleandose carbono reciclado para reducir al minimo la generacion de residuos y evitar
usar mas carbono fésil u otros recursos en el proceso, haciendo un ciclo econémico mas

sostenible y con bajas emisiones de carbono (Mestre, 2018).

Por lo tanto, con la combinacion de ambos términos se podria lograr un proceso
en el que se emplee carbono reciclado para, tras una transformacion bioldgica, obtener
carbono de origen bioldgico destinado a la produccion de biocombustibles avanzados,
poniendo en valor tanto las materias primas como los productos finales; comprendiendo
el desarrollo de biorrefinerias que integren la produccion de energia y bio-productos con
el tratamiento responsable del medio ambiente, y a su vez, cerrando la brecha entre la
remediacién de residuos y la recuperacion de productos (Salazar y Cérdenas, 2013;
Dahiya y col., 2018).

1.2. Biorrefinerias para la generacion de biocombustibles y otros productos de valor

La definicion de biorrefineria conforme al Laboratorio Nacional Estadounidense
de Energias Renovables (American National Renewable Energy Laboratory — NREL
(https://www.nrel.gov/)) se ajusta al concepto de estructura de produccion que integre
equipamiento adecuado y procesos de conversion de biomasa para generar energia como
calor, biocombustibles y electricidad, ademas de otros productos de valor afiadido. Para
conseguir un amplio espectro de productos se requiere la combinacion de diferentes
procesos Yy tecnologias en una misma instalacién, donde se usen y aprovechen
eficientemente todos los recursos empleados y subproductos generados, asegurando la
sostenibilidad del proceso global. Se espera de las biorrefinerias que tengan un papel
fundamental en la generacion de materiales, productos quimicos y energias que cubran
la alta demanda energética actual, permitan el desarrollo de las actividades
antropogénicas y contribuyan a la implementacion de una bioeconomia sostenible
(Carmona-Cabello y col., 2018).

Entre las materias primas usadas en biorrefinerias podrian encontrarse residuos
de origen bidlogico procedentes de espacios agricolas, forestales, industriales y urbanos,
entre otros. Estos residuos organicos adquiririan un valor al ingresar como recurso en

estas plataformas industriales, ya que se componen de una alta concentracion y variacion

~6~
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de carbohidratos y otros elementos de gran atractivo para ser utilizados en procesos
biotecnoldgicos y producir nuevos compuestos de interés.

En una biorrefineria multiproducto, los biocombustibles entrarian dentro del
abanico de productos que podrian obtenerse. Un ejemplo de este procedimiento seria el
utilizar los carbohidratos derivados de los residuos organicos como moléculas
plataformas de un proceso bioldgico de acumulacion de aceite microbiano utilizando
microorganismos oleaginosos, definiéndose en este contexto como “plataforma” al
conjunto de productos intermedios que se obtienen tras diferentes transformaciones de la
biomasa empleada; mientras que los aceites (triacilglicéridos) almacenados por los
microorganismos serian las moléculas base (building blocks) sobre las que producir
biocombustibles avanzados u otros productos de interés industrial (Garcia-Aparicio,
2008).

1.3. Produccion de triacilglicéridos como moléculas base de biocombustibles

avanzados

Uno de los biocombustibles mas prometedores como fuente de energia renovable
y alternativa a los combustibles fosiles es el biodiésel, el cual se puede obtener a partir
de semillas y aceites vegetales (comestibles y no comestibles), asi como de grasas
animales, de aceite de cocina usado, de aceite microbiano y de aceite de algas (Sorate y
Bhale, 2015; Wang y col., 2023). Entre las ventajas de este combustible se encuentran la
baja concentracion o nulo contenido de azufre, la ausencia de compuestos aromaticos, el
alto punto de ignicién o inflamacion, la biodegradabilidad, la lubricidad que presenta, la
reduccion de la mayoria de las emisiones de escape, la miscibilidad con el diésel derivado
de recursos fosiles y la compatibilidad con la infraestructura de transporte y distribucion
del combustible actual (Knothe y Razon, 2017).

El biodiésel puede ordenarse en cuatro generaciones (Sdnchez-Solis y col., 2024):

e Primera generacion (1G): combustible a partir de aceites comestibles derivados
de cultivos vegetales (semillas oleaginosas).
e Segunda generacion (2G): combustible a partir de aceites no comestibles, aceite

de cocina usado y de efluentes industriales y residuos lignocelulésicos utilizados
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como sustratos para la produccién de aceite microbiano usando hongos, bacterias

0 levaduras.

e Tercera generacion (3G): combustible a partir de aceite producido por
microalgas.

e Cuarta generacion (4G): combustible a partir de aceite procedente de
microorganismos modificados genéticamente para mejorar la acumulacion de
lipidos y el proceso de extraccion de estos.

La produccion de biodiésel avanzado implica el uso de microorganismos
oleaginosos que acumulen intracelularmente un alto contenido de lipidos neutros o
triacilglicéridos (TAGSs) (constituidos por tres &cidos grasos unidos a una molécula de
glicerol). Se denominan microorganismos oleaginosos a aquellos capaces de acumular
lipidos (acidos grasos en forma TAGS) por encima del 20 % de su biomasa seca celular
(Rakicka y col., 2015). La mayoria de estos microorganismos requieren de factores
estresantes como la escasez de nutrientes para estimular la sintesis de lipidos. Tras la
biosintesis de lipidos, estos se extraen de forma mecéanica, usando disolventes, enzimas
u otros medios. Finalmente, los lipidos neutros se someten a un refinado quimico
(transesterificacion entre TAGs y un alcohol de cadena corta) para producir ésteres u
otras moléculas objetivo, obteniéndose glicerol y &cidos grasos individuales (Huang y
col., 2012; Sitepu y col., 2014a).

Entre los principales organismos en estudio empleados para la produccion de
bio-aceites se pueden encontrar bacterias, microalgas, hongos filamentosos y también
cultivos vegetales que presentan semillas y frutos oleaginosos (palma/soja/girasol). La
Tabla 1.1 recoge las principales fuentes de produccién de bio-aceites asi como el
porcentaje de lipidos y la composicién de acidos grasos acumulados (Fassinou y col.,
2010; Yu y col., 2011; Thevenieau y Nicaud, 2013; Issariyakul y Dalai, 2014; Fei y col.,
2016; Gardeli y col., 2017; Heikal y col., 2017; Lee y col., 2017; Saisriyoot y col., 2019;
Sathiyamoorthi y col., 2019; Carsanba y col., 2020; Feng y col., 2020; Shaigani y col.,
2021; Wang y col., 2022).
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Dentro de los diferentes organismos oleaginosos, las levaduras presentan una

serie de ventajas frente al resto. A continuacion, se destacan algunas de estas ventajas:

1. Capacidad de crecer bajo condiciones controladas en biorreactores, por lo que
no requieren grandes espacios para su cultivo ni ocupar grandes superficies de
terreno como en el caso de los cultivos vegetales, suponiendo menos
inconvenientes de espacio e infraestructura para el escalado en plantas
industriales (biorrefinerias) (Li y col., 2008; Chatterjee y Mohan, 2018).

2. Con respecto a los cultivos vegetales, presentan alta tasa de crecimiento y
requerimiento de menos mano de obra para su empleo y manipulacion. Tiempos
de crecimiento mucho menores ya que el ciclo de vida de las levaduras es mas

corto que el de las plantas (Li y col., 2008; Chatterjee y Mohan, 2018).

3. Uso de una mayor gama de azUcares y otras fuentes de carbono como alcoholes
0 &cidos grasos, ademas de exhibir mayor tolerancia a iones metalicos y a menor

concentracion de oxigeno comparado con otros hongos (Qin y col., 2017).

4. El cultivo de levaduras se ve menos afectado por diferencias del clima que las
microalgas, las cuales dependen de una fuente de luz para crecer y alcanzar altas
densidades de biomasa celular (Li y col., 2008; Qiny col., 2017).

5. Se conocen cepas de levaduras capaces de coproducir lipidos y otros
compuestos de alto valor afiadido de forma natural como carotenoides (B-
caroteno, toruleno, astaxantina y torularodina) (Kot y col., 2019; Bertacchi y col.,
2020). No obstante, algunas microalgas también son capaces de producir

carotenoides como luteina y astaxantina (Minhas y col., 2016).

6. El mayor tamafio celular facilita la etapa de recoleccion respecto a las bacterias.
A su vez, los cultivos con levaduras son mas resistentes frente a las infecciones
viricas y gracias a su capacidad de crecer a niveles bajos de pH hace que sean
menos susceptibles a la contaminacion bacteriana (Sitepu y col., 2014a; Qin y
col., 2017) (Sanchez-Solis y col., 2024).

7. Gran desarrollo y disponibilidad de diversas herramientas y protocolos de

biologia sintética e ingenieria metabdlica aplicados a levaduras oleaginosas,
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como Yarrowia lipolytica, para la transformacién y el disefio de cepas
microbianas con nuevas propiedades fisioldgicas y/o metabdlicas y de interés
industrial (Park y Ledesma-Amaro, 2023).

8.Y en general, capacidad de acumular més de un 70 % de lipidos con respecto
a su peso seco celular (Li y col., 2007b), presentando una composicion de &cidos
grasos adecuada para destinar a la produccion de biodiésel (Thevenieau y Nicaud,
2013), similar a la de algunos aceites vegetales empleados con este fin (Liu y col.,
2021) (Tabla 1.1).

Entre los cultivos vegetales mas usados para la produccion de biodiésel se
encuentran la soja, la colza, el girasol y la palma aceitera, siendo este ultimo de gran
interés y valor en algunos paises, como por ejemplo Indonesia y Malasia, (Papilo y col.,
2022). Aludiendo al perfil similar de &cidos grasos acumulados por cultivos vegetales
oleaginosos y por levaduras oleaginosas, se destaca de la Tabla 1.1 la similitud entre el
aceite obtenido de la palma y el obtenido de las levaduras indicadas, donde los &cidos
grasos mayoritarios son el &cido oleico (C18:1) seguido del acido palmitico (C16:0) cuya
estructura quimica se recoge en la Figura 1.1, asi como en la Figura i en el Glosario de
acidos grasos junto con informacion mas ampliada. Perfil muy parecido también al
producido por el hongo Mortierella isabellina (Gardeli y col., 2017). Entre las levaduras
sefialadas en la Tabla 1.1, las del género Rhodosporidium, Cryptococcus y Lipomyces
son las que alcanzan, segln los datos reportados en la bibliografia, mayor acumulacion
de lipidos intracelulares, aproximandose al 70% en algunas especies como

Rhodosporidium toruloides.

Figura 1.1. Representacion del acido graso saturado C16:0 (acido palmitico) y del acido graso
insaturado C18:1 (acido oleico); encontrandose entre los mas representativos del perfil de
acumulacion de levaduras oleaginosas.

~11 ~
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Las levaduras oleaginosas han sido estudiadas durante décadas, sin embargo, en

los dltimos afios se ha observado un desarrollo significativo en sus aplicaciones

biotecnologicas mostrandose algunas de estas en los siguientes puntos (Spagnuolo y col.,

2019):

Desarrollo de nuevas cepas con la introduccion de genes heterologos. Expresion
de enzimas heterdlogas que pueden contribuir a la formacidn de nuevos productos
de interés como alcanos, alcoholes grasos y pigmentos, o a la mejora de la
capacidad de acumulacion de lipidos; siendo Y. lipolyica de las mejor estudiadas
y con la mayor cantidad de herramientas genéticas desarrolladas para su
modificacion.

Crecimiento en fuentes de carbono alternativas, ya que presentan flexibilidad
metabolica de manera natural para asimilar diversos sustratos como glicerol,
xilosa, acetato e incluso compuestos aromaticos, sobre todo levaduras del género
Rhodosporidium, Cutaneotrichosporon o Lipomyces, por encima del género
Yarrowia.

Conocimiento mas extendido del genoma de especies de levaduras oleaginosas y
de las rutas metabdlicas responsables de la produccion de lipidos y por ende de
los factores que tienen mayor influencia sobre la acumulacion, condiciones de

cultivo mas favorables, condiciones de mayor estrés, etc.

1.3.1. Metabolismo de sintesis de triacilglicéridos en levaduras oleaginosas

La biosintesis lipidica o lipogénesis puede llevarse a cabo mediante dos rutas

principales (Huang y col., 2017; Rafiq y col., 2023):

Sintesis ex novo: a partir de sustratos hidrofébicos como aceites o alcanos. Se
halla asociada al crecimiento que ocurre simultaneamente con el desarrollo y

reparacion celular.
Sintesis de novo: a partir de sustratos hidrofilicos como azUlcares o similares. Se

halla asociada a la disponibilidad de enzimas como por ejemplo la enzima ATP-

citrato liasa (ACLY) e isocitrato deshidrogenasa (IDH).

~12 ~
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Entre los sustratos hidrofébicos para la sintesis de lipidos ex novo en levaduras
oleaginosas se pueden encontrar &cidos grasos volatiles (AGVs) o de cadena corta,
aceites, alcanos o gases como metano y dioxido de carbono. A través de la fermentacion
anaerdbica de residuos organicos se pueden producir AGVs como 4acido acético,
propidnico, butirico, caproico, etc., considerados muy adecuados como sustratos para la
produccion de lipidos, entre otras aplicaciones biotecnoldgicas (Tomas-Pejo y col., 2023,;
Qin y col., 2024), o también, a partir de esos residuos, por digestion anaerobia se puede
producir biogas (gases de un C como CH4 y CO2), que puede destinarse directamente
como fuente de carbono alternativa y verde a la produccion de aceite microbiano para su

conversion a biodiesel (Sana y col., 2023).

En la literatura pueden encontrarse diversos estudios de sintesis de lipidos ex novo
usando levaduras oleaginosas como Y. lipolytica. Entre ellos se pueden encontrar el de
Papanikolaou y col. (2007) donde estudiaron la acumulacion de lipidos en esta levadura
en un medio sintético con 10 g/L de estearina como unica fuente de carbono (estearina:
grasa solida industrial compuesta al 100 % (p/p) de acidos grasos libres) y 0,5 g/L de
(NH4)2S04, logrando un contenido lipidico de aproximadamente 50 % (p/p). Por otro
lado, Morales-Palomo y col. (2022) observaron una acumulacion de 43,4 % de lipidos
(p/p) en Y. lipolytica ACA DC 50109 usando 15 g/L de AGVs a una relacién C/N 200 y
una relacion acido acético:hexanoico de 6:1, ya que tanto la relacion C/N como el perfil
de los AGVs empleados como sustrato para la produccion lipidica jugaron un papel
fundamental en la produccion de TAGs en la levadura de este estudio.

La sintesis de lipidos de novo en levaduras oleaginosas, estudiada en la presente
Tesis, se favorece en condiciones de presencia de una fuente carbono como la glucosa o
exceso de esta, con limitacidn principalmente de nitrégeno como se muestra en la Figura
1.2, aungue la limitacién de otros componentes como el fésforo, zinc, magnesio, etc.,
también pueden favorecer la acumulacién lipidica a través de esta ruta (Gonzélez y col.,
2020b; Caporusso y col., 2021). El agotamiento o falta de nitrdgeno exdgeno se mitiga a
través de la activacion de una via enddgena para el suministro de nitrégeno a la célula,
ya que este nutriente primario es necesario para la sintesis de proteinas y acidos
nucleicos. Esta via comienza con la activacion de la adenosina monofosfato desaminasa
(AMP-desaminasa). La AMP-desaminasa cataliza la escision de adenosina monofosfato
(AMP) para generar NH4" e inosina monofosfato (IMP), suministrando asi a la célula de
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una fuente de nitrégeno. Este proceso provoca la reduccion de los niveles de AMP
intracelular, blogueando el ciclo de Krebs a través de la enzima isocitrato deshidrogenasa
(IDH), que requiere de AMP para su llevar a cabo su accién catalitica. Con lo cual, esta
via enddgena de suministro de nitrégeno tiene una retroalimentacion negativa sobre el
ciclo de Krebs que resulta en la acumulacion de isocitrato en la mitocondria (Takaku y
col., 2020; Caporusso y col., 2021) como se muestra en la Figura 1.2.

Este desajuste se equilibra con la accion de la enzima aconitasa (ACO), que puede
convertir el isocitrato de nuevo en citrato, el cual se exporta fuera de la mitocondria por
la lanzadera de citrato-malato (Gonzalez y col., 2020b). Finalmente, el citrato citosolico
se convierte, con consumo de ATP, en oxalacetato y acetil-CoA por la ATP-citrato liasa
(ACLY), una enzima citosolica presente en levaduras oleaginosas (clave durante la
lipogénesis ) y que no se ha descrito en otras levaduras como Saccharomyces cerevisiae
(Muniraj y col., 2015).

El acetil-CoA es el sustrato o molécula base en la via anabdlica de lipidos, ya que
a partir de esta molécula y mediante la accion de la acetil-CoA carboxilasa, se obtiene
malonil-CoA, precursor inicial en la biosintesis de &cidos grasos en levaduras y hongos,
como puede observarse en la Figura i del glosario (Kanehisa y col., 2023). El acetil-CoA
también se sintetiza en la mitocondria a partir del piruvato procedente de la glucolisis
(Figura 1.2). Sin embargo, la membrana interna de la mitocondria es impermeable al
acetil-CoA, que no puede atravesarla por difusion simple cuando se sintetiza en este
organulo. Por lo tanto, a partir del acetil-CoA se produce citrato mitocondrial que se
exporta al citosol por el mecanismo de transporte malato/citrato como ya se ha
mencionado anteriormente, pudiendo generar de nuevo acetil-CoA en el citosol para la
sintesis de TAGs, mediante la ACLY.

La biosintesis de acidos grasos comienza, por tanto, tras la conversion de acetil-
CoA en malonil-CoA como se muestra en la Figura i del glosario. A continuacion, se
llevan a cabo diferentes reacciones enzimaticas (reacciones ciclicas de condensacion,
reduccién y deshidratacion) catalizadas por el complejo o sistema acido graso sintasa
(FAS) a expensas de NADPH (procedente de la ruta de las pentosas fosfato), donde tiene
lugar una fase de iniciacion, otra de elongacion y una de terminacion. EI NADPH para

la sintesis de acidos grasos proviene sobre todo de la via de las pentosas fosfato (Herréaez,
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2024), concretamente de la actividad de las enzimas glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y
6-fosfogluconato deshidrogenasa (Passoth, 2017). A continuacion, se muestra la reaccion

de este ciclo llevada a cabo por el complejo multienzimatico FAS:

[Acetil-CoA + n malonil-CoA + 2n NADPH + 2n H* > Acido graso de cadena
larga + (n+1) CoA + n CO2 + 2n NADP'] (KEGG, 2021)

El producto final de esta reaccion llevada a cabo en el citosol es el &cido palmitico
(C16:0). Esta via produce &cidos grasos saturados de hasta 16 atomos de carbono,
mientras que una mayor elongacion y etapas de desaturacion tienen lugar en el reticulo
endoplasmico (RE) (Caporusso y col., 2021; Pham y col., 2021). A continuacion, se

muestra la estequiometria de la reaccion para producir C16:0:

Acetil-CoA + 7 malonil-CoA + 14 NADPH +14 H* > Acido palmitico (C16:0) +
7 CO2 + 6 H20 + 8 CoA + 14 NADP*

La ruta de biosintesis puede continuar con la esterificacion del acido palmitico
con la coenzima A, formando palmitoil-CoA. El palmitoil-CoA es transportado al RE
para sintetizar otros acidos grasos a través de reacciones de elongacién y desaturacion.
La sintesis de aceite microbiano como reservorio energético culmina con la produccion
de TAGs en el RE. Esta sintesis comienza con la formacion de acido fosfatidico a partir
del glicerol-3-fosfato, derivado principalmente de la via del glicerol-3-fosfato como
puede observarse en la Figura ii del glosario. El &cido fosfatidico se convierte
posteriormente en diacilglicérido que, mediante la adicion de un acil-CoA, se convierte
en TAG, almacenandose estos Ultimos finalmente en vesiculas lipidicas en el citoplasma

(Goncalves y col., 2014; Caporusso y col., 2021; Pham y col., 2021).

Por lo tanto, se puede decir que la acumulacion intracelular de vesiculas de TAGs
se ve motivada por un desequilibrio en el metabolismo celular, desencadenado por la
ausencia o déficit de ciertos nutrientes o elementos como el nitrogeno. Con lo cual,
optimizar las condiciones de cultivo, aplicar las estrategias adecuadas y obtener un medio
de crecimiento que desencadene la formacion de estos cuerpos lipidicos, son puntos clave
para la obtencidn de &cidos grasos que puedan ser explotados en la industria del biodiésel,

entre otras industrias.
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1.3.2. Estrategias de cultivo

El modo de cultivo y la optimizacién de las condiciones de cultivo son claves
para un crecimiento celular adecuado y para la obtencion de compuestos deseados como
los TAGs. Existen varias estrategias de cultivo, quedando las mas comunes o conocidas

como la estrategia batch, fed-batch o en modo continuo reflejadas en la Figura 1.3.

pod ~.,

,,,,,,,,,,,
.

Sistema Cerrado ~ § g ™, ™
FC nmoduczdaad eremes tiempos (1,
Todos los I Una de las / I f Posl
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| I | Y |

[ Transferencia
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M. Gallego-Garcia

Figura 1.3. Estrategias de cultivo empleadas en la produccion de bio-aceites u otros compuestos
deseados.
Las estrategias principales para fomentar la acumulacion intracelular de lipidos

en levaduras oleaginosas se describen a continuacion en mayor detalle:
i) Modo Batch

La estrategia batch o cultivo por lotes es el modo de cultivo mas sencillo
empleado en el estudio de produccion de lipidos y el mas usado en la fermentacion
convencional. En este modo de cultivo no hay entrada ni salida de medio, pues todos los
nutrientes del estudio estan presentes desde el inicio. En el caso de levaduras oleaginosas,
suministrando una fuente de carbono y energia y limitando la fuente de nitrégeno se

desencadenaria la sintesis lipidica en presencia de O,. También hay diferentes
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modalidades de esta estrategia de cultivo, existiendo la posibilidad de hacer cultivos en

batch en diferentes etapas (proceso descrito en el punto iii) de este apartado).

A diferencia de cultivos en matraces en los que habria control de temperatura y
agitacion para airear el medio, si se utiliza un biorreactor también podrian controlarse
activamente el pH, la aireacion, la formacion de espumas, la condensacion del medio,
etc. (Karamerou y Webb, 2019).

El modo batch se utiliza sobre todo para el estudio de optimizacion de las
condiciones de cultivo o para el estudio de cepas de levaduras cuyas caracteristicas estan
siendo investigadas (Huang y col., 2013; Tchakouteu y col., 2015). En el estudio de
levaduras oleaginosas, esta estrategia presenta la limitacion de obtener un bajo
rendimiento de biomasa celular por partir de bajas concentraciones de nitrégeno, o
presentar inhibicion de crecimiento por sustrato (altas relaciones C/N) (Kitcha y
Cheirsilp, 2011; Braunwald y col., 2013; Osorio-Gonzalez y col., 2023).

Asimismo, la presencia inicial de una alta concentracion de glucosa podria
generar otros productos que no son el deseado y por lo tanto verse reducida la eficacia
del flujo de carbono (Bisen y Sharma, 2013; Braunwald y col., 2013). Por ejemplo,
Antonopoulou y col. (2020) observaron que la levadura Trichosporon fermentans derivé
el flujo de carbono hacia la produccién de etanol, incluso en presencia de oxigeno (efecto
Crabtree), cuando la concentracién de azucar inicial del medio fue superior a 40 g/L,

obteniéndose hasta 25 g/L de etanol a una concentracién inicial de aztcar de 200 g/L.

Sin embargo, hay estudios que demuestran que hay levaduras que no sufren
inhibicidn por sustrato como por ejemplo las pertenecientes al género Rhodosporidium o
Rhodotorula. Utilizando una estrategia de crecimiento en modo batch y glicerol como
sustrato con una relacion C/N de 60, Gao y col. (2016) observaron que R. toruloides
acumuld un porcentaje superior al 40 % de lipidos junto a una concentracién de biomasa
celular seca de alrededor 15 g/L. En un proceso similar, usando glicerol como fuente de
carbono a una relacion C/N 68, Karamerou y col. (2016) determinaron que
Rhodotorula glutinis logré un contenido intracelular de lipidos superior al 30 % (p/p) y
una concentracion de biomasa celular seca de 5 g/L aproximadamente. Por dltimo,

Dobrowolski y col. (2016) reportaron un contenido lipidico intracelular de hasta el 20 %
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y una concentracion de biomasa celular seca de 25 g/L en Y. lipolytica, utilizando una

estrategia similar de cultivo con glicerol y una relacion C/N de 100.

Tchakouteu y col. (2017) cultivaron la levadura R. toruloides DSM 4444 en
medio de glucosa, suplementado con NaCl 4 % (p/v), empleando una estrategia de
cultivo en batch y una relacion C/N de aproximadamente 210. La acumulacion lipidica
reportada en este estudio fue del 65 %, observandose una concentracion de biomasa
celular seca de 36,2 g/L. En estas condiciones, a pesar de utilizar una alta concentracion
inicial de glucosa (150 g/L), no se observd inhibicion por sustrato.

Dependiendo de la relacion C/N y de la especie microbiana se pueden obtener
contenidos de lipidos y pesos secos celulares diferentes. Asimismo, el uso de sustratos
diferentes también ejerce una influencia importante en la acumulacién intracelular de
lipidos. En el estudio de Dobrowolski y col. (2016) mencionado con anterioridad, el
cultivo de Y. lipolytica con una relacién C/N 100, el uso de glicerol crudo como fuente
de carbono y un modo de cultivo tipo batch, alcanzé una acumulacidn lipidica del 20 %.
Sin embargo, esta acumulacion se superd en estudios que emplearon sustratos
hidrofobicos como fuente de carbono en el cultivo de Y. lipolytica. Esto pudo deberse a
que la presencia de fuentes de carbono lipidicas pudo destinarse a la sintesis de lipidos
de almacenamiento con el uso de las vias ex novo y de novo en paralelo en esta especie

(Fabiszewska y col., 2019; Wierzchowska y col., 2022).

Una de las principales desventajas del modo de operacion en batch es que la
relacion C/N durante el proceso no se puede controlar, traduciéndose por lo general en
menores rendimientos de proceso. En este sentido, una forma de mejorar la utilizacion
del sustrato e incrementar los rendimientos es utilizar estrategias de cultivo en las que se

pueda regular esta relacion C/N.
i) Modo Fed-batch

La estrategia de cultivo fed-batch o semi-batch se trata de un sistema alimentado
de forma discontinua que consiste principalmente en la introduccion del sustrato
limitante en el biorreactor sin retirada de medio (Karamerou y Webb, 2019). Por ejemplo,
tras una fase de crecimiento en condiciones éptimas, cuando la fuente de carbono u otros

nutrientes se empiezan a agotar, se introducen los nutrientes esenciales para el desarrollo
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celular o la sintesis del producto deseado. En el caso de levaduras oleaginosas se puede
incorporar de forma intermitente carbono adicional, tras el agotamiento de éste, y de esta
forma conseguir redirigir el metabolismo celular hacia la sintesis de TAGs, debido a la
limitacion de nitrogeno en el medio por haber sido consumido inicialmente para el

crecimiento celular.

A través de este modo de cultivo se pueden alcanzar altas relaciones C/N sin sufrir
inhibicion por sustrato inicial, ademas de lograr altas densidades de biomasa celular,
disminuir inhibicién por producto final, reducir viscosidad del medio de cultivo y
mantener en un nivel 6ptimo los nutrientes limitantes (Papanikolaou y Aggelis, 2002;
Chang y col., 2013; Anschau y col., 2014). La composicion del medio y los tiempos en
los que se adiciona el nuevo carbono pueden afectar a los rendimientos y produccion de
lipidos, aunque esto también dependera de las cepas empleadas y del disefio del estudio.

Respecto al modo batch, el uso de la estrategia fed-batch ha mostrado un
contenido lipidico mayor en las especies R. toruloides y R. glutinis. Esta Ultima especie
se cultivo durante 12 h con 95 g/L de glicerol. Tras este tiempo, se suministraron 4 pulsos
de glicerol con fuente de nitrégeno incluida, cada pulso de relacion C/N 85, lograndose
una acumulacién de 60,7 % de lipidos y 10,1 g/L de biomasa celular seca (Saenge y col.,
2011). En R. toruloides, la levadura se crecié en un medio con 60 g/L de glucosa,
administrando 5 pulsos de glucosa, manteniendo el azGcar siempre por encima de 20 g/L
en el medio, lograndose una acumulacion de 67,5 % de lipidos y hasta 106,5 g/L de
biomasa seca tras 134 h (Li y col., 2007b).

Han y col. (2018), utilizando el modo fed-batch como estrategia de alimentacion
y la levadura Sporidiobolus pararoseus JD-2, observaron una concentracién de lipidos
de 41,6 g/L, junto con una concentracion de 13,1 g/L de exopolisacaridos tras 72 h de
cultivo. Llevaron a cabo la estrategia incorporando de forma regulada, a través de cinco
pulsos, el sustrato que contenia 80 g/L de glucosa para mantener el azlcar residual del
medio entre 20 y 30 g/L, logrando un rendimiento final de aceite de 0,257 g de lipidos/g
azlcar consumido, mientras que siguiendo una estrategia batch el rendimiento final fue

de 0,213 g lipidos/g azucar consumido.

Mas recientemente, Poontawee y Limtong (2020) comprobaron que, en el cultivo

de la levadura roja Rhodosporidiobolus fluvialis DMKU-SP314, la estrategia fed-batch
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en dos etapas aplicada usando glicerol crudo tuvo una importante influencia y mejora
tanto en la produccion de biomasa celular como de lipidos en comparacion con la
estrategia batch, con 38,5 g/L de biomasa celular y 23,6 g/L de lipidos frente a 30,3 g/L

de biomasa celular y 19,1 g/L de lipidos, respectivamente.
iii) Modo Batch repetido o en dos etapas

Esta estrategia de cultivo consiste en un sistema cerrado formado por dos etapas.
En la primera etapa, durante los ensayos con levaduras o microorganismos oleaginosos,
se realiza un cultivo en batch para crecer al microorganismo, con el medio y las
condiciones Optimas. Tras agotar las fuentes de carbono, la segunda etapa se puede llevar

a cabo de dos formas:

A) Retirando una parte del caldo de cultivo (para no diluir el medio del segundo
proceso) y utilizando las células restantes como inéculo concentrado, aproximadamente
10 % v/v, para el siguiente ciclo en batch en el mismo vaso del biorreactor con un medio
adecuado para desencadenar la acumulacion de TAGs. Asi se proporciona un inoculo
mayor y se reduce el tiempo de inactividad, gracias a la suspension celular concentrada
y a la eliminacion de la mayoria de los productos metaboélicos potencialmente toxicos del

ciclo anterior.

B) Recuperando todas las células de la primera fase para su uso como indculo en
un segundo biorreactor con un nuevo medio adecuado para desencadenar la produccién
de TAGs.

A pesar de las diferencias respecto a la recoleccion del medio y las células, los
procedimientos descritos para los sistemas en dos etapas son muy parecidos (Dashti y
Abdeshahian, 2016). Esta estrategia ayuda a acortar la fase de latencia en el segundo
cultivo, haciendo que, por ejemplo, la produccion de TAGs se lleve a cabo en un periodo
de tiempo menor, ademas de aprovechar practicamente todo el carbono de la segunda
etapa para la sintesis de lipidos (Karamerou y Webb, 2019). En esta estrategia se evita la
inhibicidn por sustrato en las etapas iniciales de crecimiento, y, ademas, es mas adecuada
que la estrategia batch de una etapa para alcanzar mayor densidad celular y mayor

acumulacién de TAGs.
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La estrategia en dos etapas se ha evaluado utilizando diferentes levaduras
oleaginosas, alcanzandose porcentajes de lipidos en peso seco superiores al 50 %. Huang
y col. (2016) reportaron una acumulacion lipidica de méas de un 50 % en R. toruloides,
utilizando en primer lugar un medio de crecimiento con glucosa como fuente de carbono
y unarelacion C/N 15 y a continuacion un medio de acumulacion con acido acético como
fuente de carbono y una relacion C/N 200. Lin y col. (2011) alcanzaron un porcentaje
lipidico del 65,2 % en biomasa celular seca, mediante un cultivo en dos etapas con
Lipomyces starkeyi, utilizando un medio rico en nutrientes para favorecer el crecimiento
celular y un segundo cultivo en un medio con glucosa y sin nutrientes auxiliares.
Asimismo, estos autores también reportaron que puede alcanzarse un alto contenido
lipidico (62,4 %) sin la necesidad de realizar el cultivo de acumulacién en condiciones

estériles.

Pereira y col. (2022) estudiaron una estrategia de cultivo batch en dos etapas con
la levadura Y. lipolytica NCYC 2904 con el objetivo de mejorar los resultados obtenidos
en el modo batch en ensayos anteriores. En una primera etapa llevaron a cabo el
crecimiento de la levadura en medio con glucosa (20 g/L). En la segunda etapa, para la
fase lipogénica, utilizaron una mezcla de 18 g/L de AGVs (6 g/L de acetato, 6 g/L de
propionato y 6 g/L de butirato) como estrategia para mejorar la produccion de lipidos
microbianos. Finalmente lograron un contenido de lipidos del 38 % (p/p), superior al
alcanzado usando la estrategia batch en un medio con una mezcla de AGVs y glucosa
como cosustrato, donde se observd un contenido de lipidos final del 17 % (p/p).

iv) Modo continuo

La estrategia continua es aquella en la que se mantiene constante la tasa de
crecimiento y concentracion celular, suministrando continuamente el sustrato y retirando
simultaneamente los productos generados y las células. Es un modo de cultivo en el que
se opera manteniendo una relacion C/N constante con la introduccién de carbono y
nitrégeno hasta el estado estacionario, limitando el nitrogeno cuando se desee la
acumulacién de lipidos. La fase de produccién de TAGs depende en gran medida de la
tasa de dilucion (D), habitualmente por debajo de 0,06 h™* para una conversion eficiente,
y de la relacion C/N del medio (Christophe y col., 2012). Al igual que en el modo fed-

batch, también se evita la inhibicion por sustrato.
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En esta estrategia, al mismo tiempo que se introduce el sustrato se retira medio
de cultivo, por lo que es importante tener en cuenta los valores del parametro D. Es
necesario disefar la estrategia, el suministro de la fuente de carbono en el tiempo y/o la
retirada de medio de crecimiento y células, teniendo en cuenta que una alta D favorece
el crecimiento celular, pero la sintesis lipidica se ve favorecida generalmente por valores
bajos de D. Por ejemplo, Shen y col. (2013) en un estudio con R. toruloides AS 2.1389
observaron que, en condiciones de limitacién de nitrégeno, el incrementar la D
desde 0,02 h*a 0,06 h%, 0,1 ht 6 0,2 h! disminuia el contenido intracelular de lipidos
desde 61,8 % a 47,3 %, 36,7 % 0 13,2 %, respectivamente. Este efecto se atribuye a que
larelacion C/N esta regulada por la D, ya que la tasa de absorcion especifica de la glucosa
aumenta con el aumento de la tasa de dilucién, disminuyendo la relacion C/N y viceversa.
Por ejemplo, tasas de dilucion de 0,02 ht y 0,2 h'! se tradujeron en tasas de absorcion
especificas de glucosa de 0,17 y 0,56 g glucosa/g biomasa celular/h, respectivamente.
Por tanto, la optimizacion de los niveles adecuados de nitrogeno en el medio y de la tasa
de dilucion aplicada resulta fundamental durante el modo continuo de cultivo, ya que la

acumulacién lipidica depende de la relacién C/N y ésta, a su vez, de la D.

Fuy col. (2018), investigaron la presencia de nitrogeno en el medio suministrado
continuamente, durante el cultivo de Cryptococcus albidus siguiendo una estrategia en
modo continuo de dos etapas. En este trabajo, el medio de partida suministrado de forma
continua tenia una relacion C/N de 8, con un exceso de nitrdgeno para promover el
crecimiento celular. A su vez, se bombeaba parte de este medio a otro biorreactor
conteniendo un medio con un 75 % menos de nitrégeno y una relacion C/N de 61 para
promover la acumulacion lipidica. Con una tasa de dilucion de 0,05 h, para ambos
cultivos, se logré acumular cerca de un 57 % de lipidos en el segundo biorreactor con un

total de 20,1 g/L de biomasa celular seca.

Gorte y col. (2020) utilizaron la levadura oleaginosa Saitozyma podzolica DSM
27192 en un cultivo continuo con glucosa, manteniendo un exceso de azlcar constante
de aproximadamente 10 g/L en la fase de alimentacion. De esta forma, se obtuvo una
utilizacion del aztcar mucho maés eficiente, aumentando el consumo total de glucosa
hasta el 91 %. Ademas, el estudio demostré que la alimentacion controlada con una
concentracion constante de glucosa incrementd un 28 % la concentracion de biomasa

celular y un 19 % el contenido de lipidos, comparado con un exceso inicial de glucosa
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en el medio. Sin embargo, para la coproduccién de lipidos intracelulares y acido
glucdnico extracelular en esta levadura, una alta concentracion de azucar inicial o
introducida de forma discontinua (modo batch y fed-batch, respectivamente) resulté ser
mejor estrategia desde el punto de vista de la concentracion de acido glucénico (19,8 g/L
vs. 10,4 g/L) (Qian y col., 2019; Gorte y col., 2020).

El mejor desempefio del proceso en modo batch o fed-batch frente al continuo
para la coproduccion de compuestos de interés también se ha observado en otras
levaduras. Karamerou y col. (2017) estudiaron el cultivo en modo fed-batch y continuo
para la coproduccion de lipidos y cido citrico en R. glutinis CICC 31596. En su estudio
lograron una concentracion de 11 g/L de &cido citrico y 9,4 g/L de lipidos siguiendo el
modo fed-batch frente a una concentracion de 5,4 g/L de &cido citrico y 16,2 g/L de
lipidos siguiendo el modo continuo. Por lo tanto, los autores concluyeron que frente a
altas concentraciones de una fuente de carbono en el medio, disponible de forma
inmediata, la tendencia a la coproduccion de lipidos y &cido citrico fue mayor; mientras
que con una alimentacion continua, el flujo de carbono se dirigia principalmente a la

acumulacion de lipidos.

En la Tabla 1.2 se recoge un resumen general del concepto de las estrategias de
cultivo mencionadas, asi como las caracteristicas méas destacadas de cada una de estas

estrategias de cultivo.
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Tabla 1.2. Resumen de las principales estrategias de cultivo aplicadas a levaduras oleaginosas

Modo de

. Caracteristicas destacadas Referencias
Cultivo
-Sistema de cultivo cerrado, sin entrada o salida de
flujo
-Método més estudiado para produccion de lipidos .
. (Bisen y Sharma,
Batch tanto en matraces como en biorreactores 2013)
-No es necesaria la intervencion externa una vez
iniciado el proceso. Es la estrategia mas sencilla
desde el punto de vista operacional
-Cultivo alimentado con adicion de medio en pulsos
0 en continuo . (Bisen y Sharma
-Se alcanzan altas densidades celulares : '
Fed-batch . . . 2013; Anschau y
-Se alcanzan altas relaciones C/N sin producir
A col., 2014)
inhibicidn por sustrato
-Intermedio entre modo batch y modo continuo
-Tras una fase inicial en batch, se retira una parte del
medio y la biomasa celular restante se usa como
indculo de un nuevo cultivo en batch sin nutrientes (Dashti y
Batch auxiliares para promover acumulacién de lipidos Abdeshahian,
repetido oen  -Se reduce la fase de latencia del cultivo en la 2016; Huang y
dosetapas  segunda etapa col., 2016; Huang
-Se alcanza una alta densidad celular y se logra mas y col., 2018)
acumulacion lipidica que en el cultivo batch de una
etapa
-Suplementacion continua del cultivo con C y N para
mantener C/N constante
-Se alcanzan altas relaciones C/N sin producir
inhibicién por sustrato (Papanikolaou y
Continuo -Se Qe_sen(_:gdena acumulacién_ljpidica_pqr Aggelis, 2002;
modificacion de la concentracion de nitrogeno Christophe y col.,
residual 2012)

-Una alta tasa de dilucion favorece el crecimiento
celular pero no la acumulacion de lipidos. Es el
principal factor que afecta a la productividad

1.4. Nuevas materias primas para la produccion de triacilglicéridos

En todo proceso bioldgico, como el expuesto en apartados anteriores sobre la
sintesis de TAGS, es necesario un sustrato para, tras su transformacion bioldgica, obtener
el producto deseado. En la produccion de TAGs es crucial seleccionar las condiciones
adecuadas para lograr la maxima acumulacion de lipidos posible explotando el sustrato
o fuente de carbono suministrada. Teniendo en cuenta la produccion de TAGs a nivel
industrial y con fines comerciales, el coste de adquisicion de la materia prima para su

sintesis representaria entre el 40 % y el 80 % del costo total de produccion (Valdés y col.,
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2020), estimandose que el costo de la glucosa (la fuente de carbono mas frecuentemente
empleada en los medios de cultivo como fuentes de energia) alcanzaria aproximadamente
el 80% del coste total del medio de cultivo (Li y col., 2007a).

Por estas razones, el uso de fuentes de carbono mas econdmicas, como son las
derivadas de residuos biologicos procedentes de diferentes sectores, puede suponer
alternativas viables, mas rentables y atractivas en cuanto a costos, a sostenibilidad, al
desarrollo de procesos mas “verdes” y de politicas de cero residuos, con el propdsito de
crear una bioeconomia circular prospera y eficaz. Algunos de los residuos con un mayor
potencial para su uso como materia prima en la produccion de aceite microbiano se

desglosan a continuacion:
i) Residuos agricolas y derivados de alimentos

El uso de residuos derivados de alimentos como materia prima para la produccion
de aceite microbiano ha sido revisado recientemente por May col. (2024). Estos residuos
representan una fuente de carbono excelente y de muy bajo costo, puesto que son ricos
en materia organica y en nutrientes. Los vegetales (hortalizas/frutas) presentan una alta
concentracion de azucares, principalmente glucosa, fructosa y sacarosa, que son
facilmente extraibles mediante un procesado mecénico, por lo que tienen un alto
potencial para emplearse como materia prima para producir aceite microbiano (Figura
1.4).

Materia Prima: Obtencion de
Destrios medio de cultivo

Biomasa Extraccion de
celular  productos: TAGs

y—> é A —_—

g sy

NG ) : T ‘v..- :

Levadura Optimizacion de Cultivo en ! ;J_“U'..—!
p 7R : / i
Oleaginosa condiciones de biorreactor VL Q Oi_t
: : / ol T

cultivo en medio it _[._.4

Smichico Analisis de datos.
Produccién y perfil

de TAGs

M. Gallego-Garcia

Figura 1.4. Esquema de un bio-proceso a escala de laboratorio para la produccién de TAGs con
levaduras oleaginosas a partir de medios ricos en azlcares obtenidos de residuos agricolas y
derivados de alimentos.
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Donzella y col. (2022) utilizaron céscaras de calabaza y jarabe de frutas
confitadas como materia prima para el cultivo y la producciéon de lipidos con las
levaduras oleaginosas Rhodosporidiobolus azoricus y Cutaneotrichosporon
oleaginosum. Los mejores resultados se observaron con el cultivo de R. azoricus en
medio a base de hidrolizado de cascaras de calabaza mediante un cultivo en fed-batch
afiadiendo pulsos de sirope de frutas confitadas, alcanzando un contenido lipidico del
55 % (p/p). Martani y col. (2020) utilizaron como sustratos residuos de pulpa y melaza
procedentes del procesamiento de la remolacha azucarera, para el crecimiento y la
acumulacion de lipidos por la levadura oleaginosa L. starkeyi, alcanzando un contenido
lipidico del 49,2 % en una estrategia de cultivo fed-batch.

Carota y col. (2017) cultivaron las levaduras Cryptococcus curvatus NRRL Y-
1511 y Cryptococcus laurentii UCD 68-201 en suero derivado de queso ricotta, un
subproducto de la industria lactea, alcanzando en torno a 6,8 y 5,1 g/L de lipidos,
respectivamente. En un estudio posterior, Carota y col. (2020) investigaron el cultivo de
R. toruloides NRRL 1091y C. laurentii UCD 68-201, en residuos de cascara de naranja,
obteniendo una concentracién de 5,8 y 4,5 g/L de lipidos, respectivamente.

Mirza y col. (2019) exploraron el potencial de acumulacion lipidica de diferentes
levaduras aisladas en muestras de suelos de diferentes origenes, utilizando almidon de
patata como materia prima. El mejor resultado de concentracion de lipidos obtenido con
uno de los aislados fue de 7,9 g/L. Por otro lado, Sathiyamoorthi y col. (2020) cultivaron
la levadura oleaginosa Naganishia albida en un medio obtenido a partir de residuos
derivados de cebolla y siguiendo una estrategia fed-batch mediante la adicion de glicerol
crudo, alcanzando una acumulacion de lipidos de 34 % (p/p).

Desde el punto de vista de los territorios que pueden generar una mayor cantidad
de residuos dentro del sector agricola en Espafia, cabe mencionar las zonas de cultivo
situadas en el sureste del pais, destacando la provincia de Almeria, que presenta una
extensa area de cultivos intensivos bajo invernadero; una de las mayores concentraciones
de invernaderos del mundo, con una alta produccién a nivel nacional e internacional,

abarcando un area significativa que puede observarse desde el espacio. (Figura 1.5).
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Alboran Sea

Figura 1.5. Imagen de una de las &reas mas importantes de invernaderos de Almeria tomada el
24 de mayo de 2022 por el “Operational Land Imager-2 (OLI)” del “Landsat 9 procedente del
observatorio de la tierra de la NASA (National Aeronautics and Space Administration)
(https://earthobservatory.nasa.gov/images/150070/almerias-sea-of-greenhouses)

Almeria cuenta con wuna superficie de cultivo de aproximadamente
45.700 hectareas, donde se lleva a cabo la produccién especializada de varios cultivos,
destacando el cultivo de tomates, pimientos, pepinos, sandias, calabacines, berenjenas,
judias verdes y melones (Aznar-Sanchez y col., 2020).

Las frutas y verduras que no son aptas para su comercializacién, bien sea por no
cumplir el tamafio definido por el mercado (calibre) o por presentar una forma anémala,
contaminacion o algun dafio derivado de condiciones meteoroldgicas adversas o de
plagas, se retiran del cultivo durante las fases de crecimiento, cosecha y almacenamiento.
A estos productos que no pueden ser vendidos se les denomina destrios, comprendiendo
estos residuos vegetales el 25 % del total del cultivo en Almeria, siendo los cultivos de
primavera y de ciclo largo como el tomate, pimiento y pepino aquellos que generan un
mayor volumen, alcanzando un 75 % del total de los residuos vegetales generados
(Duque-Acevedo y col., 2020).
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Segun datos de la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
y la Alimentacion en espariol) (Gustavsson y col., 2011), al igual que ocurre en Almeria,
las regiones de Europa, América y Oceania tienen un 25 % de pérdidas respecto a la
produccion total en frutas y verduras entre la fase de crecimiento (agricultura), la
recoleccion y el almacenamiento. Sin embargo, otras regiones como Asia y el Norte de
Africa muestran una mayor pérdida durante la distribucion del producto. EI Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA) de Espafia data la producciéon de frutas y
hortalizas del afio 2022 en mas de 25 millones de toneladas, mostrandose la distribucion

de esta produccion en la Figura 1.6.
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Figura 1.6. Distribucion de la produccion de frutas y hortalizas en Espafia en 2022. Fuente:
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién (Anuario de Estadistica y Superficies y
Producciones Anuales 2022).

Como se puede observar, Andalucia (que incluye la region de Almeria), la
Comunidad Valenciana y Murcia, representan en torno a los 2/3 de la produccion total
de frutas y hortalizas, concentrando por tanto en el area mediterranea la generacion de

este tipo de residuos.

Tomando el dato de aproximadamente una produccion de 25 millones de
toneladas de frutas y verduras en 2022 en Espafia, y el dato de la generacion de residuos
en este sector del 25 % en las primeras etapas de los cultivos (siembra, cosecha y
almacenamiento), los destrios supondrian en torno a casi 6 millones y medio de

toneladas, lo que lo convierten en residuos con una alta disponibilidad.

Segun los datos de 2022, se estima que en Espafia se generaron en torno a 6,5
millones de toneladas de destrios, destacando la importancia de su gestion y uso en

biorrefinerias. En este sentido, la legislacion vigente en Espafia contempla el
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procesamiento de este tipo de residuos como materia prima en procesos de tratamiento
bioldgico. A nivel nacional, la Ley 7/2022, de 8 de abril, de residuos y suelos
contaminados para una economia circular recoge en el articulo 27.3 sobre eliminacién de
residuos que “Los residuos vegetales generados en el entorno agrario o silvicola que no
queden excluidos del &mbito de aplicacion de esta ley de acuerdo con el articulo 3.2.e),
deberan gestionarse conforme a lo previsto en esta ley, en especial la jerarquia de
residuos, priorizando su reciclado mediante el tratamiento biologico de la materia
organica.” (BOE-A-2022-5809).

Por otro lado, la Junta de Andalucia publicé un informe sobre las lineas de
actuacion en materia de gestion de restos vegetales procedentes de la horticultura en
Andalucia (Junta de Andalucia, 2016) donde se recogen las medidas de actuacion para
la “Gestion de restos vegetales — Entrega a un gestor autorizado”: “Cuando se realiza
la gestion de los restos vegetales a través de su entrega a un gestor autorizado es el
agricultor quien asume el coste del servicio de retirada y transporte a una planta de

tratamiento. El precio de este servicio suele ir en funcion del volumen a transportar”

Ademas de su uso como materia prima para su tratamiento mediante procesos
biologicos, desde el MAPA se ha creado el programa “Més alimento, menos
desperdicio”(MAPA, 2020) que fomenta reducir las pérdidas generadas en los cultivos,
asi como disminuir el desperdicio de alimentos durante toda la cadena de valor. Este tipo
de programas junto con otras estrategias politicas y planes desarrollados a nivel nacional
e internacional como la “Estrategia Espafiola de Economia Circular” (MITECO, 2020a),
el “Programa Estatal de Prevencion de Residuos 2014-2020” (MITECO, 2020b) y el
“Pacto Verde Europeo” (Consejo de la UE y Consejo Europeo, 2019), estan impulsando
la mejor gestion de los residuos agricolas para ampliar la cadena de valor y fomentar el

principio de residuo cero.

Por lo tanto, la ley obliga a gestionar estos residuos agricolas cuando supongan
un problema para el medio ambiente o la salud, ya que pueden traer problemas de
contaminacion o desequilibrios en la composicion del suelo, en el cultivo venidero,
contaminacion de acuiferos por los lixiviados, formacion y propagacion de plagas, etc.
Ademaés de concienciar y luchar contra el desperdicio de alimentos en distintos sectores,

desde el agricola hasta el urbano (hogares). Por ello, la valorizacion de residuos
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proporcionandoles diferentes salidas como recursos es una opcion interesante para el
agricultor, que puede sacar provecho de estos desechos al poder venderlos como posibles
materias primas a un coste mas bajo que el producto original. Ademas, para las industrias
que los exploten en procesos bioldgicos también proporcionarian una serie de beneficios
debido a la rica composicion en nutrientes y porcentaje de materia organica que
presentan, a los pigmentos de interés extraibles, a las concentraciones de azlcares
fermentables que los conforman, etc., al mismo tiempo de adquirirlos a un coste mas
econdémico por tratarse de descartes de la agricultura, siendo un incentivo adicional por

la gestion de residuos.
ii) Residuos procedentes de biomasa lignocelulésica

La biomasa lignocelulésica, incluidos los cultivos energéticos y la fraccidn
organica de los residuos solidos urbanos (RSU), asi como los residuos forestales, los
derivados de la agricultura, la silvicultura y el procesamiento de la madera, son
importantes recursos energéticos sostenibles, pudiendo convertirse directa o

indirectamente en energia y bio-productos de valor afiadido (Yan y col., 2020).

Como se detalla en la Tabla 1.3 y en la Figura 1.7, la biomasa lignocelulésica, se
compone principalmente de tres polimeros que actian como compuestos estructurales de
la pared celular de plantas: celulosa (40-60 % p/p), hemicelulosa (10-40 % p/p) y lignina
(5-25 % p/p). También se pueden encontrar otras fracciones no estructurales en la pared
celular primaria y secundaria como son proteinas (unién entre lignina y polisacaridos),
pectinas (responsables de la porosidad de la pared, regulacion de pH, balance i6nico),
extractos (resinas, ceras, grasas, terpenos que estan implicados en la resistencia frente a
microorganismos, olor, color) y cenizas (sales inorganicas como carbonatos o silicatos).
Las proporciones, tanto de estas fracciones como las de los componentes principales,
dependen del tipo de material lignoceluldsico y de su especie, ya que esta biomasa es
muy heterogénea (Bidlack y col., 1992; Yan y col., 2020).
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Tabla 1.3. Compuestos estructurales principales que conforman la biomasa lignoceluldsica
(Testa y Tummino, 2021)
POLIMERO CARACTERISTICAS

CELULOSA

Homopolimero lineal compuesto por cadenas de

mondémeros de glucosa unidas mediante enlace
OH OH . .
& glucosidico PB-(1—4), dispuestas paralelamente y

Q Q . -
—o0+—< 0 o conectadas a través de puentes de hidrogeno

HO OH  HO oH formando una estructura cristalina, cadenas que a su

- - vez se empaquetan formando microfibrillas. La

unidad de repeticidn es la celobiosa.

HEMICELULOSA
Heteropolimero de estructura altamente ramificada

o compuesto de azicares de cinco carbonos (B-D-
HO . . .
COOH o oH xilosa, a-L-arabinosa) y seis carbonos (f-D-manosa,

H
HEF = B-D-glucosa, a-D-galactosa). Debido a la estructura

3] OH OH
HO . ,
m@ﬁ? 00‘5&/5037% ramificada que presenta es mas vulnerable a la
OH H

0 ./ ’ . . o
deconstruccion quimica y enzimatica.

LIGNINA

Polimero de base fenélica cuya composicién principal
son tres mondmeros de lignol. Estos monolignoles

son los alcoholes p-cumarilico, coniferilico vy

M!j;.[ﬁﬂw 1 L ok g sinapilico, precursores de las unidades p-hidroxifenil
7 (H), guaiacil (G) y siringil (S). Se encuentra unida a
la celulosa y hemicelulosa confiriendo rigidez, fuerza
mecanica, impermeabilidad y resistencia quimica a la

pared celular de la biomasa.
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Con el procesamiento adecuado de la biomasa lignocelulésica se pueden obtener
carbohidratos en forma monomérica, siendo la glucosa (procedente del polimero de
celulosa) y la xilosa (procedente del polimero de hemicelulosa) los azlcares principales.
Esto hace que la lignocelulosa tenga un gran potencial de aplicacion como materia prima
en bio-procesos para obtener biocombustibles y otros productos de alto valor afiadido.

Un tipo de biomasa lignocelulésica con potencial para ser explotada por su
composicion, distribucion, variedad y disponibilidad es la procedente de residuos sélidos
municipales (RSM), como la poda urbana. Los RSM presentan diferentes impactos
ambientales negativos y riesgos para la salud cuando se descartan inadecuadamente.
Entre los impactos negativos o riesgos por su incorrecta gestion o por su descomposicion
pueden encontrarse la contaminacién del suelo, la de aguas superficiales y subterraneas
por los lixiviados y la emisién a la atmosfera de compuestos volatiles y gases toxicos,
ademas de GEI (Chacartegui y col., 2015).

El desarrollo urbano sostenible requiere una forma eficaz de integrar la calidad
de vida de las personas y la reduccion de la contaminacién ambiental junto con
estrategias adecuadas de gestion de residuos. En la actualidad mas del 50 % de la
poblacién vive en entornos urbanos, existiendo la necesidad de transformarlos en
entornos “mas saludables” para mejorar la calidad de vida en ellos, como por ejemplo
con la introduccién de espacios verdes (Negro y col., 2020). Con el aumento de zonas
verdes, el residuo lignoceluldsico derivado de la gestion de estas zonas se vera
incrementado, favoreciendo la disponibilidad de esta materia prima en las zonas urbanas

a nivel global.

La poda representa la principal actividad de cuidado de los arboles y las plantas
de parques, jardines y avenidas en las ciudades, llevandose a cabo para reducir el riesgo
de caidas de ramas o arboles debido a la accion de fendmenos meteorol6gicos adversos,
para garantizar la visibilidad de las carreteras, para reducir los dafios a las infraestructuras
y las interacciones con estas, ademas de por razones estéticas (Muscas y col., 2024).
Estos residuos lignocelul6sicos municipales (RLM), procedentes de la poda urbana, al
depositarse en vertederos se descomponen lentamente, liberando metano y dioxido de
carbono durante los primeros 150 afios, quedando el 20 % sin descomponer como

material estable (Aradjo y col., 2017).
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ii.i) Residuos celuldsicos urbanos

Otros residuos de gran interés de caracter lignoceluldsico son aquellos con un alto
contenido en celulosa, como por ejemplo los residuos de papel y/o los residuos de la
industria textil. El residuo de papel estd compuesto aproximadamente de un 40-80 %
(p/p) de celulosa, un 5-15 % (p/p) de hemicelulosa y una cantidad muy baja de lignina,
proteinas, aditivos y cenizas (Al Azkawi y col., 2018; Di Fidio y col., 2020). Por lo tanto,
el residuo derivado del proceso de fabricacion de papel o del reciclaje de papel derivado
de oficinas, periddicos, cuadernos o cartdn junto con el papel no reciclado que se descarta
en la fraccion organica son candidatos apropiados para seleccionarse como materias
primas en las biorrefinerias, ya que son residuos ricos principalmente en homopolimeros
de glucosa (Di Fidio y col., 2021), considerados en este trabajo como residuos

celulésicos.

Entre los residuos ricos en celulosa procedentes de la fraccion organica de los
RSU pueden encontrarse servilletas usadas, papel de cocina, tickets de comercios,
etiquetas, bolsitas de té o infusiones, asi como papel y cartén sucios. Ademas, también
se pueden encontrar papel no reciclado de oficina o el papel reciclado que finalmente se
descarta en la fraccion organica en contenedores y finalmente vertederos por su baja
calidad debido a la reduccion en el tamafio de la fibra durante el proceso de reciclaje (Al-
Battashi y col., 2019). A nivel mundial, los residuos de papel usado suponen unos 400
millones de toneladas anuales, de los cuales se recicla el 50-65 % (Annamalai y col.,
2018). La fraccion de papel no reciclada por lo general termina incinerandose o
acumulandose en vertederos, lo que supone un problema ambiental, no sélo por las
emisiones de GEI resultantes, sino por la posibilidad de liberar a la atmosfera o al suelo
diversos componentes potencialmente cancerigenos contenidos en las tintas y tintes (Nair
y Sivakumar, 2022).

Por lo tanto, teniendo en cuenta su alto contenido en carbohidratos (siendo la
celulosa el componente mayoritario) y la necesidad de implementar procesos alternativos
para su mejor gestion, los residuos ricos en celulosa derivados de papel representan un
material con alto potencial para su uso como sustrato en la produccion de aceite

microbiano.
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1.4.1. Pretratamiento de los residuos de biomasa lignocelulésica

Como se ha descrito, la biomasa lignocelulésica ofrece un alto potencial como
materia prima para el desarrollo de una plataforma basada en la conversion de azlcares
por procesos biotecnoldgicos. Sin embargo, la estructura tridimensional conformada por
los diferentes componentes, hacen que la biomasa sea altamente recalcitrante a los
procesos de hidrdlisis enzimatica necesarios para obtener los azlicares monomericos
contenidos en los carbohidratos estructurales. Con el fin de alterar su estructura y
aumentar la accesibilidad de las enzimas hidroliticas a los carbohidratos estructurales, la
biomasa lignoceluldsica tiene que someterse, por tanto, a una etapa de pretratamiento
previa a la hidrolisis enzimatica (Brownell y Saddler, 1987; Chandra y col., 2007; Alvira
y col., 2010).

En la actualidad, no existe una tecnologia de pretratamiento universal que pueda
aplicarse a los diferentes tipos de biomasa lignoceluldsica ya que, como se han
mencionado anteriormente, la biomasa es heterogénea tanto en su composicién como en
su estructura. En funcion del tipo de biomasa se pueden aplicar diferentes
pretratamientos: fisicos (molienda, extrusion), quimicos (liquidos ionicos, acidos o
alcalinos, organosolventes), fisicoquimicos (explosion con vapor, microondas,
ultrasonidos, oxidacion himeda) y bioldgicos (biodegradacién por enzimas (hongos
ligninoliticos)) (Goémez-Toribio y col., 2009; Mankar y col., 2021), siendo posible la
combinacion de estos para un adecuado tratamiento de diversos materiales. Para evaluar
la efectividad del pretratamiento y su optimizacion, se deben tener en cuenta, entre otros,
los siguientes aspectos: 1) maximizar el &rea de superficie accesible, 2) reducir el indice
de cristalinidad de la celulosa, 3) aumentar el tamafio de poro, 4) promover la
deslignificacién y/o 5) fomentar la despolimerizacion parcial de los carbohidratos

estructurales (Bhatia y col., 2020; Negro y col., 2020).

También hay que tener en cuenta la produccion de compuestos inhibidores
resultantes de la degradacion de la biomasa tras el pretratamiento. Las posibles moléculas
inhibidoras presentes en los hidrolizados pretratados, que pueden llegar a producirse,
entre otros factores, por las condiciones severas aplicadas en algunos pretratamientos y
segun el tipo de materia prima empleado, se pueden clasificar principalmente en tres

grupos: (1) furanos: compuestos derivados de la degradacion de los azlcares (pentosas y
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hexosas); (2) é&cidos carboxilicos: subproductos de degradacion principalmente
procedentes del polimero de hemicelulosas y de la degradacién de los furanos formados;
y (3) compuestos fenolicos: compuestos obtenidos a partir de la solubilizacién parcial de

la lignina y otros compuestos aromaticos de la biomasa lignoceluldsica (Kim, 2018).

De los pretratamientos descritos en la bibliografia, la explosion con vapor (EV)
ha demostrado ser un pretratamiento eficaz para tratar varios tipos de materiales
lignocelul6sicos, entre ellos los lefiosos. Este pretratamiento ha sido ampliamente
utilizado para tratar biomasas residuales como paja de cebada, de avena, de canola y de
trigo (Ballesteros y col., 2006; Adapa y col., 2010; Alvira y col., 2016), residuos
agricolas del banano (tallo y raquis) (Guerrero y col., 2018), residuos de madera como el
alamo (Tang y col., 2018), residuos de poda del olivar (Negro y col., 2014) y rastrojos
de maiz (Fontes y col., 2024). Ademas, comparado con otras tecnologias de
pretratamiento como el proceso organosolv u otros procesos alternativos, la EV tiene un
impacto ambiental significativamente menor, una menor inversién de capital, un mayor
potencial de eficiencia energética, ofrece versatilidad para la adicion catalizadores
quimicos, presenta bajas pérdidas de materia y permite alcanzar altos rendimientos en la
etapa posterior de hidrolisis enzimética (Debzi y col., 1988; Avellar y Glasser, 1998;
Mankar y col., 2021).

Explosion con vapor

La explosién con vapor es un pretratamiento hidrotérmico en el que la biomasa
se somete a vapor saturado en un reactor a altas temperaturas (160-260 °C) y a alta
presion (0,7 a 5 MPa) (Singh y col., 2014) durante un periodo de tiempo (segundos o
minutos) seguido de una rapida despresurizacion (Duque y col., 2016). Los factores mas
importantes que influyen en la eficiencia del proceso son la temperatura, el tamafio de
particula, la humedad, la utilizacion de catalizador y el tiempo de residencia. La
combinacién sobre todo de este Gltimo factor junto con el de temperatura determinan la
severidad del proceso y por ello, las caracteristicas del material pretratado, los
rendimientos de azUcares obtenidos y la produccién de compuestos inhibidores (Alvira
y col., 2010).

El pretratamiento por EV combina efectos quimicos como la autohidrolisis y

efectos mecanicos por la despresurizacién (Singh y col., 2014):
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o El efecto quimico es debido a la liberacion de los grupos acetilos existentes en la
hemicelulosa, promoviendo la formacion de &cido acético y por lo tanto la
disminucion del pH, conduciendo a un efecto de autohidrolisis de este polimero.
Ademas, a altas temperaturas el agua puede actuar también como &cido, ya que las
moléculas de agua tienden a disociarse (OH"y H") aumentando el hidrégeno (n° de
protones) en el medio y, por ende, disminuyendo el pH. Con la ruptura de la cadena
de la hemicelulosa se liberan carbohidratos de menor tamafo: oligdbmeros y
monosacaridos. No obstante, como consecuencia de las condiciones en las que se
realiza el pretratamiento se pueden producir también otros compuestos no deseados
o0 posibles inhibidores del crecimiento celular derivados de la degradacion de las
pentosas y hexosas como son los furanos (furfural y 5-hidroximetilfurfural,
respectivamente), asi como acidos organicos (&cido acetico, acido férmico, acido

levulinico, etc.) y/o compuestos fenolicos.

o El efecto mecanico es producido por la rapida despresurizacion, lo que provoca la
evaporacion del agua condensada interfibrilarmente creando fuerzas de cizalla que
hacen que se separen las fibras, produciendo una desestructuracion fisica del
material (Figura 1.8). Durante el pretratamiento se produce la degradacion
sustancial de la estructura de la lignocelulosa con la hidrdlisis parcial y
solubilizacion de la hemicelulosa, la redistribucion de la lignina vy
despolimerizacién de los componentes de la lignina y el desfibrado del material
(Caray col., 2006; Jargensen y col., 2007; He y col., 2022).
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Biomasa antes del pretratamiento

i 1 o
A) Aspecto fisico de distintas biomasas lignocelulésicas antes y después de ser explosionadas
B) Observacion al microscopio electronico de barrido del efecto del pretratamiento sobre la estructura de la lignocelulosa

Figura 1.8. Efecto del pretratamiento por explosion con vapor sobre diferentes biomasas de
naturaleza lignoceluldsica. Se observa el aspecto fisico (columnas A) antes y después del
pretratamiento, revelandose cambios de color tras la explosion con vapor. La observacién de
las microestructuras (columnas B) mediante microscopia electronica de barrido mostro que las
superficies de todas las biomasas estaban intactas, compactas y rigidas, mientras que tras el
pretratamiento las superficies se volvieron irregulares, desestructuradas y amorfas (Imagenes
de He y col. (2022)).

Generalmente, el pretratamiento de la biomasa lignoceluldsica suele requerir
condiciones severas, como altas temperaturas (> 160 °C), altas presiones (5-30 bares) y/o
la adicion de un catalizador &cido/alcali (Moreno y col., 2019), generando cambios en la
compleja estructura de la lignina (ruptura de enlaces) acoplados a la hidrolisis de la
hemicelulosa, aumentando la disponibilidad de la celulosa del material pretratado y

favoreciendo la etapa de hidrolisis enzimatica (Jacquet y col., 2015) (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Representacién simplificada de la estructura de la lignocelulosa antes y después de
ser sometida a un pretratamiento severo como la explosién con vapor. Tras una etapa de
filtracion del material pretratado completo, en la fraccion liquida se recupera la hemicelulosa'y
en la sélida la lignina y celulosa, quedando esta ultima mas accesible a las enzimas que la
hidrolizaran a monémeros de glucosa. Finalmente se puede obtener un medio rico en azlcares.

1.4.2. Hidrolisis enziméatica

Una vez llevado a cabo un pretratamiento de la biomasa, como puede ser la
explosién con vapor, para desestructurar o fraccionar la compleja interaccidn que se da
entre los componentes estructurales (celulosa, hemicelulosa y lignina), la siguiente etapa
para la obtencién de azlcares en forma monomérica es la de hidrdlisis enzimética (HE).
Las enzimas empleadas deben conformar una mezcla 6ptima para obtener la mayor
despolimerizacion posible de la biomasa lignocelulosica tratada (Moreno y col., 2021;
Guo y col., 2023).

La glucosa, encontrada mayoritariamente en el polimero de celulosa de los
materiales lignocelul6sicos, es el monosacéarido utilizado preferentemente como fuente
de carbono y energia por la mayor parte de las células de los seres vivos. Las enzimas
encargadas de degradar la celulosa en glucosa son las celulasas (endoglucanasas y
celobiohidrolasas) y la B-glucosidasa, actuando sinérgicamente (Figura 1.10).
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Dentro de las celulasas se encuentran las endoglucanasas (EC 3.2.1.4) que son las
encargadas de hidrolizar aleatoriamente los enlaces glucosidicos  (1—4) internos,
encontrandose también las exoglucanasas, conocidas ademas como celobiohidrolasas,
que degradan progresivamente la celulosa a partir de los extremos, reductor (EC
3.2.1.176) y no reductor (EC 3.2.1.91), escindiendo unidades de celobiosa. La celobiosa
es un disacarido formado por dos moléculas de glucosa y es el sustrato de la f-
glucosidasa (EC 3.2.1.21) capaz de hidrolizar el enlace B (1—4) liberando dos moléculas
de glucosa (Jgrgensen y col., 2007).

@ Lignina © Celulosa @ Hemicelulosa

{7( aen
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T '"/O?D O'ZOdf;} B-glucosidasa
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Celobiohidrolasas T f
Glucosas

Figura 1.10. Esquema simplificado sobre la actuacion de celulasas y f-glucosidasa sobre la
celulosa. Se refleja como fragmentos de hemicelulosa y lignina cubriendo las microfibrillas
pueden impedir que las celulasas accedan a la superficie de algunas zonas de la celulosa.
(Nustracion basada en imagen de Jagrgensen y col. (2007). Enzimas derivadas de la base de
datos: Protein Data Bank (2024)

Este cActel enzimético, junto con otras enzimas accesorias y proteinas, como las
polisacarido-monooxigenasas 0 monooxigenasa liticas de polisacaridos que act(an
estimulando la actividad celulolitica de las celobiohidrolasas, son necesarios para
hidrolizar el polimero, crear nuevos sitios accesibles, eliminar obstaculos (lignina unida
a celulosa) y aliviar la inhibicion por producto y la inactivacion de enzimas (Eriksson y
col., 2002; Véaljamae y col., 2003; Guo y col., 2023).

Un aspecto a tener en cuenta durante la hidrdlisis enzimatica de la celulosa es la
presencia de hemicelulosas en el material pretratado como puede observarse en la Figura
1.10. El polimero de hemicelulosa se encuentra envolviendo a la celulosa, por lo que la

hidrolisis de las hemicelulosas también resulta fundamental para facilitar el acceso de las
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celulasas. La hidrolisis enzimatica de las hemicelulosas requiere de un sistema
enzimatico mas complejo debido a su naturaleza mas variable (Shallom y Shoham,
2003). En la Tabla 1.4 se encuentran reflejadas algunas de las enzimas hemiceluloliticas

mas comUnmente empleadas para hidrolizar este polimero.

Tabla 1.4. Enzimas implicadas en la degradacion de diferentes cadenas y grupos laterales de la
hemicelulosa

NUmero

Enzima EC Enlace diana o actividad
Endo-1,4-B-D-xilanasa 3.2.18 Enlace B-1,4 interno de la cadena de xilano
B-D-xilosidasa 32137 Enlace -1,4 de inooIi_gosacéridc_)s desde el

extremo no reductor, liberando xilosa
Endo-1,4-B-D-mananasa 3.2.1.78  Enlace -1,4 interno en manano
1,4-p-D-manosidasa 3.2.1.25 Enlace B-1,4 de manooligosacaridos en manosa
Residuos terminales de a-D-galactosa no
a-D-galactosidasa 3.2.1.22  reductores en a-D-galactosidos, incluidos
oligosacaridos de galactosa y galactomananos
o-L-arabinofuranosidasa 32155 Residuos terminales de a—!_—f’alrf’albinofuranésido
no reductores en a-L-arabindsidos
321131 Enlace (1—»2)—(_x—D_—(4—O—metiI) glucuronosilo
a-glucuronidasa en la cadena principal de xilanos; actua sobre o-
3.2.1.139 L
D-glucuronosido de D-glucuronato
Acetil xilano esterasa 3.1.1.72  Desacetilacion de xilanos y xilooligosacaridos
Grupo 4 — hidroxi — 3 — metoxicinamoilo
Feruloil esterasa 3.1.1.73  (feruloilo) de un azucar esterificado, que suele

ser arabinosa en sustratos "naturales"

Referencias: Carbohydrate Active Enzymes database (CAZy, 2024);(Shallom y Shoham, 2003;
Jagrgensen y col., 2007; Drulay col., 2022).

1.5. Produccion de otros compuestos de interés. Carotenoides

Aparte de lipidos neutros, algunas cepas de levaduras oleaginosas son capaces de
sintetizar otros compuestos celulares valiosos, como los terpenos o carotenoides. Los
carotenoides han sido reconocidos en todo el mundo como aditivos alimentarios y
suplementos nutricionales gracias a sus utiles funcionalidades bioldgicas. Algunos
carotenoides como el f-caroteno actian como antioxidantes en el cuerpo para proteger
células, tejidos y organos del efecto dafiino de los radicales libres, que pueden contribuir
a la aparicion de enfermedades cardiacas, cancer, etc. (Tang y col., 2019). Debido en
gran medida al uso creciente de carotenoides naturales como colorantes alimentarios y

suplementos nutracéuticos, se espera que el mercado de carotenoides crezca a 2 mil
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millones de dolares para el aio 2026, representando el B-caroteno alrededor del 32 % de
este mercado. El mercado mundial de B-caroteno en 2022 alcanzé los $575 millones y se
preve que supere los $850 millones para 2032, segun el informe de investigacion de
Global Market Insight (2023).

En la actualidad, los carotenoides se obtienen industrialmente por extraccion de
materiales vegetales, biosintesis de base microbiana y por sintesis quimica. Méas del 90 %
del caroteno comercial se produce mediante sintesis quimica, proceso que ha sido
criticado por la toxicidad de los reactivos utilizados y la formacion de subproductos no
deseados. Ademas, debido a la creciente demanda de productos naturales por parte de los
consumidores, estan surgiendo nuevas investigaciones que pretenden proponer diferentes
formas de obtener este tipo de productos (Lopes da Silva y col., 2023). Los bio-procesos
que utilizan células microbianas como biocatalizadores son un enfoque excelente para
este proposito, ya que la produccidn de carotenoides a base de levadura roja o rosa es una
fuente natural. En este contexto, las levaduras de los género Rhodotorula,
Rhodosporidium o Sporobolomyces presentan la capacidad de producir carotenoides
como P-caroteno, y-caroteno, toruleno y torularodina, lipidos neutros (TAGS) y un
extenso perfil de acidos grasos debido a la metabolizacion de diferentes sustratos
(Frengova y Beshkova, 2009). Passarinho y col. (2020), con la levadura R. toruloides
NCYC 921 para la coproduccion de acidos grasos y carotenoides, demostraron como, a
través de un proceso secuencial de saponificacion y extraccion liquido-liquido, pueden
extraerse simultdneamente y separarse los carotenoides (lipidos insaponificables) de los
lipidos saponificables como los TAGs. Los autores obtuvieron rendimientos de
recuperacion del 91% vy 85,2% para acidos grasos Yy carotenoides totales,

respectivamente.

Asi pues, las levaduras oleaginosas pueden ser consideradas prometedoras
fabricas celulares para la coproduccion de diferentes productos de interés industrial,
pudiendo explotarse en diversos procesos como el de produccion de aceite microbiano y
carotenoides mediante la valorizacién de subproductos o residuos agroindustriales como

fuentes de carbono (Villegas-Méndez y col., 2023).
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1.6. La modificacion genética como herramienta para la mejora de levaduras

oleaginosas

El uso de levaduras no convencionales como factorias celulares en procesos de
bioconversion en biorrefinerias es un método alternativo y prometedor para generar
bioenergia, diferentes productos de interés y/o biocombustibles. Entre eéstas, las
levaduras oleaginosas se consideran una alternativa atractiva para la producciéon de aceite
microbiano para su aplicacion como biocombustible, asi como para generar otros
productos de valor como pigmentos o acidos organicos. Sin embargo, la utilizacién de
cepas silvestres aun presenta limitaciones y desafios que superar, sobre todo en cuanto a
la fermentacion industrial se refiere. Entre estas dificultades pueden encontrarse los
requerimientos o condiciones de cultivo que son necesarios para alcanzar buenos
rendimientos de lipidos y un crecimiento dptimo de la biomasa celular, como son la
relacién C/N (o de otros nutrientes), la fuente de nitrégeno, el pH o la concentracion de

oxigeno disuelto en el medio, entre otros.

La modificacion genética como herramienta para la mejora de levaduras
oleaginosas es una opcion prometedora y de gran interés para superar los inconvenientes
del escalado del bio-proceso y mejorar el rendimiento de este en la industria.
Generalmente, con la modificacion genética de levaduras oleaginosas se puede aumentar
el rendimiento de lipidos aproximadamente en un 15-45 % e incluso hasta en un 400 %
(Robles-Iglesias y col., 2023). La ingenieria genética y metabodlica pueden contribuir a
la mejora de los cultivos en biorreactores industriales, de los rendimientos y/o de las tasas
de produccion, aunque se necesita seguir trabajando en adquirir conocimientos base
sobre el genoma y el metabolismo de estas levaduras para poder aplicar estas
herramientas de modificacion de una forma eficiente como ocurre en otros organismos
modelos como S. cerevisiae o Escherichia coli (Lobs y col., 2017; Navarrete y Martinez,
2020).

En este contexto, entre las herramientas mas novedosas de edicion genética se
encuentra la tecnologia CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats en inglés) multiplexada (Mendoza-Téllez y col., 2023). En esta tecnologia se
expresan varios ARN guias (ARNg: acido ribonucleico guia) o enzimas Cas (CRISPR

associated protein en inglés) a la vez, activandose y reprimiéndose simultaneamente
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varios genes, facilitandose las aplicaciones eficaces en biologia sintética e ingenieria
genética y metabdlica, mejorando en gran medida el alcance y la eficiencia de la edicion
genética y la regulacion transcripcional en levaduras no convencionales (McCarty y col.,
2020). Schwartz y col. (2018) estudiaron un sistema de activacion CRISPR/Cas para
activar y sobreexpresar genes nativos de Y. lipolytica que permiten el crecimiento en
carbohidratos derivados de la biomasa lignoceluldsica como la celobiosa; obteniendo un
metabolismo mas robusto al activar conjuntamente diferentes genes de B-glucosidasa

para poder crecer usando como unica fuente de carbono el disacarido mencionado.

Y. lipolytica, a pesar de clasificarse en algunos estudios como levadura no
convencional, es una levadura oleaginosa muy estudiada para la acumulacion de lipidos
intracelulares, la produccion de acidos orgéanicos y proteinas heter6logas y el crecimiento
en sustratos hidrofébicos como acidos grasos o alcanos. EI genoma de esta levadura esta
secuenciado en su totalidad y se han desarrollado numerosas herramientas de
modificacion genética y de biologia sintética disefiadas y aplicadas para este
microorganismo de manera eficiente para producir y secretar diferentes compuestos de
intereés (Park y Ledesma-Amaro, 2023). Ademas, se esta usando en ingenieria metabdlica
como organismo receptor para la produccion de lipidos “inusuales” que son aquellos de
cadena muy larga o corta y con numeros impares, conjugados y poliinsaturados y con
diferencias en el tipo de grupo funcional comparado con los lipidos habituales
encontrados en la naturaleza, despertando un gran interés en diversas industrias por sus

aplicaciones y valor econdmico (Park y Nicaud, 2020).

Sin embargo, ademas de en la levadura Y. lipolytica, las herramientas de edicion
genética y estrategias de ingenieria metabdlica se estan aplicando y estudiando en una
gran variedad de levaduras no convencionales como Trichosporon oleaginosus,
R. toruloides, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus o Pichia kudriavzevii,
para solventar los problemas encontrados en los procesos biotecnoldgicos que se escalan
o aplican en biorrefinerias usando estas levaduras como “fabricas celulares”, para
potenciar algunas de las propiedades que presentan de forma innata o para producir
novedosos compuestos de gran valor en el mercado (Gonzéalez y col., 2020a; Navarrete
y col., 2020; Rajkumar y Morrissey, 2020; Navarrete y col., 2022; Chu y col., 2023).
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Por ejemplo, Lyu y col. (2021) sobreexpresaron genes responsables de la
degradacion de compuestos fenolicos para potenciar la robustez y resistencia de la
levadura roja R. toruloides frente a posibles compuestos inhibidores presentes en el
medio de cultivo. Estos autores lograron un 30 % de mejora en el crecimiento de esta
levadura cultivandola en hidrolizados concentrados derivados de biomasa
lignoceluldsica, mejorando también la acumulacion de lipidos en un 25 %. Por otro lado,
Strucko y col. (2021) trabajaron en un nuevo método CRISPR/Cas basado en plasmidos
para la edicién genética eficiente de la levadura halotolerante D. hansenii, cuya
disponibilidad de técnicas moleculares eficientes descritas era limitada, consiguiendo
desarrollar herramientas de edicion eficaces que incluso podrian adaptarse a otras

levaduras no convencionales
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Justificacion y Objetivos

El trabajo de esta Tesis Doctoral se enmarca en las actividades de investigacion
de la Unidad de Biocarburantes del CIEMAT (Centro de Investigaciones Energéticas,
Medioambientales y Tecnoldgicas), concretamente en los proyectos de investigacion
nacionales denominados: ACMIBIO (Aceites microbianos para la produccion de
biocarburantes avanzados: utilizacion de carboxilatos y azlcares como moléculas
plataforma) y BIOMIO (Conversion de bio-residuos en aceites microbianos para la
produccion de biocombustibles) de los Programas Estatales de 1+D+i orientados a los
Retos de la Sociedad (Retos Investigacion).

2.1. Justificacion

La globalizacion y la industrializacion masiva sumada al crecimiento
demogréafico (en 2050 se estima una poblacion mundial de 9700 millones segun Naciones
Unidas (2023)), han conducido al aumento de las necesidades y actividades dentro del
sector energético y de transporte. Por lo tanto, uno de los focos de interés dentro de estos
sectores para hacer frente al incremento de la demanda energética es el de los

combustibles producidos a partir de biomasa renovable, los biocombustibles.

Este tipo de energia renovable encaja en el marco de las nuevas politicas
emergentes de energia sobre uso de fuentes renovables que garanticen el desarrollo y
seguridad energética. Ademas, hace frente a los problemas actuales del uso de las
reservas finitas de combustibles fosiles, cuya combustion genera una creciente emision
de contaminantes y aumento de los gases de efecto invernadero (Antoni y col., 2007;
Demirbas, 2009).

Asimismo, el aumento de la poblacién mundial esta llevando al agotamiento de
recursos de manera insostenible debido al incremento de necesidades bésicas y al
desarrollo social y tecnoldgico actual. Todos estos factores, ademas de agotar recursos,
también traen consigo la generacion de toneladas de residuos que generan numerosos

impactos negativos y gastos econdmicos en su gestion y eliminacion.

Por estas razones expuestas, este trabajo se centra en la generacion de moléculas
base para destinar a la produccion de biocombustibles avanzados a partir de

I) microorganismos y ii) residuos.

~49 ~



Justificacion y Objetivos

i) Se ha aprovechado el potencial biotecnolégico de levaduras oleaginosas para
acumular lipidos intracelulares en forma de lipidos neutros o triacilglicéridos (TAGS), a
partir de los cuales se puede obtener biodiésel compatible con los motores diésel de
combustion interna actuales, pudiendo incluirse en mezclas con diésel y producirse a
partir de recursos renovables locales (Bharathiraja y col., 2017; Nifio-Villalobos y col.,
2020).

ii) El biodiésel, definido segin la multinacional energética y petroquimica
espafiola, Repsol (2024), es “un combustible de origen natural, renovable vy
biodegradable, cuyo uso permite reducir las emisiones de gases de escape, ya que se
produce a partir de materia organica, fundamentalmente aceites vegetales o grasas
animales”. Sin embargo, para evitar conflictos éticos y de lucha por recursos debido al
destino de cultivos vegetales o cultivos alimentarios para la produccion de
biocombustibles, en este trabajo se han usado como materias primas residuos biolégicos,
que ademéas de volver a la cadena de produccion y valorizarse resultan ser mas

econdmicos.
2.2. Objetivos

El objetivo general de la investigacion desarrollada ha sido la produccion de
aceite microbiano junto con otros productos de alto valor afadido, incluyendo
principalmente compuestos carotenoides para conseguir aumentar la rentabilidad del
proceso final, usando materias primas residuales. Para ello se ha llevado a cabo el
crecimiento de levaduras oleaginosas en medios azucarados procedentes de residuos
agricolas de cultivos en invernaderos y residuos de naturaleza lignocelulésica y/o ricos
en celulosa de origen urbano. Se han empleado diferentes estrategias de cultivo a escala
laboratorio usando biorreactores y medios de crecimiento tanto de composicion definida
como derivados de residuos. De esta forma, se ha perseguido el disefio de un bio-proceso
mas sostenible y atractivo a nivel industrial, con el uso de materias primas econdmicas,
la valorizacion de residuos, la produccién de compuestos de alto valor afiadido en el

mercado como los carotenoides y la produccidn de aceite microbiano para su conversién
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en biocombustibles avanzados, entre otras aplicaciones. La Figura 2.1 muestra de forma

resumida las etapas del bio-proceso planteado en esta Tesis.

—[ Materia prima }

* Residuos biologicos como materias primas econdmicas

« Residuos agricolas derivados de cultivos en invernadero (destrios) y
residuos lignocelulésicos (poda urbana) y celuldsicos (papel no
reciclado de la fraccion orgéanica) urbanos

—[ Plataforma azucarada }

« Azlcares como molécula plataforma del proceso

» Plataforma de azUcares fermentables derivados de los residuos
biol6gicos empleados como materias primas

y 1
Conversion
ul J

« AzUcares como fuente de carbono del metabolismo celular

« Empleo de medios ricos azucarados derivados de residuos biol6gicos
en el cultivo de levaduras oleaginosas para producir triacilglicéridos
(TAGS) y otros compuestos como terpenos

—[ Moléculas base o precursores }

+ Obtencion de moléculas base o intermediarios de un proceso final
« Obtencién de acidos grasos en forma de TAGs como building blocks
de biodiésel, para generar bioenergia y/o bio-productos, entre otros
compuestos como terpenos (carotenoides)

Figura 2.1. Etapas resumidas del proceso planteado en este estudio
Para mayor detalle se enumeran a continuacidon los principales objetivos

especificos planteados en el Plan de Investigacion y alcanzados en esta Tesis Doctoral:

1. Establecer las condiciones Optimas de aprovechamiento de los carbohidratos
presentes en la materia prima empleada en los bio-procesos como son los residuos

agricolas y los residuos lignoceluldsicos y celulésicos urbanos.

2. Establecer las condiciones de operacion dptimas para la produccién de aceite

microbiano en forma de TAGs y otros productos a partir de azucares utilizando levaduras
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no convencionales como Cryptococcus curvatus, Rhodosporidium toruloides y Yarrowia

lipolytica y diferentes estrategias de cultivo.

3. Desarrollar un esquema de conversion adecuado de azucares a aceite
microbiano utilizando levaduras oleaginosas y estudiar las mejoras futuras del proceso,
usando ensayos modelo y herramientas de analisis tecno-econdmico para conocer la
rentabilidad del proceso a escala industrial, flujos de materia y energia, costes y

beneficios.

4. Estudiar el cultivo de levaduras modificadas genéticamente usando medios de
crecimiento derivados de residuos; con el fin de desarrollar un proceso donde el coste de
la materia prima sea bajo pero los rendimientos alcanzados en cuanto a produccion sean

mas elevados que los logrados usando cepas silvestres.
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Materiales y Métodos

3.1. Materia prima

En el desarrollo de las actividades descritas en este estudio se utilizaron diferentes
residuos organicos como materias primas para la produccién de aceite microbiano en
forma de triacilglicéridos (TAGS) y otros productos de interés. Entre estos residuos se
podian encontrar diversos destrios derivados de la agricultura intensiva bajo invernadero,
suministrados por la empresa Albaida Residuos S.L. de Almeria, residuos
lignoceluldsicos municipales (RLM) procedentes de la poda urbana de diferentes areas
de Madrid, suministrados por la Planta de Compostaje de Migas Calientes, y residuos
celulosicos de rechazo (RCR) —incluyendo papel no reciclado encontrado en los residuos
s6lidos urbanos (RSU)-, suministrado por el gestor de residuos del Area Metropolitana
de Barcelona (AMB).

Teniendo en cuenta la composicion de estos residuos se consideraron como
fuentes potenciales de carbono y de otros nutrientes, por lo tanto, se emplearon como
materias primas en los ensayos con levaduras reflejados en apartados posteriores
(apartados 3.4.1 — 3.4.3).

3.1.1. Tipologias de residuos
i) Residuos agricolas procedentes de cultivos en invernaderos - Destrios

Dentro del sector hortofruticola, el concepto de destrio hace referencia a las frutas
y verduras que se descartan para su comercializacion por no cumplir los estdndares de
calidad establecidos para ello. Tamafio, aspecto, contaminacién causada por otros
organismos o dafios por fendmenos climatologicos, como granizo, son las propiedades
que conforman estos estandares de calidad y determinan la viabilidad del producto. En
este estudio se han caracterizado y empleado como materias primas destrios de tomate,
pimiento, sandia, pepino y berenjena. La Figura 3.1-A recoge varios de estos residuos.
Para los ensayos se han considerado tanto el residuo procedente de un unico cultivo, asi
como las mezclas de destrios, simulando el modo de operacion de una futura

biorrefineria.
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ii) Residuos lignocelulésicos municipales (RLM) - Poda urbana

Residuos lignoceluldsicos procedentes de la poda de arboles de parques, jardines,
avenidas y areas urbanas afines, como el olmo (Ulmus pumila) y el platano de sombra o
de paseo (Platanus x hispanica), han sido tratados para aprovechar los azucares que los
componen como fuentes de carbono. La Figura 3.1-B recoge un tipo de poda urbana tras
molerse para ser pretratada. La fraccion final que se usara como medio de cultivo a partir
de esta materia prima es el hidrolizado enzimético procedente de poda pretratada,
nombrado en este estudio como HPO.

iii) Residuos celulosicos de rechazo (RCR)- Papel no reciclado

Residuos de papel, de celulosa, procedentes de la recogida no selectiva en la
fraccion organica de los residuos sélidos urbanos (RSU), han sido tratados para obtener
medios de cultivo ricos en los azucares que los conforman. Este papel de rechazo,
desechado en la basura, no es apto para su conversion a un nuevo producto tras su
descarte, de forma que no puede ser valorizado como ocurre con el papel reciclado
(Figura 3.1-C). La fraccidn final que se usard como medio de cultivo a partir de esta
materia prima es el hidrolizado enzimatico procedente de papel pretratado, nombrado en

este trabajo como HPA.

_‘! ~ L >
Figura 3.1. A) Mezcla de destrios de berenjena, pepino y tomate. B) Poda urbana molida. C)
Papel no reciclado en la fraccion organica de los RSU mezclados con otros residuos.

3.2. Azacares como molécula plataforma del proceso

Los diferentes residuos empleados como materias primas son ricos en
carbohidratos de interés para usar como fuentes de carbono, ademas de aportar otros
nutrientes y elementos necesarios para el metabolismo y crecimiento de los

microorganismos de estudio. El primer paso consistio en hacer disponibles los
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carbohidratos complejos, transformandolos en carbohidratos simples, para la correcta

asimilacion de éstos por parte de las levaduras.
3.2.1. Tratamiento de los destrios

La obtencidon de un medio apto para el cultivo de las levaduras a partir de los
destrios requirio del procesado de esta materia prima (Figura 3.2). En primer lugar, se
procedié a una etapa de troceado y triturado con una licuadora industrial Danamix
TR/bM-330 (SAMMIC; Azkoitia, Espafia). Tras esta fase de homogeneizacion, se llevo
a cabo un proceso de centrifugacion para separar la fraccion liquida (FL) de la fraccion
solida. Para ello se empled una centrifuga tipo cesta RTL2BD (COMTEIFA; Barcelona,
Espafia) con bolsa filtrante de liquido con distinta gama de porosidad de 1 a 200 um
(eleccion de poro segun tipo de materia prima) y unas condiciones de centrifugacion de
3000 rpm durante 15 min.

Finalmente, tras obtener las dos fracciones se determiné su composicion de
acuerdo con el procedimiento descrito en los apartados 3.6.1. y 3.6.3. lgualmente, una
parte de la biomasa residual inicial fue analizada segln el apartado 3.3. De esta forma es
posible conocer el potencial como materia prima que tiene este tipo de residuo,
determinando el balance de materia completo, aunque finalmente de los destrios sélo la
fraccion liquida rica en azucares fue la empleada en los ensayos de la presente Tesis.

La fraccion liquida obtenida tras este proceso (Figura 3.2) fue empleada como
medio de cultivo directamente tras su esterilizacion mediante filtracion (Nalgene Rapid
Flow® 0,22 um) sin la adicion de ningun nutriente externo. Se evitd el proceso de
esterilizacion por autoclave para evitar la posible pérdida de los azucares presentes,
evitando reacciones indeseables como las reacciones de Maillard (Hill y Patton, 1947)
(reaccidn entre carbonilos y aminas), impidiendo asi la transformacion de los azucares
en otros compuestos que podrian no ser asimilables por las levaduras e incluso podrian

descomponerse en otras especies quimicas inhibidoras del crecimiento celular.
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Figura 3.2. Resumen del proceso de obtencion de medio de cultivo a partir de destrios

3.2.2. Pretratamientos de los RLM y RCR

i) RLM — poda urbana

La ruptura de la estructura de la lignocelulosa que conforma los RLM es
fundamental para permitir que las enzimas hidroliticas (celulasas y hemicelulasas) tengan
acceso a los carbohidratos que componen la biomasa lignocelulésica y asi generar

azUcares monomeéricos fermentables.

El pretratamiento seleccionado para esta materia prima fue el pretratamiento de
explosién con vapor (EV) basada en la tecnologia Mansonite propuesta en 1926 por W.
H. Mason aplicada a la fabricacion de tableros de compresion de fibra (Wany col., 2022).
Este pretratamiento se llevo a cabo en una unidad piloto que opera en discontinuo, la cual
forma parte de una instalacién situada en el CIEMAT (Madrid). Las condiciones de
pretratamiento de este residuo lignoceluldsico fueron seleccionadas en base a estudios

previos realizados en la Unidad de Biocarburantes del CIEMAT (Negro y col., 2020).
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La unidad de EV consta de un reactor de 2 L, un generador que suministra vapor
saturado al interior del reactor y un ciclon de descarga (Figura 3.3). EI RLM se impregné
durante aproximadamente 20 h en 40 mg de acido sulfdrico/g RLM. La solucion que se
utilizo6 para impregnar la biomasa fue H2SO4 al 0,5 % (v/v). Pasado este tiempo, la
biomasa se cargd en el reactor y se sometié a condiciones controladas de temperatura,
tiempo de residencia y presion (dependiente esta Gltima de la temperatura a alcanzar). La
temperatura seleccionada fue de 195 °C, 11,5 bares de presion aproximadamente y un
tiempo de residencia de 10 min. Tras alcanzar la temperatura y pasado el tiempo de
residencia establecido, se produjo una rapida despresurizacion mediante la apertura de la
valvula inferior, recogiéndose el material pretratado (slurry) en el ciclon de descarga.

Reactor 2L

Materia prima: Podaurbana
molida

(}reﬁerador i : .
Materia prima: Poda pretratada
porEV

de Vapor

Figura 3.3. Unidad de EV y sus componentes principales (izq.). Tras el pretratamiento se
observa el cambio de estructura que sufre la materia prima residual (Ej.: Poda urbana) (dcha.).

Después de realizar el pretratamiento de EV, el slurry fue sometido a una
filtracién a vacio, separandose en una fraccion sélida y en una fraccion liquida. La FL se
recolecto y el residuo solido fue lavado con agua. El residuo sélido insoluble (RSI) se
caracteriz6 en cuanto a su composicion en componentes estructurales mayoritarios,
siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.3. En la fraccion liquida obtenida del
slurry se analizaron los azucares y los compuestos de degradacion presentes en dicha

fraccion, siguiendo las metodologias detalladas en los apartados 3.6.1 y 3.6.3.
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i) RCR — papel de la fraccion organica

En cuanto al RCR, fue sometido a un pretratamiento menos severo que el RLM.
El tratamiento se llevo a cabo a temperatura ambiente, a pH 5, ajustado con H2SOg4, en
presencia de un tensoactivo no ionico (Tween 20, 2,5 mL/100 g RCR) durante 4 h. De
esta forma se trato este residuo antes de llevar a cabo la hidrolisis enzimatica, haciendo
mas disponible, tras el pretratamiento, la estructura de la celulosa en el RSI frente a las

enzimas y eliminando posibles sustancias inhibidoras o toxicas como las tintas.
3.2.3. Hidrdlisis enzimatica de los RSI de los RLM y RCR

El RSI, procedente del pretratamiento de los RLM y de los RCR, se sometid a
hidrdlisis enzimética (HE) para obtener azlcares fermentables (Figura 3.4). La HE se
realizd en un biorreactor de tambor de 15 L (Infors-HT Terrafors, Suiza) a 50 °C y pH 5
(tampon citrato de sodio 0,05 M para los RLM y tampon acetato 0,1 M para los RCR)
durante 72 h. La hidrdlisis se realiz6 con una concentracion de sustrato del 15 % (p/p),
con 0,025 mL/g de sustrato de Tween 20 (TW00200250, Scharlab), utilizando una
mezcla comercial de enzimas (SAE0020-Sigma Aldrich) a 60 mg de proteina/g glucano.
Esta mezcla enzimatica contiene actividades celulasas, B-glucosidasas y hemicelulasas,

entre otras.

Tras la hidrolisis, se procedié a la separacion del hidrolizado enzimatico para
obtener la fraccion liquida a usar como medio de cultivo mediante centrifugacion y

filtracion.
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Hidrolisis
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Figura 3.4. Proceso de HE para obtener medios de cultivos apropiados a partir de RLM y RCR
pretratados.

3.3. Caracterizacion de la materia prima

El andlisis de los componentes estructurales mayoritarios se realizo tanto en las
materias primas como en los solidos insolubles obtenidos tras el pretratamiento, segin
los procedimientos establecidos en los métodos analiticos estandar (Laboratory
Analytical Procedure (LAP)) desarrollados por el National Renewable Energy
Laboratory de EE.UU. (NREL) y adaptados en el laboratorio de la Unidad de
Biocarburantes Avanzados y Bioproductos del CIEMAT. Estos protocolos permiten
determinar los porcentajes relativos a los diferentes componentes mayoritarios:
extractivos, carbohidratos estructurales, lignina (en el caso de biomasa lignocelul6sica)

y cenizas.

En el esquema recogido en la Figura 3.5 se muestran todos los procedimientos
Ilevados a cabo para determinar la composicion de la materia prima. En primer lugar, se
determiné la humedad y el contenido en cenizas totales de la materia prima (Sluiter y
col., 2008b) (procedimiento del NREL/TP-510-42622). A continuacion, para determinar
el contenido en extractivos fue necesaria una doble extraccion con agua y etanol (Sluiter
y col., 2008d) (procedimiento del NREL /TP-510-42619). El contenido en carbohidratos
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del material s6lido extraido insoluble se determind a través de una correlacién de los

mondmeros obtenidos tras una hidrélisis con acido sulfurico en dos fases:

e La primera fase consistio en una hidrolisis con acido sulfarico concentrado al
72 % (p/p) (30 °C durante 30 min).

e Lasegunda fase se llevo a cabo con &cido sulfarico diluido al 4 % (p/p) (121 °C
durante 1 h).

Tras la hidrolisis, se llevé a cabo una filtracion a vacio del material resultante y
de la fraccion liquida se determinaron el contenido en solido &cido soluble por
espectrofotometria de UV a 205 nm y los aztcares monoméricos por HPLC/IR (High
Performance Liquid Chromatography — detector indice de Refraccion) (apartado 3.6.1.).
En el caso de la biomasa lignocelul6sica (poda urbana), para determinar las fracciones
de celulosa y hemicelulosa se asumio que toda la glucosa procedia del homopolimero de
celulosa y la xilosa, arabinosa, galactosa y manosa procedian del heteropolimero de
hemicelulosa. Se aplicd un factor de correccion de 1,1 para las hexosas y 1,13 para las
pentosas hidrolizadas teniendo en cuenta la estequiometria de las reacciones de hidrélisis.
En el residuo solido insoluble que se generd tras la hidrdlisis &cida se determind el
contenido en lignina y en cenizas acido-insolubles a través de gravimetria y calcinacion
respectivamente (Sluiter y col., 2008a; Sluiter y col., 2008c) (procedimiento del
NREL/TP-510-42627 y NREL/TP-510-42618).

Igualmente, se analizé la composicion en azlcares y la composicion en productos
de degradacion de la fraccién liquida obtenida tras pretratar el RLM por EV. Se tomaron
varias alicuotas de esta FL. Por una parte, se determind la concentracion de azucares
monomeéricos presentes mediante HPLC. Por otra parte, para determinar la concentracion
de azucares totales se llevo a cabo una hidrolisis con acido sulfurico al 4 % (v/v) durante
30 min a 121 °C. Teniendo en cuenta la diferencia entre la concentracion de azlcares
totales y la de azticares monoméricos antes de la hidrolisis &cida, se puede calcular la
concentracion de azucares en forma oligomérica de la fraccién liquida. El contenido de
acidos organicos y fenoles de esta fraccion también fue analizado por HPLC (véase
apartado 3.6.3.).
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Figura 3.5. Proceso general para determinar la composicion de la materia prima. La lignina
acido soluble e insloluble se determina en el caso de las materias primas de naturaleza
lignocelulésica.

3.4. Levaduras oleaginosas

Las levaduras oleaginosas recogidas en la Tabla 3.1 fueron los microorganismos
de estudio seleccionados para la produccién de aceite microbiano en forma de TAGS, asi

como otros compuestos de interés.
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Tabla 3.1. Especies de estudio y procedencia

Primera fase de estudio

Especie

Coleccion

Cryptococcus curvatus CL6032

Biobanco Nacional del Instituto de Salud
Carlos 111 (ISCIII), Espafa

Yarrowia lipolytica CECT1240

Coleccion Espariola de Cultivos Tipo

Lipomyces lipofer NRRL-Y-11555

Agricultural Research Service Culture
Collection (Northern Regional Research
Laboratory)

Rhodosporidium toruloides C4

Laboratorio Instituto Cubano de
Investigaciones de los Derivados de la Cafia de
Azlcar (ICIDCA)

Segunda fase de estudio

Especie

Coleccion

Cryptococcus curvatus
(Cutaneotrichosporon curvatum) NRRL-
Y-1511

Agricultural Research Service Culture
Collection (Northern Regional Research
Laboratory)

Rhodosporidium (Rhodotorula)
toruloides ATCC 204091

American Type Culture Collection

Tercera fase de estudio — Levaduras Modificadas Genéticamente

Especie

Coleccion

Yarrowia lipolytica S114 (produccién
B - caroteno)

Imperial College London e INRAE

Yarrowia lipolytica S2542 (produccion
violaceina)

Imperial College London e INRAE

Yarrowia lipolytica PHS32 (produccion
indigoidina)

Departamento de Bioingenieria -Imperial
College London
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En una primera etapa, las especies Cryptococcus curvatus CL6032, Yarrowia
lipolytica CECT1240, Lipomyces lipofer NRRL-Y-11555 y Rhodosporidium toruloides

C4 fueron estudiadas en medio sintético para examinar la acumulacion de TAGs.

En primer lugar, las células se cultivaron en medio YPD (Yeast extract-Peptone-
Dextrose) (20 g/L de glucosa, 20 g/L de peptona y 20 g/L de extracto de levadura) para
la activacion del metabolismo y crecimiento celular. Tras 24 h de pre-cultivo, se
prepararon los indculos para estudiar estas levaduras en biorreactores bajo condiciones
de cultivo en batch. Para ello, un volumen de células determinado (segln el requerido
para inocular a una DO concreta, detallada mas adelante segun la especie estudiada) se
centrifugd a 3000 g durante 5 min. Tras este paso, el sobrenadante fue retirado y las
células fueron lavadas con agua destilada estéril dos veces. A continuacion, el sedimento
celular se diluy6 con agua destilada estéril para obtener el inéculo final.

Se ha trabajado con dos tipos de medio definido para desencadenar la
acumulacion lipidica. EI medio nombrado como MLO (Medio de Levaduras
Oleaginosas) (Li y col., 2007b; Anschau y col., 2014; Chang y col., 2015) tenia la
siguiente composicion: 50 g/L de glucosa, 1 g/L de peptona y 1 g/L de extracto de
levadura, 1,5 g/L de MgSQ4-7H20, 11,4 g/L NaoHPO4-2H,0 y 3,4 g/L de acido citrico.
El otro medio YNB (Yeast-Nitrogen-Base) presentaba la siguiente composicion: 50 g/L
de glucosa, 2 g/L de peptona, 1 g/L de extracto de levadura y 1,7 g/L de YNB sin
aminoéacidos y sin sulfato de amonio (YNB composicion por litro: 1 g de fosfato de
potasio, 0,5 g de sulfato de magnesio, 0,1 g de cloruro de sodio, 0,1 g de cloruro de
calcio, 0,5 mg de acido bdrico, 0,04 mg de sulfato de cobre, 0,1 mg de yoduro de potasio,
0,2 mg de cloruro férrico, 0,4 mg de sulfato de manganeso, 0,2 mg molibdato de sodio y

0,4 mg de sulfato de zinc).

Las condiciones seleccionadas de temperatura y pH (determinadas en estudios
previos en la Unidad de Biocarburantes del CIEMAT) fueron 28,0+0,1°C y
pH 6,0 £ 0,1 (el pH se mantuvo con HCI 2 M y KOH 2 M). En la aireacion del medio,
necesaria para el crecimiento de estas levaduras, se usé un flujo de aire constante de
1 vvm (mL de aire por mL de medio por min) y una agitacion variable de 500-1500 rpm
para mantener el oxigeno disuelto en una concentracion superior al 20 % v/iv de

saturacion de aire. Estos ensayos se llevaron a cabo en biorreactores Biostat B-Plus
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(Sartorius; Gottingen, Alemania) de 1 L con 450 mL de medio, utilizando ademas una
solucion antiespumante al 2 % (v/v) (Antifoam 289, Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt,
Alemania) segun fuera necesario para evitar la formacion de espuma (se afiadieron 4 mL

antes de la inoculacion).

Se tomaron muestras periodicamente para analizar azUcares y concentracion de
biomasa celular como se recoge en el apartado de determinaciones analiticas (apartado
3.6). Al final del ensayo, las células se recogieron por centrifugacion, se lavaron con agua
y se congelaron previamente a su liofilizacion (Telstar LyoQuest, Espafia) para
someterlas a los procesos de extraccion y andlisis de lipidos totales y acidos grasos

derivados de TAGs como se muestra en apartados posteriores (apartados 3.6.4. y 3.6.5.).

Tras ensayos en medio sintético, se siguieron estudiando las levaduras
oleaginosas cultivandolas en los medios derivados de los residuos seleccionados en la
presente Tesis y variando las estrategias de cultivo (apartado 3.5). En las siguientes
etapas, se trabajaron con las especies mencionadas en la Tabla 3.1 de la segunda fase de
estudio, Cryptococcus curvatus (Cutaneotrichosporon curvatum) NRRL-Y-1511 y
Rhodosporidium (Rhodotorula) toruloides ATCC 204091, ademas de continuar los
ensayos con la levadura seleccionada de la primera fase (C. curvatus CL6032). En los
ensayos finales, se incorporaron nuevas cepas de la especie Yarrowia lipolyitica
modificadas genéticamente procedentes del Departamento de Bioingenieria del Imperial
College London y obtenidas en colaboracion con la Université Paris-Saclay, INRAE,
AgroParisTech, Micalis Institute (Tabla 3.1).

Para la propagacion de los microorganismos y llevar a cabo los preindculos se
fijaron las siguientes condiciones: 20-50 mL de medio YPD en matraces Erlenmeyer de
100-250 mL con deflectores laterales a 26-28 °C (dependiendo del microorganismo) y
180 rpm.

En los siguientes apartados (3.4.1. — 3.4.3.) se sefialan las especies finales
seleccionadas para los estudios en medios reales derivados de las materias primas

reflejadas en este trabajo (destrios, RLM y RCR).
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3.4.1. Cryptococcus curvatus

La produccién de aceite microbiano en C. curvatus CL6032 se evalud en
biorreactores de capacidad 1L Biostat B-Plus (Sartorius; Gottingen, Alemania),
utilizando un volumen de trabajo inicial de 450 mL de las correspondientes fracciones
liquidas y las mismas condiciones que las fijadas en medio sintético. Estas fracciones
estudiadas procedian del destrio de tomate, pimiento y sandia. Las células se inocularon
con una densidad Optica inicial (DO a 600 nm) de 1 y se cultivaron siguiendo una
estrategia de tipo alimentacion por pulsos (fed-batch) (apartado 3.5.2) durante 168 —
192 h, momento en que se observo el agotamiento de las fuentes de carbono o una
concentracion de glucosa por debajo de 10 g/L. Se tomaron muestras periédicamente
para analizar azUcares y concentracion de biomasa celular como se recoge en el apartado

de determinaciones analiticas.

Se evalud el crecimiento y la produccion de lipidos en biorreactores con
diferentes relaciones C/N iniciales de 15, 30 y 50 con el fin de maximizar la acumulacion
lipidica intracelular. En este contexto, las fracciones liquidas se utilizaron directamente
(C/N 15) y mezcladas en proporcion 1:1 (C/N 30) o 1:2 (C/N 50) con una solucion de
azlcar que contenia fructosa, glucosa y sacarosa en concentraciones conocidas y
simulando las de los medios reales, para mantener las concentraciones iniciales de
azucares medidas en cada medio derivado de los residuos. En los cultivos con relaciones
C/N iniciales de 30 y 50, siguiendo una estrategia fed-batch, un Gnico pulso de glucosa
fue incorporado al medio a diferencia del cultivo con relacion C/N inicial de 15 que

recibio dos.

Se disefid la estrategia con un solo pulso en las fracciones derivadas de destrios
que previamente habian sido mezcladas con soluciones azucaradas en proporcion 1:1 o
1:2 como se menciond anteriormente. En los cultivos donde se empled el medio derivado
de los residuos directos (sin mezclar con solucion azucarada) se disefi0 la estrategia con
dos pulsos para conseguir una acumulacion lipidica mayor que con un solo pulso, ya que
se parti6 de una relacién C/N inicial menor. Los pulsos afiadidos en la estrategia de
cultivo para renovar la fuente de carbono fueron soluciones de glucosa concentrada de
forma que en el medio se alcanzara una concentracion de 30-50 g/L de este azucar tras

el pulso.
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3.4.2. Rhodosporidium toruloides

La produccién de aceite microbiano y carotenoides en Rhodosporidium
(Rhodotorula) toruloides ATCC 204091 se evalud en biorreactores de capacidad 0,5 L
(MiniBio Applikon® Biotechnology), utilizando un volumen de trabajo inicial de
250 mL de las correspondientes fracciones liquidas del destrio de pimiento (materia
prima seleccionada de los ensayos previos) esterilizadas por filtracion. Los ensayos se
realizaron a 30,0 £ 0,1 °C, siendo el resto de las condiciones iguales a las de los cultivos
con C. curvatus. En este caso se afiadieron 2 mL de una solucion antiespumante al 2 %
(v/v) (Antifoam 289, Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Alemania) antes de la

inoculacion.

Las células se inocularon con una densidad éptica inicial (DO a 600 nm) de 0,6 y
se cultivaron siguiendo estrategias de tipo alimentacion por pulsos, A) fed-batch, y
estrategias de tipo B) batch en dos etapas (apartados 3.5.2 y 3.5.3). Se tomaron muestras
periddicamente para analizar azUcares y concentracion de biomasa celular (apartados
3.6.1y3.6.2).

1) En las estrategias fed-batch de estos ensayos los pulsos de glucosa fueron
sustituidos por pulsos de HPO y de HPA concentrados. Se concentraron de
forma que en el medio se aportarse aproximadamente 50 g/L de azucar tras el
pulso.

2) La estrategia de tipo batch en dos etapas consistid en un biorreactor con el
medio derivado de la fraccion soluble de destrio de pimiento como medio de
crecimiento y otro con el medio de HPO o de HPA como medio de
acumulacién de TAGs. El estudio de acumulacion lipidica se hizo sobre las
células crecidas en el segundo biorreactor.

3.4.3. Yarrowia lipolytica

La produccion de los pigmentos B-caroteno, violaceina e indigoidina en
Y. lipolytica S144, S2542 y PHS32, respectivamente, se evalud en cultivos en placas
multipocillos para cultivos celulares de 48 pocillos utilizando un volumen de trabajo
inicial de 2 mL de las correspondientes fracciones liquidas. Los ensayos se realizaron en
agitadores a 30 °C a 700 rpm y sin control de pH (partiendo de pH iniciales de 4,8-5,2,

dependiendo del medio) durante 72 h. Las células se inocularon con una densidad dptica
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inicial (DO a 600 nm) de 0,8 y se cultivaron siguiendo una estrategia de tipo batch
(apartado 3.5.1.).

Las fracciones liquidas empleadas fueron las de pimiento de destrio, las de mezcla
de destrios de berenjena, tomate y pepino y las de HPO. Se emplearon medios de control
que simulaban las concentraciones y composicion de los medios reales respecto a

azUcares, nitrogeno y acido citrico.

Ademas, estos ensayos se realizaron en medio derivado del pimiento de destrio
replicando las mismas condiciones de cultivo anteriormente sefialadas en este apartado,
pero a mayor volumen de medio. Los cultivos se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer
de 50 mL sin hendiduras y de 500 mL con hendiduras utilizando un volumen de trabajo
inicial de las correspondientes fracciones liquidas de 20 mL, para estudiar la cepa
productora de B-caroteno y violaceina, y de 200 mL para estudiar la cepa productora de

[-caroteno.
3.5. Estrategias de cultivo
3.5.1. Batch

La estrategia batch o cultivo en discontinuo consistié en un modo de cultivo
donde las levaduras se cultivaron sin incorporacién de nuevos nutrientes durante la
fermentacion, tratandose de un proceso sin intervencion externa tras iniciarse. Desde el
inicio las levaduras permanecieron en el mismo medio sin alimentacion en el tiempo, sin
retirada de medio y sin cambio de biorreactor. Solo se tomaron periddicamente

volimenes de muestra del cultivo para llevar un control de éste (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Estrategia batch. Levaduras crecidas en un medio de cultivo sin aporte externo de
nueva fuente de carbono ni cambio a otro medio fresco

3.5.2. Fed-batch

La estrategia fed-batch o cultivo alimentado de forma discontinua consistio en la
introduccion del sustrato limitante en forma concentrada en el biorreactor. Para ello,
dependiendo del ensayo, se emplearon pulsos de glucosa comercial, pulsos de HPO
concentrado o pulsos de HPA concentrado. Estos medios se suministraron por inyeccion,
tras previamente retirar el mismo volumen de cultivo que el introducido en los pulsos de
nutrientes (Figura 3.7). Para concentrar los pulsos de HPO y de HPA se us6 un

evaporador rotatorio (Heidolph, Alemania).

Pulso de glucosa o de Medio de "Acumulacién
Medio de crecimiento HPO / HPA lipidica" (Cultivo +
concentrados Pulso)

Figura 3.7. Estrategia fed-batch. Primera fase: Levaduras crecidas en medio de cultivo rico en
azUcares y otros nutrientes. Segunda fase: Incorporacion de pulso azucarado tras el
agotamiento de las fuentes de carbono (disminucion de otras fuentes de nutrientes esenciales
como el nitrégeno). Tercera fase: Levaduras crecidas en un medio con una relaciéon C/N mayor,
mas propenso para desencadenar la acumulacion de TAGs.
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3.5.3. Batch en dos etapas

La estrategia batch en dos etapas o cultivo en discontinuo en dos etapas consistio
en una primera fase de cultivo de las células en un biorreactor con un medio de
crecimiento bajo condiciones estériles. Tras el consumo total de las fuentes de carbono
de este primer medio y la produccion de biomasa celular, se pasé a una segunda etapa
donde se inocularon todas las células a un segundo biorreactor con un medio mas

apropiado para la acumulacion de aceite microbiano (Figura 3.8).

Biomasa celular transferida
Medio de crecimiento del primer biorreactor al
segundo

Medio de "Acumulacion
lipidica" (C/N mayor)

"
= )

Figura 3.8. Estrategia batch en dos etapas. Primera fase: Levaduras crecidas en medio de
cultivo rico en azlcares y otros nutrientes. Segunda fase: Tras el agotamiento de las fuentes de
carbono, recoleccion de la biomasa celular crecida en el primer biorreactor. Tercera fase:
Inoculacion de la biomasa recolectada en un segundo biorreactor con medio de HPO o de HPA
como medio de acumulacién de TAGs.

3.6. Determinaciones analiticas

3.6.1. Determinacion de azUcares y nitrogeno

Las concentraciones de azucares de los medios de cultivo, antes y durante las
fermentaciones, asi como los posibles metabolitos secretados al medio (manitol), se
determinaron por analisis cromatogréfico utilizando un equipo HPLC Waters Alliance
2695, con detector de indice de refraccion (detector 2414), equipado con una columna
cromatografica Carbo Sep CHO 782 (Transgenomic, Nebraska, USA) a una temperatura
de 70 °C. Como fase movil se empled agua ultrapura desgasificada con un flujo de
0,5 mL/min.
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Las concentraciones de nitrogeno de los medios sintéticos, de los medios
derivados de los residuos de estudio y de los sobrenadantes se analizaron por el método
Kjeldahl usando un sistema Kjeldahl MultiKjel K-365 con valorador potenciométrico
Metrohm ECO (Blchi Labortechnik, Suiza).

3.6.2. Determinacion del crecimiento celular
1) Peso seco celular

Se determind el peso seco de la biomasa celular para conocer el crecimiento de
las levaduras en los ensayos. La cuantificacion del peso de células secas se determind
utilizando 2 mL de muestra. Las células se centrifugaron a 16000 g durante 10 min; el
sedimento celular se lavé con agua destilada y, tras resuspender, las células se filtraron a
través de una membrana de nitrocelulosa de 0,22 um (Merck Millipore) previamente
pesada. Posteriormente, las células se secaron en estufa a 50 °C durante 24 h, se pesaron
después de 30 min en un desecador, y se mantuvo esta etapa final hasta obtener un peso
constante. El peso se obtuvo de la diferencia de peso entre el filtro con las células vy el

filtro vacio considerando el volumen de levaduras filtrado.
ii) Densidad optica

El crecimiento de la levadura también se determind mediante la medida de la
densidad Optica en un espectrofotdmetro. La absorbancia de los cultivos de levaduras se
midi6 a 600 nm utilizando espectrofotometros UV/Vis (Biochrom Anthos Zenyth 200 y
WPA Biowave).

iii) Viabilidad celular

El nimero de células totales y viables junto con el porcentaje de viabilidad se
determinaron utilizando un analizador de viabilidad celular (Vi-CELL XR, Beckman

Coulter).
3.6.3. Determinacion de acidos y fenoles o compuestos de degradacion
La presencia de compuestos aromaticos (fundamentalmente fenoles) y otros

compuestos de degradacion (furanos) de las fracciones obtenidas tras los pretratamientos
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y las fracciones liquidas finales se determind por cromatografia liquida utilizando un
equipo de HPLC (Agilent Technologies California, EE. UU) cuyo detector (1050
Photodiode-Array Agilent-serie-1200) permite obtener para cada pico cromatografico el
espectro completo de absorcién ultravioleta. De esta forma, se puede realizar el analisis
cuantitativo de cada compuesto. La separacion de los compuestos tuvo lugar a 65 °C en
una columna ICSep COREGEL87H3 (Transgenomic, Nebraska, EE. UU.). La fase
movil en modo isocratico consistié en un 89 % de acido sulfurico (0,005 M) y un 11 %

de acetonitrilo a un flujo de 0,7 mL/min.

La concentracion de &cidos en las fracciones liquidas se determind también por
HPLC (Waters Corporation, Massachusetts, EE. UU.), usando un detector de indice de
refraccion (Waters 2414). La separacién de los &cidos tuvo lugar en una columna ICSep
COREGEL-87H3 (Transgenomic, Nebraska, EE. UU) operando a 65 °C, cuya fase

movil consistio en acido sulfarico (0,005 M) con un flujo de 0,6 mL/min.
3.6.4. Determinacién de lipidos totales

El contenido de lipidos totales se determind por método gravimétrico siguiendo
el método descrito por (Sha, 2013) con ciertas modificaciones como se detalla a
continuacion. Entre 70-80 mg de células liofilizadas se mezclaron con 3,2 mL de HCI
4 My se incubaron en un bafio a 55 °C durante 2 h para la lisis celular. Tras este periodo,
se afiadieron a las células 8 mL de una solucién 2:1 (v/v) cloroformo:metanol y se
continud con la incubacion en bafio a 20 °C durante 3 h para proceder a la extraccion de
lipidos. Después de la etapa de incubacion, la solucién se transfirié a un tubo de vidrio
para centrifugar a 2000 g durante 15 min usando un rotor basculante para facilitar la
obtencion de diferentes fases entre las que se encontrara la fase organica de cloroformo
con los lipidos disueltos. La fase inferior donde se recogen los lipidos se recuperd en un
nuevo tubo de vidrio previamente pesado. A la fase acuosa restante se le afiadié 4 mL de
cloroformo y se volvid a centrifugar para asegurar la extraccion completa de todos los
lipidos presentes en la solucion con restos celulares. La fase organica generada se
trasvaso al tubo de vidrio donde previamente se habia recuperado el cloroformo con
lipidos de la primera centrifugacion. Tras esto, el cloroformo se evapord bajo nitrégeno
en un evaporador TurboVap LV (Zymark, Hopkinton, MA, USA). Los tubos con los

lipidos se pesaron de nuevo para calcular el contenido de lipidos final acumulado por las
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células. Los tubos se incubaron en una estufa de vacio (Heraeus Instruments, Bélgica) a
40 °C hasta obtener peso constante. El contenido lipidico resultante se determiné como
g de lipidos por 100 g de célula liofilizada o seca. El rendimiento de lipidos se calculd
en funcion de este contenido y su relacién con la cantidad de azucares totales consumidos

por las levaduras (g de lipidos/g de aztcares consumidos).
3.6.5. Determinacion del perfil de acidos grasos

El perfil de acidos grasos almacenados en forma de triacilglicéridos se determind
por cromatografia de gases siguiendo el método descrito por Van Wychen y col. (2016)
(procedimiento del NREL/TP-5100-60958). EI método consta de un proceso de
transesterificacion de los acidos grasos presentes en las levaduras liofilizadas (5-10 mg)
para determinar el contenido total de estos en forma de ésteres metilicos de acidos grasos.
Para ello, las células se trataron con soluciones HCIl:metanol (HCI 0,6 M [2,1% v/v] en
metanol) y cloroformo:metanol (2:1, v/v) para la lisis celular y la extracciéon de los
lipidos, los cuales finalmente se extrajeron de la fase de metanol con hexano, dejando
atrds compuestos polares como el glicerol formado tras la transesterificacion. Para el
analisis de los &cidos grasos obtenidos se emple6 un cromatdgrafo de gases 7890A de
Agilent (California, EE. UU.), equipado con un detector de ionizacién de llama y un
inyector con division (modo “split” 1/20), y una columna capilar de polisiloxano de
Agilent DB-23 (longitud 30 m y 25 mm de didmetro interno). El inyector y el detector
operaron a 250 °C y 280 °C, respectivamente. Se utiliz6 como patrén interno una
solucion de 10 mg/mL del éster metilico del &cido tridecanoico (C13:0ME) para
cuantificar el contenido total de ésteres metilicos de acidos grasos y para conocer el perfil
lipidico se utiliz6 un patron mezcla de calibracion de acidos grasos C8:0-C24:0.

3.6.6. Tincion con rojo de Nilo

Otro procedimiento de estudio de acumulacion de lipidos para visualizar el
almacenamiento en cuanto a localizacion celular y tiempo de cultivo fue el de la
deteccidn de fluorescencia por microscopia usando el tinte fluorescente Rojo de Nilo. El
protocolo consistid en preparar una solucion de Rojo de Nilo (Invitrogen™ Rojo Nilo
N1142) de 60 pg/mL en acetona a partir de una solucion madre de 2 mg/mL. Por otro
lado, se prepard un tampdn fosfato salino (PBS) 1x con NasPOs -12 H20 23,2 mM, NaCl
137 mM y KCI 2,7 mM en agua destilada a pH 7,4 y esterilizado por filtracion o
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autoclave, el cual finalmente se utiliz6 en otra solucion DMSO (dimetilsulfoxido):PBS
(1:1). Para la tincidn, se utilizaron 250 pL de suspension de células, 25 uL de la solucion
DMSO:PBS (1:1) y 5 pg/mL de la solucion de Rojo Nilo en acetona. Las muestras se
incubaron en oscuridad durante 5 min a temperatura ambiente. A continuacion, las
células tefiidas se recogieron por centrifugacion (500 g, 4 min) y se lavaron dos veces
con PBS. Tras este paso, las células se resuspendieron en 100 pL de formalina 10 % (v/v)
y se incubaron en oscuridad durante 15 min a temperatura ambiente. Las células fijadas
y tefiidas se centrifugaron durante 2 min a 500 g, se lavaron dos con PBS 1x y se
resuspendieron en una gota (20 uL) de SlowFade™ (Invitrogen S36917), para evitar el

“fotoblanqueamiento” del Rojo de Nilo.

Las células (5-10 uL) se visualizaron con un microscopio invertido de
fluorescencia (Olympus CKX53 equipado con cdmara digital Olympus DP32, Tokio,
Japdn) con excitacion azul/verde usando como longitud de onda de excitacién 488 nmy

como longitud de onda de emisién 509 nm.
3.6.7. Determinacién de carotenoides totales

La determinacion de carotenoides totales se llevé a cabo adaptando el protocolo
descrito por Moliné y col. (2012) sobre produccion de los carotenoides torularodina,
toruleno y B-caroteno en levaduras del género Rhodotorula. Entre 35-40 mg de células
liofilizadas se resuspendieron en 1 mL de (DMSOQO)/BHT (butilhidroxitolueno; 2,6-
bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol) 0,05 % (p/v) y se incubaron en un bafio de agua a 55 °C
durante 1 h. Tras este periodo, la mezcla se centrifugd a 3000 g durante 5 min y se
recolecto el sobrenadante. Se repitid la incorporacién de 1 mL de DMSO a las células y,
tras otra hora de incubacion, se recolecto el sobrenadante de nuevo tras centrifugar la
mezcla. A continuacion, se afiadio al sedimento celular 1 mL de acetona y se agit6
vigorosamente durante 1 min. La mezcla se centrifug6 a 3000 g durante 5 min y se junto
la fraccion de acetona con el sobrenadante previamente recolectado con DMSO. Este
paso se repiti6 hasta obtener un sedimento celular sin coloracion aparente. Al
sobrenadante obtenido se le afiadieron 2 mL de hexano y 0,5 mL de una solucién saturada
de NaCl (20%) a 5 °C, se mezclo vigorosamente durante 15 s y se centrifugo a 3000 g
durante 10 min a5 °C. La fase organica obtenida conteniendo los pigmentos se recolectd

en un nuevo tubo. Se incorporaron 5 mL de agua destilada a 5 °C y se mezcl6 en vortex
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durante 30s. Se centrifugd nuevamente a 3000 g durante 10 min y se recolectd el
sobrenadante. El hexano se evaporo bajo corriente de nitrégeno usando un evaporador
TurboVap LV. Finalmente los pigmentos se resuspendieron en 1 mL de etanol/0,05%
BHT para su cuantificacion en un espectrofotometro UV-Visible (Biochrom Anthos
Zenyth 200). La absorbancia se midié a 450 nm y la concentracion se calculé mediante

una curva patron de p-caroteno en etanol (rango 0,5-10 mg/mL).
3.6.8. Determinacidn del perfil de compuestos carotenoides

El perfil de compuestos carotenoides se determind y cuantifico por HPLC
(Agilent 1260 Infinity 1l - (Agilent Technologies California, EE. UU.) con un detector
de matriz de fotodiodos utilizando un gradiente de dos soluciones (solucion A,
metanol:solucién acuosa de &cido propanoico 0,001 M y tetrabutilamonio 0,001 M,
80:20; y solucion B, acetona:metanol a una proporcién 60:40) y una columna Infinity
Lab Poroshell 120 EC-C18: 4 um, 250 x 4,6 mm. El gradiente se llevd a cabo de un
100 % de solucién A a un 100 % de solucion B durante 30 min, manteniendo un flujo
constante de 0,8 mL/min. La elucién se mantuvo con un 100% de Solucién B durante 3
min més. El cambio de Solucion B a Solucion A entre muestras se llevé a cabo en 10
min de manera progresiva. Se utilizé una curva de calibracion obtenida con -caroteno
en etanol para determinar la cantidad de cada carotenoide a partir del area del pico
detectado a 450 nm. Se identificaron los carotenoides por tiempo de retencion y

absorbancia espectral.
3.6.9. Determinacion del -caroteno

La extraccion de este pigmento en la levadura Y. lipolytica modificada
genéticamente se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito a continuacion. A partir de
del cultivo de la levadura tras 72 h, se tomd 1 mL y se centrifug6 a 3000 g durante 1 min.
Tras descartar el sobrenadante el sedimento celular obtenido se tratd con 500 mg de
cuentas de vidrio de 0,5 mm con 1 mL de dodecano en un homogeneizador (Benchmark
Scientific, NI, United States) usando 1 ciclo de 60 s a 6000 rpm. Los ciclos en el
homogeneizador con la adicion de dodecano fueron repetidos hasta obtener un sedimento
celular sin color. La mezcla se centrifugé a 3000 g durante 2 min y los carotenoides

totales en la fase de dodecano se cuantificaron por espectrofotometria a 453 nm. La
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concentracion total se estimd usando una curva patron de B-caroteno puro con un rango

lineal entre 1 y 6 mg/L de B-caroteno en dodecano.
3.6.10. Determinacion de la violaceina

La extraccion de este pigmento en la levadura Y. lipolytica modificada
genéticamente se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito a continuacion. A partir de
del cultivo de la levadura tras 72 h, se tom6 1 mL y se centrifug6 a 3000 g durante 3 min
descartando el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 0,4 mL de agua destilada
y 0,4 mL de metanol. A continuacion, se llevd a un homogeneizador (Benchmark
Scientific, NI, United States) con 500 mg de cuentas de vidrio de 0,5 mm y se operé a
8000 rpm realizando 3 ciclos de 1 min con 30 s de parada entre ciclos. Tras esto, se
centrifugd a 3000 g durante 3 min recolectando el sobrenadante. Este proceso se repitio
hasta obtener un sedimento incoloro. Tras la extraccion completa del pigmento se midid
la absorbancia a 577 nm en un espectrofotometro usando una curva patrén con un rango

lineal entre 1 y 10 mg/L de violaceina en metanol y agua destilada (1:1).
3.6.11. Determinacidn de la indigoidina (indigo)

La extraccion de este pigmento en la levadura Y. lipolytica modificada
genéticamente se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito a continuacion. A partir de
del cultivo de la levadura tras 72 h, se tom6 1 mL y se centrifug6 a 3000 g durante 1 min.
El sedimento celular se lavo con agua destilada. Se le afiadieron 500 mg de cuentas de
vidrio (425-600 pm) junto con 1 mL de DMSO/2 % Tween 20 y todo se tratd en un
homogeneizador a 8000 rpm, durante 5 ciclos de 1 min con 15 s de pausa. Tras esto, el
sobrenadante se recolectd y se repitieron los pasos en el homogeneizador con la adicion
al sedimento celular de DMSO mas Tween 20 hasta obtener un sedimento incoloro. Tras
la extraccion completa se midio la absorbancia del sobrenadante a 612 nm y se cuantificd
usando una curva patrén con un rango lineal entre 1 y 12,5 mg/L de indigoidina en
DMSO.
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3.6.12. Determinacion de la actividad de la enzima manitol deshidrogenasa en

C. curvatus

La determinacion de la actividad enzimética de la enzima manitol deshidrogenasa
(Mtdh) de la levadura C. curvatus se llevé a cabo a través del procedimiento que se
describe a continuacion. Se recolectaron células crecidas en un cultivo en biorreactor
mediante centrifugacién a 3000 g durante 5 min, cuando la concentracion de manitol
estaba por encima de 10 g/L. Las células se lavaron dos veces con tampon clorhidrato de
trietanolamina 0,1 M (Tris-HCI) (pH 7,5) y se lisaron con 500 mg de cuentas de vidrio
(425-600 pum) en 0,5 mL de tampon de lisis (Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5), MgCl22 mM,
ditiotreitol 1 mM y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM) en un homogeneizador
(FastPrep-24, MP Biomedicals, France) aplicando 5 ciclos de 1 min a 8000 rpm y con
descansos de 2min en hielo. Tras esto, las células lisadas se descartaron por
centrifugacion a 16000 g a 4 °C durante 20 min. El sobrenadante conteniendo las
proteinas se recolectd y almaceno a -20 °C para los ensayos de actividad enzimatica.
Previamente al ensayo de actividad, la concentracién de proteina se cuantifico por
espectrofotometria mediante el método del &cido bicinconinico (BCA Protein Assay Kit-
Reducing Agent Compatible from Pierce® - Thermofisher, Massachusetts, EE. UU.).

La actividad de la Mtdh se determind en direccion oxidativa y reductiva a 25 °C.
La reacciéon de oxidacion de NADH/NADPH a NAD*/NAPD" y la de reduccion de
NAD*/NAPD* a NADH/NADPH se analizaron en presencia de fructosa y manitol,
respectivamente (Figura 3.9). La reaccidn de oxidacion de NADPH se observé midiendo
la absorbancia a 340 nm, usando Tris-HCI 50 mM (pH 8,5), NADPH 0,2 mM y 25 pL
del extracto de proteina (1,4 g/L de proteina total cuantificada). La reaccion se
desencadeno por la adicion de fructosa con una concentracion final de 200 mM. La
reaccion de reduccion de NADP* se llevé a cabo midiendo la absorbancia a 340 nm,
usando Tris-HCI 50 mM (pH 10), NADP" 1 mM vy 25 uL del extracto de proteina
(1,4 g/L de proteina total cuantificada). La reaccion se desencadend por la adicion de

manitol con una concentracion final de 50 mM.
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NADPH NADP*

Fructosa < > Manitol

Figura 3.9. Determinacion de la actividad de la enzima Mtdh bidireccionalmente, empleando
como sustratos fructosa y NADPH (fructosa se reduce a manitol usando NADPH) o Manitol y
NADP™ (manitol se oxida a fructosa interviniendo NADP™).

3.6.13. Calculo del numero de cetano (CetN)

En este estudio se ha calculado el nimero de cetano (CetN), una de las
propiedades que presentan los combustibles, usada como indicador para conocer la
calidad de ignicién. De este modo, puede conocerse si el perfil de acidos grasos
acumulados por las levaduras oleaginosas y la concentracion/proporcidn de estos aceites
son adecuados para producir un biocombustible de calidad al destinarse los TAGs a la

produccion de biodiésel.

Para este calculo se necesitan conocer los siguientes parametros (Patel y col.,
2017):

e Valor de saponificacion (VS): cantidad de KOH en mg necesaria para
saponificar un g de aceite en unas condiciones especificas y para medir el
peso molecular o la longitud de la cadena de los acidos grasos (mg KOH/g
aceite).

e Indice de yodo (1Y): cantidad de I, en mg que es consumida por 100 g de
sustrato en una reaccion quimica (mg 12/100 g).

o Porcentaje de cada componente de &cido graso (%AC)
o Masa molecular de cada componente de acido graso (M)
o Numero de dobles enlaces (DE)

Las formulas a seguir se recogen a continuacion (Patel y col., 2017):

o CetN = 46,3 + 5458/V/S — (0,255*1Y)
o VS =560*(%AC)/M
o 1Y = 254*DE*(%AC)/M
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Otra opcion mas simplificada, basada en un andlisis de regresion usando 4cidos
grasos puros para establecer una relacion entre el CetN y la composicion de acidos
grasos, es la desarrollada por (Bamgboye y Hansen, 2008). Estos autores desarrollaron
en su estudio una ecuacion 1) que relaciona el CetN con el porcentaje de composicion de
acidos grasos del biodiésel. La ecuacion inicial es la siguiente:

1) CetN =K + axy + bxz + cx3 + dxa + exs + fXs +gX7 + hxg
Donde: K, a, b, ¢, d, e, f, g, h son constantes que se determinaron en el analisis de

regresion y Xi...xs son los % de composicion de acidos grasos.

Una vez dado el valor a las constantes de la primera ecuacion 1), usando los
coeficientes obtenidos en la regresion lineal, consiguieron la ecuacion definitiva 2) para

poder calcular el CetN usando solo los porcentajes de acidos grasos obtenidos:

2) CetN =61,1+0,088x,+ 0,133%3+ 0,152X4- 0,101xs - 0,039x¢ - 0,243x7-0,395Xs

Donde: x2, X3 y X4 son &cidos grasos saturados (miristico, palmitico y esteérico,
respectivamente) y Xs, Xs, X7, Y Xs Son acidos grasos insaturados (palmitoleico, oleico,
linoleico y linolénico, respectivamente). Observandose de la ecuacién 2) que los
coeficientes para acidos grasos saturados son positivos y aumentan con el nimero de
carbonos (aumento del CetN con aumento en la composicion de &cidos grasos saturados).
Sin embargo, los coeficientes para &cidos grasos insaturados son negativos, aumentando
con el nimero de carbonos (disminucion del CetN con el aumento en la composicion de

acidos grasos insaturados).

Los diferentes valores de CetN alcanzados en esta tesis fueron calculados
aplicando tanto las ecuaciones propuestas en el estudio de Patel y col. (2017) como las

de Bamgboye y Hansen (2008), obteniéndose resultados equivalentes.
3.7. Anélisis tecno-econémico

El modelado de una planta de procesamiento a partir de datos experimentales se
ha llevado a cabo con el software de simulacion de procesos denominado ASPEN plus®
(Advanced System for Process ENgineering en inglés), el cual simula procesos de
industrias de quimicos a granel, productos quimicos de especialidad y farmacéutica. Esta

herramienta permite la optimizacion de las cantidades de material procesado, la calidad
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del producto y el uso de energia en operaciones por lote, continuas y combinadas
(AspenTech, 2024).

Una parte de los datos experimentales resultantes de este estudio se utilizd6 como
base para estudiar la viabilidad econdémica del sistema de produccion de aceite
microbiano en forma de TAGs empleando residuos como materias primas y levaduras

oleaginosas para producir el compuesto de interés.

Este software se basa en la simulacion de procesos mediante la utilizacion de
diagramas de flujo que modelan cuantitativamente el comportamiento real de una planta
de procesamiento quimico, fisico o fisico-quimico, desde la materia prima hasta la
obtencion del producto final, incluyendo etapas de pretratamiento y postratamiento,
ademas del proceso central; contando con bancos de datos de componentes, biblioteca de
modelos de funcionamiento de unidades, datos termodinamicos veraces y modelos de

equipos y condiciones operativas usados en plantas industriales (Al-Malah, 2022).

Los pasos de los tratamientos o transformaciones dadas se visualizan en el
diagrama de flujo como componentes que se transportan de una unidad (bloque) a otra
mediante flujos de proceso. El proceso se describe utilizando relaciones de ingenieria
bésicas, resumidas en la Figura 3.10, de las cuales derivan las ecuaciones y variables con
las que trabaja la herramienta informatica (Al-Malah, 2022).
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Equilibro de ecuaciones de
propiedades
termodindmicas extensas:
masa, energia, mol

Relaciones
Restricciones fisicas ( \ termondinamicas para
impuestas al propio Proceso medios reactivos y no
proceso especificado o reactivos: quili_brio de
descrito a partir de fases/quimico
una representacion
matematica
L equivalente p
Estequiometria de Correlaciones para
reaccion y datos transferencia de
cinéticos calor, masa, etc.

Figura 3.10. Relaciones, datos y aspectos a tener en cuenta en la representacion del proceso en
forma de ecuaciones matematicas y variables para el modelado de una planta de procesamiento
quimico usando Aspen Plus®.
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Resultados y Discusion

4.1. Seleccidn de residuos agricolas y urbanos

Con el objetivo de seleccionar una materia prima adecuada para el cultivo de
levaduras que utilicen azicares como moléculas plataforma en un proceso de obtencién
de aceite microbiano, se estudiaron diferentes residuos del sector agricola y urbano en la

Unidad de Biocarburantes Avanzados y Bioproductos del CIEMAT.

Por un lado, se estudiaron qué cultivos hortofruticolas generaban mayor
produccion (toneladas) a nivel nacional y por lo tanto también mayor volumen de
residuos. Igualmente, se analizd la composicion de éstos para determinar cuéles eran los

mas adecuados para usar como materia prima rica en azucares.

Se seleccionaron el tomate, el pimiento y la sandia ya que dentro del sector
hortofruticola de Espafia son los cultivos que presentan una mayor produccién, segun
datos proporcionados por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA),
el cual recoge cada afio la produccion de frutas y hortalizas en Espafia en un “Resumen
nacional de superficie, rendimientos y produccion” recogido en la Tabla 4.1. En esta
tabla, se puede observar gque el tomate es el cultivo de fruto que mas toneladas genera y

el cultivo que mas superficie ocupa en el pais, seguido del pimiento y de la sandia.

En cuanto a la produccion de residuos, Duque-Acevedo y col. (2020) estimaron
que la produccion de residuos por cultivo, utilizando el tomate como caso de estudio,
asciende al 38 % de la produccion anual considerando restos de planta y destrios. En
Espafia, con una produccién media anual de tomate de 4,7 millones de toneladas, se
generan, por tanto, en torno a 1,8 millones de toneladas al afio de este cultivo, de los
cuales, los destrios suponen 1,2 millones de toneladas (25 % de la produccion). Los
cultivos de pimiento y de sandia generan por su parte en torno a las 350.000 y 300.000
toneladas de destrio al afio, respectivamente, segun los promedios de produccion de la
Tabla 4.1.

~85 ~



Resultados y Discusion

Tabla 4.1. Superficie, rendimiento y produccion de cultivos de tomate, pimiento y sandia en
Espafia (2018 — 2021).

Superficie (hectareas) Rendimiento (kg/ha)
Cultivos Regadio Regadio Produccion
Secano  Aire . Total | Secano  Aire . (toneladas)
. Protegido . Protegido
libre libre
Tga%te 330 36428 19370 56.128 7.771 79.113 97.270  4.768.595
Tg(r;‘l%te 308 38619 18.010 56.937 7.902 85388 94421  5.000.559
ng;%te 315 38150 17.003 55.468 8250 70.962 94284  4.312.895
ng;‘ite 318  39.462 16.326 56.106 7.819 82324 92.075  4.754.380
Media 4.709.107
produccion
P'%‘igto 147 6792 13460 20399 6.603 36.379 76.053  1.271.721
P';‘gigto 157 6586  14.486 21.229 6.342 39.539 78539  1.399.192
P'g"o'ggto 143 6.162 15282 21.587 6505 36.687 81.295  1.469.969
P'%‘g;‘to 128 5902 16.040 22.070 7.060 36.095 80.689  1.508.168
Media 1.412.263
produccion
Sandia
5018 301 11726 8374 20401 11.940 56.436 50.997  1.092.401
Sggféa 414 12169 8876 21459 8140 57.665 55.768  1.200.093
Sgggc')a 351 12214 9052 21.617 7.959 58477 57.205  1.234.850
Sandia
o 403 12793 10.790 23986 9.492 59559 57.136  1.382.278
Media 1.227.406
produccion

(Fuente: MAPA (2024). Superficies de cultivos y producciones - Hortalizas: Resumen nacional de
superficie, rendimientos y produccion, 2018-2021).

Ademas de los residuos hortofruticolas, en la presente Tesis también se tuvo en
cuenta la utilizacion de residuos urbanos para su valorizacion en el marco de produccion
de aceite microbiano. A este respecto, se seleccionaron residuos de biomasa
lignocelulésica procedente de la poda urbana y residuos de papel no reciclado derivado
de los residuos solidos urbanos (RSU). Estos residuos se seleccionaron atendiendo a
diferentes criterios, incluyendo la composicion, la localizacion, la disponibilidad, el
impacto positivo de la valorizacion del residuo sobre diferentes sectores y el volumen
generado, entre otros aspectos. Segun el Instituto Nacional de Estadistica, en el afio 2021

se generaron en Espafia en torno a 1.490.000 toneladas de residuos de papel y carton y
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mas de 1.500.000 toneladas de residuos vegetales, teniéndose en cuenta también los
residuos de madera (INE, 2024).

4.2. Composicion de la materia prima. Residuos agricolas y urbanos

Los resultados de la caracterizacion de las materias primas derivadas de residuos
estudiadas en este trabajo se recogen en la Tabla 4.2. Se ha analizado la composicion de
los destrios de tomate, pimiento, sandia y mezclas de estos (tomate, berenjena y pepino),
junto con los residuos lignoceluldsicos municipales (RLM) vy residuos celulésicos de
rechazo (RCR), siguiendo los procedimientos indicados en la Seccion 3.3 de Materiales
y Meétodos. Se determinaron extractivos, sélidos acido insoluble, cenizas totales,
monosacaridos, disacaridos, polisacaridos (glucano, hemicelulosa), entre otros

componentes.

Tabla 4.2. Composicion de los residuos usados como materias primas

Componente Residuos agricolas (Destrios) Residuos urbanos
(9/100 g materia
seca) Tomate Pimiento Sandia Mezcla RLM RCR
Extractivos 69,2 614 67.6 72.8 74 <0,01
Totales
Extractivos 33+10 3,6+0,1 0,8+0,6 1,740,0 19401  <0,01
organicos
Extractivos | g5 9,45 578:12  668+43 71,1421 | 5504 <001
acuosos
Glucosa | 17,643,0 18,1+05 13,9404  17,3+1,8 08+01 <001
Fructosa | 23,7#2,0 285+0,0 29,1+08  153+22 <001  <0,01
Sacarosa | 0,3+0,0 22+0,1  18,0+1,0 <0,01 <001  <0,01
Galactosa | 0,3t0,1  0,620,0 0,30,0 1,30,1 <001  <0,01
Xilosa | 0,300  0,4+0,1 0,30,0 0,30,1 <001  <0,01
Arabinosa | 0,1#0,1  0,2+0,0 0,30,0 0,5+0,0 <001  <0,01
Manosa | 0,520,1  0,7+0,0 0,240,0 0,30,0 <001  <0,01
Glucano 8,0+0,1 56012 10,1200 7,9+08 34,7#1,3 53,108
Hemicelulosa* 46400 5,3+0,1 6,020,2 4,240,3 18,7403 13,620,1
Solido acido 03+08 17,105 52409 3,504 26,400 12,620,6
insoluble
Cenizas Totales 6,940,1 55+0,1 5,5+0,4 9,2+0,0 15+00 9,8+0,0
Grupos acetilos <0,01 <0,01 <0,01 0,3+0,0 4,1+0,1 0,4£0,0

*Xilano + Galactano + Arabinano +Manano

~87 ~



Resultados y Discusion

De acuerdo con el analisis de composicion de la materia prima, los destrios
presentaron un alto porcentaje de extractivos acuosos, aproximadamente entre 58 y 71 %
(dependiendo del residuo), de los cuales una gran parte son azlcares altamente
aprovechables por microorganismos como glucosa y fructosa. El destrio de pimiento
presentd como azlcares mayoritarios la glucosa, fructosa y sacarosa con un contenido de
18,1, 28,5y 2,2 g de azucar sobre 100 g de biomasa seca, respectivamente. El destrio de
sandia presentd un contenido mayor de azucares con un total de 13,9, 29,1y 18,0 g de
glucosa, fructosa y sacarosa, respectivamente, sobre 100 g de biomasa seca. El destrio de
tomate y la mezcla de destrios presentaron un contenido mas bajo de azucares en relacion
con su peso seco. No obstante, los extractos en fase acuosa mostraron una concentracion

de azUcares apropiados para el uso de estos residuos como medios de cultivo.

Los datos de extractivos reflejaron que los destrios presentan un contenido de
azUcares facilmente extraibles en fase acuosa, resultando en una fraccién liquida rica en
estos componentes. Este resultado pone de relieve la necesidad de utilizar tratamientos
menos exigentes para obtener las fracciones liquidas ricas en los azlcares fermentables

de los residuos hortofruticolas, en comparacion con los materiales lignocelulésicos.

Los RLM y RCR apenas presentaron azucares en el extracto acuoso comparado
con los destrios, ya que los azucares se encuentran presentes en los carbohidratos
estructurales, siendo el glucano (celulosa) el componente mayoritario con un 34,7 y
53,1 %, respectivamente. Con el objetivo de aprovechar la fraccion de celulosa de estos
residuos urbanos, se llevé a cabo un pretratamiento de los RLM y RCR para facilitar el
acceso de las enzimas hidroliticas a los carbohidratos durante la etapa de hidrolisis
enzimatica (HE). Tras el pretratamiento, el residuo solido insoluble (RSI) se sometio a
HE segun se describe en la seccion 3.2.3 de Materiales y Métodos. Los hidrolizados
resultantes se filtraron para obtener, finalmente, una fraccién liquida rica en azlcares

monoméricos que pueden ser asimilados por las levaduras.

En el siguiente apartado se muestra la composicion de todos los medios de cultivo

estudiados en la presente Tesis.
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4.2.1. Composicion de los medios de cultivo derivados de los residuos

El primer paso que desarrollar para llevar a cabo las actividades planteadas en
este estudio fue el de tratar la materia prima seleccionada para la obtencion de medios de
cultivo adecuados para levaduras oleaginosas. En primer lugar, se procedid al analisis de
la composicién de las fracciones liquidas tras obtenerlas siguiendo los procedimientos
descritos en los apartados pertinentes de la seccion de Materiales y Métodos. Las

diferentes fracciones utilizadas para este trabajo se describen a continuacion:

e Fracciones liquidas (FL) del destrio de tomate, pimiento, sandia o mezclas
de destrios (tomate, berenjena y pepino) obtenidas mediante la trituracion
de los residuos y posterior centrifugacion para separar el sélido del
liquido.

e Hidrolizado enzimatico del residuo de poda urbana pretratado (HPO)
obtenido tras pretratar por EV (Explosion con Vapor) el RLM y someter
la fraccion sélida a HE para finalmente obtener una FL rica en azucares
MONOMEricos.

e Hidrolizado enzimético del residuo del papel no reciclado pretratado
(HPA) obtenido tras pretratarse este material y someter a la fraccion solida

a HE para finalmente obtener una FL rica en azicares monomericos.
En la Tabla 4.3 se muestran la composicion y concentracién de azlcares de cada

medio, la concentracidn de &cido citrico y acético, el nitrogeno total Kjeldahl y la relacion

carbono/nitrogeno (C/N).
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Tabla 4.3. Composicion de las fracciones liquidas de los destrios, medios HPO y HPA y relacion
carbono/nitrégeno

S . Hidrolizados
Fraccion liquida destrios L
Componentes enzimaticos
Tomate Pimiento Sandia  Mezclas HPO HPA

Glucosa (g/L) | 11,8£0,9 243%2,8 14514 16,0t05 | 78,6£10,7  62,5%0,3

Fructosa (g/L) 149+1,3 31,7+45 29,3+1,6 14,2+0,2 <0,01 <0,01

Sacarosa (g/L) <0,01 0,5+0,2 24,3+6,6 <0,01 <0,01 <0,01

Xilosa (g/L) 0,1+0,0 0,3+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 1,5+0,3 11,9+0,1

Galactosa (g/L) | 0,100 04%0,1 0,100 0,2+0,0 <0,01 <0,01
Arabinosa (/L) | <0,01  <0,01 <001  1,4%0,1 <0,01 <0,01
Manosa (/L) | 0,1#00 0,402 0,1¥00 0,1%0,0 <0,01 <0,01

Acido citrico (g/L) | 1,7¢05 45+1,1 <001 18+02 | 11,5%0,0 <0,01

Acido acético (g/L) | 0,01+0,0 0,02+0,0 <0,01  0,7+0,0 0,19+0,0 10,6+0,0

Nitrégeno total
(9/L)

Relacion C/N 13-15 14-17 16-25 14-15 40-55 135

0,7+0,0 1,7¢01 1,5#0,2 0,9+0,1 0,6+0,1 0,2+0,0

El calculo de las relaciones C/N se realizd en base al aporte de carbono de los

azUcares mayoritarios y al nitrogeno total determinado por el método Kjeldahl.

El medio HPA fue el que present6 la relacion C/N mayor, sobrepasando la
relacién C/N de 100, debido a la alta concentracion de azUcares, 74,4 g/L de media (entre

glucosa y xilosa) y la baja concentracion de nitrogeno en la FL, 0,2 g/L.

Continuando con el andlisis de la Tabla 4.3, hay que puntualizar que la
concentracion de acido citrico y acido acético en los medios de HPO y HPA procede en
su mayoria del correspondiente tampon afiadido en la HE del RSI de los RLM y RCR,
respectivamente (el tampon se utiliza para controlar el pH durante los procesos de HE a
escala laboratorio). El carbono aportado por estos acidos no se tuvo en cuenta en el
calculo de la relacién C/N ni en los rendimientos finales de los ensayos llevados a cabo
con los medios derivados de residuos, ya que s6lo se considero el carbono aportado por

los azucares que se han tomado como moléculas plataformas del proceso de estudio.
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En las diferentes FL estudiadas como medios de cultivo también se determinaron
otros é&cidos (2-furoico, ferdlico, 4-hidroxibenzoico, etc.), ademas de fenoles y
compuestos de degradacion como furfural, hidroximetilfurfural, siringaldehido,
vainillina, etc. No obstante, las concentraciones observadas para estos compuestos fueron
en todos los casos inferiores a 0,01 g/L. A estas concentraciones, el potencial inhibitorio
de los medios es muy bajo para la mayoria de los microorganismos oleaginosos. Ademas,
en la literatura queda reflejado que levaduras oleaginosas como por ejemplo Yarrowia
lipolytica DSM 3286, Rhodosporidium toruloides CGMCC, Cryptococcus curvatus
UCDFST 76-559, Wickerhamomyces ciferrii UCDFST 04-836 y Trichosporon cutaneum
ACCC 20271, entre otras, crecen y acumulan triacilglicéridos (TAGs) en medios que
presentan concentraciones superiores a 0,01 g/L de estos compuestos de degradacion
(Sitepu y col., 2014b; Hu y col., 2018; Zhang y Bao, 2022). En este sentido, no se
consider6 realizar el seguimiento del efecto de estos compuestos sobre

crecimiento/acumulacion en esta Tesis.
4.3. Cultivos de levaduras oleaginosas en medio sintético

El cultivo de levaduras oleaginosas se evalud en primera instancia utilizando
medio minimo definido. Este estudio se realizo en biorreactores utilizando el medio
denominado MLO (Medio de Levaduras Oleaginosas) e indculos crecidos previamente
en medio YPD. Se realizd una primera seleccion de las cepas disponibles en el
laboratorio. Las cepas estudiadas fueron Cryptococcus curvatus CL6032, Yarrowia
lipolytica CECT1240, Lipomyces lipofer NRRL-Y-11555 y Rhodosporidium toruloides
CA4.

La Figura 4.1 muestra el consumo de glucosa (A), y crecimiento celular (B), de
las diferentes levaduras oleaginosas estudiadas tras el cultivo en dicho medio sintético.

El limite de ensayo se fijé en 7 dias para todas las levaduras de estudio.
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Figura 4.1. A) Consumo de glucosa y B) concentracion de biomasa celular (peso seco) de las
diferentes levaduras oleaginosas estudiadas en los ensayos en MLO a 28 °C, pH6 y 1 vvm
durante 1 semana.

La levadura L. lipofer NRRL-Y-11555 consumi6 la glucosa por completo en
menos de 120 h de cultivo. Sin embargo, su crecimiento fue similar al de R. toruloides
C4, la cual ralentizé el consumo de glucosa a partir de las 96 h, consumiendo menos de
20 g/L al finalizar el ensayo. Ambas cepas alcanzaron aproximadamente un méaximo de
14 g/L de biomasa celular. La cepa R. toruloides C4 de la coleccion del ICIDCA, se trata
de una cepa evolucionada para consumir glicerol crudo como fuente de carbono (Faife-
Perez y col., 2017). Por tanto, su metabolismo ha sido adaptado a este sustrato y las
fuentes de carbono azucaradas, como la glucosa, quizas no sean tan apropiadas para su
crecimiento/acumulacion lipidica. Esto explicaria que tras 168 h de cultivo sélo
consumiese en torno a un 35 % de la glucosa total y presentara un bajo porcentaje de

lipidos almacenados, como se muestra en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Porcentajes de lipidos totales y acidos grasos derivados de TAGs acumulados en las
levaduras mencionadas (%) = (g lipido/100 g biomasa celular seca)

Cepas levaduras Lipidos(;c/);?les (%) Ac(i;(gs(g;g;os
C. curvatus CL6032 45,9+0,8 35,0+2,6
Y. lipolytica CECT1240 31,3+0,7 28,8+0,3
L. lipofer NRRL-Y-11555 32,6+£0,4 30,1+0,6
R. toruloides C4 25,01£0,4 21,0£1,0

C. curvatus CL6032 y Y. lipolytica CECT1240 tuvieron un comportamiento

similar respecto al consumo de glucosa, llegando a consumir el 64 % de la concentracion
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inicial tras 168 h. Sin embargo, C. curvatus alcanz6 una mayor concentracion de biomasa
final en comparacion con Y. lipolytica (12,4 g/L vs. 11,0 g/L) y logré una mayor
acumulacién lipidica. Este resultado se debe a las menores tasas de crecimiento de

Y. lipolytica CECT1240 respecto al resto de levaduras en las condiciones estudiadas.

Segun la literatura, la especie Y. lipolytica es capaz de acumular altos porcentajes
de lipidos intracelulares mientras crece en sustratos hidrofébicos tales como &cidos
grasos o alcanos como Unica fuente de carbono (Mli¢kova y col., 2004). El uso de
sustratos que contienen &cidos grasos volatiles (AGVs), en contraste con medios
azucarados, podria favorecer el metabolismo lipidico en Y. lipolytica (Papanikolaou y
col., 2007). Por otro lado, en medios con glicerol y glucosa como fuentes de carbono,
Y. lipolytica ha mostrado mayores tasas de asimilacion de glicerol en comparacion con
la glucosa, produciendo a su vez una mayor concentracion de metabolitos secundarios
como el &cido citrico (Papanikolaou y col., 2002). En este estudio se ha perseguido la
acumulacién de lipidos a partir de fuentes de carbono azucaradas, por lo que no se ha

profundizado en la acumulacion de aceite microbiano con materiales hidrofébicos.

Los mejores resultados en términos de acumulacion de lipidos (Tabla 4.4.) se
obtuvieron con la levadura C. curvatus CL6032, alcanzando aproximadamente 46 g de
lipidos totales por 100 g de células secas, de los cuales 35 g se acumularon en forma de
TAGs. La levadura que le siguié respecto a mejor resultado de acumulacién fue L. lipofer
NRRL-Y-11555, logrando mas de 32 g de lipidos totales por 100 g de células secas, de
los cuales 30 g se correspondieron con acidos grasos derivados de TAGSs. Las levaduras
Y. lipolytica CECT1240 y R. toruloides C4 presentaron acumulaciones menores siendo
esta Ultima cepa la de porcentajes mas bajos (31 y 25 %, respectivamente).

La literatura recoge que estas especies son capaces de acumular en torno al 40-
70 % de lipidos respecto a su peso seco celular (Caporusso y col., 2021), siendo los
géneros Rhodosporidium, Lipomyces y Cryptococcus los de mayor capacidad de
acumulacién (60-70 %) (Meng Yy col., 2009), seguidos del género Yarrowia que llega a
alcanzar en torno al 40-47 % de lipidos acumulados (Papanikolaou y Aggelis, 2002;
Bellou y col., 2016; Carsanba y col., 2020).

Hay que destacar que salvo en el cultivo con L. lipofer, el consumo de glucosa no

fue completo. Esto podria ser indicativo de las condiciones limitantes en nutrientes del
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medio MLO. Ademas, en el caso de las cepas Y. lipolytica CECT1240 y R. toruloides
C4, es posible gque la fuente de carbono no sea la adecuada y se puedan obtener mejores

resultados utilizando otros sustratos como los AGVs o glicerol.

El perfil de &cidos grasos que conforman los TAGs se representa en la Figura 4.2,
donde puede apreciarse la acumulacién mayoritaria de acido oleico (C18:1) en todas las
especies estudiadas en esta primera fase, constituyendo mas del 50 % del perfil de acidos

grasos acumulados.

Sin embargo, se observaron diferencias en los perfiles de acumulacion respecto
al acido palmitoleico (C16:1). Este acido graso se determino sobre el total en un 14 y
16 % en el perfil de Y. lipolytica y L. lipofer, respectivamente, pero apenas se cuantifico
en las otras dos especies estudiadas. En cambio, C. curvatus y R. toruloides presentaron
mayor acumulacion del &cido linoleico (C18:2) que las levaduras mencionadas
anteriormente. Los acidos grasos minoritarios cuantificados en las levaduras estudiadas
fueron el acido linolénico (C18:3) y el &cido lignocérico (C24:0), seguidos del acido
behénico (C22:0) detectado sélo en R. toruloides que fue la levadura que presento el
perfil mas variado, produciendo todos los acidos grasos recopilados en la Figura 4.2, al
igual que se recoge en la literatura con otras cepas de esta especie como R. toruloides AS
2.1389 y R. toruloides DEBB 5533 (Patel y col., 2017).
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Figura 4.2. Perfil de &cidos grasos determinado en las diferentes levaduras estudiadas en MLO.
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4.4. Cultivos en medios derivados de destrios bajo diferentes relaciones C/N

Tras los resultados obtenidos de los cultivos realizados en MLO, se selecciono la
especie C. curvatus CL6032 para su cultivo en medios derivados de destrios y establecer
las condiciones Optimas de aprovechamiento de los carbohidratos presentes en esta
materia prima residual y las condiciones de operacion optimas para la produccion de
aceite microbiano en forma de TAGs. Ademas, en paralelo se llevo a cabo el cultivo en

estos medios de la cepa C. curvatus NRRL-Y-1511 a efectos comparativos.

4.4.1. Estrategia de cultivo fed-batch en medio derivado de destrio de tomate, pimiento
y sandia a C/N 15, 30y 50

El cultivo de levaduras en las fracciones liquidas derivadas del tomate, pimiento
y sandia de destrio se evalud siguiendo una estrategia fed-batch con la incorporacién de
pulsos de glucosa. Mediante el uso de diferentes medios de cultivo se buscé evaluar el
impacto que tiene utilizar diferentes materias primas en el marco de una posible futura
biorrefineria, donde las materias primas variaran segun disponibilidad, temporalidad y

composicion.

Las relaciones C/N iniciales de los medios de cultivo fueron de 15. También se
ensayaron relaciones C/N iniciales de 30 y 50 para estudiar el efecto de partir de cultivos
con relaciones C/N mas altas. Tras los pulsos de la estrategia fed-batch aplicada, las
relaciones C/N de los medios se incrementaron como se indica a continuacion: 1) en los
cultivos de C/N 15, se increment6 a C/N 80 y 97 con un primer y segundo pulso,
respectivamente; 2) en los cultivos de C/N 30, se incrementd a C/N 110 con un pulso de

glucosa; y 3) en los cultivos de C/N 50, se incrementd a C/N160 con un pulso de glucosa.
i) Cultivos en medio derivados de destrios de tomate

Las cepas C. curvatus CL6032 y C. curvatus NRRL-Y-1511 se cultivaron en
medio derivado de tomate de destrio con una relacion C/N inicial de 15 e incorporando
dos pulsos de glucosa a lo largo del estudio. La estrategia de cultivo seleccionada fue la
estrategia fed-batch (Karamerou y Webb, 2019); empleando medio derivado de tomate
de destrio sin suplementar con otra fuente de nutrientes para crecer las levaduras y dos

pulsos de glucosa para desencadenar la acumulacion lipidica (aumentando relacion C/N).
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En las Figuras 4.3 y 4.4 se recogen los consumos de azucares del medio por las dos cepas,

la produccion de manitol y el crecimiento celular de ambas.
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Figura 4.3. Consumo de azlcares y produccion de manitol por A) C. curvatus CL6032 y B)
C. curvatus NRRL-Y-1511. Los pulsos de glucosa se representan en las grdficas por “x”.

Ambas cepas consumieron la glucosa y fructosa del medio derivado del tomate
en las primeras 24 h. Por lo tanto, el medio procedente de tomate de destrio se puede
considerar como un medio adecuado para favorecer el crecimiento celular de levaduras
oleaginosas. En estos cultivos, también se detectd la presencia de manitol en los medios,
cuya concentracion aumento a lo largo del tiempo cuando la fuente de carbono principal
estaba presente. Hay que destacar que en el cultivo de C. curvatus NRRL-Y-1511 se
detectd un pequefio incremento en la concentracién de fructosa del medio, hecho que se

tratard en el apartado de produccién de manitol en mayor profundidad (apartado 4.4.4).
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Figura 4.4. Concentracion de biomasa celular seca a lo largo del ensayo para ambas cepas.
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Tras la adicion del segundo pulso, C. curvatus CL6032 presentd un consumo mas
lento de glucosa en comparacion con la cepa NRRL-Y-1511. Sin embargo, la cepa
CL6032 alcanzé una mayor concentracion de biomasa celular al final del cultivo y una

mayor acumulacion de manitol (11 g/L).

Los ensayos se detuvieron cuando se observo una concentracién de glucosa
inferior a 10 g/L para ambas cepas, evitando asi el consumo de los lipidos de reserva
(Papanikolaou y Aggelis, 2011a). Respecto a la acumulacion lipidica, en la Tabla 4.5 se
recogen los porcentajes finales de lipidos totales y de &cidos grasos acumulados en el

medio derivado de tomate siguiendo la estrategia fed-batch.

Tabla 4.5. Porcentajes de lipidos totales y acidos grasos derivados de TAGs acumulados en las
levaduras cultivadas en medio derivado de tomate (C/N 15) siguiendo una estrategia fed-batch.

Cepas levaduras Lipidos totales (%0) (p/p) Acidos grasos (%) (p/p)
C. curvatus CL6032 29,2413 24,3+0,8
C. curvatus NRRL-Y-1511 22,8+0,4 18,4+0,3

C. curvatus CL6032 alcanzé una mayor acumulacion que C. curvatus NRRL-Y-
1511, aproximadamente 29 g de lipidos totales por 100 g de células secas frente a 23 ¢
por 100 g de células secas, de los cuales 24 % son &cidos grasos frente a 18 %,
respectivamente. A pesar de estas diferencias respecto al almacenamiento de aceite
microbiano, la acumulacion de lipidos alcanzada en este estudio fue superior a la
reportada por Carota y col. (2020) para la cepa C. curvatus NRRL-Y-1511. Estos autores
reportaron un contenido final del 15 % de lipidos cuando cultivaron a C. curvatus NRRL-
Y-1511 en medio derivado de extracto de piel de naranja (relacion C/N 33) suplementado

con sulfato de amonio como fuente de nitrégeno y siguiendo una estrategia batch.

El perfil de &cidos grasos también reflejo diferencias entre ambas cepas. Tal y
como se recoge en la Figura 4.5, las dos cepas presentaron una acumulacion mayoritaria
de acido oleico (C18:1). Sin embargo, la cepa C. curvatus CL6032 fue la Gnica en la que
se detectd acumulacién de acido linolénico (C18:3), mientras que en la cepa C. curvatus
NRRL-Y-1511 se observé la produccion de acido lignocérico (C24:0), ambos acidos

grasos con un porcentaje minoritario respecto al resto.
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Figura 4.5. Perfil de acidos grasos determinado en las dos cepas de C. curvatus estudiadas.

Tras el analisis de los resultados se concluyé que la cepa C. curvatus CL6032 era
la més indicada para continuar con los ensayos en diferentes medios derivados de
residuos y estudiando diferentes relaciones C/N. Esta cepa fue la que alcanzé el
contenido lipidico mas elevado de las dos cepas estudiadas y la que sobrepasé el 20 %

de acumulacién de aceite microbiano en forma de acidos grasos.

En comparacion con el medio MLO, el cultivo de C. curvatus CL6032 en medio
derivado de tomate con una C/N inicial de 15 disminuyo el contenido intracelular de
lipidos en esta cepa desde el 46 % al 30 % (p/p). Esto puede deberse a las diferencias en
cuanto a la relacion C/N, ya que este parametro tiene una influencia significativa sobre
la acumulacidn de lipidos intracelulares (Thevenieau y Nicaud, 2013).

Para favorecer la acumulacion lipidica, la fraccién liquida del tomate se mezclo
con una solucion rica en azucar para aumentar la relacion C/N inicial de 15 a 30 y 50.
Las fracciones liquidas del destrio de tomate se utilizaron mezcladas en proporcién 1:1
(C/N inicial de 30) y 1:2 (C/N inicial de 50) con una solucion azucarada que contenia
fructosa y glucosa manteniendo las mismas concentraciones que en la fraccién liquida
de la materia prima inicial. Con estas mezclas, elementos como el nitrégeno se diluyeron
aumentando la relacion C/N. Ademas, también se diluyeron otros elementos o nutrientes
esenciales, con lo cual se favorecid el metabolismo de acidos grasos para obtener reservas

lipidicas en condiciones de limitacion de nutrientes (Qin y col., 2017).
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Los cultivos en estos medios siguiendo la estrategia fed-batch con un solo pulso
de glucosa, con la cepa C. curvatus CL6032, se reflejan en las Figuras 4.6 y 4.7,
recogiendo los consumos de azucares, la produccion de manitol y la biomasa celular

generada.

C/N 30 CIN 50

0 24 48 72 0 24 48 72 96
(h) (h)
@-- [Glucosa] @-- [Fructosa] @-- [Glucosa] @-- [Fructosa]
X Pulso —e— [Manitol] X Pulso —— [Manitol]

Figura 4.6. Consumo de azUcares y produccion de manitol por C. curvatus CL6032 en medio
derivado de destrio de tomate a C/N 30y 50. Los pulsos de glucosa se representan en las gréficas

€9

por “x”.

En estos cultivos se observé un consumo secuencial de las fuentes de carbono,
determinandose la preferencia de C. curvatus CL6032 por la glucosa. En el medio con
relacién C/N inicial de 15, mas del 76 % de la glucosa inicial se consumid dentro de las
primeras 8 h, mientras que el 86 % de la fructosa inicial todavia estaba presente en este
punto (Figura 4.3). En presencia de glucosa, no se observé un consumo significativo de
la fructosa como se refleja en la Figura 4.6 de la relacion C/N 50, donde, tras el pulso de
glucosa, en el medio de tomate aln quedaba fructosa (aproximadamente 4 g/L),

concentracion que permanecid constante durante el resto del ensayo.

La utilizacion preferencial de la glucosa frente a la fructosa también ha sido
observada en varios estudios con diferentes especies de levaduras, como con
R. toruloides (Martins y col., 2018), Rhodotorula glutinis e incluso en otras cepas de
C. curvatus (Hassan y col., 1994; Gonzalez-Garcia y col., 2013). El aumento en la
relacién de C/N 15 a 30 y 50 también influy6 en las tasas de consumo de azUcares (Figura
4.6). A las 24 h de cultivo, el consumo de fructosa se redujo del 85 % al 40 % tras

aumentar la relacion C/N inicial de 30 a 50, respectivamente.
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Otro aspecto destacable observado durante estos ensayos es el aumento en la
concentracion de fructosa (medio con relacion C/N 30), ya observado en ensayos
anteriores con la cepa C. curvatus NRRL-Y-1511 con el medio derivado de tomate de

destrio, y que se discutira més adelante (apartado 4.4.4).

La Figura 4.7 muestra la evolucion del crecimiento celular durante estos ensayos.
Como se puede observar, al igual que ocurre con la tasa de consumo de azUcares (Figura
4.6), las tasas de crecimiento fueron inversamente proporcional a la relacion C/N inicial.
Al final del ensayo con una relacion C/N 15 se obtuvo una biomasa celular en torno a
25 g/L (Figura 4.4 — cepa C. curvatus CL6032), mientras que con una relacion C/N 30 y
C/N 50 este parametro disminuyé a 17 g/L y 14 g/L, respectivamente. Cabe destacar que
tras el primer pulso en el ensayo con relacién C/N 15 fue donde se registrd la mayor
concentracion de células (28 g/L), la cual disminuyé con el segundo pulso y al final del

ensayo, debido a las condiciones limitantes del cultivo.
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Figura 4.7. Concentracion de biomasa celular sec(a)en los medios con relacién C/N 30 y C/N 50.

Para llevar a cabo un seguimiento de los cultivos respecto a la acumulacion
lipidica, se tomaron muestras del cultivo celular antes de cada pulso de glucosa y al final
del proceso. En estas muestras se determinaron los lipidos totales acumulados, el
porcentaje de estos correspondiente a acidos grasos derivados de TAGs vy el perfil de
acidos grasos. En la Tabla 4.6 se muestran los porcentajes de lipidos totales y de los
acidos grasos acumulados usando la cepa C. curvatus CL6032 en los medios derivados

de destrio de tomate a diferentes relaciones C/N.
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Tabla 4.6. Porcentajes de lipidos totales y &cidos grasos derivados de TAGs acumulados por la
levadura C. curvatus CL6032 cultivada en medio derivado de tomate (C/N 15, 30y 50) siguiendo
estrategia fed-batch.

MEDIOS DERIVADOS DEL DESTRIO DE TOMATE

C/N 15 Lipidos totales (%) (p/p) Acidos grasos (%) (p/p)
Antes del 1°" pulso 9,2+0,1 8,1+0,2
Antes del 2° pulso 14,8+0,3 12,0+0,1
Final 29,2+1,3 24,3+0,8

C/N 30 Lipidos totales (%) (p/p) Acidos grasos (%) (p/p)
Antes del 1°" pulso 14,2+0,2 14,1+0,1
Final 30,2+0,9 26,9+0,3

C/N 50 Lipidos totales (%) (p/p) Acidos grasos (%) (p/p)
Antes del 1°" pulso 21,6+0,8 21,0+0,4
Final 39,6+1,9 38,4+0,5

En las células recolectadas antes del primer pulso, el contenido de lipidos
aumentd del medio con relacion C/N 15 de 9,2 % a 14,2 % y 21,6 % (p/p) en células
cultivadas en medio con relacién inicial C/N 30 y 50, respectivamente. Teniendo en
cuenta el proceso completo, el mayor porcentaje de acumulacion se obtuvo en el medio
con una relacion C/N 50, lograndose una acumulacién del 39,6 % de lipidos totales, de
los cuales 38,4 % se identificaron como &cidos grasos derivados de los TAGs. El
incremento en la acumulacion de lipidos tras la adicion de pulsos de glucosa también se
ha observado en otras levaduras oleaginosas. Fakas y col. (2008) incrementaron la
acumulacién de lipidos totales de 9,7 % a 42 % vy la produccién de lipidos de 2,2 g/L a
8,5 g/L en Cunninghamella echinulata tras la adicién de glucosa en un hidrolizado de
tomate obtenido a partir de tratamientos &cidos. Este resultado vuelve a poner de
manifiesto la importancia de aumentar la relacion C/N inicial para desencadenar la

acumulacién de lipidos.
if) Cultivos en medio derivados de destrios de pimiento

El pimiento, junto con el tomate, representa uno de los principales vegetales
descartados en el sector hortofruticola en Espafia, generandose entre el tomate y el
pimiento mas del 50 % de los residuos de biomasa de este sector (Duque-Acevedo y col.,
2020).

Los resultados de los cultivos llevados a cabo con la cepa C. curvatus CL6032 en
la fraccion liquida de destrio de pimiento siguiendo la estrategia fed-batch con pulsos de
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glucosa y a diferentes relaciones C/N (15, 30 y 50) se reflejan en la Figura 4.8 y 4.9,
recogiendo los consumos de azucares, la produccion de manitol y la biomasa celular

generada.

En estos ensayos se pudo observar la preferencia de la levadura C. curvatus por
la glucosa frente a la fructosa, al igual que se reportd anteriormente durante los cultivos
en medio de tomate de destrio. En los medios con una relacién C/N 30 puede apreciarse
un consumo mas lento de glucosa, lo que facilito visualizar la preferencia de consumo de
este azlcar. En el medio con una relacion C/N 50 puede observarse que, tras la adicion
del pulso de glucosa, la concentracion de fructosa (8 g/L) se mantuvo constante durante

el resto del proceso debido a la presencia de glucosa.
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Figura 4.8. Consumo de azlcares y producciéon de manitol por C. curvatus CL6032 en medio
derivado de destrio de pimiento a C/N 15, 30 y 50. Los pulsos de glucosa se representan en las
gréaficas por “x”.

En estos cultivos se pudo observar una acumulacion en la concentracion de
manitol a medida que transcurria el proceso de fermentacion. En el medio con una
relacion C/N 15, tras el agotamiento de las fuentes de carbono antes de las 24 h, también
se observO una disminuciéon en la concentracion de manitol. Sin embargo, con la
introduccién del pulso de glucosa, la concentracion de manitol en el medio fue en

aumento, llegando a alcanzar valores superiores a 28,5 g/L.

Al igual que se observo para los cultivos en medio de tomate de destrio, como se
muestra en la Figura 4.9, en los medios derivados de pimiento con una menor relacién
C/N se vio favorecido el crecimiento celular. La mayor concentracién de biomasa celular
se alcanzo en el ensayo con una relacion C/N 15, alcanzando aproximadamente 41 g/L
de peso seco celular al final del proceso (140 h). En el caso de los cultivos llevados a
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cabo en medios con una relacion C/N inicial de 30 y 50, la concentracién de biomasa

celular alcanzada al final del proceso fue de 33 g/L y 25 g/L, respectivamente.
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Figura 4.9. Concentracion de biomasa celular seca en los medios con relacion C/N 15, 30 y C/N
50.

En la Tabla 4.7 se muestran los porcentajes de lipidos totales y de los &cidos
grasos acumulados antes de los pulsos y al final del proceso.

Tabla 4.7. Porcentajes de lipidos totales y acidos grasos derivados de TAGs acumulados por la
levadura C. curvatus CL6032 cultivada en medio derivado de pimiento (C/N 15, 30 y 50)
siguiendo estrategia fed-batch.

MEDIOS DERIVADOS DEL DESTRIO DE PIMIENTO

C/N 15 Lipidos totales (%0) (p/p) Acidos grasos (%) (p/p)
Antes del 1°" pulso 8,6+0,1 7,3+0,2
Antes del 2° pulso 14,3+0,9 12,5+0,6
Final 32,7+1,1 29,2+1,3

C/N 30 Lipidos totales (%0) (p/p) Acidos grasos (%) (p/p)
Antes del 1°" pulso 18,4+0,6 14,8+0,4
Final 36,8+2,3 32,6+1,6

C/N 50 Lipidos totales (%) (p/p) Acidos grasos (%) (p/p)
Antes del 1°" pulso 20,8+1,1 15,9+0,5
Final 40,9+0,4 37,2+0,2

En los ensayos con medio derivado de pimiento de destrio, los porcentajes de
acumulacién de lipidos fueron superiores a los observados en los ensayos con tomate de
destrio. En los medios con una relacion C/N 50, se alcanzé un 37,2 % de almacenamiento
de acidos grasos derivados de TAGs, de un total de aproximadamente 41 % de lipidos
totales (valor cercano al 46 % registrado en medio MLO con esta cepa). Aunque de forma
general el aumento en la relacién C/N de los medios favorece la acumulacion lipidica,

hay que destacar el alto contenido intracelular de lipidos (32,7 % p/p) en el medio de
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pimiento con una relacion C/N 15. Este resultado pone de relieve el potencial de este tipo

de residuo como medio de cultivo para los procesos de produccién de aceite microbiano.
iii) Cultivos en medio derivados de destrios de sandia

La cepa C. curvatus CL6032 también se cultivo en la fraccion liquida procedente
de destrio de sandia. Estos cultivos se evaluaron siguiendo las mismas condiciones y
estrategia de acumulacion que con los medios anteriores. Hay que destacar que los
medios derivados de destrio de sandia presentaban junto a la glucosa y la fructosa una
cantidad significativa de sacarosa, con una concentracion media de 24 g/L como se

muestra en la Tabla 4.3.

En las Figuras 4.10 y 4.11 se recogen las cinéticas de los consumos de azlcares,
la produccién de manitol y el crecimiento celular en este medio a distintas relaciones C/N
iniciales (15, 30 y 50) siguiendo una estrategia fed-batch con el objetivo de favorecer la
sintesis de aceite microbiano como reservorio energético en forma de TAGs. Cabe
destacar que el disacéarido sacarosa se convirti6 completamente durante las primeras
horas de cultivo en los mondmeros correspondientes, glucosa y fructosa. Este resultado
es indicativo de la presencia de la enzima invertasa en la cepa C. curvatus CL6032,
responsable de hidrolizar la sacarosa en glucosa y fructosa. La secrecién de la enzima
invertasa por C. curvatus se ha informado previamente en la literatura (Tchakouteu y

col., 2015), probando la capacidad de este microorganismo para hidrolizar la sacarosa.
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Figura 4.10. Consumo de azucares y produccion de manitol por C. curvatus CL6032 en medio
derivado de destrio de sandia a C/N 15, 30 y 50. Los pulsos de glucosa se representan en las

Izl

graficas por “x”.

La hidrdlisis de la sacarosa resulté en una acumulacion de fructosa, en los casos
donde todavia estaba presente la glucosa en el medio. Este efecto fue mas visible en los
cultivos con relaciones C/N 30 y 50 debido a las menores tasas de consumo de azUcar.
Ademas, en los medios con una relacién C/N 50, el pulso de glucosa se realiz6 cuando
la concentracidn de fructosa era aun alta (en torno a los 20 g/L), limitando el consumo

de este azucar durante el proceso.

Independientemente de la relacion C/N, se registré la presencia de manitol en el
medio de crecimiento. Ademas, en la grafica de relacion C/N 15 de la Figura 4.10, puede
apreciarse que la concentracion de manitol disminuy6 en un periodo donde se observé

un consumo total de azlcares. De forma simultanea al descenso en la concentraciéon de
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manitol, también se observd un aumento en la concentracion de la biomasa celular
(Figura 4.11), por lo que la levadura C. curvatus estaria usando este poliol como fuente

de carbono.

La concentracion de biomasa celular fue inversamente proporcional a la relacion
C/N, alcanzandose la méxima de 38,7 g/L en el cultivo de relacion C/N inicial de 15,
seguido de una concentracion de 31,0 g/L y 24,8 g/L en los medios con relacion C/N 30

y 50, respectivamente.
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Figura 4.11. Concentracion de biomasa celular seca en los medios con relacion C/N 15, 30 y
C/N 50.

o

Al igual que en los estudios realizados con tomate y pimiento, se determinaron
los lipidos totales acumulados y el porcentaje y perfil de acidos grasos derivados de
TAGs. Los resultados se muestran en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8. Porcentajes de lipidos totales y acidos grasos derivados de TAGs acumulados por la
levadura C. curvatus CL6032 cultivada en medio derivado de sandia (C/N 15, 30 y 50) siguiendo
estrategia fed-batch.

MEDIOS DERIVADOS DEL DESTRIO DE SANDIA

C/N 15 Lipidos totales (%) (p/p) Acidos grasos (%) (p/p)
Antes del 1°" pulso 17,3+0,5 14,8+0,1
Antes del 2° pulso 21,60,7 19,0+1,0
Final 29,5+0,1 27,3£1,3

C/N 30 Lipidos totales (%0) (p/p) Acidos grasos (%) (p/p)
Antes del 1° pulso 22,4+0,7 21,4+2.6
Final 34,3+0,9 23,8+2,9

C/N 50 Lipidos totales (%0) (p/p) Acidos grasos (%) (p/p)
Antes del 1° pulso 23,8+0,4 22,3£3,3
Final 35,4+0,1 24,8+1,9
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En los ensayos con medio derivado de sandia de destrio, la levadura presentd
mayor porcentaje de acumulacion antes del primer pulso con respecto a las anteriores
experiencias de otros medios. Probablemente, esto fue debido al mayor contenido de
azucares presente en la FL de sandia de destrio (Tabla 4.3). Sin embargo, en este medio
no se superaron los datos finales de acumulacion obtenidos en las experiencias con
tomate y pimiento con una relacién inicial de C/N 50, lograndose en el medio de pimiento
y tomate de destrio un 40,9 % y 39,6 %, respectivamente, en comparacion con el 35,4 %

observado para el medio de sandia.

En comparacion con otros estudios donde se emplearon medios de desechos de
cascaras de sandia y el hongo oleaginoso Syncephalastrum racemosum (Hashem vy col.,
2020b), en las condiciones de trabajo estudiadas en esta Tesis se han obtenido mejores
resultados en términos de concentracion de biomasa y de acumulacién de lipidos usando
un medio de cultivo similar (sandia de destrio que incluyé cascara y pulpa) y la levadura
C. curvatus CL6032. De forma particular, el cultivo de C. curvatus en medio de sandia
ha permitido obtener una concentracion de biomasa celular de 25-36 g/L (dependiendo
de la relacion C/N) frente a los 16,8 g/L reportados en el estudio con céscaras de sandia
y S. racemosum. Asimismo, el porcentaje de acumulacion de lipidos alcanzados asciende

a 29,5-35,4 % (Tabla 4.8), frente a los 28,6% alcanzados por S. racemosum.

Respecto a los g de &cidos grasos acumulados por 100 g de peso seco celular,
cabe destacar que en los cultivos con el medio de sandia de destrio el porcentaje apenas
se increment6 con el aumento de la relacion C/N. Esto pudo estar motivado por la
diversidad en el flujo de carbono hacia rutas metabolicas alternativas. La interaccion
entre diferentes rutas metabdlicas en las levaduras oleaginosas se ha estudiado con
anterioridad en Y. lipolytica y C. curvatus, observandose una interaccion entre la
lipogénesis y la biosintesis de azucares intracelulares (Dourou y col., 2017; Carota y col.,
2020). De hecho, se ha demostrado que al igual que la biosintesis de lipidos de novo, la
sintesis y almacenamiento de polisacaridos intracelulares también puede desencadenarse
por factores similares, siendo probable que esta Ultima ruta de sintesis de polisacaridos
compita con la lipogénesis. Tchakouteu y col. (2015) observaron altas cantidades de
azUcares intracelulares a la vez que altas tasas de secrecion de la enzima invertasa al
comienzo de la fermentacion con C. curvatus usando sacarosa como fuente de carbono.

Estos mismos autores concluyeron en sus estudios que la sacarosa no era una fuente
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Optima de carbono para la acumulacion de lipidos por esta levadura, ya que el contenido
intracelular de lipidos no superd el 20 %, incluso a diferentes relaciones C/N. Otros
autores, como Dourou y col. (2018), proponen incluso el blogueo de la biosintesis de
lipidos por parte de vias competitivas como las rutas implicadas en la acumulacion de
polisacéridos de almacenamiento, la de produccion de acidos orgénicos como el &cido
citrico y la de polioles como el manitol o el eritritol. La baja variacion de acumulacion
lipidica en los diferentes estudios en medio derivado de sandia de destrio a diferentes
relaciones C/N podria explicarse por la presencia de sacarosa en el medio, junto con la
expresion de otras rutas metabolicas como la de sintesis de polisacaridos intracelulares,

compitiendo con la via de sintesis y acumulacion de aceite microbiano de novo.
4.4.2. Perfiles de acidos grasos

El estudio del perfil de los acidos grasos acumulados es fundamental para evaluar
la aplicacion técnica de los lipidos producidos y determinar si se obtiene una composicién
y concentracion adecuada para destinar estos aceites microbianos a la produccion de
biocombustibles (biodiésel) u a otras industrias. Las Figuras 4.12, 4.13 y 4.14 recogen el
perfil de acidos grasos obtenido de los cultivos llevados a cabo con C. curvatus CL6032
en medio derivado de tomate, pimiento y sandia, respectivamente. Como puede
observarse en las figuras, en general, el &cido oleico (C18:1) y el 4cido palmitico (C16:0)
se identificaron como los acidos grasos dominantes antes de la introduccion de pulsos de
alimentacion por glucosa, representando el 45,9-54,4 % vy el 13,5-24, 9% del perfil total
de acidos grasos, respectivamente. Tras la aplicacion de la estrategia de cultivo, con la
introduccién de los pulsos de glucosa, estos rangos aumentaron al 50,7-57,5 %y al 17,0-
27,4 %, respectivamente; siguiéndoles en porcentaje el &cido linoleico (C18:2) y el acido
estedrico (C18:0). El &cido palmitico es el producto final de la biosintesis de acidos
grasos en el citosol, sintetizandose a partir de este acido graso el resto de acidos grasos
de cadena larga en el reticulo endoplasmatico (RE), por lo que se explicaria la tendencia
de sintesis y acumulacién hacia ciertos acidos grasos en levaduras oleaginosas (bajo

ciertas condiciones de cultivo), influyendo en el perfil obtenido (Pham y col., 2021).

Ademas, para estudiar como se van modificando los perfiles a medida que
transcurre el proceso de fermentacion y se produce la acumulacion de TAGs, se analiz

el perfil de acidos grasos que presenta C. curvatus CL6032 antes de comenzar el bio-
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proceso (perfil mostrado igualmente en las Figuras 4.12, 4.13 y 4.14 como perfil del
indculo). Se estudio el perfil de esta levadura cultivada en medio YPD, obteniéndose un
porcentaje de lipidos totales en torno a 7-8 % (p/p), con un contenido similar entre el
acido oleico (C18:1) y el &cido linoleico (C18:2), siendo los &cidos grasos poliinsaturados
linoleico y linolénico (C18:2 y C18:3) los representantes de casi el 50 % de este perfil.
Minoritariamente se encontré acido palmitico (C16:0) y esteérico (C18:0).

En cambio, en los cultivos en medios derivados de destrios, conforme las
condiciones del medio cambiaron y se volvieron mas limitantes en nutrientes, el perfil
de acidos grasos se modificé observandose una mayor acumulacion del &cido
monoinsaturado oleico y del &cido graso saturado palmitico. Es posible que este cambio
en el perfil se deba a que los acidos grasos saturados y monoinsaturados sean mas
apropiados para formar parte de los TAGs en los cuerpos lipidicos por su conformacion
estructural, ya que los acidos grasos insaturados son mayoritarios en lipidos de membrana
o fosfolipidos que en lipidos neutros o de reserva (Konno y col., 2009). Asimismo, como
se ha mencionado anteriormente, la sintesis de &cidos grasos en el citosol tiene como
producto final el &cido palmitico (C16:0), que se esterifica con la coenzima A a palmitoil-
CoA, pudiéndose transportar al RE para sintetizar otros acidos grasos de cadena larga,
resultando la siguiente etapa de elongacion y desaturacion en el acido oleico (C18:1)
(Fakas, 2017). Asi pues, por la propia naturaleza del metabolismo de biosintesis de acidos
grasos (Glosario - Figura i) y las reacciones iniciales de esta via en el RE, podria
explicarse por qué los triacilglicéridos, en levaduras oleaginosas, en su mayoria estan
compuestos por acidos grasos de 16 y 18 atomos de carbono como el acido palmitico o

el acido oleico.

Ademas, en las figuras relativas al perfil de acidos grasos (Figuras 4.12, 4.13 y
4.14) se observan diferencias en el perfil de los componentes minoritarios. En el caso del
medio de tomate con una relacion inicial C/N 30y 50, se puede observar la presencia del
acido lignocérico (C24:0) independientemente de la etapa de cultivo, mientras que el
acido palmitoleico (C16:1) sélo se registro en las etapas finales. Por su parte, en el cultivo
en medio derivado de pimiento de destrio, el acido lignocérico se acumul6 en una menor
concentracion que en los medios de tomate con las mismas relaciones C/N. En cambio,
en el cultivo en medio derivado de sandia de destrio el &cido lignocérico (C24:0) aparecid
principalmente en el ensayo con una relacion C/N 15.
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El uso de materias primas diferentes y de composicion variable influye en los
porcentajes de acumulacion de lipidos, en el contenido de TAGs y en los &cidos grasos
que los componen y, en definitiva, en los perfiles lipidicos obtenidos, asi como en el

crecimiento celular de la levadura (Kolouchova y col., 2016).
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mC16:0 mC16:1 mC18:0 mC18:1 = C18:2 mC18:3 mC24:0

Figura 4.12. Perfil de &cidos grasos determinado en C. curvatus CL6032 cultivada en medio
derivado de tomate de destrio (C/N 15, 30 y 50) siguiendo una estrategia fed-batch.
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Figura 4.13. Perfil de &cidos grasos determinado en C. curvatus CL6032 cultivada en medio
derivado de pimiento de destrio (C/N 15, 30 y 50) siguiendo una estrategia fed-batch.
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Cultivo en destrio de sandia
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Figura 4.14. Perfil de &acidos grasos determinado en C. curvatus CL6032 cultivada en medio
derivado de sandia de destrio (C/N 15, 30 y 50) siguiendo una estrategia fed-batch.

4.4.3. Concentracion lipidica y rendimientos en los distintos cultivos realizados

Tras el estudio con la cepa C. curvatus CL6032 en los diferentes medios
derivados de destrios de tomate, pimiento y sandia, a diferentes relaciones C/N siguiendo
una estrategia de cultivo fed-batch, se determiné la concentracion de lipidos (g/L), el
rendimiento de lipidos (g lipidos/g azucar consumido) y el rendimiento en biomasa
celular (g células secas/g azcar consumido) antes del primer pulso de glucosa y al final
de los ensayos. Estos datos se reflejan en la Tabla 4.9.
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Tabla 4.9. Concentracion de lipidos, rendimientos de lipidos y peso seco celular de los cultivos
realizados en los diferentes medios derivados de destrios y a diferentes relaciones C/N

CONCENTRACION Y RENDIMIENTOS

MEDIO C/N Concentracion Rendimiento Rendimiento peso
DESTRIO lipidos (g/L) lipidos (g/g)®  seco celular (g/g)®
Antes del
15 | 1 pulso 2,6+0,02 0,090+0,001 0,7840,02
Final 8,8+0,04 0,114+0,000 0,45+0,01
Antes del
TOMATE 30 | 1° pulso 2,3+0,04 0,082+0,001 0,51+0,03
Final 4,7+0,1 0,102+0,003 0,36+0,02
Antes del
50 | 1 pulso 2,610,1 0,091+0,003 0,3840,01
Final 5,4+0,1 0,156+0,007 0,40+0,00
Antes del 4,320,1 0,079+0,001 0,70£0,02
15 | 1% pulso
Final 16,8+0,5 0,115+0,003 0,42+0,01
Antes del
PIMIENTO | 30 | 1¢ pulso 5,6£0,2 0,099+0,003 0,4340,01
Final 13,1+0,03 0,119+0,000 0,31+0,02
Antes del
50 | 1¢ pulso 4,840,1 0,086+0,002 0,31+0,02
Final 11,3+0,01 0,129+0,000 0,28+0,03
Antes del
15 | 1% pulso 6,6+0,2 0,105+0,003 0,3940,03
Final 14,7+0,02 0,123+0,000 0,42+0,01
Antes del
SANDIA 30 | 1° pulso 7,240,2 0,107+0,003 0,36+0,01
Final 11,7+0,3 0,142+0,003 0,3740,01
Antes del
50 | 19 pulso 5,6+0,2 0,085+0,003 0,26+0,02
Final 9,7+0,03 0,151+0,001 0,36+0,01

a: g de lipidos por g de aztcar consumido; °: g de células secas por g de azlicar consumido

De la Tabla 4.9 hay que destacar que los mejores datos de rendimiento de biomasa
celular seca se lograron en los medios con una relacion C/N 15 de tomate con 0,78 g/g y
de pimiento con 0,70 g/g, antes de los primeros pulsos. El rendimiento tedrico de biomasa
celular seca para levaduras oleaginosas se ha estimado en 0,68 g/g cuando las células
tienen un contenido lipidico en torno a 10 g de lipidos/100 g peso seco celular
(condiciones de no acumulacion) (Pan y Rhee, 1986). Este rendimiento tiende a
disminuir cuando la acumulacion de lipidos aumenta, observandose valores de en torno
a 0,36 g/g cuando el contenido lipidico celular se acerca a los 50 g/100 g peso seco
celular. Los valores de biomasa celular en medios de destrio de tomate y pimiento

superaron, por tanto, este valor tedrico. EI aumento de los rendimientos podria deberse a
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la presencia en el medio de otros metabolitos que pueden actuar como fuentes adicionales
de carbono y que se consumen durante las primeras horas de cultivo en ausencia de
azUcares, como por ejemplo los &cidos organicos que estan presentes de forma natural en
la materia prima como es el caso del &cido citrico (Tabla 4.3). A este respecto, Zeng y
col. (2020) observaron que la levadura roja no convencional Sporidiobolus pararoseus

puede usar el acido citrico como Unica fuente de carbono.

Por otro lado, bajo condiciones de acumulacion lipidica, el rendimiento tedrico
de biomasa celular es 0,35-0,36 g/g (Pan y Rhee, 1986). Los valores obtenidos para el
rendimiento en biomasa celular durante los cultivos en diferentes medios derivados de

destrios se aproximaron a estos valores con un rango de 0,28-0,40 g/g.

Los mejores resultados en cuanto a los rendimientos de lipidos se observaron en
el medio derivado de tomate y sandia de destrio alcanzandose un valor de 0,15-0,16 g/g
con una relacion C/N 50. Estos valores equivalen a un 47-50 % del teérico (0,32 g
lipido/g de glucosa) (Juanssilfero y col., 2018). El rendimiento alcanzado en el medio de
pimiento con una relacion C/N 50 fue menor (0,13 g/g) respecto a los cultivos en los
otros medios. Sin embargo, en el medio de pimiento se determinaron los mejores
resultados en términos de concentracion de lipidos al final de todos los ensayos,
obteniéndose 16,8 g/L, 13,1 g/L y 11,3 ¢g/L en los medios con una relacién C/N 15, 30 y
50, respectivamente. Ademas, en el medio de pimiento fue donde se alcanzé el mayor
porcentaje de lipidos acumulados, obteniendo en torno a un 41 % en el medio con

relacién C/N 50 como se muestra en la Figura 4.15.

Comparando con trabajos recogidos en la literatura, los valores de acumulacién
y concentracion de lipidos obtenidos en este estudio fueron superiores a los descritos
usando otros organismos oleaginosos y medios derivados de residuos para su cultivo. Por
ejemplo, en el estudio de Hashem y col. (2020b) usando el hongo oleaginoso
S. racemosum cultivado en medio de desechos de céascaras de sandia, se alcanz6 una
concentracion de 4,8 g/L de lipidos. Este valor fue menor en comparacion al obtenido en
el presente estudio en medio de sandia con una relacion C/N 15 donde se alcanzé una
concentracion de lipidos de 14,7 g/L. Hashem y col. (2020a) reportaron un contenido
lipidico de 39,6 % y una concentracion de lipidos de 2,9 g/L usando el hongo oleaginoso

Lichthemia corymbifera y un medio derivado de céscaras de sandia. A pesar de que el
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contenido lipidico fue similar entre L. corymbifera y C.curvatus CL6032, la

concentracion final de lipidos fue superior en C. curvatus (9,7 g/L vs. 2,9 g/L).

Fakas y col. (2008) reportaron con la especie C. echinulata un rendimiento
lipidico de 0,11 g/g en medio derivado de hidrolizado de tomate. Este rendimiento fue
similar al obtenido con C. curvatus al cultivarse en medio derivado de tomate de destrio
con relacién C/N 15. Sin embargo, en el medio con una relacién C/N 50, C. curvatus
alcanzo6 un rendimiento lipidico de 0,16 g/g. Hassan y col. (1994) cultivaron la cepa
C. curvatus ATCC 20509 en la fraccion liquida de higo chumbo diluida al 25 % vy
suplementada con KH2POs, NazHPO4-12H20 y MgS0O4-7H20, obteniendo un 46 % de
lipidos acumulados, 0,48 g/g de rendimiento de biomasa seca y 0,22 g/g de rendimiento
lipidico. Estos resultados son similares en términos de acumulacion a los obtenidos con
C. curvatus CL6032 en MLO. Por otro lado, se han observado concentraciones de lipidos
menores a las alcanzadas en este estudio usando hidrolizados de residuos
agroalimentarios. En este sentido, Jiru (2020) reportd una concentracion de lipidos de
3,9 g/L y una acumulacion lipidica final de 35,0 % utilizando la cepa C. curvatus PY39
cultivada en hidrolizados de céscaras de mango y papaya.

En la Figura 4.15 se recoge una comparacion de porcentaje de lipidos totales
acumulados (g lipido/100 g de peso seco celular) por la levadura C. curvatus CL6032
cultivada en los diferentes medios de destrios estudiados siguiendo una estrategia fed-
batch y con distintas relaciones C/N iniciales. En esta figura se observa que las levaduras
cultivadas en el medio de pimiento de destrio son las que alcanzaron porcentajes de
acumulacion mayores al final de todas las experiencias, seguidas de los cultivos en medio
de tomate. Por otro lado, se observa de forma general que el aumento en la relacion C/N
mejora el contenido lipidico intracelular, excepto en el medio de sandia donde la

variacion es menor, como ya se discutié anteriormente.

Las concentraciones tanto de biomasa celular (40 g/L) como de lipidos (16,8 g/L)
alcanzadas en los medios derivados de pimiento de destrio con una relacion C/N 15
fueron las mas elevadas. Este resultado podria estar motivado por la presencia de
compuestos especificos de estos medios. Los medios de cultivo derivados de los
pimientos de destrios se obtuvieron a partir de mezclas de diferentes variedades, entre

las que destacan pimientos verdes, amarillos y rojos junto a pimientos del género
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Capsicum, conocidos como pimientos picantes. Los pimientos pertenecientes a este

género se caracterizan por presentar un compuesto llamado capsaicina, que es el

componente que les confiere el sabor picante. La capsaicina es un alcaloide de baja

solubilidad en agua que presenta actividad bactericida y fungicida (Kuczeray col., 2023).

La presencia de este compuesto en cultivos de la levadura oleaginosa Rhodotorula

mucilaginosa mejord las tasas de crecimiento y el porcentaje de viabilidad en

comparacion con el medio sin este compuesto (Sanchez-Arreguin y col., 2019). En

cambio, en funcion de la concentracion también se puede observar una influencia

negativa sobre la viabilidad.
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Figura 4.15. Comparacion de porcentaje de lipidos totales acumulados (g lipido/100 g de peso
seco) por C. curvatus CL6032 cultivada en los diferentes medios derivados de destrios siguiendo
una estrategia fed-batch con relaciones iniciales de C/N 15, 30 y 50.
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Por otro lado, al aumentar la relacién C/N inicial de los medios de pimiento de
15 a 50, a pesar de observarse el porcentaje de acumulacion mas elevado (40,9 %), se
registr6 también el dato mas bajo de rendimiento lipidico respecto a los azUcares
consumidos (0,13 g/g), en comparacién con el tomate y la sandia de destrio. Este menor
rendimiento puede estar motivado por una mayor acumulacion de manitol en estas
condiciones, ya que la levadura estaria destinando fuente de carbono a la sintesis de

lipidos y, a su vez, a la produccion de manitol.
4.4.4. Produccién de manitol durante los cultivos con C. curvatus CL6032

En los estudios de apartados anteriores con la levadura C. curvatus CL6032
(incluida la cepa C. curvatus NRRL-Y-1511), se determind la presencia de manitol en
los sobrenadantes de los cultivos (Figuras 4.3, 4.6, 4.8 y 4.10). Este compuesto se
determind siempre en presencia de glucosa y/o fructosa y su concentracion iba
incrementandose con el tiempo. En cambio, también se comprobd que en ausencia de las

fuentes de carbono azucaradas la concentracion de manitol iba en descenso.

Napora y col. (2013) reportaron que en la levadura oleaginosa Y. lipolytica se
puede producir una conversion directa de fructosa a manitol, conversion en la que
participa la enzima manitol deshidrogenasa dependiente de NADPH (Mtdh), enzima que
puede actuar de forma bidireccional. Gongalves y col. (2019) observaron la produccion
de manitol en presencia de fructosa en levaduras del género Wickerhamiella y
Starmerella, destacando la importancia de esta ruta en el equilibrio redox de la célula
para el reciclaje de cofactores. Ademas, descubrieron una nueva ruta bioquimica que
promueve la conversion de glucosa en fructosa, por lo que se podia producir manitol
incluso cuando el Unico azucar disponible es la glucosa. Ademas de intervenir en el
equilibrio redox celular al regular el exceso de NADPH y regenerar, por tanto, NAPD™,
estos autores sugirieron el papel potencial del manitol como elemento protector ante un

determinando estrés (por ejemplo, estrés oxidativo).

En referencia al equilibrio redox, la produccion de manitol podria relacionarse
con estudios que demuestran un exceso de actividad de la via de las pentosas fosfato en
levaduras como Y. lipolytica, ya que esta ruta proporciona el NADPH necesario para la
produccién de lipidos (Wasylenko y col., 2015). En este sentido, la produccion de

manitol aliviaria el desequilibrio redox causado por esa sobreproduccion con el reciclaje
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de NADP™. Ademas, este desequilibrio puede verse agravado por una acumulacién extra
de NADPH motivada por la accién de la enzima ATP-citrato liasa (ACLY), en funcion
de los valores relativos a la constante de Michaelis-Menten o Kn, para cada especie. La
ACLY interviene en la biosintesis de acidos grasos con la conversion de citrato a acetil-
CoA, como se ha explicado en el apartado correspondiente de la Introduccion (1.3.1
Metabolismo de sintesis de triacilglicéridos en levaduras oleaginosas). La Km de la
ACLY difiere de unas especies a otras. Por ejemplo, la Ky de la ACLY en la levadura
L. starkeyi es de 0,07 mM mientras que en la levadura Y. lipolytica es de 3,6 mM. Un
menor valor de Ky, resulta en una mayor afinidad por el citrato de esta enzima y por lo
tanto en una mayor eficacia para escindirlo, proporcionando méas acetil-CoA para la
sintesis de acidos grasos. Sin embargo, valores mayores de Km para la ACLY permiten
la secrecion del citrato al medio extracelular (Zhang y col., 2014; Dulermo y col., 2015).
Por esta razon, Y. lipolytica estaria acumulando NADPH en condiciones de acumulacion
lipidica a la vez que secretaria citrato al medio y, favoreceria la produccion de manitol

para compensar dicho desequilibrio.

En los cultivos del presente estudio usando C. curvatus, podria estar ocurriendo
algo similar, produciéndose manitol y consumiéndose NADPH durante su sintesis, lo que
permitiria que la levadura mantuviese la homeostasis redox y sobreviviese durante la fase
estacionaria, como también ocurre en otras especies de levadura como Saccharomyces

uvarum con la sintesis de eritritol en lugar de manitol (Albillos-Arenal y col., 2023).

En este trabajo, se determiné mayor concentracion de manitol en los cultivos
Ilevados a cabo en medios derivados de pimiento de destrio. En medio con relacion C/N
15 la concentracion de manitol alcanzada fue de 28,5 g/L, con relacion C/N 30 de
26,3 g/L y con relacion C/N 50 de 25,9 g/L (Figura 4.8).

En medio de tomate a C/N 30 (Figura 4.6) y en medio de sandia a C/N 15 (Figura
4.10) puede apreciarse como hay un descenso en la concentracion de manitol cuando se
agotan las fuentes de carbono. Este hecho también pudo observarse en el medio de
pimiento a relacion C/N 15, pero tras el pulso de glucosa se vuelve a recuperar la
produccion del poliol (Figura 4.8). El hecho de que el manitol se produzca y se secrete

al medio en presencia de glucosa o, en ausencia de esta se consuma, también se recoge
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en la literatura con la levadura Y. lipolytica, la cual tras el agotamiento de la glucosa

consume el manitol previamente producido (Dulermo y col., 2015).

En dos de los cultivos la presencia de manitol en el medio vino acompariada del
aumento de la concentracion de fructosa cuando ya se habia consumido por completo del
medio. En el caso de la cepa C. curvatus CL6032, en medio de tomate con relacion C/N
30 (Figura 4.6), a las 48 h se determinaron 2,2 g/L de glucosa, 0,3 g/L de fructosa y
8,6 g/L de manitol. Tras el consumo de la glucosa a las 70 h, se registrd un descenso en
la concentracién de manitol hasta los 1,4 g/L, y un aumento en la concentracion de
fructosa a 2,6 g/L. Al final del ensayo, 2 h después, se siguio registrando el descenso en
la concentracion de manitol, 0,8 g/L, junto con el aumento de la concentracion de

fructosa, 2,8 g/L.

En el caso de la cepa C. curvatus NRRL-Y-1511, en medio de tomate con relacion
C/N 15 (Figura 4.3), a las 52 h se registro que en el medio no habia ni glucosa ni fructosa,
pero si manitol (5,4 g/L) que estaba comenzando a disminuir su concentracion (a las 48 h
se observé una concentracion de 6,2 g/L). Finalmente, la concentracién de manitol
aumento a 7,8 g/L tras el segundo pulso de glucosa introducido, registrandose también
presencia de fructosa en el sobrenadante (2,5 g/L). Tras 72 h de cultivo, con 7,5 g/L de
glucosa presente en el medio se determinaron 8,7 g/L de manitol y 3,0 g/L de fructosa.
Estos resultados sugieren que, tras el agotamiento de las fuentes de carbono, el manitol
se empieza a consumir. También se puede estar destinando a la produccion de fructosa
ya que este azUcar se identifico en el medio tras haberse consumido previamente. Incluso
en presencia de glucosa, en el caso de la cepa C. curvatus NRRL-Y-1511, el manitol fue
en aumento junto con la aparicion de fructosa nueva en el medio. Los resultados
alcanzados en esta Tesis demuestran por primera vez la capacidad de C. curvatus de
acumular manitol y/o producir fructosa. Aunque se desconocen los mecanismos
reguladores que podrian estar favoreciendo la acumulacién de fructosa en la levadura,
cabe destacar que se ha descrito un comportamiento similar en otras levaduras como
Y. lipolytica o Cryptococcus neoformans, donde también el manitol podria tener
funciones de almacén de energia o actuar como protector frente a estrés térmico,

osmotico u oxidativo en esta Ultima especie (Wong y col., 1990; Chaturvedi y col., 1996).
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4.4.4.1. Determinacion de la actividad de la enzima manitol deshidrogenasa

Para determinar la actividad manitol deshidrogenasa (Mtdh) en C. curvatus, se
llevo a cabo un cultivo de esta levadura en la FL de medio de pimiento de destrio (C/N
15), siguiéndose una estrategia fed-batch con dos pulsos de glucosa. Las células de
levadura se recolectaron durante la fase de produccion de manitol cuando la

concentracion de este compuesto alcanzo los 15 g/L aproximadamente (Figura 4.16).
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Figura 4.16. Consumo de azucares y produccion de manitol en un cultivo con la cepa C. curvatus
CL6032.

Las células recolectadas se utilizaron para obtener un extracto celular y
determinar la capacidad de C. curvatus CL6032 para reducir la fructosa y/u oxidar el
manitol a través de la actividad especifica de la enzima Mtdh (Figura 4.17).

La actividad enzimatica medida para la reduccion de fructosa fue de 0,3 U/mg de
proteina, mientras que la actividad enzimatica para la oxidacion del manitol fue 1,1 U/mg
de proteina. La absorbancia de las concentraciones de NADP* y NADPH para determinar
la actividad enzimatica, se refleja en la Figura 4.17. Como cofactor se uso
NADPH/NADP* y NADH/NAD?, pero s6lo se detecto actividad en el primer caso.
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Figura 4.17. Seguimiento por absorbancia de las concentraciones de NADP*y NADPH durante
20 min usando Manitol/NADP™, Fructosa/NADPH y un extracto celular de C. curvatus CL6032
en fase de produccién de manitol.
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Estos resultados confirman por tanto la presencia de la enzima Mtdh en la
levadura C. curvatus CL6032, y apoyan los resultados en cuanto a la acumulacion de

manitol y fructosa durante los cultivos estudiados en esta Tesis.
4.4.5. Andlisis tecno-econémico

La produccion de aceite microbiano usando la levadura C. curvatus CL6032, a
partir del medio de pimiento de destrio con relacion C/N 15, se seleccioné para llevar a
cabo un analisis tecno-econdmico del proceso. Se opto por este cultivo debido a que fue
con este residuo donde, en general, se obtuvieron los mejores resultados en cuanto a
concentracion de lipidos, biomasa celular, acumulacion y rendimientos lipidicos. Se
alcanzo una concentracion de lipidos de 16,8 g/L, con un contenido de aceite microbiano
acumulado del 32 %, lograndose un perfil de acidos grasos, con predominancia de 16 y
18 4tomos de carbono, apto para producir biodiésel (Papanikolaou y Aggelis, 2011b). El

rendimiento de lipidos determinado fue de 0,12 g lipidos/g azicar consumido.

Estos resultados experimentales se utilizaron para evaluar la viabilidad técnico-
econdmica de una planta de aceite microbiano propuesta utilizando el software Aspen
Plus v12.0. La Figura 4.18 muestra un diagrama en el que se especifica la configuracion
del proceso simulado para la obtencion de TAGs a partir de levaduras oleaginosas y
destrio de pimiento como materia prima. La capacidad de planta se fijé6 en 100.000
toneladas anuales de este destrio, teniendo en cuenta la cantidad de destrio producido

anualmente en Almeria.
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Figura 4.18. Esquema simplificado de una planta de produccion de aceite microbiano en forma
de TAGs a partir de pimientos de destrio como materia prima.

La primera etapa en la planta de procesamiento es la trituracion del destrio
empleado como materia prima. La corriente resultante se somete a una centrifugacion y
decantacion obteniendose por separado una DP-LF (Fraccion liquida de destrio de
pimiento) y una DP-SF (Fraccién solida de destrio de pimiento). La fraccién solida se
traslada a un reactor de HE, donde se realiza el proceso de HE, obteniéndose los azlcares
monoméricos derivados de los carbohidratos que la componen. El proceso de HE se
simul6 con una concentracion de solidos del 20 % (p/p), a 50 °C con una mezcla de
enzimas celulasas con una dosis de enzima de 150 mg/g de glucanos durante 72 h. Se
alcanz6 un rendimiento de HE del 65 % del tedrico (Alvarez y col., 2019; Negro y col.,
2020; Moreno y col., 2021). La fraccion liquida del hidrolizado se mezcla junto con la
DP-LF inicial, rica en glucosa y fructosa. Esta mezcla de corrientes se usa como medio
de cultivo en un fermentador para crecer a la levadura oleaginosa seleccionada
(C. curvatus CL6032), que previamente fue crecida en un 10 % del flujo resultante de

ese mismo medio para su propagacion celular.

En este modelo la levadura fue definida como CsHgs019No7 Yy sus propiedades
fisicas se calcularon seguin Popovic (2019), ya que en el software empleado se trabaja

con la composicién quimica y propiedades fisico-quimicas de los elementos que
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intervienen en el proceso. Las fuentes de carbono empleadas, al tratarse de glucosa y
fructosa que tienen la misma formula molecular (CsH120s), se definieron atendiendo a
los elementos C, H y O que las conforman. EI nitrégeno organico presente en el destrio
se modelé como el aminoécido lisina (CeH14N202). La composicion elemental de los
TAGs se definio en base a los acidos grasos primarios obtenidos en el perfil lipidico del
estudio a escala laboratorio. Todos estos TAGs se definieron considerando cada acido
como el Gnico de cada TAG, es decir, TAGs formados por los mismos tres &cidos grasos:
triglicérido a base de acido oleico, trioleina (Cs7H10406) (Figura 4.19), triglicérido a base
de &cido palmitico, tripalmitina (CsiHosOs), triglicérido a base de &cido linoleico,
trilinoleina (Cs7HggOs) y triglicérido a base de &cido estedrico, triestearina (Cs7H1100e).

Trioleina
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Figura 4.19. Triglicérido del 4cido oleico —trioleina. Se representa la molécula de glicerol unida
mediante enlaces tipo éster a tres moléculas de &cido oleico formando el TAG correspondiente
con un solo tipo de &cido graso.

En el cultivo del fermentador se aplicaron las condiciones de 28 °C y 0,4 vvm
durante 140 h para un crecimiento adecuado, siguiendo una estrategia inicial en modo
discontinuo con la posterior incorporacién de glucosa pura (1,7 g de glucosa/g de
azlcares del destrio de pimiento) (modo fed-batch), simulando la experiencia en
laboratorio de C. curvatus CL6032 en medio de destrio de pimiento con relacion C/N 15
y dos pulsos de glucosa, para aumentar la relacion C/N y favorecer la acumulacion de

acidos grasos.

Tras el crecimiento en el fermentador y agotamiento de las fuentes de carbono a
las 140 h, las células se recolectan y se someten a una ruptura mecanica en un
homogeneizador. Tras esto, la corriente resultante se somete a una extraccion con hexano
(25 % (p/p) de levadura en hexano), el cual se puede recuperar en un evaporador y volver

a emplear en un nuevo ciclo de extraccion. En el extractor permanecen finalmente los
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restos celulares y en el evaporador, tras reciclar el hexano, se encuentran los aceites
microbianos en forma de TAGs, siendo el rendimiento de recuperacion de lipidos de

aproximadamente del 67,3 % (Kruger y col., 2018).

En la Tabla 4.10 se muestran los costes de la materia prima empleada (destrio de
pimiento), los costes de los compuestos quimicos y recursos usados (glucosa, hexano,
agua, enzima, etc.) y los costes laborales; mostrandose en la Tabla 4.11 los insumos
principales de materiales y energia y la cantidad de aceite microbiano producido en el

proceso simulado.

La materia prima aparece en la Tabla 4.10 con un precio negativo, como coste
que habria que restar al total, ya que el destrio de pimiento es un residuo del cual se
obtendria beneficio econémico por su gestién y aprovechamiento como recurso. No se
incluye el precio de la levadura (€/t) ni el coste (€/afio) porque el proceso de simulacion
se llevo a cabo con un in6culo celular procedente de un cultivo de propagacion, es decir,
de un reactor cuyo fin es el mantenimiento, propagacion y generacion de nuevos indculos
celulares sin necesidad de comprar la levadura cada vez que se vaya a realizar el proceso

bioldgico de obtencion de TAGs.

Tabla 4.10. Precios de mercado de la materia prima (residuo), productos quimicos, servicios
publicos y mano de obra.

Compuestos/Recursos  Precio Unidad Referencias
Destrio de pimiento —6,6 €/t (Reciclados Almerienses, 2005)
Glucosa 384,0 €/t (IndexBox, 2022)
Hexano 491,5 €/t (ICIS, 2021)
Enzima 284,0 €/t (Joelsson y col., 2016)
Agua de proceso 1,3 €/m3 (Consorcio de Aguas, 2022)
Agua de refrigeracion 3,9 €/GJ (Turton y col., 2013)
Vapor 141 €/GJ (Turtony col., 2013)
Electricidad 80,0 €/MWh (EUROSTAT, 2022)

Personal/Mano de
b 2874,0 €/mes-trabajador (INE, 2022)
obra

Partiendo de una cantidad de 100.000 t/afio de destrio de pimiento se obtendria

en torno a 1150 t/afio de aceite microbiano segun la simulacion, por lo tanto, una planta
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que use aproximadamente 300 t/dia de destrio de pimiento generaria sobre 3,2 t/dia de
aceite microbiano, lo que se corresponderia con un rendimiento total de 96 kg de aceite

microbiano por tonelada de materia prima seca de destrio de pimiento.

Tabla 4.11. Principales entradas y salidas de materia y energia en el proceso de obtencién de
aceite microbiano a partir de destrio de pimiento como materia prima

Compuestos/Recursos Cantidad Unidad
Destrio de pimiento 100.000 t/afio
Glucosa 8496 t/afio
Hexano 257 t/afio
Enzima 68 t/afio
Agua de proceso 9096 md/afio
Agua de refrigeracion 220.250 GJ/afio
Vapor 3673 GJ/afio
Electricidad 44.063 MWh/afio
Aceite microbiano (TAGs) 1153 t/afio

Este valor de rendimiento de la planta de aproximadamente 96 kg de aceites
microbianos/tonelada de pimiento de destrio seco, tendria un precio minimo de venta
estimado de 17 €/kg de aceite; valor sustancialmente mas alto que el precio de los aceites
vegetales comunes (0,6-2 €/kg) (Parsons y col., 2018; Karamerou y col., 2021). Ademas,
la glucosa pura afiadida en los pulsos en el fermentador representd aproximadamente el
94 % del costo total de los insumos, dominando los costos totales de los mismos, ya que
el resto de los insumos empleados en el proceso, como por ejemplo las enzimas o el
hexano, contribuyeron individualmente con porcentajes por debajo del 5 %. Comparando
entre las Tablas 4.10 y 4.11 se puede observar que, aunque el precio del hexano fuese
mayor que el de la glucosa (491,5 € frente a 384 €), al emplearse mas cantidad de esta
ultima como materia de entrada en el proceso, este insumo tuvo mayor repercusion en el

coste final.

En otros estudios recogidos en la literatura se han alcanzado valores mas
préximos al de los aceites vegetales, como en el de Koutinas y col. (2014), donde se
estimé en 5,5 $/kg de aceite microbiano (= 5,1 €/kg) empleando glucosa pura como
materia prima. Este buen resultado también se debe a los mayores rendimientos

alcanzados (0,23 g/g) respecto a los del presente estudio. En otro estudio de Parsons y
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col. (2018) se report6 un precio minimo de venta de entre 4 y 14 €/kg, dependiendo de
la escala de la planta, usando paja de trigo y sacarosa. Ademas, se asumio que toda la

fuente de carbono del medio se destiné a la sintesis de aceite microbiano.

Estas cifras sefialan la necesidad de aumentar el rendimiento de la produccién de
aceite microbiano y considerar la utilizacion de posibles bio-productos como el manitol
producido por la levadura, que no se tuvo en cuenta en este analisis, 0 subproductos como
los restos celulares, para mejorar el desempefio econémico del proceso y aplicar el
concepto completo de biorrefineria a las levaduras oleaginosas. El sustituir los pulsos de
glucosa, en las estrategias fed-batch, por pulsos derivados de materias primas
econdmicas, como residuos, 0 usar microorganismos mas robustos y/o con la capacidad
de coproducir compuestos de alto valor afiadido junto con los lipidos, serian otras vias
para abaratar los costes del proceso u obtener mas beneficios.

Respecto al manitol, el aprovechamiento de este poliol implicaria diversas
ventajas puesto que es un compuesto con importantes funciones fisioldgicas y es muy
valorado en la industria alimentaria y farmacéutica, entre otras. Entre algunas de sus
numerosas aplicaciones o propiedades, se destacan las siguientes: 1) es un compuesto
seguro, reconocido por la Administracion de Alimentos y Medicamentos como GRAS
(Generally Recognized As Safe en inglés), 2) tiene utilidad como alimento funcional y es
muy adecuado para personas diabéticas ya que su indice glucémico y de insulina es cero,
2) no causa reacciones de Maillard por lo que mantiene la apariencia del color de
productos, 3) activa la enzima superdxido dismutasa por lo que puede usarse para
eliminar radicales libres y disminuir la peroxidacién lipidica que, por ejemplo, dafa las
membranas celulares, 4) es un diurético osmatico usado en clinica y, 5) sus grupos
hidroxilo son propensos a reacciones de sustitucion, condensacion y esterificacion por lo
gue puede generar derivados bioldgicamente activos (Dai y col., 2017; Meng y col.,
2017; Cheny col., 2020).

Por otro lado, del aprovechamiento de los restos celulares tras la extraccién
lipidica también se pueden obtener compuestos de interés y, de este modo, mejorar la
sostenibilidad de los biocombustibles derivados de aceite microbiano, valorizando todas
las fracciones de la biomasa celular, desde la fraccion oleaginosa hasta la fraccion libre

de aceites. Los restos celulares contienen proteinas y carbohidratos que pueden usarse
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posteriormente, por ejemplo, como alimento en la industria de piensos. Kumar y col.
(2017) en uno de sus estudios, ademas de obtener un contenido lipidico del 52,1 % con
uso potencial para producir biodiésel con la levadura Pichia guilliermondii, también
estimaron que la biomasa celular tras la extraccion de lipidos contenia hasta 24,6 % y
44,2 % de proteinas y carbohidratos, respectivamente, lo que reveld su potencial para
usarse como alimento para animales. Asimismo, la biomasa celular restante también
puede convertirse en un precursor de combustible liquido, denominado biocrudo
(equivalente renovable al petréleo crudo), mediante licuefaccion hidrotermal. De este
modo, valorizando todas las fracciones de la biomasa celular (lipidica y no lipidica)
podria obtenerse un proceso mas rentable y sostenible, minimizando el impacto
ambiental y la generacion de residuos haciendo mas eficientes los procedimientos de

trabajo de una biorrefineria (Lopes da Silva y col., 2023).

Para evaluar como afectaria la mejora del rendimiento de la produccion de TAGs,
la Figura 4.20 muestra la influencia del rendimiento de aceite microbiano sobre el precio
minimo de venta. Segln esta grafica, si se lograsen alcanzar rendimientos cercanos al
valor tedrico (Papanikolaou y Aggelis, 2011a), =~ 0,32 g lipidos/g azucar consumido, se
obtendria un precio minimo de venta inferior a 7€/kg de aceite. Si a eso le sumamos la
obtencion de otros productos de alto valor afiadido en el mismo cultivo, podria obtenerse
un proceso mas econdémico o de mayores beneficios para aplicar en una futura

biorrefineria.

_\@ 19 +

S17 + X

s

GC.) 15 + X

213 | “x.

e .

211 1 Py

94+ T Xeo.

= > SN

2 1 p SO y S

e Kesex

o : : : ! |
01 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Rendimiento global de aceite microbiano, g lipido/g azlcar
Figura 4.20. Representacion de la relacion inversa entre el rendimiento de aceite microbiano

producido sobre el precio minimo de venta de este, usando valores aportados por el analisis en
Aspen Plus.
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Tras los datos obtenidos en esta simulacion de escalado con el software Aspen
plus, este estudio evoluciono hacia la coproduccion de diferentes compuestos de alto
valor afiadido en el mercado, como son los carotenoides; empleando s6lo residuos para
obtener los medios de crecimiento y acumulacion, como se muestra en los siguientes

apartados.
4.5. Cultivo de la especie Rhodosporidium toruloides en medio sintético

Existen varios géneros de levaduras oleaginosas denominadas rojas o rosas, como
Rhodotorula, Rhodosporidium, Xanthophyllomyces (Phaffia), Sporidiobolus vy
Sporobolomyces, por su capacidad natural para producir carotenoides. Los carotenoides
son pigmentos lipofilicos naturales que pueden llegar a coproducirse junto a los lipidos
en levaduras oleaginosas, compartiendo el acetil-CoA como metabolito intermediario
para su biosintesis (Luquefio-Bocardo y col., 2021). En los Gltimos afios, ha habido una
creciente demanda de mercado de recursos de carotenoides naturales para superar los
inconvenientes sobre la salud y medio ambiente que derivan de la sintesis quimica de
carotenoides. Entre los candidatos para la sintesis natural de estos pigmentos se
encuentran las levaduras oleaginosas rojas, representando una opcién muy prometedora
para la produccién de carotenoides, pudiendo crecer usando como fuente de carbono
residuos agroindustriales y alcanzar altas tasas de crecimiento en cultivos de alta
densidad, ademés de coproducir TAGs (Kanamoto y col., 2021; Segal-Kischinevzky y
col., 2022; Lopes da Silva y col., 2023).

En este sentido, se llevaron a cabo diferentes ensayos con la especie R. toruloides
en medios derivados de residuos y aplicando diferentes estrategias para favorecer la
acumulacién lipidica y estudiar la produccién simultanea de carotenoides. Debido a los
bajos porcentajes de acumulacion lipidica y a las bajas tasas de asimilacion de glucosa
observadas para la cepa R. toruloides C4 con el medio MLO, se decidi6 llevar a cabo un
estudio con medio definido YNB (YYaegashi y col., 2017) y utilizar la cepa de coleccion
R. toruloides ATCC 204091 a efectos comparativos. Estas levaduras se cultivaron en
modo batch para estudiar y comparar su crecimiento a distintas relaciones C/N (33, 43 y
66). Las condiciones de cultivo para esta especie se fijaron segun lo establecido en el
apartado 3.4 de materiales y métodos. La Figura 4.21 muestra el consumo de glucosa (A)

y el crecimiento celular (B) de las dos cepas cultivadas en YNB.
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Figura 4.21. A) Consumo de glucosa y B) crecimiento celular (DOsoonm) de las levaduras
oleaginosas R. toruloides ATCC 204091 y C4, estudiadas en medio YNB a 30 °C, pH 6y 1 vvm.

La cepa R. toruloides ATCC 204091 presentd una tasa de consumo de glucosa y
de crecimiento celular mas alta respecto a la cepa R. toruloides C4 independientemente
de la relacion C/N. Este resultado, como se ha comentado con anterioridad durante la
descripcidn de los ensayos con medio MLO, puede estar motivado por la mejora a la que
se ha sometido la cepa C4 para que pueda asimilar de forma mas eficiente el glicerol.

Ademas, se encontrd que a mayor relacion C/N el consumo de azUcar se ralentiza
y el crecimiento celular también, alcanzdndose densidades Opticas menores debido a la
mayor limitacion de nitrégeno en los cultivos con relacion C/N mas altas (por ej.: C/N
66 frente a C/N 33). Al tratarse de un medio mas limitante, la levadura necesita mas
tiempo para adaptar su metabolismo y crecer en condiciones de estrés por escasez de

nutrientes.

Respecto a la acumulacion de aceite microbiano, en la Tabla 4.12 se muestran los
resultados de acumulacién de acidos grasos totales derivados de los TAGs almacenados
por cada una de las cepas crecidas en las diferentes relaciones C/N.
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Tabla 4.12. Porcentaje de acidos grasos derivados de TAGs acumulados en las levaduras
mencionadas (%) = (g lipidos/100 g biomasa celular seca)

Cepa Relacién C/N Acidos grasos (%), (p/p)
33 32,0+0,3
R. toruloides ATCC 204091 43 38,9+0,1
66 47,5+0,7
33 17,6+0,0
R. toruloides C4 43 17,0+0,2
66 17,4+0,1

La cepa R. toruloides ATCC 204091 es la que mostré mejores resultados de
acumulacion de acidos grasos respecto a la C4. Ademas, a medida que se incrementaba
la relacién C/N, el porcentaje de acumulacion lipidica también aumentd, alcanzando un
valor de 47,5 % de &cidos grasos en el medio de relacién C/N 66. Sin embargo, con la
cepa C4 el porcentaje de acumulacién permanecio constante y en un porcentaje inferior
al 20 % (p/p) en todas las relaciones C/N estudiadas. Estos datos también apoyan la
hipétesis de que la cepa R. toruloides C4 no utiliza de forma eficiente la glucosa como
fuente de carbono para la acumulacién de aceite microbiano al tener un metabolismo

adaptado a la utilizacion de glicerol.

4.6. Cultivo en medios derivados de destrios y residuos lignocelulésicos o celul6sicos

Una vez analizados los resultados de los cultivos en el medio sintético YNB, la cepa
R. toruloides ATCC 204091 se cultivo en medios derivados de residuos y bajo diferentes
estrategias de cultivo, ya que fue la que present6 resultados mas prometedores en el
medio YNB respecto al almacenaje de acidos grasos y consumo de azUcares. Como
medio de cultivo para el crecimiento celular se utiliz6 el medio derivado de pimiento de
destrio. Por otro lado, para la acumulacion de lipidos se utilizaron los hidrolizados
procedentes de la HE de poda urbana pretratada (HPO) y del residuo de papel no
reciclado pretratado (HPA) (apartado 4.2.1).
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4.6.1. Estrategia de cultivo fed-batch en medio derivado de destrio con pulsos HPO o
HPA

En el estudio llevado a cabo con la especie R. toruloides ATCC 204091, en medio
derivado de pimiento de destrio, se siguié una estrategia fed-batch al igual que la aplicada
con C. curvatus CL6032 en los estudios recogidos en el apartado 4.4.1. Sin embargo, en
vez de usar los pulsos de glucosa para desencadenar la sintesis lipidica, se emplearon
pulsos de medio concentrado de HPO o pulsos de medio concentrado de HPA. Los
azucares derivados de la lignocelulosa/celulosa presentan ventajas como fuentes de
carbono alternativas no alimentarias, ecoldgicas y sostenibles, para la produccion de
precursores de combustibles de base biolégica como los aceites microbianos (Fei y col.,
2016). Ademas, en los cultivos se evito el uso de medio con glucosa pura, debido al
impacto observado por este componente durante el analisis tecno-econémico del
apartado 4.4.5.

i) Cultivo con pulsos de medio HPO

Los estudios en medio derivado de residuos organicos con R. toruloides
ATCC 204091 se llevaron a cabo en medio derivado de pimiento de destrio
aplicando la estrategia fed-batch con pulsos de medio HPO (A). La relacion C/N
inicial del medio fue de 15, incorporandose dos pulsos concentrados de medio
HPO aportando una concentracion final de entre 50 y 55 g/L de glucosa. Hay que
destacar que los pulsos con medio HPO, al contrario que ocurria con los pulsos
de glucosa pura, también incorporan otros nutrientes al sistema, como por
ejemplo fuentes de nitrégeno (véase Tabla 4.3), lo que puede dar lugar a un
comportamiento diferente de los procesos de acumulacién. La relacién C/N del
medio HPO se estim6 en 46, mayor que la del medio derivado de pimiento que
se encuentra normalmente entre 15. De esta manera, la relacion C/N se
incremento a lo largo del ensayo con los pulsos de medio HPO para promover la

acumulacién lipidica.
ii) Cultivo con pulsos de medio HPA

Esta levadura también se estudio en medio derivado de pimiento de destrio

aplicando la estrategia fed-batch, sustituyendo los pulsos con medio HPO por
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pulsos con medio HPA (B). La relacion C/N inicial del medio fue de 15,
incorporandose dos pulsos concentrados de medio HPA que aportaron una
concentracion final de entre 50 y 55 g/L de glucosa. La relacion C/N del medio
HPA se determind en 140, mayor que la de pulsos de medio HPO. Esto se debe
al menor contenido en nitrégeno (0,2 g/L vs. 0,6 g/L) del medio HPA frente al
medio HPO y al mayor contenido en carbono del medio HPA (ademas de glucosa,

el medio de HPA también contiene 10-11 g/L de xilosa).

La Figura 4.22 recoge el consumo de azucares, el crecimiento celular y la
incorporacion de los pulsos durante los ensayos. Durante las primeras 20 h, se observo
una fase de latencia o fase lag por parte de R. toruloides para adaptarse al medio y ajustar
su metabolismo a las condiciones de este. Una vez superada esta fase de adaptacion, se
pudo observar un crecimiento celular continuado en el tiempo que permitié alcanzar una
concentracion de biomasa celular en peso seco de 43 g/L en la estrategia con pulsos con
medio HPO A), y en torno a 53 g/L en la estrategia con pulsos con medio HPA B). Este
resultado destaca el potencial de utilizar estos medios residuales para la produccion de

biomasa celular por parte de R. toruloides.
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Figura 4.22. Consumo de azlcares y crecimiento de biomasa celular por R. toruloides ATCC
204091 en medio derivado de destrio de pimiento a C/N 15. Los pulsos de medio HPO (A) y HPA
(B) se representan en las grdficas con el simbolo “x”.

En la grafica 4.22 A) se puede observar la capacidad de R. toruloides ATCC
204091 para asimilar de forma simultanea la fructosa y la glucosa, al contrario que
ocurria con C. curvatus que presentd una asimilacion secuencial de estas fuentes de
carbono. El consumo simultaneo de glucosa y fructosa en R. toruloides también ha sido
descrito por Matsakas y col. (2015), encontrando que la glucosa y la fructosa se co-
utilizaban casi a la misma velocidad. Sin embargo, como se puede apreciar en la grafica
4.22 B) con pulsos de medio HPA, las tasas de asimilacion de glucosa y xilosa fueron
diferentes en presencia de ambos azlcares. Asimismo, las tasas de consumo de xilosa se

incrementaron en ausencia de glucosa, como se puede observar entre las 72-96 h de
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proceso. Este resultado demuestra la capacidad de esta cepa de R. toruloides para asimilar

este azUcar.

Carotay col. (2020) reportaron que las cepas de R. toruloides DMS 4444 y NRRL
1091 pudieron metabolizar simultaneamente carbohidratos como fructosa, glucosa y
galactosa. Por otro lado, Saini y col. (2021) observaron que la cepa R. toruloides 1588
podia consumir glucosa y xilosa de residuos de madera con tasas diferentes de
asimilacién. Singh y col. (2018) comprobaron que R. toruloides ATCC 204091 presenta
un patrén de crecimiento triaixico, usando preferiblemente glucosa, xilosa y glicerol,
respectivamente. Aunque se utilizé la misma cepa para este estudio, los resultados
observados en esta Tesis no apoyan la hipotesis del crecimiento diduxico en presencia de
glucosa y xilosa, pero si se observan diferencias significativas en las tasas de asimilacion

de estos azlicares.
Viabilidad celular

Durante los cultivos de R. toruloides ATCC 204091 en fed-batch con adicion de
pulsos de medio HPO y HPA se realiz6 un seguimiento de las células viables y del
porcentaje de viabilidad. Estos parametros celulares se muestran en la Figura 4.23.
Independientemente del medio de adicion empleado, el porcentaje de viabilidad se vio
afectado de forma significativa tras los pulsos de medio de HPO o HPA. Este resultado
pone de relieve el estrés que generan estos pulsos para el metabolismo celular de
R. toruloides. Entre las principales causas de estrés podrian estar la alta relacién C/N de
los medios, la falta de nutrientes, o la presencia de algunos componentes que podrian
actuar como inhibidores (como ciertos fenoles), asi como otros compuestos no
identificados que pudieran generarse durante la HE. EI medio de HPO es el que deriva
de unas condiciones de pretratamiento mas severas, por lo tanto, es el que puede presentar
mas variedad de compuestos fenolicos. La presencia de compuestos fenélicos, incluso en
bajas concentraciones, puede resultar inhibitoria para los microorganismos fermentativos
durante los procesos de conversion de la biomasa lignocelulésica. Por su parte, la
presencia de tintas y tintes en los medios de HPA también podria fomentar la inhibicién

microbiana.
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Figura 4.23. Porcentaje de viabilidad celular y células viables por mL (Logio células/mL) de los
cultivos realizados en medio derivado de destrio de pimiento con pulsos HPO A) y HPA B). Las
flechas negras indican la incorporacién de los pulsos.

Acumulacién de lipidos y carotenoides

Una vez finalizados los procesos de cultivo, tras recolectar las células antes de
los pulsos y al final de los ensayos, se procedid a la determinacion de lipidos totales
acumulados, el porcentaje de estos correspondiente a acidos grasos derivados de TAGs
y los carotenoides totales acumulados. En la Tabla 4.13 se recogen los porcentajes de
lipidos totales y acidos grasos junto con los g de carotenoides totales por g de célula

Seca.

Tabla 4.13. Porcentajes de lipidos totales y de acidos grasos derivados de TAGs y de contenido
de carotenoides totales acumulados por la levadura R. toruloides ATCC 204091 cultivada en
medio derivado de pimiento siguiendo una estrategia fed-batch con pulsos de medio HPO o HPA

ESTRATEGIA DE CULTIVO FED-BATCH EN MEDIO DERIVADO DE DESTRIO

DE PIMIENTO
Lipidos totales Acidos grasos Carotenoides totales
Pulsos HPO
(%) (p/p) (%) (p/p) (ng/g)*
Antes del 1°" pulso 22,0+0,4 16,5+0,2 1043,5+1,0
Antes del 2° pulso 40,3+0,4 34,2+0,4 931,0+1,2
Final 52,1+0,1 51,9+0,1 969,6+2,1
Lipidos totales Acidos grasos Carotenoides totales
Pulsos HPA
(%) (p/p) (%) (p/p) (ng/g)*
Antes del 1° pulso 26,6+2,7 17,3+0,2 941,4+1,1
Antes del 2° pulso 43,8+1,0 37,8+0,8 1099,9+2,0
Final 56,5+1,8 52,4+0,3 885,0+1,5

(*).: ug de carotenoides por g de células secas
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Comparando las dos estrategias empleando pulsos diferentes, no se observaron
diferencias destacables en la acumulacion de lipidos. Ambos cultivos superaron el 50 %
de acumulacién tanto de lipidos totales como de acidos grasos derivados de los TAGs
acumulados, alcanzandose un contenido total de 52-56 g de lipidos extraidos por 100 g
de células secas.

La acumulacién de carotenoides tampoco presentd diferencias relevantes.
Ademaés, cabe destacar que el valor de la produccion de carotenoides fue constante
durante todo el tiempo de cultivo, al contrario que los lipidos que se acumularon en
funcién del tiempo y de la relacion C/N. La acumulacion de carotenoides sufrio pequefias
variaciones de incrementos y descensos durante los diferentes puntos muestreados. Estas
diferencias de acumulacion durante los cultivos pueden deberse a que la concentracion
de carotenoides totales se calcul6 mediante una curva patrén de p-caroteno en etanol, por
lo tanto, se podria estar subestimando la concentracion de otros carotenoides diferentes
al utilizado para la curva patrén. También pudo interferir en estas fluctuaciones de
concentraciones las diferencias en las relaciones C/N entre unos pulsos y otros e incluso
la presencia de otros compuestos no determinados. Destacar que estas especies quimicas
son muy sensibles/inestables frente a procesos oxidativos, la exposiciéon a la luz y
variaciones de temperatura, debido al grado de insaturaciones que presentan (Reyes-
Gonzélez y Franco Correa, 2006). Estos factores, presentes tanto durante los cultivos
como en las etapas de procesamiento (extraccion y cuantificacion), pueden interferir en
la medida final. Tada y Shiroishi (1982) identificaron una enzima fotoinducible (EC.
1.1.1.34) en Rhodotorula minuta implicada en el metabolismo de biosintesis de
carotenoides y que no esta involucrada en la biosintesis lipidica. En este contexto, Kong
y col. (2019) observaron en R. mucilaginosa la mejora de sintesis de carotenoides con el
aumento de la intensidad de luz, lo que implicaba que la fotomorfogénesis y el estrés
oxidativo también constaban bajo iluminacion en R. mucilaginosa, teniendo la
biosintesis de carotenoides un papel importante en la funcién antioxidante. Por el
contrario, una intensidad de luz alta provoca ciertos efectos inhibidores sobre el
crecimiento celular, la acumulacion lipidica, etc. Por lo tanto, evitar someter a las células
a cambios luminicos bruscos o duraderos es esencial para no cometer errores
significativos en la determinacién de estos terpenos, debiéndose mantener las mismas
condiciones de exposicion a la luz durante los ensayos y en los procesos de extracciones

y analisis de los pigmentos.
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Otro de los motivos de fluctuacion en la acumulacion de carotenoides en los
diferentes tiempos registrados durante los cultivos pudo ser el papel antioxidante que
tienen estos compuestos en las células, variando su concentracion en funcion del estrés
oxidativo, de la luz, o de la necesidad de dirigir el flujo de carbono hacia otras rutas
metabdlicas. En un estudio con R. glutinis, la concentracion de carotenoides sufrio
variaciones segun la relacion C/N y segun la presencia o no de glucosa en el medio. A
relaciones C/N 20-50, se consumié toda la glucosa y se estimuld la formacion de
carotenoides mientras que a una C/N 70-100 se favorecid la acumulacién de lipidos frente
a la biosintesis de carotenoides. En cambio, se determiné que los niveles de &cido oleico
disminuyeron drasticamente tras agotarse la glucosa del medio. Esto podria estar
relacionado con la obtencion de carotenoides a partir del precursor acetil-CoA

proveniente de la degradacion de los lipidos intracelulares (Tkacova y col., 2017).

Una situacién similar podria estar ocurriendo en los estudios realizados, cuyos
resultados estan reflejados en la Figura 4.22, donde se ha podido potenciar la
acumulacion lipidica frente a la sintesis de carotenoides conforme se han ido
incrementando las relaciones C/N al incorporarse los pulsos. Sin embargo, al consumirse
por completo toda la glucosa del medio antes de los pulsos y al final de los ensayos, las
células podrian haber empleado lipidos intracelulares para metabolizar el acetil-CoA
resultante de la degradacion de los lipidos en carotenoides y por ello no se verian

fluctuaciones muy drasticas en las concentraciones de estos Ultimos.

Saini y col. (2021) alcanzaron una acumulacion de lipidos del 43 % con la
levadura R. toruloides 1588 y una estrategia fed-batch, utilizando hidrolizado de madera
no detoxificado a una relacion C/N 70. Estos autores reportaron ademas un consumo
superior al 95 % y al 70 % de los azUcares glucosa y xilosa, respectivamente. Los ensayos
realizados en esta Tesis mostraron un mayor porcentaje de acumulacion de lipidos (56 %)
con la cepa R. toruloides ATCC 204091 siguiendo una estrategia fed-batch con pulsos
de medio HPA, observandose ademas un consumo total de glucosa y de méas de un 60 %

de la xilosa.

Tincion Rojo de Nilo

La produccién de lipidos durante los cultivos también se monitoriz6 mediante la

visualizacion de R. toruloides ATCC 204091 por microscopia de fluorescencia con el
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tinte fluorescente Rojo de Nilo. Para ello se tomaron muestras antes de cada pulso de
HPO y HPA y al final de cada ensayo. Con este procedimiento fue posible el seguimiento
visual de la produccion de lipidos con la estrategia fed-batch, observandose el incremento
en la intensidad luminica a medida que la relacién C/N se iba incrementando en los
medios. En la Figura 4.24 puede observarse como a mayor tiempo de cultivo (mayor
relacion C/N) la fluorescencia emitida por la muestra fue mayor. En su mayor parte, la
fluorescencia fue intracelular, ya que se tifieron lipidos de reserva (TAGS) que se
acumulan en vesiculas o cuerpos lipidicos. Maza y col. (2020) también utilizaron este
método de microscopia de fluorescencia con tincién Rojo de Nilo para confirmar la
presencia de cuerpos lipidicos en las cepas de levaduras R. glutinis R4 y R. toruloides Y-
1091, usando Saccharomyces cerevisiae ATCC 32051 como control negativo. Estos
autores lograron una emision de color amarillo dorado sélo en las cepas de levaduras

oleaginosas estudiadas, confirmando la acumulacién de lipidos neutros intracelulares.

Estrategia fed-batch — antes 1* pulso HPO Estrategia fed-batch —antes 22 pulso HPO Estrategid fed-batcir+ ﬁnéj ensgyo con puSoiHPO
& 0 )i %ee 9 i

Estrategia fed-batch — antes 1* pulso HPA

. gt

Figura 4.24. Evolucion de la acumulacion lipidica en los cultivos de R. toruloides ATCC 204091
siguiendo una estrategia fed-batch con pulsos HPO (Imagenes superiores) y pulsos HPA
(Imégenes inferiores).

4.6.2. Estrategia de cultivo batch en dos etapas en medio derivado de destrio y de HPO
o HPA

Con el objetivo de comparar el potencial de produccién de aceite microbiano con
diferentes configuraciones de proceso, la levadura R. toruloides ATCC 204091 se cultivo
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posteriormente siguiendo una estrategia de proceso batch en dos etapas utilizando los
mismos medios descritos con anterioridad (medio derivado de pimiento de destrio como
medio de crecimiento de la levadura, y medio HPO o HPA para favorecer la acumulacion
de lipidos). Esta estrategia, se diferencia de la estrategia batch de una etapa en que
mantiene las relaciones C/N altas al cambiar las células de un medio a otro tras el

agotamiento de las fuentes de carbono durante la primera etapa (Saini y col., 2021).
i) Cultivo en dos etapas: Medio de destrio y medio HPO

En la primera etapa, se crecio a R. toruloides ATCC 204091 en el medio
derivado de destrio de pimiento (relacion C/N 15), hasta agotar las fuentes de
carbono. Después, en una segunda etapa, la biomasa celular generada se recupero
por centrifugacion y se inoculé al medio HPO (C/N 40) para favorecer la
acumulacién lipidica debido a la mayor relacién C/N. El ensayo se completo

cuando se agotaron las fuentes de carbono.
ii) Cultivo en dos etapas: Medio de destrio y medio HPA

La cepa R. toruloides ATCC 204091 se cultivo en una primera etapa en el
medio derivado de destrio de pimiento (C/N 15). En la segunda etapa del cultivo
en batch, la biomasa celular se recuper6 por centrifugacion y se inocul6 en medio
HPA. La relacion C/N del medio HPA se determiné en 135. Ademaés, el medio
HPA present6 una mayor concentracion de carbono en comparacion con el medio
HPO y una menor cantidad de nitrdgeno. En el medio HPA se determind una
concentracion de nitrégeno unas tres veces menor que la del medio HPO, 0,2 g/L

de nitrogeno total Kjeldahl frente a 0,6 g/L, respectivamente.

La Figura 4.25 recoge los resultados del consumo de azucares, el
crecimiento celular y el cambio de un medio a otro durante la estrategia batch en
dos etapas aplicada a los cultivos A) medio destrio y medio HPO y B) medio
destrio y medio HPA. Al igual que ocurrio con los cultivos en modo fed-batch,
R. toruloides presento una fase de latencia de al menos 24 h a partir de la cual
empez0 a registrar incremento en la concentracion celular. La biomasa celular
final alcanzada en las Ultimas etapas en batch de ambos estudios fue en torno a

50 g/L. El consumo de las fuentes de carbono del medio de destrio de pimiento,
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fructosa y glucosa, fue del 100 % en un méximo de tiempo de 48 h en ambos

casos. Sin embargo, en la segunda etapa en medio HPO, la glucosa se consumio

en menos de 24 h, correspondiéndose con menos de 4 dias del proceso general

completo; mientras que en la segunda etapa en medio HPA se necesit6 més de

24 h (completando 4 dias de cultivo entre ambas etapas) para consumir la glucosa

y la xilosa del medio como muestra la Figura 4.25.
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Figura 4.25. Consumo de azlcares y crecimiento de la biomasa celular por R. toruloides ATCC
204091 en dos etapas. Primera etapa: cultivo en batch en medio derivado de destrio de pimiento
a relacion C/N 15. Segunda etapa: cultivo en batch en medio HPO A) a relacién C/N 40 o en
medio HPA B) a relacién C/N 135.
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Viabilidad celular
Durante los cultivos en batch en dos estapas, como se observa en la Figura 4.26

los valores de viabilidad se redujeron tras inocular las células en el medio de acumulacion

(HPO o HPA), al igual que se observo durante las estrategias fed-batch.

10 i/o/o o T 100 10 —+ 100
- A 1 _ > i
= A A 80 g 9 A 1 80
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Figura 4.26. Porcentaje de viabilidad celular y células viables por mL (Logio células/mL) de los
cultivos realizados en una primera etapa en medio derivado de destrio de pimiento y en una
segunda etapa en medio HPO A) y HPA B). La interrupcion entre los puntos representados indica
el cambio de medio de cultivo.

Acumulacién de lipidos y carotenoides

Una vez finalizados los cultivos se procedid a la determinacion de lipidos totales
acumulados, el porcentaje de estos correspondiente a &cidos grasos derivados de TAGs
y los carotenoides totales acumulados. En la Tabla 4.14 se recogen los porcentajes de
lipidos totales y &cidos grasos junto con los g de carotenoides totales por g de célula

Seca.
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Tabla 4.14. Porcentajes de lipidos totales y de &cidos grasos derivados de TAGs y de contenido
de carotenoides totales acumulados por la levadura R. toruloides ATCC 204091 cultivada en
batch en dos etapas (medio derivado de destrio de pimiento y medio HPO o HPA,
respectivamente).

ESTRATEGIA DE CULTIVO BATCH EN DOS ETAPAS

1*" etapa: 20 etapa: )
Cultivo en cul tivg e'n Lipidos totales  Acidos grasos Carotenoides
1 [0) 0) *
medlolde medio HPO (%0) (p/p) (%) (p/p) totales (ng/g)
destrio
_Iniciocultivo | -~ 8,5+1,5 - 1043,5+1,0
- Final 27,4+0,6 24,7+0,6 1142,1+1,2
1°" etapa: o .
: 2° etapa: - < .
Cultivo en Cultivo en Lipidos totales  Acidos grasos Carotenoides
1 [0) 0,
n:jedlo,de medio HPA (%) (p/p) (%0) (p/p) totales (ng/g)*
estrio
__Inicio cultivo_{ - 8,5%1,5 - 969,6+2,1
- Final 42,2+1,7 38,3+0,6 1140,4+3,7

(*): ug de carotenoides por g de células secas

En estos estudios se observan diferencias notables en la acumulacién de lipidos
totales y de &cidos grasos, al contrario de lo que ocurrié en los estudios aplicando la
estrategia fed-batch por pulsos. En la estrategia con medio HPA se supero el 40 % (p/p)
de acumulacion lipidica, en cambio en la estrategia con medio HPO no se llego al 30 %
(p/p) de lipidos totales. Este resultado podria estar motivado por las diferencias en las
relaciones C/N (40 vs. 135) y a la mayor concentracion en nitrogeno (0,6 g/L vs. 0,2 g/L)
del medio HPO, lo que pudo no ser limitacion suficiente para fomentar la acumulacion

lipidica.

Otros compuestos, como el &cido acético, no se tuvieron en cuenta como fuentes
de carbono en este estudio, ya que sélo se estudiaron fuentes de carbono azucaradas y los
rendimientos se calcularon en base a éstas. Aun asi, el medio HPA presentaba al menos
10 g/L de é&cido acético, por lo que pudo ser usado como fuente de carbono por la
levadura. Huang y col. (2016) demostraron que levaduras de esta especie, como
R. toruloides AS 2.1389, pueden crecer usando acido acético (hasta una concentracion
de 20 g/L) como Unica fuente de carbono, obteniendo un buen crecimiento y acumulacion
de lipidos. Por lo tanto, las levaduras crecidas en la estrategia con medio HPA podrian
haberse visto beneficiadas por este compuesto para la acumulacion lipidica respecto a las

crecidas en la estrategia en la que se utiliz6 medio HPO.
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Por otro lado, se observé una misma concentracion de carotenoides totales por g
de células secas, independientemente del medio utilizado para la estrategia en batch en

dos etapas, observandose un total aproximado de 1,1 mg/g células secas.
4.6.3. Perfiles de acidos grasos y carotenoides

El perfil de acidos grasos y de carotenoides se determind en cada uno de los
cultivos realizados con R. toruloides ATCC 204091. Las Figuras 4.27 y 4.28 recogen
estos datos, respectivamente.
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Figura 4.27. Comparacion del perfil de acidos grasos de R. toruloides ATCC 204091 crecida en
medio YPD (indculo) y crecida en destrio siguiendo las estrategias fed-batch usando pulsos HPO
y HPA y batch en dos etapas usando medio HPO y HPA para acumular lipidos. En linea
discontinua negra: ensayos con HPO; en linea roja: ensayos con HPA.

Respecto al perfil del indculo (0 h), R. toruloides present6 un reparto similar entre
los acidos grasos palmitico (C16:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) y linolénico
(C18:3), seguidos de los minoritarios estearico (C18:0) y miristico (C14:0). Este reparto
entre acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados en R. toruloides se

debe a que, entre las fracciones de lipidos, las de fosfolipidos y glicolipidos mas
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esfingolipidos presentan mayor contenido en cidos grasos insaturados respecto a la de
lipidos neutros (Papanikolaou y col., 2017) y el contenido en &cidos grasos antes de la

acumulacién de reservas lipidicas, presenta diferentes grados de insaturacion.

Sin embargo, a lo largo de los cultivos y mientras tiene lugar la acumulacion
lipidica, se pudo observar un cambio de tendencia en este perfil. ElI &cido oleico y
palmitico se observaron en mayor proporcion, seguido del &cido linoleico y estearico. A
medida que aument6 el porcentaje de lipidos se vieron reducidos los &cidos grasos
linoleico y linolénico, apareciendo nuevos &cidos en el perfil de acumulacion entre los
que se encuentran el acido palmitoleico (C16:1), el acido araquidico (C20:0), el acido
behénico (C22:0) y el &cido lignocérico (C24:0) (Patel y col., 2017). No obstante, estos
ultimos &cidos grasos representaron un porcentaje por debajo del 2 % respecto al total.
El &cido miristico (C14:0) solo se identifico al inicio del cultivo y en los cultivos en modo
fed-batch.

El perfil obtenido al final de las estrategias fed-batch fue muy parecido al
obtenido en las estrategias batch, por lo que se puede deducir que el medio de cultivo y
la estrategia aplicada tienen un impacto bajo en el perfil lipidico en estas experiencias,
salvo en lo relativo a los &cidos grasos minoritarios como el acido miristico (C14:0),
acido araquidico (C20:0) y el &cido lignocérico (C24:0). Sin embargo, otros autores han
obtenido resultados diferentes. En el estudio realizado con R. toruloides NRRL Y-27012
y R. kratochvilovae FMCC Y-43 se encontro que el perfil de cidos grasos variaba segun
la composicion del medio (melaza de cafia de azlcar con y sin adicion de una fuente
externa de nitrogeno, sales de fosfato y oligoelementos) y segun la fuente de carbono.
Aun asi, los acidos grasos mayoritarios fueron el acido oleico con valores entre 40,2-
63,4 % y el acido palmitico con valores entre 20,9-32,4 % (Boviatsi y col., 2020).

Como se observé durante los ensayos con C. curvatus CL6032, la composicion
del medio puede influir en el perfil de &cidos grasos en general, pero los &cidos grasos
predominantes suelen ser los mismos, al igual que la ruta de sintesis de lipidos en la
acumulacién de TAGs, que tiene un flujo de formacidn de compuestos semejante como
se menciond en el apartado 4.4.2 y como se recoge en la Figura i del Glosario, lograndose
tras la acumulacion un alto contenido de acido oleico y palmitico apto para la sintesis de
biodiésel (Mazay col., 2020).
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Tkacova y col. (2017) observaron que los &cidos grasos mayoritarios en
R. glutinis originariamente son el acido palmitico (C16:0), &cido estearico (C18:0), acido
oleico (C18:1), &cido linoleico (C18:2) y &cido linolénico (C18:3). Sin embargo, a altas
relaciones C/N esta levadura acumula de forma mayoritaria el acido oleico, al igual que
se ha observado para R. toruloides en esta Tesis. Uno de los motivos que podria explicar
la acumulacion de acido oleico en mayores proporciones es su rapida utilizacion por parte
de la célula en ausencia de una fuente externa de carbono a través del proceso de B-
oxidacion de acidos grasos. Esta hipotesis estd respaldada por el hecho de que tras el
agotamiento de la fuente de carbono en los cultivos con R. glutinis, se observé un rapido
descenso de los niveles de acido oleico (Tkacova y col., 2017).

Kolouchova y col. (2016) observaron que las levaduras oleaginosas Y. lipolytica,
R. glutinis, Trichosporon cutaneum y Candida sp., mostraron una disminucion en el
contenido de acidos grasos poliinsaturados a partir de una relacion C/N de 30. En las
levaduras Y. lipolytica y T. cutaneum se observo que a medida que disminuia el perfil de
acidos grasos poliinsaturados crecia el de saturados, en cambio, en las levaduras
R. glutinis y Candida sp. el perfil de acidos grasos saturados descendia al igual que los
acidos grasos poliinsaturados. La acumulacién de acidos grasos monoinsaturados se Vvio,
en general, favorecida por esta relacion C/N, siendo el acido graso mas representativo el

acido oleico.

La aparicion de nuevos acidos grasos saturados como el acido lignocérico (C24:0)
y la predominancia de &cidos grasos con una sola insaturacion o saturados (acido oleico
(C18:1) y palmitico (C16:0)), tienen lugar de forma general durante la
produccion/acumulacion de lipidos neutros en levaduras oleaginosas (véanse Figura iy

Figura ii del Glosario).

Con respecto a los carotenoides, la Figura 4.28 muestra una comparativa del perfil
de carotenoides entre las diferentes estrategias de cultivo y los diferentes medios
empleados. Los terpenos principales que se identificaron fueron los siguientes: toruleno,
torularodina, y-caroteno y B-caroteno, pudiéndose clasificar todos ellos dentro de la
categoria de carotenos, excepto la torularodina que pertenece al grupo de las xantofilas
(Kot y col., 2018) (Figura 4.29).
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Figura 4.28. Comparacion del perfil de carotenoides acumulado durante las estrategias fed-
batch A) usando medio derivado de destrio de pimiento y pulsos HPO y HPA y batch en dos
etapas B) usando medio derivado de destrio de pimiento para crecer y medio HPO y HPA para
acumular lipidos.

De forma general, el toruleno fue el carotenoide mayoritario al final de los
cultivos, seguido del y-caroteno, la torularodina y el B-caroteno. El perfil de estos
compuestos fue variando a lo largo de los procesos. De esta manera, el B-caroteno y el y-
caroteno fueron disminuyendo en concentracion a lo largo del cultivo, mientras que el
toruleno se fue acumulando. Por su parte, la torularodina no mostré una tendencia clara,

observandose unas concentraciones finales parecidas al y-caroteno. El B-caroteno fue
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disminuyendo a medida que avanzaban las experiencias ya que la sintesis de carotenoides

a partir del y-caroteno se dirigio sobre todo a la produccion de toruleno (Figura 4.29).

El y-caroteno también puede ser precursor de la plectaniaxantina, una xantofila
determinada en este estudio, pero a una concentracion muy baja, por lo que no se tuvo
en cuenta como producto final. Madhour y col. (2005) observaron en la levadura roja
Dioszegia sp. que una aireacion reducida puede suprimir la biosintesis de
plectaniaxantina, acumulandose y-caroteno. Esto puede ser indicativo del papel
antioxidante de la plectaniaxantina, como ocurre en otras levaduras de los géneros
Rhodotorula, Rhodosporidium, Cystofilobasidium, etc. (Avalos y Limén, 2017) que

aumentan el contenido de torularodina o astaxantina frente al estrés oxidativo.

Los cultivos llevados a cabo en este estudio con R. toruloides ATCC 204091
dirigieron la ruta de carotenogénesis (Zoz y col., 2015) principalmente hacia la
produccion de toruleno a partir de y-caroteno, como se ha comentado anteriormente
(Figura 4.28), siendo este pigmento uno de los responsables del color rojo rosado
caracteristico de la levadura de estudio (Smith, 2000; Kot y col., 2018). Los valores de
toruleno alcanzados en esta Tesis se encontraron en un rango de 460-640 g/g peso seco,
alcanzando el valor mas alto (636,3 pg/g peso seco) con el medio HPO y una estrategia
de cultivo en batch en dos etapas. La menor acumulacién fue registrada con este mismo
medio siguiendo la estrategia fed-batch, llegando a obtenerse al final del ensayo un
maximo de 468,0 ug/g peso seco de toruleno. Las concentraciones de toruleno
alcanzadas en esta Tesis son ligeramente superiores a las obtenidas por Qi y col. (2020)
con la cepa mutante R. toruloides RM18, que alcanz6 un maximo de 501 pg de toruleno
por g peso seco.
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Figura 4.29. Ruta simplificada de produccion de los carotenoides y-caroteno, f-caroteno,
toruleno y torularodina desde el precursor o molécula base acetil-CoA. Resaltados en cuadros
de color se destacan los carotenoides obtenidos principalmente en el perfil final de R. toruloides
ATCC 204091 de este estudio. También se muestran los espectros de absorcion de los principales
pigmentos, empledndose en este estudio una curva patron de f-caroteno para cuantificar los
carotenoides acumulados.

4.6.4. Concentracion lipidica y rendimientos en los distintos cultivos realizados

Tras el estudio con la cepa R. torulodies ATCC 204091 crecida en el medio de
pimiento de destrio y siguiendo diferentes estrategias de acumulacién, fed-batch y batch
en dos etapas, empleando residuos de HPO y HPA, se calcularon la produccion de lipidos
(g/L), el rendimiento de lipidos (g lipidos/g azucar consumido) y el rendimiento en peso
seco celular (g células secas/g aztcar consumido) al final de los ensayos. Estos datos se

reflejan a continuacion en la Tabla 4.15.
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Tabla 4.15. Concentracion de lipidos y rendimientos de lipidos y peso seco celular de la levadura
de R. toruloides ATCC 204091 crecida en medio de pimiento de destrio y siguiendo diferentes
estrategias de acumulacion, fed-batch y batch en dos etapas, usando pulsos HPO o HPA y medio
HPO o HPA, respectivamente

CONCENTRACION Y RENDIMIENTOS

MEDI(? Estrategia C/N Con'centracién Repdimiento Rendimiento peso
DESTRIO Fed-Batch lipidos (g/L) lipidos (g/g)®  seco celular (g/g)®
Pulsos HPO 46 35,1+0,01 0,21+0,001 0,41+0,03
Pulsos HPA 140 33,4+0,03 0,22+0,001 0,50+0,01
PIMIENTO | Estrategia CIN Con_centracién Re_ndimiento Rendimiento peso
(C/N 15) Batch lipidos (g/L) lipidos (g/g)®  seco celular (g/g)®
Medio HPO 40 13,5+0,02 0,18+0,002 0,46+0,01
Medio HPA 135 20,910,1 0,22+0,003 0,3540,02

a: g de lipidos por g de aztcar consumido; °: g de células secas por g de aziicar consumido

Los mejores resultados en términos de concentracion de lipidos y de rendimientos
se observaron en la estrategia fed-batch. Por otro lado, el medio HPA fue el que presentd
generalmente mejores resultados. EI medio HPA contenia &cido acético lo que lo
diferencia del medio HPO que contenia acido citrico. La presencia de acido acético pudo
beneficiar la acumulacion de estos bio-productos ya que se puede emplear como fuente
de carbono por R. toruloides. Las levaduras oleaginosas son capaces de asimilar el &cido
acético a acetil-CoA, que puede emplearse en el ciclo de Krebs o como precursor de
acidos grasos y carotenoides, entre otras funciones. El exceso de acetato en los medios
podria impulsar el flujo de carbono hacia los &cidos grasos y la acumulacién de lipidos

tras convertirlo en acetil-CoA (Qin y col., 2017).

En la estrategia fed-batch con pulsos de medio HPA se obtuvo un rendimiento de
lipidos de 0,22 g/g, un rendimiento de peso seco celular de 0,5 g/g y una concentracién
de lipidos de 33,4 g/L. Por lo general, en comparacidn con otras estrategias, la estrategia
en fed-batch permite alcanzar concentraciones superiores de lipidos y de biomasa celular,
lo cual es de suma importancia durante los procesos de produccion de aceite microbiano
puesto que las tasas de produccion y concentracion tienen un papel fundamental en el

precio final del producto (Lopes y col., 2020).

El rendimiento tedrico para la produccién de TAG a partir de glucosa se ha
estimado en 0,58 Cmol TAG/Cmol glucosa, empleando herramientas de prediccién y

calculos de rendimientos sobre el mapa metabolico de R. toruloides (Bommareddy y col.,
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2015; Castarieda y col., 2017). Este rendimiento equivale a 0,3 g TAG/g glucosa, fijando
como referencia de TAG a la molécula formada por tres acidos palmiticos y el glicerol
3-fosfato. También se ha reportado un rendimiento maximo teérico de 0,32 g/g, teniendo
en cuenta la conversion de 1 mol de glucosa en 2 moles de acetil-CoA y considerando el
uso de todo el acetil-CoA en la ruta de sintesis de lipidos (Papanikolaou y Aggelis, 2011a;
Caporusso y col., 2021).

El rendimiento alcanzado de 0,22 g/g en algunos de los ensayos con R. toruloides
ATCC 204091 se sitta por tanto en torno al 69 % del tedrico, mientras que el rendimiento
méaximo alcanzado con C. curvatus (0,16 g/g) en ensayos anteriores fue del 50 %.
Bommareddy y col. (2015) observaron un rendimiento experimental de 0,15 g/g usando
R. toruloides en medio de glucosa y condiciones limitantes de nitrogeno. Este
rendimiento aumentd hasta 0,17 g/g al cultivar R. toruloides en un hidrolizado de

biomasa mas glicerol (glucosa:xilosa:glicerol = 10:20:30).

Cabe resaltar que las pequefias variaciones encontradas en las relaciones C/N
entre los medios HPO y HPA utilizados en la estrategia en fed-batch y la estrategia en
batch de dos etapas, se deben a que los medios utilizados en la estrategia por pulsos se
concentraron previamente para poder aportar una concentracion de glucosa final al
biorreactor de 50-55 g/L. Durante la etapa de concentracion por evaporacion, el medio
pudo sufrir alteraciones en la relacion C/N y verse influenciado por otros compuestos

presentes en el cultivo no determinados.

Respecto a la coproduccion de lipidos y carotenoides, la Figura 4.30 representa
graficamente las diferencias de acumulacion obtenidas de las diferentes estrategias de

cultivo usando tanto residuos de HPO como de HPA.
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Figura 4.30. Comparacion de porcentajes de lipidos acumulados (g/100 g peso seco celular) y
carotenoides totales (ug/g peso seco celular) en la levadura R. toruloides ATCC 204091 crecida
en medio de pimiento de destrio y siguiendo diferentes estrategias de acumulacion, A) fed-batch
usando pulsos de medio HPO o HPA y B) batch en dos etapas, usando medio HPO o medio HPA.

Como puede observarse en la Figura 4.30, R. toruloides mostr6 de forma general
mayores porcentajes de acumulacién lipidica y de carotenoides con el residuo de HPA.
El porcentaje de lipidos alcanzado fue de 42 % y de 56 % en el modo batch en dos etapas
y en el modo fed-batch con pulsos de HPA, respectivamente. Las diferencias entre los
diferentes modos de operacién observadas podrian deberse a la falta de optimizacién de
las condiciones de cultivo en el modo batch en dos etapas. Nair y Sivakumar (2022)
desarrollaron un modelo para optimizar la produccion de biomasa celular y de lipidos en
R. toruloides DSM 4444 utilizando un hidrolizado de papel de oficina como medio de
cultivo y siguiendo una estrategia en batch. La optimizacion del proceso se llevé a cabo

a través de un disefio de superficie de respuesta Box-Behnken, considerando como
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pardmetros principales la relacion C/N, el tiempo de fermentacion y el volumen de
inoculo. Mediante este modelo, el cultivo de R. toruloides DSM 4444 alcanz6 un
contenido intracelular de lipidos del 58 % (p/p) tras 116 h de cultivo, utilizando una

concentracion de indculo incial del 9,67 % (v/v) y una relacién C/N del medio de 60.

Con respecto a la produccién de carotenoides, al contrario que los resultados de
acumulacién lipidica, se obtuvieron mayores concentraciones durante los cultivos en
modo batch en dos etapas con més de 1,1 mg de carotenoides/g biomasa celular seca.
Estos resultados fueron similares a los obtenidos (1,5 mg/g) por Qi y col. (2020)
utilizando un hidrolizado de residuos de té y la levadura R. toruloides ACCC20341. Estos
valores de acumulacion de carotenoides podrian mejorarse mediante la modificacion
genética de las cepas productoras. Qi y col. (2020) obtuvieron el mutante R. toruloides
RM18 tras someter la cepa ACCC20341 a mutagenesis con una técnica de radio
frecuencia a presion atmosférica (Atmospheric and Room-Temperature Plasma) y un
proceso posterior de evolucién adaptativa en un hidrolizado de residuos de té. Este
mutante RM18 aument6 la concentracion intracelular de carotenos en un 50 % con

respecto a la cepa parental ACCC20341.

Cabe destacar que en la estrategia fed-batch no se observo una tendencia clara en
la acumulacion de carotenoides a lo largo del proceso y la concentracion fue variando en
funcién del punto del cultivo muestreado. Esto pudo deberse a la variaciones en la
composicion del medio como se comentd con anterioridad, generandose un mayor o
menor estrés en las células y haciendo que se promueva en mayor o menor medida la
sintesis de carotenoides, ya que estos juegan un papel esencial en la proteccion frente al
estrés oxidativo y otras condiciones ambientales desfavorables (Li y col., 2017).

Un futuro andlisis tecno-econdmico como el llevado a cabo con C. curvatus
CL6032 cultivada en destrio de pimiento, podria mostrar el potencial de usar residuos
agricolas junto con residuos lignoceluldsicos o celulésicos para el cultivo de levaduras
oleaginosas rojas, como R. toruloides ATCC 204091. Este tipo de analisis permite
evaluar el impacto de las diferentes etapas del proceso en términos econdmicos,
evaluando a su vez los recursos empleados y los rendimientos de la planta en estudio. La
importancia de usar residuos como materias primas para aportarles un valor, a la vez que

se contribuye a la disminucién de los costes de procesos, se informa también en la
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bibliografia. Maza y col. (2024) en su estudio de acumulacion de lipidos intracelulares
en la levadura R. glutinis R4 cultivada en medios derivados de vinaza suplementados con
glucosa, evaluaron a asimismo la sustitucion de la glucosa por glicerol como estrategia
de integracion de las industrias del bioetanol y del biodiésel, valorizando ambos residuos
agroindustriales y obteniendo un proceso méas econdémico al reemplazar la glucosa por el

glicerol.

En base a esto y en relacion con el presente estudio, uno de los principales
aspectos a evaluar en un nuevo andlisis tecno-econdmico seria la sustitucion de la glucosa
(comercial) por azlcares derivados de los residuos de lignocelulosa o de papel, ya que
como se demostrd en el analisis tecno-econdmico realizado (apartado 4.4.5), la glucosa
incorporada en el caso de estudio representa el 94 % del costo total de los insumos. No
obstante, a este respecto es importante determinar el gasto econémico del pretratamiento
de las materias primas en términos energéticos, identificar los requisitos operacionales
(uso de catalizadores, agua, electricidad, enzimas, etc.) y evaluar el impacto ambiental
del proceso global, para poder establecer una comparativa y determinar los beneficios
potenciales al usar estos residuos.

Asimismo, la coproduccién de lipidos junto con carotenoides (compuestos de alto
valor afiadido), asi como el aumento de los rendimientos y de concentracion intracelular
de lipidos en los cultivos de R. toruloides ATCC 204091 con respecto a los cultivos de
C. curvatus CL6032, podrian representar a su vez una ventaja econdémica en referencia
al precio minimo de venta estimado (€/kg lipidos). Tomando como referencia el estudio
sometido a analisis tecno-econdémico de C. curvatus CL6023 en destrio de pimiento con
pulsos de glucosa y comparando con el estudio de R. toruloides ATCC 204091 en destrio
de pimiento con pulsos de medio HPA, los rendimientos de lipidos por consumo de
azlcar aumentaron de 0,12 g/g a 0,22 g/g, los rendimientos de biomasa celular seca por
consumo de azlcar incrementaron de 0,42g/g a 0,50 g/g, la acumulacién de lipidos
totales mejoré del 32,7 % al 56,5 %, la acumulacion de TAGs en forma de &cidos grasos
aumento del 29,2 % al 52,4 % y la concentracién de lipidos se duplicé de 16,8 g/L a
33,4 g/L, respectivamente. Ademas, es importante destacar el posible impacto en la
economia del proceso que tiene la coproduccion de carotenoides, ya que un rendimiento
de produccion de carotenoides del 0,1 %, podria representar mas del 90% de los ingresos

totales en una futura planta industrial, debido al alto valor que presentan en el mercado,
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con un precio variable entre 300 $/kg y 3000 $/kg dependiendo del tipo de carotenoide
(Liu y col., 2021).

4.7. Cultivo de levaduras oleaginosas modificadas genéticamente en medios derivados

de residuos

Tras los resultados alcanzados en este estudio, la obtencion de un proceso rentable
a escala industrial a partir de residuos vegetales (agricolas y urbanos) como materias
primas y el uso de levaduras oleaginosas para obtener un producto de valor en el mercado,
implica, entre otros factores, mejorar los rendimientos y concentracion de producto.
Ademas, seria conveniente disminuir los costes de otras etapas como las pertenecientes
al proceso “downstream”, por ejemplo, simplificando la extraccion y separacion de los
compuestos. También seria interesante aplicar estrategias de cultivo mas sencillas y usar
materias primas de facil tratamiento para la obtencion de medios de cultivos con el fin
de mejorar los beneficios economicos y simplificar el esquema de proceso de una futura
planta. Con este objetivo, en la presente Tesis se llevaron a cabo estudios en batch (una
etapa) con levaduras oleaginosas modificadas genéticamente, de forma que se pudiese
potenciar la produccion de un compuesto deseado y de alto valor para alcanzar mejores
resultados de produccién y rendimientos; asi como aplicar el uso de estrategias de cultivo
mas sencillas y de menos tiempo de ejecucion. Estos estudios se llevaron a cabo con
diferentes cepas de la levadura oleaginosa Y. lipolytica. Esta levadura esta considerada
como un organismo de alto potencial biotecnoldgico como factoria celular, ya que puede
usar una gran variedad de sustratos (hidrofilicos e hidrofébicos), puede producir
diferentes tipos de bio-productos con altos rendimientos, es un organismo robusto,
seguro y de modificaciones genéticas estables, para el cual, ademas hay un gran
conocimiento de diferentes herramientas para su manipulacién genética (Abghari y
Chen, 2014; Park y Ledesma-Amaro, 2023).

4.7.1. Estrategia batch en medios derivados de destrios y de HPO

Con el objetivo de aumentar la coproduccion de compuestos de valor afiadido
durante los procesos de produccion de aceite microbiano, se estudiaron las cepas de
Y. lipolytica denominadas S114, modificada para la produccién de p-caroteno (Larroude
y col., 2018), S2542 (denominada también cepa JMY7019), modificada para la
produccién del pigmento violaceina (Kholany y col., 2020) y PHS32, modificada para la
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produccién del pigmento azul indigoidina (Maresca di Serracapriola y col., Articulo
enviado-Bajo revision). Estas cepas, ademas de producir los compuestos mencionados,
tienen la capacidad intrinseca de acumulacion de TAGs en cuerpos lipidicos. En
referencia a esta capacidad de acumulacién de aceite microbiano, cabe destacar que la
cepa S114 se construyd a partir de una cepa “superproductora” de lipidos (denominada
cepa obesa). Esta cepa obesa es capaz de acumular lipidos en torno a un 30-35 %, a la
vez que produce B-caroteno intracelularmente, en condiciones de no acumulacion en
medio definido YPD. En las mismas condiciones de no acumulacion, la cepa silvestre
W29 (ATCC20460) que se empled como cepa parental para construir la cepa final
modificada genéticamente, alcanzé un contenido de aproximadamente 5 % de lipidos
(Larroude y col., 2018).

En este estudio, los ensayos con las diferentes cepas modificadas genéticamente
se llevaron a cabo en: 1) medio derivado de pimiento de destrio (C/N 15); 2) medio
derivado de las mezclas de destrios de tomate, pepino y berenjena (C/N 15); y 3) medio
HPO (C/N 55). Ademas, a efectos comparativos, estas cepas microbianas también se
cultivaron en medios definidos que simulaban la composicion y concentracion de los
principales componentes (azucares, acidos organicos y nitrogeno) de cada medio de

estudio.
i) Cultivo de las cepas productoras de f-caroteno y violaceina

En las gréficas 4.31 y 4.32 se recogen los resultados del crecimiento de las cepas
de Y. lipolytica S114 (A) y S2542 (B) en los diferentes medios de estudio.
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Figura 4.31. (A.1) DOsoonm de Y. lipolytica S114 crecida en

Y. lipolytica S114 crecida en matraz Erlenmeyer con medio de
medio control.

Teniendo en cuenta el crecimiento de la levadura en los diferentes medios de
cultivo estudiados en placa de cultivo de 48 pocillos, el medio derivado del pimiento de
destrio fue el que permitié alcanzar una mayor concentracion celular en términos de
DOsoonm, independientemente de la cepa utilizada. Estas condiciones se ensayaron a su
vez en matraces sin hendiduras usando 20 mL de medio, observandose unos valores

menores de DOsoonm, probablemente motivado por una menor oxigenacion de los cultivos

(Rakicka y col., 2015).
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El medio HPO fue el que presentd los resultados mas bajos de densidad optica.
El menor crecimiento en este medio podria deberse a la diferencia de composicion de
nutrientes respecto a las FL de los destrios. Por ejemplo, los medios obtenidos a partir de
destrios pueden presentar compuestos antioxidantes propios de estos residuos como los
carotenoides, asi como otro tipo de nutrientes, vitaminas, etc. que pudieron influir
positivamente en el crecimiento celular. En este sentido, la menor concentracion de
nitrégeno y otros nutrientes en el medio HPO, también pudo influir en el metabolismo

celular resultando en un menor crecimiento celular (Kolouchovay col., 2016).

(B.1)

DO (600 nm)
N B
o o

o
I

Pimiento Mezcla HPO Control Control Control
destrio  destrios Pimiento Mezcla HPO
destrio  destrio

g0 - (B.2) m24h m48h m72h
~60 +
E
€40 +
o ° T I
090 +
0 [ | : - |
Pimiento destrio Control

Figura 4.32. (B.1) DOgoonm de Y. lipolytica S2542 crecida en los distintos medios de estudio
(derivados de residuos y controles) usando placa de cultivo de 48 pocillos. (B.2) DOggonm de
Y. lipolytica S2542 crecida en matraz Erlenmeyer con medio de pimiento junto con el respectivo
medio control.
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il) Cultivo de la cepa productora de indigoidina

El seguimiento del crecimiento de la cepa Y. lipolytica PHS32 (C) se llevé a cabo
mediante el analisis del peso seco celular al final del cultivo (72 h), ya que la presencia
del pigmento azul interfiere en la medida espectrofotométrica para determinar la
densidad optica del cultivo. La Figura 4.33 recoge la concentracion de biomasa celular
obtenida al final de cada cultivo en los medios derivados de residuos y en los controles

de medio definido.
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Figura 4.33. Biomasa seca celular de Y. lipolytica PHS32 (C) crecida en los distintos medios de
estudio (derivados de residuos y controles) usando matraces Erlenmeyer.

Al igual que en los ensayos anteriores con las cepas S114 y S2542, Y. lipolytica
PHS32 alcanz6 una mayor concentracion celular en el medio de pimiento de destrio,
seguido del medio derivado de la mezcla de destrios. En el medio de HPO es donde se

obtuvieron los resultados de peso seco mas bajos.

4.7.2. Determinacion de la concentracion de los diferentes productos (ff-caroteno,

violaceina e indigoidina)

Ademas del seguimiento del crecimiento durante los cultivos, también se evalud
la produccion de los compuestos deseados en los diferentes medios. Las Figuras 4.34,
4.35 y 4.36 muestran las concentraciones de p-caroteno, violaceina e indigoidina
extraidos, respectivamente, de las diferentes cepas al final de los cultivos en los medios

correspondientes.
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Figura 4.34. Concentracién de S-caroteno y DOsoonm tras del cultivo de Y. lipolyitca S114 en
diferentes medios.

La mayor concentracién de B-caroteno se observo en el medio de pimiento de
destrio seguido del de mezcla de destrio, con 2,7 g/L y 2,3 g/L, respectivamente. El
medio de HPO fue en el que se registro la concentracion mas baja de p-caroteno por parte
de Y. lipolytica S114, con una media de 1,2 g/L. En comparacion con los medios
definidos, las concentraciones de los productos de interés en los medios de destrios
fueron similares o incluso superiores. Este resultado destaca la riqueza de nutrientes de
los medios de destrios y el potencial de uso de estos medios para el crecimiento de cepas
modificadas genéticamente para maximizar la produccién de compuestos de interés
industrial. Asimismo, se destaca el potencial de utilizar Y. lipolytica como factoria celular
para la obtencion de pigmentos, sumandose a la lista de productos de valor (lipidos
intracelulares, &cido citrico, manitol) estudiados con anterioridad (Silverman y col.,
2016; Qin y col., 2017).
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Figura 4.35. Concentracion de violaceina y DOgoonm tras del cultivo de Y. lipolyitca S2542 en
diferentes medios.

El cultivo de Y. lipolytica S2542 en medio de pimiento de destrio también registrd
la concentracion mas alta de violaceina, con més de 1 g/L (Figura 4.35). Le siguio la
concentracion obtenida en el medio derivado de mezclas de destrios y en Gltimo lugar la

obtenida en el medio de HPO, con valores de 0,5y 0,3 g/L, respectivamente.

Kholany y col. (2020) reportaron una concentracion de 0,13 g/L de violaceina
con la levadura Y. lipolytica JIMY7019, utilizando como medio de cultivo medio minimo
YNB enriquecido con glucosa (30 g/L), extracto de levadura (0,5 ¢/L) y peptona
(0,5 G/L) y suplementado con triptéfano (25 mg/L). Los resultados obtenidos en los
cultivos con medio derivado de destrios y medio HPO fueron superiores a los obtenidos
por estos autores, alcanzandose en los estudios de esta Tesis concentraciones de
violaceina de entre 0,3 y 1,1 g/L, poniendo de manifiesto el gran potencial que tienen
estos residuos como materias primas para el cultivo de levaduras oleaginosas

modificadas genéticamente.

Al igual que en los casos anteriores, el cultivo de Y. lipolytica PHS32 en medio
derivado del pimiento de destrio permitié alcanzar mayores concentraciones de
indigoidina, con un valor medio de 5,4 g/L (Figura 4.36). Sin embargo, al contrario que
en los estudios anteriores, la concentracion de indigoidina obtenida en medio HPO fue
superior a la alcanzada con la mezcla de destrios (4,4 g/L vs. 2,7 g/L). Teniendo en cuenta
que la concentracion celular en el medio de HPO fue inferior a la alcanzada con la mezcla
de destrios, los rendimientos de producto por cantidad de biomasa celular son por tanto

muy superiores en el medio HPO. Esto pone de manifiesto la necesidad de llevar a cabo

~160 ~



Resultados y Discusion

ensayos adicionales que permitan identificar las condiciones y/o los componentes que

estan beneficiando la produccion de indigoidina en estos cultivos.
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Figura 4.36. Concentracion de indigoidina y peso seco celular de Y. lipolyitca PHS32 tras el
cultivo en diferentes medios.
Comparacion de diferentes métodos de extraccion de f-caroteno en la levadura
Y. lipolytica S114

Con el objetivo de poder comparar los resultados de acumulacion de carotenoides
obtenidos en esta Tesis con la levadura R. toruloides ATCC 204091 y con la levadura
Y. lipolytica S114 modificada genéticamente para producir $-caroteno, se estudio a esta
ultima cepa, en matraces Erlenmeyer con hendiduras con un volumen final de 200 mL
de medio derivado de pimiento de destrio, aplicando tras el cultivo el mismo protocolo
de extraccion y cuantificacion de carotenoides que el usado con R. toruloides ATCC
204091 en ensayos anteriores. La Figura 4.37 recoge el crecimiento de la cepa cultivada

en el medio derivado de pimiento de destrio.

Pimiento destrio
E24h B48h B72h

Figura 4.37. DOsoonm de Y. lipolytica S114 cultivada en el medio derivado de destrio de pimiento
en matraces Erlenmeyer
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El crecimiento celular fue similar al de los cultivos llevados a cabo en placas de
cultivo de 48 pocillos usando esta cepa y este medio derivado de pimiento de destrio. Se
alcanzd un mayor crecimiento que en el ensayo en el que se utilizaron matraces
Erlenmeyer sin hendiduras, por lo que la presencia de hendiduras en los matraces
aportaria una mejor oxigenacion en el medio que pudo influir en un mejor crecimiento

celular.

La Figura 4.38 muestra la concentracion de -caroteno obtenido durante los
cultivos con 200 mL de medio. Ademas, se muestran los mg de B-caroteno por g de célula
seca, para poder comparar los resultados con los obtenidos durante los cultivos con
R. toruloides ATTC204091.
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Figura 4.38. Concentracion de BR-caroteno (g/L) y p-caroteno total obtenido (mg/g)* tras el
cultivo de Y. lipolytica S114 en medio derivado de pimiento de destrio. *(mg de f-caroteno/g de
célula seca).

La concentracion final de B-caroteno fue de 3,6 g/L, algo superior a la obtenida
en los trabajos en matraces sin hendiduras (menor oxigenacion del medio). Estas
diferencias podrian deberse también a la interaccion entre los diferentes flujos
metabolicos (como la produccion de lipidos) como se menciond con anterioridad
(Tkacova y col., 2017). En este caso, se observo un contenido lipidico intracelular del
38 %. En funcion de los flujos metabdlicos, los porcentajes de acumulacion lipidica y
las concentraciones del pigmento pueden variar en favor de uno u otro producto. Con
respecto a los mg de pigmento por g de célula seca, en las condiciones estudiadas se han
alcanzado méas de 70 mg/g (Figura 4.38), superando de forma muy significativa los
valores obtenidos con R. toruloides ATCC 204091 (véase Tabla 4.14).
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Utilizando la cepa Y. lipolytica S114, Larroude y col. (2018) obtuvieron en medio
sintético (20 g/L extracto de levaduras, 40 g/L peptona, 6 g/h glucosa en pulsos) una
concentracion de B-caroteno de 6,5 g/L (equivalentes a 89,6 mg del pigmento/g de célula
seca) y 40 g/L de lipidos tras 122 h de cultivo y siguiendo una estrategia fed-batch. Este
resultado pone de manifiesto el potencial de mejora para la produccién de aceite
microbiano y B-caroteno utilizando esta cepa y optimizando las condiciones de cultivo
(Goncalves y col., 2014; Lv y col., 2020), al igual que se observd con la levadura

R. toruloides ATCC204091 en ensayos anteriores.

Aun asi, hay que destacar que el empleo en este estudio de una estrategia de
cultivo en batch con un tiempo de cultivo de 72 h, ha mostrado resultados muy
prometedores al utilizar medios de cultivo derivados de residuos hortofruticolas y cepas
microbianas capaces de producir compuestos de alto valor afiadido. Respecto a esto
ultimo, cabe destacar que levaduras modificadas como las utilizadas en este estudio,
pueden disponer de la maquinaria necesaria para la sintesis de compuestos relevantes,
ademés de acumular TAGs. La cepa S114 de Y. lipolytica alcanzé un contenido de
lipidos similar al reportado en la literatura en condiciones de no acumulacion, y sin
modificar la relacion C/N inicial del medio derivado del pimiento de destrio,
pudiéndose sintetizar tanto lipidos como, en este caso, B-caroteno, en organismos

seguros y con gran potencial biotecnologico.
4.7.3. Produccion de manitol con las cepas modificadas de Y. lipolytica

Otro bio-producto de valor afiadido que puede obtenerse durante los cultivos con
diferentes cepas de Y. lipolytica es el manitol. En este contexto, se llevo a cabo un
seguimiento de la produccion de manitol durante el cultivo de las cepas S114 y S2542 en
medio derivado de pimiento de destrio. La Figura 4.39 muestra la acumulacion de
manitol durante los cultivos de S114 y S2542. Como se puede observar, las
concentraciones de manitol alcanzaron la concentracion maxima al final del cultivo con

valores de 1,1 g/L y 8,3 g/L para las cepas S114 y S2542, respectivamente.

La menor concentracion de manitol se observd durante los cultivos de la cepa
S114 modificada para producir -caroteno. Por su parte, la concentracion mas alta de
manitol se observd en la cepa S2542, modificada genéticamente para la produccion de

violaceina. Este dato podria motivar la menor concentracion de violaceina observada en
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los ensayos anteriores, en comparacion con la concentracion de B-caroteno alcanzada por
la cepa S114 (2,7 g/L de B-caroteno vs. 1,1 g/L de violaceina) (Figura 4.34 y 4.35).
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Figura 4.39. Determinacion de manitol en los medios de cultivo derivados de pimiento de destrio
con lacepa Y. lipolytica productora de B-caroteno (A) y la cepa productora de violaceina (B).

La menor concentracion de manitol en la cepa S114, podria deberse a la capacidad
antioxidante del B-caroteno, evitando la necesidad de sintesis de compuestos alternativos

con propiedades protectoras como el manitol (Chen y col., 2020).

4.8. Numero de cetano como indicador de calidad del perfil lipidico para producir

biodiésel

Por Gltimo, ya que el objetivo general de la presente Tesis es la produccion de
aceite microbiano en forma de TAGs a partir de residuos para su destino final como
biocombustible (biodiésel), se tuvo en cuenta el perfil obtenido de &cidos grasos
derivados de TAGs de todos los estudios con C. curvatus CL6032 y R. toruloides ATCC
204091 para calcular una de las propiedades que tendria el biodiésel logrado a partir de
estos.

El perfil de acidos grasos obtenido, en todas las estrategias estudiadas, fue muy
similar al de los aceites vegetales que hoy en dia se utilizan como biodiésel de primera 'y
segunda generacion (cultivos de plantas oleaginosas y aceites de cocina usados,
respectivamente) (Galafassi y col., 2012). Conociendo el perfil de acidos grasos se
pueden calcular algunas de las propiedades del biodiésel resultante en funcion de esta

composicion, como el nimero de cetano (CetN). ElI CetN es una medida que informa
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sobre la calidad de la combustion e ignicion de los combustibles. La Tabla 4.16 muestra
los diferentes valores de CetN estimados en funcién de los diferentes perfiles de acidos

grasos determinados en esta Tesis.

Tabla 4.16. Numero de cetano (CetN) segun el perfil de &cidos grasos derivados de TAGs
logrados en los estudios con las levaduras oleaginosas C. curvatus CL6032 y R. toruloides ATCC
204091 cultivadas en medios derivados de residuos agricolas y urbanos.

Estrategias con C. curvatus CL6032 Numero de cetano
Fed-batch en medio de Tomate + Pulsos glucosa 59,7+0,6
Fed-batch en medio de Pimiento + Pulsos glucosa 60,1+0,4
Fed-batch en medio de Sandia + Pulsos glucosa 59,9+0,2

Estrategias con R. toruloides ATCC 204091 Numero de cetano
Fed-batch en medio de Pimiento + Pulsos HPO 61,3+0,1
Fed-batch en medio de Pimiento + Pulsos HPA 61,6+0,1
Batch en dos etapas 1° Pimiento y 2° HPO 60,2+0,4
Batch en dos etapas 1° Pimiento y 2° HPA 61,2+0,5

Los valores de CetN estimados para las diferentes estrategias de cultivo se
encuentran en un rango entre 59,7 y 61,6. Estos valores se encuentran dentro de los
minimos recomendados segun la normativa de biodiésel de la Unién Europea EN 14214,
la normativa de biodiésel de Estados Unidos de América ASTM D6751 y la normativa
de biodiésel de la India IS 15607, siendo el limite minimo 51, 47 y 51, respectivamente
(Saran y col., 2017). Los aceites vegetales como el de palma y el de oliva utilizados en
la produccidn actual de biodiésel (UNE-EN 14214 (EN Biodiesel Standards)) tienen un
CetN de 61 y 57, respectivamente (Ramos y col., 2009). Por lo tanto, el perfil de acidos
grasos derivados de TAGs que presento tanto C. curvatus como R. toruloides en todas
las estrategias de cultivo cumpliria con la normativa actual para la obtencion de biodiésel

para su uso como combustible.
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5.1. Conclusiones

1. Los medios derivados de destrios presentan una composicion adecuada en
nutrientes para la generacion de biomasa celular de las levaduras oleaginosas
estudiadas. La fraccion liquida derivada del destrio de pimiento presentd una
composicion y concentracion de compuestos como azUcares, acidos como el
citrico, nitrogeno organico, entre otros, que la convierten en un sustrato muy
apropiado para el cultivo de las levaduras oleaginosas Cryptococcus curvatus
CL6032, Cutaneotrichosporon curvatum NRRL-Y-1511, Rhodosporidium
(Rhodotorula) toruloides ATCC 204091 y las cepas de este estudio de Yarrowia

lipolytica modificadas genéticamente.

2. Através de la valorizacion de residuos agricolas como los destrios y de naturaleza
lignocelulésica como la poda urbana y el papel de rechazo, se pueden generar
medios azucarados para el crecimiento de levaduras oleaginosas bajo diferentes
estrategias de cultivos (fed-batch (por pulsos) y batch en dos etapas) sin la

necesidad de adicion externa de nutrientes.

3. El manitol producido y secretado durante los cultivos con la levadura C. curvatus
CL6032 puede tener un papel protector frente al estrés oxidativo como
consecuencia de la formacidn de especies reactivas de oxigeno que afectarian a
las células. Asimismo, este compuesto tiene un papel importante en el equilibrio
redox y en la proteccion frente al estrés generado por la escasez de elementos
como el nitrégeno, pudiendo ser un mecanismo de competencia por la fuente de
carbono ante otros microorganismos, ya que C. curvatus puede emplear el
manitol como sustrato para el crecimiento y la acumulacién de triacilglicéridos
(TAGS).

4. El hidrolizado enzimatico del residuo de poda urbana pretratado (HPO) y del
papel no reciclado pretratado (HPA) representan un medio adecuado para la

acumulacién de aceite microbiano en forma de TAGs.

5. La composicion del medio de cultivo puede afectar al perfil de acidos grasos
derivados de TAGs, siendo en todos los casos de estudio el acido oleico (C18:1)
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y acido palmitico (C16:0) los predominantes. El perfil obtenido con las levaduras
C. curvatus CL6032 y R. torulodies ATCC 204091 presenta una composicion
similar a la del perfil de algunos aceites vegetales empleados en la produccion de
biocombustibles como el biodiésel, cumpliendo con los rangos en cuanto al indice
0 numero de cetano impuestos en las normativas de biodiésel de la Unién
Europea, EE.UU. e India.

Los acidos grasos minoritarios tras la acumulacion, como el acido miristico
(C14:0), el acido araquidico (C20:0), el acido behénico (C22:0) y el acido
lignocérico (C24:0), presentan una mayor variacion en su proporcion
dependiendo de la levadura oleaginosa usada, de la estrategia de cultivo aplicada,

de la composicion del medio y de la duracion del proceso fermentativo.

La levadura C. curvatus CL6032 consume de forma secuencial la glucosa y la
fructosa, aumentando la tasa de consumo de esta Gltima con el agotamiento de la
glucosa; sin embargo, R. toruloides ATCC 204091 tiene un consumo simultaneo
de glucosa y fructosa y un consumo secuencial en presencia de glucosa y xilosa,

con preferencia de consumo de glucosa.

La produccién de toruleno por R. toruloides ATCC 204091 cultivada en los
medios derivados de destrio de pimiento, HPO y HPA, se ve favorecida frente a

la de B-caroteno, usandose el mismo precursor, y-caroteno.

Una alta relacion C/N favorece la acumulacion de lipidos frente a la acumulacion
de carotenoides, cuya concentracion se mantiene mas o0 menos constante durante

los cultivos estudiados.

Las cepas de Y. lipolytica S114, S2542 y PHS32 modificadas genéticamente para
producir B-caroteno, violaceina o indigoidina, respectivamente, cultivadas en
medios procedentes de destrios pueden alcanzar altas concentraciones de
producto, presentando ventajas en costos, ejecucion y rendimientos durante el

escalado a un proceso industrial.
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La cepa S114 de Y. lipolytica muestra en este estudio una buena acumulacion de
aceite microbiano y de p-caroteno, coproduciendo ambos compuestos tras
cultivarse en medio derivado de pimiento de destrio sin modificar la relacion C/N

inicial que presenta este medio.

El enfoque de biorrefineria multiproducto ofrece ventajas desde la perspectiva
tecno-econdmica. La coproduccion de diferentes bio-productos (TAG,
carotenoides, manitol, etc.) y la valorizacion de otros subproductos, como las
proteinas y carbohidratos remanentes en el proceso, beneficia el proceso de
produccion de aceite microbiano utilizando levaduras oleaginosas y residuos
vegetales. Ademas, es importante seleccionar la estrategia de cultivo adecuada en
funcién del producto de interés y medios alternativos a la glucosa comercial, ya

que es el principal insumo que influye en los costos del proceso.
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5.2. Conclusions

1. Horticultural wastes are suitable feedstocks for producing culture media to grow
oleaginous yeasts. In this study, the liquid fraction derived from pepper waste is
rich in sugars, organic acids (such as citric acid), organic nitrogen and other
compounds, representing an appropriate substrate for the cultivation of the
oleaginous yeasts Cryptococcus curvatus CL6032, Cutaneotrichosporon
curvatum NRRL-Y-1511, Rhodosporidium (Rhodotorula) toruloides ATCC
204091 and the genetically modified Yarrowia lipolytica strains.

2. Waste derived media, including fruit and vegetable wastes as well as
lignocellulosic residues (urban pruning waste and the non-recycling paper
fraction), are suitable to cultivate oleaginous yeasts under different process
strategies (e.g., pulse feeding fed-batch, sequential two-batch) without the need

of supplementing them with external nutrient components.

3. Mannitol produced and secreted during cultures with the yeast C. curvatus
CL6032 may have a protective role against oxidative stress as a result of the
formation of reactive oxygen species. In addition, mannitol is important during
the redox balance and the tolerance against the stress generated by the depletion
of elements such as nitrogen, and may be a mechanism to compete in presence of
other organisms for the carbon source, since C. curvatus can use mannitol as

substrate to grow and to produce TAGS.

4. The enzymatic hydrolysate resulting from pretreated urban pruning waste (HPO)
and pretreated non-recycled paper waste (HPA) are relevant media to induce lipid

accumulation in oleaginous yeasts.

5. Media composition influences the fatty acid profile, being oleic acid (C18:1) and
palmitic acid (C16:0) predominant. The fatty acid profiles obtained with the
yeasts C. curvatus CL6032 and R. torulodies ATCC 204091 are equivalent to

vegetable oils in composition.
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The cultivation strategy, the oleaginous yeast used, the process length and the
media composition exert a higher influence in the less concentrated components
from the fatty acids profile, including myristic acid (C14:0), arachidic acid
(C20:0), behenic acid (C22:0) and lignoceric acid (C24:0).

The yeast C. curvatus CL6032 consumes glucose and fructose sequentially,
increasing fructose consumption rates after glucose depletion; however, R.
toruloides ATCC 204091 has simultaneous consumption of glucose and fructose
and sequential consumption of glucose and xylose, with the preference for

glucose against xylose.

R. toruloides ATCC 204091 favors torulene production to -carotene, using the
same precursor (y-carotene), when cultured on media derived from pepper waste,
HPO and HPA.

High C/N ratio favors lipids accumulation to carotenoids, whose concentration

remains constant during the whole process.

Y. lipolytica strains S114, S2542 and PHS32 genetically modified to produce B-
carotene, violacein or indigoidine, respectively, yield high product concentrations
in media derived from horticultural waste, offering high potential to improve
costs, execution and conversion yields for scaling up the process.

Y. lipolytica strain S114 is capable of accumulating microbial oil and -carotene,
using discarded pepper-derived media without the need of modifying the initial
C/N ratio.

The multi-product biorefinery approach offers advantages from the techno-
economic perspective. The co-production of different bio-products (TAGS,
carotenoids, mannitol, etc.) as well as other by-products including proteins and
carbohydrates benefits the microbial oil production process using oleaginous

yeast and vegetal waste. In addition, it is important to select the appropriate
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cultivation strategy based on the product of interest and alternative media to

commercial glucose as it is the main input influencing in process cost.
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Abstract: Intensive horticultural systems for the production of vegetables in greenhouses represent
one of the main industries generating organic waste, as those that do not meet the quality standards
for the fresh market or the processing industry are discarded. This highlights the importance of using
these residues as raw material for other applications, such as bioenergy and bioproducts production,
within the framework of a bio-based economy that maximizes the utilization of biomass resources in
a sustainable manner. In this work, the microbial oil production from discarded pepper using the
oleaginous yeast Cryptococcus curvatus was evaluated. Overall, a total lipid accumulation of 16.8 g/L
was achieved with a fatty acid profile suitable to produce biodiesel. The lipid yield obtained was
0.12 g/g sugars. In addition, experimental results were used to assess the techno-economic feasibility
of a proposed microbial oil plant using the software Aspen Plus. This plant yields approximately
96 kg of microbial oils/ton dry discarded pepper, with an estimated Minimum Selling Price of
7 € kg~ 1. These figures point out the necessity of increasing the yield of microbial oil production and
considering the utilization of possible by-products, such as mannitol and cell debris, to improve the
economic performance of the process.

Keywords: lipid; agri-food residues; oleaginous yeast; microbial oil; techno-economic analysis

1. Introduction

The biorefinery concept, linked to the bio-based economy, has the general objective of
integrating different processes for converting biomass into bioenergy and bioproducts of
interest, getting waste/emission reduction, minimizing the exploitation of new resources,
and valuing from feedstocks to by-products and final product according to the European
Energy Research Alliance [1]. Inexpensive carbon sources and the use of optimized pro-
cesses can lead to an increase in cost-effectiveness because of the reduction of economic
and energy costs. One of the different strategies to achieve these objectives is the search of
new sources of low-cost raw materials.

The importance of the fruit and vegetable sector in Europe is reflected in the magnitude
of the total annual output value estimated, which was 60.7 billion euros in 2021. About
58% of this value corresponded to fresh vegetables. In 2020, the European Union countries
(EU-27) produced 2.90 million tons of peppers and around 50% came from Spain [2]. In
addition, more than 85% are produced under glass or accessible cover. The fruit and
vegetable sector and, in particular, the horticultural intensive type systems dedicated to
the production of greenhouse vegetables, represent one of the main industries generating
organic waste. One of the organic residues generated in large volumes is the sorted pepper
fruits that do not meet grade standards for either the fresh market or the processing industry.
These fruits being commonly damaged, diseased, too small, and/or misshapen are among
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the major discarded reasons. About 7-10% of peppers produced are sorted depending on
crop type and market situation [3]. In the region of Almeria (Spain)—an area with a high
concentration of greenhouses—the estimated volume of waste produced in 2021 accounted
to 73,000-100,000 tons. These vegetable wastes traditionally ended up in landfills or were
utilized for compost production [4]. However, nowadays, these residues are transferred to
external waste management companies and authorized recycling plants for their treatment
and recovery process, implying an extra cost to the farms. This highlights the importance
of employing greenhouse crop residues as raw material for other applications, such as
renewable energy sources, thus giving them a new added value [5]. Therefore, an attractive
alternative to using this waste, rich in organic matter, is the production of biofuels and
high-added value bio-products in a biorefinery concept.

Among the most attractive and promising feedstocks for biofuel production are mi-
crobial oils obtained from oleaginous organisms such as yeasts, microalgae, fungi, and
bacteria [6]. Yeasts have certain advantages over the others mentioned, such as a short
life cycle compared to fungi, a more suitable size for harvesting compared to bacteria,
no dependence on light and climate unlike microalgae, as well as greater robustness in
tolerating inhibitory compounds and growing using a diversified range of sugars and
substrates [7]. These microorganisms can accumulate up to 70-80% of intracellular lipids
per dry weight [8] and the fatty acid profile obtained presents an adequate composition
for biodiesel manufacturing [9,10], as the oil obtained is rich in saturated and monounsatu-
rated fatty acids [10].

In this study, the production of microbial oil for its subsequent transformation into
biodiesel using fruits and vegetable residues, specifically discarded pepper waste (DPW),
as feedstock is evaluated. The oleaginous yeasts Cryptococcus curvatus were selected for
lipid production, as this yeast was previously used for this purpose [11]. The evaluation
of the economy of new processes is essential to assess its competitiveness in the current
market and to identify the main bottlenecks of the process [12]. Therefore, the present work
also presents a techno-economic evaluation of the microbial oil production from discarded
pepper residues using the experimental results obtained in our laboratory. For this purpose,
the proposed processing plant was first modelled by the process simulation software Aspen
Plus. The resulting simulation data were used as a basis for studying the economic viability
of microbial oil production system.

2. Materials and Methods
2.1. Raw Material

The raw material used in this study has its origin in the horticultural sector of Spain.
Among the different agri-food residues generated, DPW has been selected as a low-cost
raw material to obtain a suitable microbial culture medium. The DPW was cut and crushed
using a Danamix TR /bM-330 industrial blender for homogenization. After homogenization,
the solid and liquid fractions were collected in a basket centrifuge (RTL2BD COMTEIFA).
The liquid fraction was used as a culture medium after sterilization by filtration (Nalgene
Rapid Flow™ 0.22 um).

2.2. Microbial Oil Production

The oleaginous yeast Cryptococcus curvatus CL6032 from Biobanco Nacional del Insti-
tuto de Salud Carlos III (BBN-ISCIII) was used in this study for the production of microbial
oil. The liquid fraction of the DPW has been selected as the culture medium, as indicated in
the previous section. Yeast cells were propagated in yeast extract-peptone-dextrose (YPD)
medium containing 20 g/L glucose, 20 g/L peptone, and 10 g/L yeast extract. One loop
of yeast cells was transferred to 50 mL YPD into 250-mL Erlenmeyer baffled flasks and
incubated in a rotary shaker at 26 °C and 180 rpm for 24 h. Then, cells were harvested
by centrifugation (3000 g, 5 min), washed once with sterile water, and inoculated into
the corresponding fermentation media at an OD ggonm of 1-1.5. Fermentation was carried
out in 0.5 L Applikon bioreactors (Applikon, Delft, The Netherlands) to better control
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the conditions established with a culture volume of 0.25 L. The parameters set for lipid
accumulation were 28 °C, pH 6, 1 vvm, and variable stirring to maintain dissolved oxygen
at a 20% (v/v) from air saturation concentration. Samples were periodically collected to
monitor the optical density by spectrophotometry at A = 600 nm. The cell biomass was also
measured by dry cell weight (DCW) using a pre-weighed 0.22 um nitrocellulose membrane
to filter the cells and a microwave (750 W for 10 min) to dry cell biomass. The sugar
consumption was analyzed by HPLC, as described below in Section 2.3.1.

A pulse-feeding strategy was selected as the cultivation mode with a pure glucose
solution. Glucose source pulses were added when sugar levels in the culture broth were
relatively low or an increase of dissolved oxygen was observed. Two glucose pulses were
added during the test to have a final concentration in the medium of 50 g/L per pulse.
For this purpose, 50 mL of fermented medium were first collected to analyze sugars and
cell biomass concentration and the intracellular lipid content. Then, the same volume
of a concentrated pure glucose solution was added to have the final aforementioned
glucose concentration. After 143 h of fermentation, all the cell biomass was collected by
centrifugation at 5000 x g and 4 °C for 15 min, washed with sterile water, and freeze-dried
to proceed with the lipid extraction protocol.

2.3. Analysis
2.3.1. Raw Material and Culture Medium Composition

The carbohydrate content of the DPW fractions was analyzed following methods
described elsewhere [13]. Sugar composition of the raw material and pulses, as well as the
monitoring of sugar consumption by the yeast, was analyzed using HPLC Waters Alliance
2695 equipment, with a refractive index detector (detector 2414) equipped with a Carbo
Sep CHO 782 chromatographic column (Transgenomic, Omaha, NE, USA) at a temperature
of 70 °C. Degassed ultrapure water with 0.5 mL/min flow was used as a mobile phase.
The determination of the nitrogen content in the medium was carried out according to the
Kjeldahl method.

2.3.2. Lipids and Fatty Acid Profile Determination

To determine the total percentage of lipids accumulated in the cells, a cell lysis and
lipid extraction protocol with 3.2 mL of HCl 4M at 55 °C for 2 h and a mixture of chlo-
roform/methanol (2:1 v/v) at 20 °C for 3 h, respectively, were applied. Finally, after
centrifugation at 2000 g for 15 min, the lipids were collected in the chloroform phase that
was evaporated under a nitrogen stream and were quantified using the gravimetric method
(data are expressed as g lipid /100 g dry cell biomass) [14].

For the analysis of the fatty acid profile and its quantification, a gas chromatograph
(Agilent 7890A) was used, equipped with a flame ionization detector (FID) and a split
injector. A polysiloxane capillary column DB-23 (Agilent, Santa Clara, CA, USA), length
30 m and 25 mm id, the split ratio was 1/20, the injector temperature was 250 °C, and the
detector temperature was 280 °C, respectively. This analysis was carried out following
the determination of total lipids as fatty acid methyl esters (FAME) protocol previously
described by NREL [15].

2.4. Techno-Economic Assessment
2.4.1. Process Description

Based on the experimental results obtained in this work, a microbial oil production
plant design using DPW as raw material is proposed. According to the amount of DPW
produced in Almeria, the projected annual capacity of the proposed plant is 100,000 tons
per year of DPW. Figure 1 shows a simplified diagram, including the main stages of the
proposed microbial oil production process.
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Figure 1. Simplified diagram of the microbial oil production plant based on discarded peppers.

First, in the processing plant, the DPW raw material is crushed. The resulting stream
is then subjected to a solid-liquid separation in a decanter centrifuge, resulting in a solid
fraction (DPW-SF) containing mainly glucans and a liquid fraction (DPW-LF) with glucose
and fructose as the main components. Then, the solid fraction undergoes an enzymatic
hydrolysis (EH) process at 20% (w/w) solid loading, producing a sugar-rich media stream.
This process is carried out at 50 °C with 150 mg/g of glucans of cellulase enzyme blend
(Sigma Aldrich, Saint Louis, MI, USA) for 72 h, reaching an EH yield of 65.0% of the
theoretical [16,17]. After HE, the resulting stream is filtered to remove the residual insoluble
solids and mixed with the DPW-LF stream. Then, 10% of the resulting stream is used for
cell propagation using the oleaginous yeast C. curvatus CL6032. The rest of the liquid
stream obtained is then subjected to fermentation process to microbial oil production. This
fermentation process is operated in a fed-batch mode with the addition of pure glucose
(1.7 g glucose/g sugars in DPW) at 28 °C and 0.4 vvm for 140 h. The cell propagation
phase is carried out in batch mode for 24 h using the same conditions as the fermentation
phase. After fermentation, cells are harvested and mechanically disrupted in a homogenizer.
Subsequently, the stream obtained is subjected to an extraction process with hexane (25%
(w/w) yeast in hexane), followed by an evaporation process in order to collect the microbial
oils and recover the hexane [18]. Approximately 67.3% lipid recovery yield is achieved [18].
Finally, the hexane stream is recirculated into the extraction unit.

2.4.2. Data Acquisition

The microbial oil production system was modelled in Aspen Plus v12.0 (Aspen Tech-
nology Inc., Bedford, MA, USA) for obtaining all the data required for the techno-economic
evaluation. Physical property data for cellulose, hemicellulose components, and enzymes
were taken from the literature [19]. The Non-Random Two Liquid (NRTL) thermodynamic
model was used.

The simulation of the main units of the processing plant is described below. The
enzymatic hydrolysis unit was modelled using a stoichiometric block (RStoic block). The
microbial oil production in the fermentation reactor was also simulated based on a stoi-
chiometric approach. For this purpose, a series of stoichiometric reactions representing the
microbial growth and the microbial oil accumulation phases were implemented [20]. The
yeast propagation process was simulated similarly to the fermentation reactor, but in this
case, only the reactions associated with the microbial oil growth phase were considered.
The reactions considered to model the fermentation and yeast propagation processes are
summarized in Table 1.
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Table 1. Reactions included in the simulation model.

Process Reaction
Microbial growth C6 sugars + 4.3 O, + 0.35 amino acid — yeast + 4.1 CO, + 5.2 H,O
Microbial growth C5 sugars + 3.3 Oy + 0.35 amino acid — yeast + 3.1 CO, + 4.2 H,O
Microbial oil accumulation 13.5 C6 sugars + Oy — CsyHj040¢ + 24 CO, + 29 H,O
Microbial oil accumulation 12.5 C6 sugars +2.5 Oy — C51HggOg + 24 CO, + 26 H,O
Microbial oil accumulation 13.5 C6 sugars +2.5 Oy — C57HggOg + 24 CO, + 32 H,O
Microbial oil accumulation 14 C6 sugars +2.5 Oy — Cs57H;190¢ + 27 CO, + 29 H,O

In this model, the yeast cell biomass was defined as C4Hg 501 9Ny 7 and its physical
properties were calculated according to Popovic [21]. As a nitrogen source in the microbial
growth phase, all the required nitrogen was considered to be present in the raw material in
the form of organic nitrogen. In this simulation, this component was modelled as an amino
acid, specifically defined as lysine. The elemental composition of triglycerides was defined
based on the primary fatty acids obtained in the lipid profile. All these triglycerides were
defined considering each acid as the only fatty acid of each triglyceride: oleic acid-based
triglyceride (Cs7H1040g), palmitic acid-based triglyceride (Cs;HggOg), linoleic acid-based
triglyceride (Cs57HggOg), and stearic acid-based triglyceride (Cs7H;19O).

Based on the results of the mass and energy balances generated in the simulation, the
capital and operating costs were calculated using the software Aspen Economic Analyzer
V12.0 (Aspen Technologies, Inc., Bedford, MA, USA). To evaluate the economic viability
of the process, the Net Present Value (NPV) and the minimum selling price (MSP) were
calculated. The NPV (Equation (1)) is an effective parameter for determining whether a
project is potentially profitable (NPV > 0) or unprofitable (NPV < 0). The MSP is defined as
the minimum price at which the profitability of a project is zero, i.e., there is no profit or
losses, and is estimated as the value at which the NPV equals zero.

Ct

(141 ™

NPV = ZLO

where t, , i, and C; indicate the project year, project lifetime, discount rate, and net cash
inflow—outflows in year ¢, respectively. The analysis was made in euros for a 20-years life
period, and depreciation expenses were calculated using the straight-line method. The
interest rate and the income tax were fixed at 10% and 25%, respectively [22]. Table 2 shows
raw material, chemicals, utilities, and labor costs.

Table 2. Market prices of the raw material, chemicals, utilities, and labor.

Compound Value Unit Comment
DPW —6.0 €/t [23]
Enzyme 284.0 €/t [24]
Process Water 1.3 €/m3 [25]
Glucose 384.0 €/t [26]
Hexane 491.5 €/t [27]
Cooling Water 3.9 €/md [28]
Electricity price 80.0 €/MWh [29]
Steam 14.1 €/GJ [28]
Labor cost 2874.0 €/worker-month [30]

3. Results and Discussion
3.1. Raw Material Composition

Table 3 shows the composition of the DPW, the raw material used in microbial oil
production, which was the starting point for calculating yields in the different stages
proposed in this study. The chemical composition of this material had a high percentage
of extractable compounds (61.4%), of which 94.2% are extractable compounds in water,
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with sugars as the main element. These extractable compounds were mainly made up of
fructose (28.5%) and glucose (18.1%). The total extractable sugars in the DPW account for
50.7%. The content of structural carbohydrate analyzed was 11.0%, glucans being the major
component, followed by mannans. These carbohydrates could be used by performing a
hydrolysis stage with enzymatic catalysts and then used as a carbon source in the culture
of oleaginous yeasts. The DPW presents a total of 62.8 g of potential sugars per 100 g of dry
DPW. Therefore, this material could be used to produce microbial oil in a biotransformation
process mediated by oleaginous yeast. It should be noted that 80% of potential sugars are
presented in the aqueous extract.

Table 3. Discarded pepper waste (DPW) composition. Data expressed as percentage (w/w) on dry
weight (DW) basis.

Component % (wlw)
Organic solvent-extract 3.6+0.1
Aqueous extract: 578+ 1.2
Glucose 18.1£0.5
Fructose 285+ 0.0
Sucrose 22 +0.1
Galactose 0.6 £0.0
Xylose 04+01
Arabinose 0.24+0.0
Mannose 0.7 +0.0
Glucan 5.6 £0.12
Xylan 14+0.1
Galactan 1.1 £0.0
Arabinan 0.7 £0.0
Mannan 22401
Acetyl groups 09+02
Acid-insoluble lignin 171+ 0.5
Whole Ash 55+0.1

In order to recover the sugars contained in the extractable fraction, a simple fractiona-
tion was carried out, which combines a mechanical stage by crushing and homogenization
and a separation by centrifugation. This resulted in two separate fractions—the DPW-LF
and DPW-SF fraction. Table 4 includes the composition of both fractions. The available
sugars in the DPW-LF fraction were approximately 60 g/L (glucose and fructose). The
nitrogen concentration was approximately 1.7 g/L.

Table 4. DPW-LF and DFW-SF fraction composition.

DPW-LF Composition = Concentration, g/L DPW-SF Composition %, wlw
Glucose 243+0.8 Organic solvent-extract 10.8 £24
Xylose 04 £0.0 Aqueous extract: 23.0£22
Galactose 04+01 Sugars 73 +£37
Arabinose 0.1 £0.0 Glucan 21.3£11
Mannose 04402 Xylan 23+0.1
Fructose 357+15 Galactan 27401
Sucrose 05+0.2 Arabinan 0.7£00
Mannitol 04+£00 Mannan 21£02
Total nitrogen 1.7+0.0 Acetyl groups 09+02
Acid-insoluble residue 171 +05
Whole Ash 31£00
Total Nitrogen 20+03
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3.2. Microbial Oil Production

The accumulation of microbial oil was favored with the fed-batch strategy by adding
glucose pulses, as presented in Table 5. The DPW-LF supported yeast growth, as can be
seen in Figure 2, reaching a biomass concentration of more than 38 g/L of DCW within
24 h and more than 40 g/L of DCW at the end of the process. Sugars were depleted after
21 h of cultivation. At that time, a pulse of glucose was added to continue with the process
following the fed-batch strategy (Figure 2). This step was repeated before complete glucose
depletion at 53 h to avoid lipid consumption by the yeast, since it may use the lipid as a
carbon and energy source in the absence of sugars, and therefore lipid accumulation would
be reduced [31]. During the fed-batch process, mannitol was also found in the cultivation
media, as depicted in Figure 2, reaching up to 28 g/L. The literature reports the ability of
other yeasts to produce mannitol, such as the oleaginous yeast Yarrowia lipolytica [32], but it
had not been reported in C. curvatus previously.

Table 5. Lipid content and lipid production by C. curvatus at the start and end of the test and before
the two glucose pulses added.

Lipid Content (%, w/w) Lipid Production (g/L)

Initial 7.0 0.2
Before the first glucose pulse 8.6 3.3
Before the second glucose pulse 14.3 6.2
Final 32.6 16.8
—0@— [Glucose] —#&— [Fructose] % Glucose pulse
" --0--[DCW] —&— [Mannitol]
= 60
s)
=
<
H
=1
3]
=1 45
o
o
%
)
2 3 30
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o
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£
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Figure 2. Time course of sugars and cell biomass during the fed-batch culture by C. curvatus on
DPW-LF through glucose pulses.

The lipid content at time 0 h was 7.0% (w/w) of the total DCW, representing the lipid
content that these cells naturally present in their membranes and organelles since they
have not yet started the accumulation phase. Before the first pulse (21 h), the lipid content
was 8.6% (w/w) of DCW, which increases to 14.3% (w/w) of DCW before the second pulse
of glucose (53 h) and to 32.6% (w/w) of DCW at the end of the assay (143 h), reaching
16.8 g/L of lipids (Table 5). Under the nitrogen-limited condition and in the absence of
other nutrient sources, the addition of a carbon source to the medium triggers the lipid
biosynthesis in this oleaginous yeast [33-35].

Concerning FAME content in yeasts, a maximum of 29.2% was reached at the end of the
assay. Oleic (C18:1), palmitic (C16:0), and linoleic (C18:2) acids represented 90% of the total
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fatty acid profile at the end of the experimental trial (Table 6). This fatty acid composition
is similar to vegetable oils with potential for biodiesel production (Figure 3), with a profile
composed predominantly of 16 and 18 carbon atoms [31] (Table 6). The balance between
long-chain fatty acids, saturated and unsaturated, indicates an appropriate composition
in the profile in terms of biodiesel properties. The saturated ones improve the oxidative
stability and cetane index and the unsaturated ones improve the properties of cold flow
and pour point [36].

Table 6. Fatty acid composition represented as % (w/w) of the total lipid produced by C. curvatus
before and after the fermentation process and before each glucose pulse.

C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3

Initial 11.1 0.0 9.9 30.1 35.2 13.4

Before the first glucose pulse 15.2 0.0 6.7 50.2 21.7 6.1
Before the second glucose pulse 22.3 0.0 8.0 53.5 13.2 3.0
Final 27.4 1.3 5.1 50.7 13.3 22

C16:0 (Palmitic acid), C16:1 (Palmitoleic acid), C18:0 (Stearic acid), C18:1 (Oleic acid), C18:2 (Linoleic acid), C18:3
(Linolenic acid).

100
80
mC18:3
60 mC18:2
9 mC18:1
e B C18:0
40
mCl61
mC16:0
20
0

C. curvatus Oh C. curvatus 143 h Vegetable Palm
oil
Figure 3. Comparison between the fatty acid profile of the lipids produced by C. curvatus at 0 h

and 143 h, and the profile resulting from vegetable palm oil. Data source for vegetable palm oil:
Demirbas [37].

In order to compare the lipid yield achieved in this work with other works in the liter-
ature, Table 7 summarizes the results of lipid production by different strains of C. curvatus
growing on other low-cost carbon sources.

The lipid yield obtained in this work was 0.12 g/g sugars. This lipid yield was higher
than that obtained by Carota et al. [9], growing C. curvatus NRRLY on orange peel waste
and under batch culture conditions. However, as can be noted in Table 7, this result
is lower than others reported in the literature, with C. curvatus cultivated in fed-batch
strategy. For instance, a lipid yield of 0.18 g/g sugars was obtained with C. curvatus
ATCC 20509 grown in organosolv-pretreated corn stover enzymatic hydrolysate [39], and
in deproteinized cheese whey and wine lees hydrolysate [40]. The lower yield in lipids
compared to other studies may be due to the high yield in cell biomass concentration
reached in this work (0.43 g DCW /g sugar), along with the coproduction of process by-
products, such as mannitol. In contrast, this process can benefit from avoiding complex
pretreatments to obtain free sugars from these types of raw material, since it is mainly
composed of monomeric sugars as previously discussed.
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Table 7. Metrics of lipid production by several C.curvatus strain growing on low-cost carbon source.

Yeast Culture Mode Carbon Source ](“;};Si Lipid (w/w) Llp:g/ gY)leld Reference
NRRLY-1511 (shaiztfclzsks) Orange peel waste 1.74 15 0.09 [91
ATCC 20509° (gf(i;zitg;) Wheypermeate 260 35 - [38]

Fed-batch Corn stover
ATCC 20509 (Bioreactor) enzymatic hydrolysates 313 61.7 0.18 (391
Fed-batch Deproteinized cheese whey
ATCC 20509 (Bioreactor) and wine lees hydrolysate 331 496 0.18 [40]
ATCC 20509 (gf(igicttf;) Crude glycerol 31.2-329°¢ 44.2-52.9 0.21-0.26¢ [41]
CL6032 (ﬁfi:?g;) Discarded pepper 16.8 32.6 0.12 This work

2 Apiotrichum curvatum; b Estimated based on [39]; ¢ Estimated based on [42].

3.3. Techno-Economic Assessment Results

Considering the model described in Section 2.4, the amount of microbial oil produced,
along with the material and energy inputs obtained from the process simulation, are shown
in Table 8. The amount of microbial oil obtained for a 300 tons per day DPW biomass plant
is 3.5 tons per day. These values correspond to a total yield of 96 kg of microbial oils per
ton of dry DPW raw material. In a similar study performed by Koutinas et al. [20], higher
microbial oil yields (approximately 230 kg per ton of dry raw material) were obtained.
However, these results are not comparable since that study used pure glucose as the sole
raw material, and assumed higher glucose to lipids conversion yields, 0.23 g of lipids/g of
sugars compared to the 0.12 g of lipids/g of sugars obtained in this study, with DPW as
raw material and a pulse-feeding strategy.

Table 8. Main material and energy inputs and outputs of the microbial oil process studied.

Compound Amount Unit
DPW 100,000 t/year
Enzyme 68 t/year
Process Water 9096 m3/year
Glucose 8496 t/year
Hexane 257 t/year
Cooling Water 220,250 GJ/year
Steam 3673 GJ/year
Electricity 44,063 MWh/year
Microbial oil 1153 t/year

With the aim of evaluating the economic feasibility of the proposed microbial oil pro-
duction system, both total project costs (including installed equipment costs and other costs
such as field expenses, project contingencies, engineering costs, etc.) and operating costs
were calculated from the simulation data. A total installed equipment cost of €30.3 million
and a total project cost of €48.4 million were obtained.

The annualized operating cost obtained for the microbial o0il production plant is
presented in Table 9. Operating cost includes all material (DPW raw material, chemical
compounds, enzymes, and water), utilities, depreciation expense, labor cost, maintenance
and administrative cost, and insurance. The utilities consumed were identified as the most
significant contributor to the total operating cost, accounting for approximately 35% of
the cost. This high contribution is due to the electricity consumed in the process, mainly
associated with the agitation and aeration of the fermenters and yeast propagation re-
actors necessary to produce the microbial oil. Similar results have been found by other
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authors [18,20], who identify the bioconversion section as the major contributor to the elec-
tricity consumption of the process. Depreciation expense and inputs also show significant
contributions with shares of 19% and 17% of total operating cost, respectively.

Table 9. Annualized operating cost for the microbial oil process studied.

Cost Unit
Inputs 21 M€ /year
Utilities 4.4 M€ /year
Depreciation expense 2.4 M€ /year
Labor cost 1.8 M€ /year
Maintenance 15 M€ /year
Administration and insurance 0.3 M€ /year
Total operating cost 12.6 M€ /year

Figure 4 shows the contribution of each input category to the total input cost. Total in-
put costs are dominated by the cost of the pure glucose added to the fermenters, accounting
for approximately 94% of the total input cost. The remaining inputs contribute individually
with percentages below 5%.

100% ——
5%

90%
80%
70%
60%

50%
94%

40%
30%
20%
10%

0%
Inputs

Glucose M Hexane MEnzyme MYeast M Water

Figure 4. Share of each input category to the total input cost.

The economic feasibility of the proposed plant was evaluated by estimating the MSP
of the microbial oil and comparing this value with that of conventional vegetable oils
and other values reported in the literature. According to Section 2.4.1, the microbial oil
MSP is estimated as the value at which the NPV equals zero. For the present modelled
plant with a production of 1153 t/year of microbial oil, the estimated MSP of the microbial
oil was approximately 17 €/kg. This value is substantially higher than the price for
common vegetable oils (1-2 €/kg) [42] and exceeds the price estimated in other similar
models presented in the literature. For instance, Koutinas et al. [20] obtained a price of
approximately 5.2 €/kg using pure glucose as raw material. Parsons et al. [42] reported
a MSP between 4 and 14 €/kg depending on the scale of the plant (100-10,000 t/year)
and the raw material used (sucrose or wheat straw). However, these studies assumed an
overall sugar to microbial oil yield of about 0.23-0.28 g/g of sugars, which is approximately
2-2.5 times higher than the present model. These results point to the necessity of increasing
the yield of microbial oil production. To evaluate this point, the influence of microbial oil
yield on the MSP is illustrated in Figure 5. In this process, to achieve an MSP lower than
7 €/kg, it would be necessary to reach microbial yields close to the theoretical.
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Figure 5. Influence of overall microbial yield on the microbial oil MSP.

Although the plant presented does not show a high economic performance compared
to other studies in the literature, it is important to remark that the production of microbial
oils from residual feedstocks, such as discarded vegetables and fruits, is in the early stages of
research. Therefore, these bioprocesses have a wide margin for improvement. In addition,
other high value-added bioproducts not considered in this economic analysis, such as
the use of cell debris for animal feeding and/or the coproduction of mannitol, could be
obtained, contributing to the economy of this process from a biorefinery perspective and
significantly improving the profitability of the plant.

4. Conclusions

In this work, the microbial oil production from discarded pepper using the oleagi-
nous yeast Cryptococcus curvatus was evaluated. Through this process, the production of
lipids with a fatty acid profile suitable for use in biodiesel together with other valuable
compounds, such as mannitol, was achieved. The software Aspen Plus was successfully
applied using the experimental results to obtain the mass and energy balance needed for
the techno-economic evaluation of the microbial oil plant proposed. Although the MSP of
microbial oil obtained in the proposed plant is quite high, the use of fruits and vegetables
residues represent a novel approach in this kind of processes that can be further optimized.
The electricity consumed in the process, associated with the agitation and aeration of the
fermenters and yeast propagation reactors, along with the cost of the pure glucose added to
the fermenters during the pulses, are identified as the main contributors to the operations
cost. These results point out the need to increase the yield of microbial oil production, to
the search for a more economical alternative carbon source to pure glucose, and to consider
the utilization of possible by-products, such as mannitol and cell debris, to improve the
economic performance of the process.
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Abstract

Background Horticultural intensive type systems dedicated in producing greenhouse vegetables are one of the pri-
mary industries generating organic waste. Towards the implementation of a zero-waste strategy, this work aims to use
discarded vegetables (tomato, pepper and watermelon) as feedstock for producing microbial oil using the oleaginous

yeast Cryptococcus curvatus.

Results The soluble fraction, resulting after crushing and centrifuging these residues, showed C/N ratios of about

15, with a total carbohydrate content (mainly glucose, fructose and sucrose) ranging from 30 g/L to 65 g/L. Using
these liquid fractions as substrate under a pulse-feeding strategy with a concentrated glucose solution resulted in an
intracellular total lipid accumulation of about 30% (w/w) of the total dry cell weight (DCW). To increase this intracel-
lular lipid content, the initial C/N content was increased from 15 to 30 and 50. Under these conditions, the process
performance of the pulse-feeding strategy increased by 20-36%, resulting in a total intracellular lipid concentration of

35-40% DCW (w/w).

Conclusion These results demonstrate the potential of discarded vegetables as a substrate for producing bio-based
products such as microbial oil when proper cultivation strategies are available.

Keywords Single cell oil, Agri-food residues, Oleaginous yeast, Lipids

Background

Microbial oils are suggested as a suitable alternative to
petroleum-based chemistry to reduce current environ-
mental pollution. Microbial oils, also referred to as single
cell oils (SCO), are produced by oleaginous microor-
ganisms (bacteria, fungi, microalgae and yeast) capable
of accumulating>20% (w/w) lipids per dry cell weight
(DCW) under particular cultivation conditions [1, 2].
The fatty acids (FA) profile of SCOs can vary depending
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B BMC

on the microorganism and carbon source, making it
highly suitable and valuable for diverse industrial applica-
tions, including the production of biofuels and the oleo-
chemical sector [3].

Oleaginous yeasts, under conditions of nutrient limita-
tion, can accumulate more than 70% of lipids to its bio-
mass weight [4] and are characterized by its excellent
accumulation capacity of FA in the form of triglycerides,
which are valuable precursors for biodiesel production
[5]. For these reasons, these microorganisms are of great
interest in bioprocessing, and it must be characterized
under industrial-like conditions to investigate its full
potential.

Yeasts have certain advantages over other oil-produc-
ing organisms, such as plants, bacteria, microalgae and
fungi. For instance, when compared to plants, yeasts
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have shorter growth times, fewer labor requirements, are
not influenced by climate conditions, and do not occupy
large land areas [2, 6, 7]. Yeasts are less influenced by
climate changes when compared to microalgae, and it
can utilize a wider range of carbon sources. Yeasts also
exhibit greater tolerance to metal ions and have low oxy-
gen demand when compared to fungi, and it is easy to
harvest when compared to bacteria due to its larger size
(8, 9]

Several oleaginous yeast species belonging to the gen-
era Cryptococcus, Lipomyces, Rhodosporidium and Yar-
rowia can produce SCO and other relevant products
(e.g., carotenoids) depending on the culturing conditions.
Temperature, C/N ratio, and pH are important param-
eters during SCO production, and these parameters must
be optimized to maximize intracellular lipid accumula-
tion [1, 10, 11]. In addition to the culturing conditions,
low-cost substrates are highly important for cost-com-
petitive microbial oil production [8, 12]. In recent years,
different sources derived from food waste as carrot and
apple pomace [13, 14], orange peels [15] or pumpkin
peels wastes [16] have been used for yeast cultivation and
lipids production. For example, Donzella et al. [16] report
the utilization of pumpkin hydrolysate by enzymes with-
out adding nutrients as media for lipid production by
Cutaneotrichosporon oleaginosum, allowing producing of
24 g/L of biomass with 29% of lipids accumulation.

The horticultural intensive type systems dedicated in
producing greenhouse vegetables represent one of the
primary industries generating organic waste, especially
in countries from South-Western Europe, such as Spain.
These wastes include fruits that do not meet the qual-
ity standards required for sale and are typically removed
during harvesting. In Europe, the losses of fruit and veg-
etable-derived from handling, storage and transport are
around 5% of the total production. These residues cannot
be stored for a long time due to its high moisture content.
Today, these wastes are mainly used for animal feeding
(e.g., cattle and sheep) whenever possible. Nevertheless,
in areas with no livestock farms, these residues are trans-
ferred to external waste management companies and/or
authorized recycling plants for treatment, which implies
an extra cost [17].

Discarded vegetables are rich in carbohydrates (50—
80% w/w) and other nutrients (e.g., nitrogen and vita-
mins). In this context, using these residues as feedstocks
for yeast cultivation represents an attractive alternative
with potential application in the energy sector. Carbo-
hydrates from discarded vegetable products can be eas-
ily extracted by collecting the corresponding juice after
a crushing procedure [18]. In this work, discarded pep-
per, tomato and watermelon were studied as raw material
for accumulating intracellular lipids using the oleaginous
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yeast Cryptococcus curvatus. With the aim of maximizing
lipid accumulation, these media were supplemented with
a sugars-rich solution to increase the initial C/N ratios.

Furthermore, a pulse-feeding cultivation strategy was
also evaluated for each substrate. All the different cultiva-
tion processes were evaluated regarding total lipid pro-
duction, intracellular lipid content and overall conversion
yield. In addition, the FA profile was investigated in order
to assess the potential use of the resulting lipids to pro-
duce biodiesel. The results presented herein will con-
tribute to optimizing the use of discarded vegetables as a
substrate to produce SCO towards implementing a zero-
waste Bioeconomy strategy.

Results and discussion

Discarded vegetable residues composition

The chemical composition of discarded vegetable resi-
dues (i.e., tomato, watermelon and pepper) ranged a
total potential sugar content of 58-81% (w/w), thus,
highlighting the potential of these residues to serve as
a carbon source in different bioprocesses (Additional
file 1: Table S1). The discarded vegetables were sub-
jected to homogenization and liquid/solid separation to
collect soluble carbohydrates. The resulting liquid frac-
tions mainly contained glucose, fructose and sucrose as
major sugars components (98% of the total sugars ana-
lyzed) (Table 1). Collected sugars in the liquid fraction
accounted to 40.5% (w/w) (pepper), 39.4% (w/w) (tomato)
and 63.3% (w/w) (watermelon), being discarded water-
melon and discarded tomato the residues with the high-
est (68.8 g/L) and lowest (27.0 g/L) sugar concentrations,
respectively (Table 1). In addition to sugars, nitrogen is
another important component in bioprocessing cultiva-
tion media. The nitrogen concentration in discarded veg-
etable residues varied depending on the crop, ranging
from 0.7 to 1.7 g/L (tomato < watermelon < pepper).

Table 1 Soluble fraction composition from discarded vegetables

residues

Component (g/L) Tomato Watermelon Pepper
Glucose 11.8+£09 145+£14 243408
Xylose 0.1+£00 0.14+00 04400
Galactose 0.1+£00 0.14+00 04+0.1
Arabinose - - -
Mannose 0.1+£00 0.1+00 04402
Fructose 149+13 293+£16 357£15
Sucrose - 243466 05402
Mannitol - 03400 03401
Total nitrogen 0.7+0.0 1.5+0.02 1.7£0.1
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Effect of C/N ratio on intracellular lipid accumulation

After characterization, the collected liquid fractions
were used to cultivate the oleaginous yeast C. curvatus
for microbial oil production. Due to the impact of the
C/N ratio on the intracellular lipid accumulation, the
liquid fractions were mixed with a sugar-rich solution
to increase the initial C/N ratio from 15 to 30 and 50
but maintaining the same sugar concentrations as in
the raw material. Figure 1 depicts the sugar consump-
tion and cell biomass production during the cultivation
of C. curvatus in discarded tomato-derived media at
different initial C/N rates. When using this media at an
initial C/N ratio of 15, more than 76% of the initial glu-
cose was consumed within the first 8 h, whereas 86% of
the initial fructose was still present at this time. These
sugar consumption rates decreased when increasing
the C/N ratio of tomato-derived media to 30 and 50
(Fig. 1B, C), delaying complete glucose consumption up
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to 24 h. At this time point, fructose consumption was
about 85% and 40% on media with initial C/N ratio of
30 and 50, respectively. Cell biomass concentration also
varied when changing the initial C/N ratio (Fig. 1D).
In this context, cell biomass concentration at C/N 15
(21.3 g/L at 30 h) almost doubled the cell concentration
obtained at C/N 50 (10.8 g/L at 46 h) within shorter cul-
tivation times, mainly due to the lower nitrogen content
in the latter. This result is indicative of the nutrient-rich
composition of the liquid fraction obtained from dis-
carded tomato waste, so it supports cell growth without
the need of supplementing the media with additives.
The total lipid content was analyzed after cultivating
C. curvatus in tomato-derived media at different initial
C/N ratios. In general, independently of this param-
eter, the lipid content was very low for an oleaginous
microorganism [19]. Notwithstanding, the lipid content
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Fig. 1 Time-course for sugars consumption and mannitol production from tomato-derived media for different C/N ratios and cell biomass

production. |, Glucose pulse addition
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increased from 9.2% in cells collected from the C/N
15 media to 14.2% and 21.6% (w/w) in cells grown at
C/N 30 and 50, respectively, while the lipid concentra-
tion remained approximately the same, from 2.6 g/L to
2.3 g/L and 2.6 g/L (Table 2). The higher lipid content
in cells collected from media with an initial C/N ratio
of 50 underlines the importance of increasing the ini-
tial C/N ratio to trigger lipid accumulation, as already
reported in literature [20].

A similar approach to that followed for discarded
tomato media was applied to grow C. curvatus for lipid
accumulation using the liquid fractions collected from
watermelon and pepper. Sugar consumption and cell bio-
mass production when culturing C. curvatus in media
from discarded watermelon and discarded pepper are
shown in Figs. 2, 3, respectively. Similar to discarded
tomato, free glucose and fructose were identified as sig-
nificant sugar components on pepper residue. In addi-
tion, discarded watermelon also showed a significant
concentration of sucrose, about one-third of the total
sugar content. This disaccharide was fully converted into
the corresponding monomers within the first 24 h of
the process (Fig. 2). This result is indicative of the pres-
ence of the invertase enzyme responsible for hydrolyz-
ing sucrose into glucose and fructose. Since no external
enzymes were added to the process, C. curvatus CL6032
must be responsible for the production and secretion
of such activity. Secretion of invertase activity by C.
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curvatus has been previously reported in literature [21],
supporting sucrose hydrolysis in this study. The presence
of sucrose when using the liquid fraction from discarded
watermelon also revealed the preference of glucose over
fructose by C. curvatus CL6032. As depicted in Fig. 2,
sucrose hydrolysis resulted in the accumulation of free
fructose; meanwhile, glucose concentration was con-
stantly decreasing. This effect was more visible at higher
C/N ratios due to the lower sugar consumption rates.
The C/N ratio also influenced cell biomass concentra-
tion and intracellular lipid content. Total DCW produc-
tion ranged between 21. And 29.6 g/L and 19.1-38.1 g/L
for watermelon and pepper respectively, being the lower
values representative of cells growing in media with
higher C/N content as previously observed for discarded
tomato-derived media (Figs. 2, 3).

On the other hand, the lipid content ranged between
17.3 and 23.8% and 8.6-20.8% when using watermelon
and pepper residues, respectively (Table 2). In general,
using the liquid fraction from discarded pepper as cul-
tivation media for C. curvatus showed similar trends to
discarded tomato media in terms of cell biomass produc-
tion and intracellular lipid content. However, when using
the liquid fraction from discarded watermelon, the intra-
cellular lipid content was higher than discarded tomato
or pepper. Lower concentrations of cell biomass and
lipids (16.8 g/L DCW, 4.8 g/L of total lipids and 28.6%
of intracellular lipid content) have been reported when

Table 2 Cell biomass yield, lipid production by C. curvatus cultured on Fed-batch pulse-feeding mode in discarded vegetable residues

Waste media C/N DCW yield (g/g) Lipid production (g/L) Lipid Lipid yield (g/g %)  Total Fame (%)
content
(w/w %)
Tomato 15 Before 1st pulse  0.784+0.02 26+0.02 92401 0.090+£0.001 81+0.2
Final 045+0.01 88+0.04 294+13 0.114£0.000 243+0.8
30 Before 1st pulse 05140.03 23+£004 142402 0.082+£0.001 141401
Final 0.36+0.02 47+0.1 292409 0.10240.003 269403
50 Before 1st pulse 0.3840.01 26+£0.1 216408 0.091+£0.003 21.0+04
Final 040+£0.00 54+£0.1 396+£19 0.156 £0.007 384405
Watermelon 15 Before 1st pulse  0.39£0.03 6.6+02+ 173£0.5 0.10540.003 14.8£0.1
Final 042+0.01 14.7£0.02 295+0.1 0.123£0.000 273+13
30 Before Tst pulse  0.36+0.01 72402 224407 0.107+0.003 214+26
Final 0.3740.01 11.74+0.3 343409 0.142+£0.003 238429
50 Before Tst pulse  0.26£0.02 56+02 238+04 0.085+0.003 223+33
Final 0.36+0.01 9.74+0.03 354+0.1 0.151£0.001 248+19
Pepper 15 Before st pulse  0.70+0.02 43£0.1 8.6£0.1 0.079£0.001 73+£02
Final 042+0.01 16.8+£0.5 32711 0.114+£0.003 292+13
30 Before 1st pulse 0.4340.01 56+£02 18440.6 0.099+£0.003 148404
Final 031£0.02 13.14£0.03 368+23 0.119+£0.000 326+16
50 Before 1st pulse 0.31+0.02 48+0.1 208+ 1.1 0.086£0.002 159+05
Final 0.28+0.03 11.3£0.01 409404 0.129+0.000 372+02
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Fig. 2 Time-course for sugars consumption and mannitol production from watermelon-derived media for different C/N ratios and cell biomass

production |, Glucose pulse addition

using a watermelon peels waste media to grow the ole-
aginous microorganism Syncephalastrum racemosum
[22]. On the other hand, an intracellular lipid accumu-
lation of 39.6% with a lipid concentration of 2.9 g/L was
reported by Hashem et al. [23] using the yeast Lichthemia
corymbifera and a similar cultivation media (watermelon
peels).

Pulse-feeding cultivation

The use of agri-food waste as media for oleaginous yeast
cultivation has also resulted in low lipid accumulation in
previous works. For instance, the cultivation of C. curva-
tus NRRL Y-1511 in orange peel extract supplemented
with ammonium sulphate and having a C/N ratio of 33
resulted in a total cell biomass concentration of 10.9 g/L
and lipid content of 15% (w/w) (0.09 g/g of lipid yield)
[15]. Therefore, developing alternative cultivation strat-
egies is essential to increase the intracellular lipid con-
tent in oleaginous microorganisms when using agri-food

residues. To reach this aim, the present work assessed a
pulse-feeding strategy to raise the sugar content again
before its exhaustion. This strategy was also designed to
allow increasing the C/N ratio during the feeding phase
while keeping a relatively high cell concentration. A
highly concentrated pure glucose solution was used for
the feeding phase and added right before sugar deple-
tion (determined by low sugar levels or after observing an
increase in the dissolved oxygen values). The pulse-feed-
ing strategy was tested at different initial C/N ratio (15, 30
and 50) obtained from discarded tomato-derived media.
The glucose solution was added once or twice, depending
on the observed sugar consumption rates from the pre-
vious phase, so the fermentation could be extended up
to 72-96 h. The lipid production capacity of C. curvatus
under the pulse-feeding strategy was evaluated at the end
of the process. This strategy increased the intracellular
lipid concentration to 8.8 g/L, 4.7 g/L and 5.4 g/L at ini-
tial C/N 15, 30 and 50, respectively. From the total DCW,
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these lipid concentrations are equivalent to 29.4%, 29.2%
and 39.6% in terms of total lipids and to 24.3%, 26.9% and
38.4% in terms of identified FAMEs content. The high-
est intracellular lipid concentration was observed in the
media with the highest C/N ratio.

Oleaginous microorganisms can accumulate lipids up
to 60-70% (w/w) DCW under favourable conditions,
being the C/N ratio an important parameter when using
sugar-based substrates [4]. Media supplementation with
external sugars results in higher C/N ratios and can boost
intracellular lipid accumulation in oleaginous vyeasts.
Fakas et al. [24] increased the intracellular lipid con-
tent in the yeast Cunninghamella echinulata from 9.7%
to 42% of the total DCW after supplementing with glu-
cose a tomato waste hydrolysate obtained with sulphuric
acid treatment. This approach also improved the final
lipid concentration by about four times, from 2.2 g/L
to 8.5 g/L, reaching a sugar to lipid conversion yield
of 0.11 g/g. In the present work, an intracellular lipid

content close to 40% (w/w) DCW and a sugar to lipid
conversion yield about 0.16 g lipid/g consumed sugars
was observed by operating under a pulse-feeding strat-
egy and using an initial C/N ratio of 50 (Table 2). This
conversion yield is 40% higher to that reported by Fakas
et al. [24], which might be explained by the higher initial
C/N ratio that favors lipid accumulation. This statement
is also supported by the fact that C/N 15 and C/N 30
media resulted in lipid conversion yields of 0.11 g lipid/g
consumed sugar, even though C. curvatus cells showed a
lower intracellular lipid content under these cultivation
conditions (about 30% (w/w) from the total DCW).
Following the pulse-feeding approach, the intracellular
lipid content in C. curvatus increased up to about 35%
(w/w) and 41% (w/w) when growing on discarded water-
melon and discarded pepper-derived media, respec-
tively. The sugar to lipid conversion yields also increased
up to 0.15 g/g and 0.13 g/g, respectively. Notwithstand-
ing, despite increasing intracellular lipid content and
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conversion yields, lower total lipid concentrations were
reached due to the lower overall cell biomass concen-
trations (Table 2). It is very interesting to note that C.
curvatus produced mannitol in addition to lipids as a
byproduct during the pulse-feeding process, indepen-
dently of the residue used or the initial C/N ratio (Figs. 1,
2, 3). Mannitol started to accumulate in the media within
the first stages of the process in the presence of sugars
(either glucose, fructose or both).

In contrast, mannitol consumption could be also
observed with low sugar levels. This result points out
the ability of C. curvatus to produce this sugar alcohol
and subsequently use it as a carbon source. The ability
of C. curvatus to reduce fructose and/or oxidize man-
nitol was confirmed by measuring mannitol dehydroge-
nase activity in a crude cell extract during the mannitol
production phase (cells were collected when mannitol
concentration was about 10 g/L). The enzymatic activity
measured for fructose reduction was 0.3 U/mg protein,
while the enzymatic activity for mannitol oxidation was
1.1 U/mg protein. Mannitol production and consump-
tion have been previously reported in other yeasts, such
as Yarrowia lipolytica [25] and different species belong-
ing to the Wickerhamiella and Starmerella genera [26].
The specific role of mannitol in yeast metabolism is
mainly linked with redox balance and stress protection
[25, 26]. Mannitol production can alleviate the redox
imbalance of yeast cells by either recycling NADP* when
NADPH is in excess or providing the NADPH required
during lipid production [25, 26]. In addition, manni-
tol production has also been related to stress-protective
mechanisms to reactive oxygen species (ROS) [27] and/
or to thermal stress [21]. In this work, depending on the
cultivation media, maximum mannitol concentrations
varied between 10 and 28 g/L. These significant concen-
trations also influence lipid production, thus, influenc-
ing sugar conversion yields. Nevertheless, mannitol has
interesting applications in the food and pharmaceutical
industries (e.g., excipient in pharmacy, anticaking and
free-flow agent, lubricant, stabilizer and thickener, low-
calorie sweetener) [28, 29] and, therefore, might also play
an important role in these bioprocesses within a biorefin-
ery context.

Fatty acids profile

Another essential aspect of studying microbial lipid pro-
duction to assess its technical application properly is
the detailed FA profile. Figure 4 shows the FA profiles
of cultivating C. curvatus CL6032 in different agri-food
media before and after applying the pulse-feeding strat-
egy. Overall, oleic and palmitic acids were identified as
the dominant FAs before the pulse-feeding approach,
accounting for 45.9-54.4% and 13.5-24.9% of the total
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FAMEs profile, respectively. After applying the pulse-
feeding strategy, these ranges changed to 50.7-57.5%
and 17.0-27.4%. Knowing the FA composition of the
resulting microbial oil is essential to assess its potential
applications, especially concerning biodiesel produc-
tion. The presence of high levels of long-chain monoun-
saturated FA supports biodiesel quality as they are fluid
at room temperature and could improve biodiesel flow
characteristics.

Furthermore, a high percentage of polyunsaturated
FAs is not suitable for biodiesel production because
it not only affect the oxidative stability and quality of
lipid-based biodiesel during storage but also lead to an
increase in the viscosity of the final product [30]. There-
fore, biodiesel should be ideally made from methyl esters
of both saturated and monounsaturated FAs with a low
content of polyunsaturated FAs. According to the FA
profiles (Fig. 4), the resulting microbial oils were rich in
monounsaturated FA (46.1-57.7%), while the concentra-
tion of saturated and polyunsaturated FAs represented
up to 20.8-33.8% and 13.8-16.2%, respectively. Such FA
profiles might therefore support using these microbial
oils as an adequate feedstock for biodiesel production
[31].

Conclusion

Mechanical methods can easily extract sugars from dis-
carded vegetable residues without needing previous
and more expensive pretreatments. The liquid fractions
resulting from fruits and vegetable residues represent an
interesting carbon source for microbial oil production
using oleaginous yeasts and for adequate cell growth or
production of other compounds of interest, such as man-
nitol. The lipid accumulation in C. curvatus increases
by using higher C/N ratios. Finally, the pepper-derived
medium allowed the accumulation of higher lipid con-
centrations in C. curvatus, being the lipid profile from C.
curvatus similar to that of vegetable oils commonly used
for conventional biodiesel production. Optimizing the
process, selecting a suitable cultivation strategy and using
cost-effective carbon sources can lead to a more attrac-
tive process for biorefineries.

Methods

Raw material and oleaginous microorganism

Discarded vegetables from tomato, pepper and water-
melon crops were used as substrate in this study. These
residues were provided by Albaida Residues S.L. (Alm-
erfa, Spain) and were obtained under greenhouse farming
conditions. The carbohydrate content of the discarded
vegetables was determined following methods described
elsewhere [18]. The residues were crushed by homog-
enization in a Danamix TR/bM-330 industrial blender
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Fig. 4 Fatty acid profile of C. curvatus grown on discarded vegetable-derived media at different culturing stages. A Tomato; (B) Watermelon; (C)

Pepper
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(SAMMIC; Azkoitia, Spain), and the resulting solid and
liquid fractions were subsequently separated by cen-
trifugation at 3000 rpm for 15 min, using a basket cen-
trifuge RTL2BD (COMTEIFA; Barcelona, Spain). Liquid
fractions were analyzed according to the methodology
described below and stored at — 20 °C before their use.

The yeast Cryptococcus curvatus CL6032 obtained
from the National Collection of Instituto de Salud Carlos
III (BBN-ISCIIL; Madrid, Spain) was used as an oleagi-
nous microorganism. This strain was maintained in YPD
agar plates with the following composition: 10 g/L yeast
extract, 20 g/L peptone, 20 g/L glucose, and 20 g/L agar.
Active cultures of this strain were obtained by inoculat-
ing a single colony into a 250 mL baffled Erlenmeyer flask
containing 50 mL of YPD medium. Flasks were incubated
in a rotary shaker at 180 rpm and 26 °C for 24 h. Cells
were subsequently harvested by centrifugation at 3000 g
for 10 min and washed once with sterile water before
inoculation.

Microbial oil production

The soluble fractions obtained from discarded tomato,
pepper and watermelon were used as the substrate for
microbial oil production. In order to maximize intracel-
lular lipid accumulation, different initial C/N ratios were
evaluated. In this context, the soluble fractions were used
directly (C/N 15) and mixed at 1:1 (C/N 30) or 1:2 (C/N
50) (liquid fraction: sugar solution) with a sugar solu-
tion containing fructose, sucrose and glucose at a known
concentration to maintain the initial sugars concentra-
tions measured in each residue-discarded media. Micro-
bial oil production were assessed on 1-L Biostat B-Plus
bioreactors (Sartorius; Gottingen, Germany), using an
initial working volume of 400 mL of the corresponding
filter-sterilized (Nalgene Rapid Flow® filter 0.22 pm) lig-
uid fractions. Assays were performed at 28 °C and pH 6
(pH was maintained with 2 M HCl and 2 M KOH), with
a constant airflow of 1 vvm. Dissolved oxygen was con-
stantly monitored and maintained above 20% (v/v) satu-
ration level using variable stirring speed (500—1500 rpm).
A 2% (v/v) antifoam solution (Antifoam 289, Sigma) was
used as needed to prevent foam formation (2 mL added
prior to inoculation). Cells were inoculated with an initial
optical density (OD600,,,) of 1-1.5 and cultivated follow-
ing a pulse-feeding operational strategy for 140-168 h.
Samples were withdrawn periodically to analyze sugars
and cell biomass concentration.

Cultures were operated by a pulse-feeding strategy.
In this context, sugar components were monitored
throughout the process to determine the time point
when reaching sugar depletion (i.e. when having low sug-
ars concentration and/or when observing an increase in
dissolved oxygen levels). After reaching sugar depletion,

(2023) 16:21

Page 9 of 11

50 mL of a concentrated, autoclave-sterilized glucose
solution was added to level the sugar concentration up to
the initial values (30—50 g/L depending on the substrate).
Before glucose feeding, 50 mL of the corresponding fer-
mented media were harvested to determine the intracel-
lular lipid content and FA profile and evaluate conversion
yields. Collected cells were harvested by centrifugation
(5000 g, 4 °C, and 15 min), washed twice with sterile
water, freeze-dried, and stored in a desiccator until fur-
ther treatment.

Analytical methods

Cell biomass concentration (DCW) was determined
by filtering a known volume of cell suspension through
a 0.22 pum nitrocellulose membrane (GE Healthcare;
Germany). Cells were then washed with 4-times higher
amount of water and dried in a microwave at 700 W for
10 min. DCW was determined as the difference between
the weight of the empty dried filter and the dried filter
with cells.

The concentration of sugars (i.e., glucose, fructose,
sucrose) and mannitol were determined by HPLC chro-
matography using an HPLC Waters Alliance 2695 system
(Massachusetts, USA) equipped with a refractive index
detector (detector 2414) and a Carbo Sep CHO 782 col-
umn (Transgenomic, Nebraska, USA), the latter operat-
ing at 70 °C with 0.5 mL/L ultrapure water.

Lipid content was determined by the gravimetric
method according to Sha [32]. Briefly, 70 mg of freeze-
dried cells were treated with 3.2 mL 4 M HCI at 55 °C
for 2 h. Then 8 mL of a 2:1 (v/v) chloroform: Methanol
solution was added, and the resulting solution was incu-
bated at 20 °C for 3 h. After incubation, the solution was
centrifuged (2000 g, 15 min) to recover the organic phase
(chloroform). This step was repeated once by adding
4 mL chloroform to the aqueous phase, and all recovered
organic phases were mixed up and subjected to evapora-
tion in a TurboVap LV Evaporator under N, to remove
chloroform. The lipid content was expressed as g of lipid
per 100 g of DCW and lipid yield was calculated as the
ratio between total amount of lipid produced and amount
of consumed sugars (g lipid/g consumed sugar).

The composition of fatty acid methyl esters (FAMEs)
was analyzed following the method described by Van
Wychen [33]. This method is based on transforming the
FA present in lyophilized cells (~10 mg) into the corre-
sponding FAMEs, which are collected by hexane and
quantified by gas chromatography (GC). An Agilent GC
7890A (California, USA) equipped with a flame ioni-
zation detector (FID) and a split injector, and an Agi-
lent polysiloxane capillary column DB-23 (length 30 m,
25 mm id, 1/20 split ratio). The injector and detector
operated at 250 °C and 280 °C, respectively. Tridecanoic
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acid methyl ester was used as the internal standard, with
a final 10 mg/mL concentration. FAMEs were identified
by using a standard mixture [33].

Total nitrogen content of each corresponding fraction
was determined according to the Kjeldahl method.

Mannitol dehydrogenase activity was determined in
C. curvatus cells during the lipid accumulation phase.
For that, cells were collected by centrifugation (3000 g,
5 min), washed twice with ice-cold 100 mM Tris-CIH
buffer (pH 7.5) and disrupted in a FastPrep-24" 5G
instrument (MP NBiomedicals) using glass beads and
1 mL lysis buffer. Cells were subjected to 6 cycles of 30 s
vortexing and 2 min ice. Then, lysed cells were centri-
fuged (16,000 g and 4 °C for 20 min) to collect superna-
tant. Mannitol dehydrogenase activity was measured in
the collected supernatant at 25 °C. For that, both oxi-
dation and reduction of NADH/NADPH and NAD™/
NADP" were determined in presence of fructose and
mannitol, respectively. Oxidation of NADH or NADPH
was monitored by measuring the absorbance at 340 nm,
using 50 mM Tris—HCI (pH 8.5), NADH (1 mM) or
NADPH (1 mM) and 25 pL protein extract (1.4 g/L of
total protein). This reaction was triggered by adding fruc-
tose to a final concentration of 1 mM. On the other hand,
reduction of NADT or NADP* was monitored by meas-
uring the absorbance at 340 nm, using 50 mM Tris—HCl
buffer (pH 10), NAD*' or NADP* (0.2 mM) and 25 pL of
protein extract (1.4 g/L of total protein). In this case, the
reaction was triggered by adding mannitol to a final con-
centration of 50 mM.

Total protein concentration was analyzed using the
BCA Protein Assay Kit-Reducing Agent Compatible from
Pierce® (Thermofisher, Massachusetts, USA).
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circular economy. In this context, biorefineries will help comply with
the UN’s Sustainable Development Goals, as they align the objectives
from both the bioeconomy and the circular economy by enabling the use
of biomass at a large scale in a sustainable way. According to the defi-
nition of the organisation IEA Bioenergy, the concept of biorefinery in-
cludes integrated industries that, based on many types of biomass
feedstocks (e.g. lignocellulosic or municipal solid waste) and a variety of
different technologies, produce energy and a range of marketable
products such as biofuels, chemicals, materials, food, and feed (Lin-
dorfer et al., 2019).

Among the variety of biomasses, residues derived from food loss and
waste along with lignocellulosic-based materials, are considered
appropriate feedstocks for exploitation in biorefineries. Some of the
characteristics that support the valorisation of these types of biomasses
as raw materials are the generation of these wastes in huge quantities
globally, their biochemical natures (source of C-rich material), and the
environmental and economic impacts due to inappropriate storage and
disposal (water and soil contamination, growth of unwanted organisms
and pests). Furthermore, energy extraction from this kind of wastes is
usually inefficient when discarded, so there is room for further
upgrading the use of these materials from a biorefinery perspective
(Moreno et al., 2020).

The Food and Agriculture Organization (FAO) has reported that the
majority of food losses at global level in 2016 were oil-bearing crops,
tubers and roots, followed by vegetables and fruits (Fig. 1). Approxi-
mately 30 % of the land employed for agriculture is used to produce food
that is then lost or discarded (FAO, 2019). In economic terms, these food
losses cost approximately US$ 680 billion in developed countries and
about half of that in developing countries (Mehariya et al., 2018), which
has an impact on the global economy of more than US$ 900 billion (Mak

A wavest T *° . B
Post-harvest |
Farm _l_l—l 'i
Grading l
Storage D %3 e * . & .
Transport 1[] - ®
- Trader fﬂ]-{
&
E;Pmcessing —-D]—( . :' s
=
= Packing |
Distributicn :D
Markst |
Wholezale —Dj—[
| —
Households I-ED—I
Whole supply chain FD:I—| . : o
[} 10 20 30 40 50
Lozz %%

Bioresource Technology 369 (2023) 128397

et al., 2020). Using these wastes as resources would benefit the agro-
food industry not only in environmental terms by preventing the
exploitation of new sources but also in economic terms by lowering the
cost of both existing and new processes in which these raw materials are
involved.

Regarding the lignocellulosic residues from agriculture, forestry or
the urban context, they represent an ideal source of sugars derived from
cellulose and hemicellulose, in addition to other compounds such as
lignin (Dharma Patria et al., 2022). An estimation of the amount
generated of the main crop and wood residues in 2020 is presented in
Table 1. The relevance of using lignocellulosic feedstocks in the bio-
refinery industry is highlighted by the fact that it makes part of
numerous EU-funded projects, which pretend the installation and the
consolidation of lignocellulosic-based biorefineries in Europe (Hassan
et al., 2019).

The feasibility of using lignocellulosic biomass (LB) to obtain bio-
based products highly depends, however, on the modifications of the
structural characteristics of these feedstocks after the pretreatment step.
Pretreatment is required to alter biomass structure to ease the accessi-
bility of the corresponding carbohydrates and/or to fractionate biomass
into its main components (Mankar et al., 2021). Therefore, this process
stage is considered a key element in the profitability of a biorefinery
scheme and directly influences operational and capital process costs.

The most general classification divides many existing pretreatments
into physical, chemical, physicochemical and biological methods.
Physical pretreatments, i.e. milling, extrusion, ultrasounds and micro-
wave (MW) radiation, use mechanical or wave energy to alter the
biomass structure. These methods are sometimes relegated to particle
size reduction purposes and criticised for their high-energy consumption
(Mankar et al., 2021). However, the search for greener processes that
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Table 1
Theoretical residue production (does not discriminate by use) of the top ten
crops cultivated in the world and wood residues production. Data from 2020.

Type of residue Production” Residue Theoretical residue
(Mtonnes) ratio” production (Mtonnes)
Sugarcane 1870 0.16 299
Maize 1162 1.27 1476
Wheat 761 1.18 898
Rice 757 1.58 1196
Oil palm fruit 418 0.26 109
Potatoes 359 0.11 39
Soybeans 353 3.50 1237
Cassava 303 0.52 157
Sugarbeet 253 0.27 68
Tomatoes 187 1.19 222
Total crop 5702
residues
Wood 153¢
Recovered post- 29
consumer wood
Total wood 182
residues

? Data obtained from FAOSTAT.

b Dry mass of residue/fresh mass of crop, obtained from Searle and Malins
(2015).

© Wood residue production in FAOSTAT is given in m> to calculate the
theoretical residue production a mean wood density of 655 kg m~ has been
used (Martinez et al., 2020).

use fewer chemicals, produce less waste and favour the simplicity of
operation (Ab Rasid et al., 2021; Bychkov et al., 2014) has brought these
kinds of pretreatments back into the spotlight.

The present review aims to offer a comprehensive view of the latest
progress obtained for the most representative physical pretreatments,
highlighting their strengths and weaknesses, with a critical approach to
evaluating of their future role in biorefineries from food and lignocel-
lulosic wastes.

2. Mechanical comminution

Among the many technologies already tested and proven to be
effective as biomass pretreatments (Mankar et al., 2021; Periyasamy
et al., 2022), mechanical milling significantly improves the digestibility
of pretreated materials and therefore represents a valuable approach to
alter the physical structure of biomass.

Milling is included in the mechanical actions, including impact,
shearing, compressing, crushing, friction, and stretching. It is frequent to
find the terms milling and grinding used equally in the literature. During
milling, the material is subjected to intense mechanical stress, causing a
series of effects on the physicochemical features of the raw biomass,
which finally result in an increase in its reactivity.

As a widely accepted method to efficiently modify the structural
features of solid biomass, milling is frequently combined with other
pretreatment methods as a first step in processing raw lignocellulosic
materials, both at a laboratory and industrial scale. A major and sig-
nificant effect is exerted on cell membranes, particularly on the cellulose
structure, by disrupting the cellulose fibres and decreasing the crystal-
linity and degree of polymerisation (Mankar et al., 2021). In addition,
Zhou and Tian (2022) have reported an increase in the surface area
accessible for the action of the enzymes. Supporting this statement,
several research works have proven that smaller sizes of biomass par-
ticles are less resistant to enzymatic hydrolysis (EH) than larger ones.
For example, Gu et al. (2018b) found an about 5-fold increase in the
sugar production rate of Douglas-fir forest residuals milled for 30 min in
a ball mill, compared to untreated biomass.

Bioresource Technology 369 (2023) 128397
2.1. Milling technologies

A substantial number of milling processes have been developed and
tested until now, as well as specific machines for each type of technol-
ogy. Various reviews have been published in the last years describing the
modes of action, devices and main effects in raw materials of milling
methods as biomass processing techniques (Barakat et al., 2014;
Lomovsky et al., 2016; Mayer-Laigle et al., 2018; Lomovskiy et al., 2020;
Shen et al., 2020; Sitotaw et al., 2021). For example, Lomovsky et al.
(2016) focus on the type of impact in the particles during milling, dis-
tinguishing between constrained or abrasive impact mills (a high
probability of interaction and chemical reactions between particles),
and free impact mills (interaction of a single particle with the milling
body, much lower probability of contact among particles). The first
group would include disk mills, bead mills, ball mills, planetary or
tumbling mills, vibrational mills, vibrocentrifugal mills, and roller mills.
The second would comprise pin mills or disintegrators, hammer and
knife mills and jet mills. A scheme of the mode of action of a few milling
technologies is presented in Fig. 2. Also, a brief overview of the main
actions exerted in the most common types of milling that have been
tested in LB pretreatment is provided in Table 2, with relevant opera-
tional parameters and some examples of specific applications in LB
feedstock. In general, running time is a key parameter for any milling
technique, so it is not included in Table 2 and is considered to affect all of
them.

A search of up-to-date literature references about the application of
almost all milling techniques in LB conversion allows concluding that
the most common milling modes are hammer milling, (wet) disk milling,
and, above all, ball milling (in the different existing types).

2.2. Hammer and disk milling

Hammer milling causes the impact (collision) of the biomass parti-
cles with grinding bodies (hammers) of large size that are placed in a
gyratory rotor, plus the crushing and abrasion action of the particles
pressed through a screen that is mounted under the rotor. Recently,
Maitra and Singh (2021) have tested a novel approach to pretreat

3
Tty

Planetary ball mill

Disk mill

Hammer mill

Ball mill (attritor)

Fig. 2. Scheme of the mode of action of different types of milling. Adapted
from Lomovsky et al., (2016) and Sitotaw et al. (2021).
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Table 2
Main milling technologies and selected examples of relevant applications from literature.
Type of Main mode Relevant variables Biomass Application Main outcomes Reference
milling of action to consider feedstock
Disk Friction e Distance Corn stover o Fermentable sugar production e Differences in sugar yield in relation to Chen et al.
Beating between disks (thermochemical + disk refining) lignin extracted and final lignin content (2020)
Shearing e Disk design o Significant effect of disk refiner’s gap size on
Pressing net specific energy consumption
(Wet) disk Shearing e Solid/liquid Sugarcane e Ethanol production (+LHW) e Substantial increase of ethanol production Wang et al.
Crushing ratio bagasse by combining LHW under low severity (2018)
conditions and wet-disk milling
Hammer Crushing e Number of Wheat e Biogas production o Significant increase of biochemical methane  Victorin
Abrasion grinding bodies straw production and EH yield in pretreated et al.
e Mesh size of biomass, compared to untreated biomass (2020)
screen (13.5 and 20.6 % respectively)
Knife Cutting e Number and Wheat o Ethanol production o The use of large particle size (mm) may be Yang et al.
Crushing position of straw advantageous over smaller sizes (<0.5 mm)  (2022)
Abrasion knives when total sugar yield (pretreatment + EH)
e Mesh size of is compared
screen
Ball- Impact e Ball/biomass Corn stover e Biomass deconstruction e Demonstration of modification of the Liu et al.
thumbler Compression ratio supramolecular structure of cellulose (2019)
Shearing e Material of ball hemicelluloses-lignin matrix and depoly-
Collision e Rotation merization of polymeric structure of cell
frequency wall
e Bead type and
diameter
Stirred ball- Grinding e Impeller Cedar wood o Glucose and ethanol production e Saccharification efficiencies of 80 % Navarro
attritor Dispersion rotation speed through simultaneous enzymatic (laboratory scale) and 60 % (large scale). et al.
Shearing e Bead filling saccharification and comminution High fermentation yield of SESC-slurry (2018)
ratio (SESC)
Planetary Impact e Rotation speed Pine wood e Biobutanol production e Good pretreatment performance in terms of ~ Kwon et al.
ball Friction waste high saccharification and improved (2016)
Shearing biobutanol yields and low inhibitory
compounds production
Vibrational Crushing e Vibrational Corn stover e Sugar production by EH e Structural changes at cellular level: size Chen et al.
ball Impact frequency reduction, increased surface area, decrease 2022
e Amplitude of in crystallinity index. Significant
vibration improvement in cellulose conversion
Roller Abrasion e Space between Corn straw e Sugar production by EH e Decrease of crystallinity index, increase of Bychkov
Crushing rollers specific surface area (SSA) and specific pore et al.
e Number of volume. Two fold increase in carbohydrate (2014)
rollers hydrolysis
Rod Impact e Operation speed ~ Wheat e Biomass pyrolysis o Reduction of particle size and cellulose Bai et al.
Friction e Rod diameter straw crystallinity, and increased SSA and pore (2018)
volume. Improvement of pyrolysis efficiency
Jet Collision e Acceleration Sugarcane o Sugar production by EH e Improvement of cellulose hydrolysis yield, Licari et al.
Impact speed bagasse but negligible effect on crystallinity index. (2016)
o Air flow Comparison with other milling techniques

sugarcane bagasse by hydrothermal pretreatment with cryogenic
grinding to minimise inhibitor production and increase sugar recovery.
The cryogenic grinding was carried out after the hydrothermal process
(140-200 °C for 10 min) in a hammer mill microfine grinder device
prepared with a 0.5 mm sieve and liquid nitrogen, being continuously
fed into the mill in a ratio of 10:1 (v/w) of liquid nitrogen: biomass in
each milling cycle (five). The results support a good perspective in the
utilisation of this novel strategy with hydrothermal pretreatment at low
temperatures (150-170 °C), thus contributing to a low-severity
approach.

Disk mills consist of two disks with grooves and bars that rotate
(counter-rotating or one rotating and other stationary). At the same
time, the material passes between them, causing shearing, friction,
beating and pressing (Table 2). This milling process has been success-
fully applied to pretreat several biomass feedstocks aimed at improving
sugar release by EH. For example, Hu et al. (2017) investigated and
modelled at the laboratory scale the response during EH tests of maize
straw pretreated with a disk micro-grinder until reaching different
particle sizes (from 53 to 180 um) for sugar production. Interestingly,
the authors found that the effect of milling mainly influences the
available surface area of pretreated material and increases the affinity of
the enzyme towards this surface.

On the other hand, in the wet-disk mill, particles are scattered in a

liquid to form a slurry, which is pumped through a grinding chamber.
The particles ride along in the liquid and are crushed among the grinding
media, using the recirculation process to achieve the targeted particle
size. Wet milling is claimed as a low-energy consuming process, and
several studies report the application of this pretreatment alone or in
combination with other pretreatments to obtain sugars (Zakaria et al.,
2015; Huang et al., 2019) or cellulose nanofibers from oil palm fibers
(Ariffin et al., 2021).

2.3. Ball milling

Focusing on ball milling technology, an overview of the state of the
art of the main ball milling modes (tumbling, attrition, vibratory and
planetary) is provided in a recent review by Sitotaw et al. (2021). The
authors describe the fundamentals of each type of milling and discuss in
depth the main factors influencing the results of such a technique: the
characteristics of milling balls, the milling time and temperature, the
filling volume, the rotational speed of the milling pot, the grinding ball
to biomass ratio and if it is performed using dry or fresh biomass.
Moreover, the effects of ball milling in the LB features are discussed,
focusing on the crystallinity index, the morphology, and specific surface
area of pretreated materials. In the same line of contribution, the
thermo-physical and optical properties of lignocellulosic biomass of
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corncob subjected to ball milling have been analysed in depth by Zhang
et al. (2019) using updated methodologies such as scanning electron
microscope, X-rays diffractometer, thermogravimetric analysis, and
Fourier transform infrared spectroscopy. It is proven that changes in ball
milling parameters significantly affect the crystallinity of cellulose, the
content of both cellulose and hemicellulose and the thermal decompo-
sition pattern of the biomass, which can be used to select the best
operation conditions for a specific target product. In this case, the au-
thors focus on producing bio-hydrogen, representing a novel application
of mechanical pretreatment as ball milling. Liu et al. (2019) provide
evidence of the effect of ball milling in lignocellulosic fibers by
increasing material digestibility in studies carried out in corn stover. The
results of this study reveal that ball milling causes depolymerisation of
the polysaccharide chains, disruption of the orderly fibrillar matrices
and the degradation of lignin-carbohydrate complex bonds.

Another recent and novel advance using ball milling considers its
application intermittently during EH of aspen branches leftovers at low
enzyme doses (Wu et al., 2021). The authors claim a positive effect of
milling in the distribution of enzymes into the cellulose, improving the
efficiency of the enzymatic attack during the static period and resulting
in a shortening of the incubation time to reach a similar final sugar
concentration than in a conventional EH incubation. The combination of
milling and EH has also been demonstrated to be effective in a simul-
taneous enzymatic saccharification and comminution (SESC) process in
cedar softwood at a large scale (ball milling equipment with a processing
capacity of 10 L of aqueous slurry) for ethanol (Navarro et al., 2018) and
methane (Navarro et al., 2020) production. In this line of applications of
ball milling in biological biomass processing, Balch et al. (2020) report
on an innovative application of this technology in the fermentation of
various biomasses (corn stover, poplar and switchgrass) by Clostridium
thermocellum and four other fermenting microorganisms in a custom-
made ball milling bioreactor (named cotreatment). This interesting
research proves that ball milling can boost carbohydrate solubilisation
for all three feedstocks without previous pretreatment or added en-
zymes, with significant differences in the tolerance of the studied mi-
croorganisms to milling under the conditions tested.

The review by Sitotaw et al. (2021) also examines the ball milling-
assisted chemical pretreatment, which combines ball milling and a
chemical agent, such as acids, alkalis, organosolvents and metal salts,
providing a summary of updated studies performed in feedstocks such as
corn stover, barley straw or sugarcane bagasse. Shen et al. (2020)
explore the same concept. They introduced the term “mechanochemical-
assisted pretreatment” in reference to the utilisation of auxiliary re-
agents during ball milling, aimed at improving the effectiveness of
mechanical action and decreasing energy consumption. According to
Zhou and Tian (2022), this combined pretreatment has the advantage of
reducing the amount of solvent used and constitutes a promising new
method in biorefining.

Summing up, the research carried out in the last years has demon-
strated that mechanical comminution or milling is an efficient technol-
ogy in biomass processing, both as a sole pretreatment process and in
combination with other techniques. Moreover, it facilitates the storage,
densification and, ultimately, the supply chain of raw materials in a
biomass processing plant, contributing to ease the logistic operations
(Barakat et al., 2014). Another advantage of milling is the low concen-
tration of inhibitory compounds released during this pretreatment pro-
cess, which eases the downstream processing and constitutes a clear
advantage compared to traditional techniques using catalysts and/or
high temperatures and pressures (Kwon et al., 2016; Mankar et al.,
2021). In addition, Shen et al. (2020) highlighted the lower biomass
losses occurring during milling technology, such as ball milling,
compared to other pretreatment methods.

Nevertheless, it is crucial to consider that milling is a high-energy
consumption technology that may hinder its scalability due to high
economic and energy costs. However, it always depends on the equip-
ment used, the operational parameters, the physicochemical features of
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the biomass and the desired particle size (Barakat et al., 2014; Lomovsky
et al., 2016). Thus, hardwood requires notably more energy for particle
reduction than herbaceous materials, as proven by Cadoche and Lopez
(1989). For the same final particle size (1.6 mm) and mill type (hammer
mill), these authors found that the energy required was 14.8 kWh/kg for
corn stover, 42 kWh/kg for wheat straw and as much as 130 kWh/kg for
hardwood. The same authors also studied the effect of the particle size
on the energy spent to grind 22.4 mm hardwood chips in a knife mill,
which notably increased from 8 kWh/kg for a slight particle reduction of
12.7 mm to 130 kWh/kg when the final particle size was 1.6 mm. Thus,
selecting the most suitable grinding machine and the most favourable
process parameters is crucial to promote the efficiency of this processing
step (Moiceanu et al., 2019). Ball milling is known for its high-energy
consumption compared to other milling devices. To overcome this
handicap, multi-step grinding strategies or the combination of ball
milling with chemical or physicochemical processes have been pro-
posed, achieving substantial reductions in energy consumed (Sitotaw
et al., 2021). On the other hand, the scalability of any milling method-
ology has been recognised as determining feature of the potential
application in a large-scale LB processing strategy (Kim et al., 2016). The
scalability is linked to the productivity or milling capacity of each type
of method and clearly limits the potential of a particular technology to
be used at an industrial scale.

Further research is therefore needed to overcome the drawbacks and
limitations mentioned earlier and to develop more energy-efficient
machines and novel applications of the different types of milling tech-
nologies. This will undoubtedly contribute to the more effective imple-
mentation of the most applicable milling techniques in biomass
processing and conversion, paving the way to innovative advances in
this research line.

3. Extrusion

Extrusion is a continuous physical pretreatment that unites me-
chanical and thermal effects in a single machine. It is carried out in
extruders, which consist of one or two axis with different screw elements
that can be adjusted to the desirable screw profile (see supplementary
material). The screws spin inside a tight barrel whose temperature can
be regulated. The biomass is continuously fed to the machine, where it is
transported and forced to pass through the narrow space between the
screw and the barrel wall, generating high shearing forces that alter fi-
bres structures mechanically (Duque et al., 2017).

The main effects of extrusion pretreatment are particle size reduction
and fibrillation (Chen et al., 2013; Tian et al., 2019). The impact of this
pretreatment on the crystalline structure of lignocellulose is unclear.
Some authors report an increase in the crystallinity index of extruded
biomasses (Banvillet et al., 2021; Gu et al., 2018b). Others observe a
decrease (Ai et al., 2020; Lu et al., 2018) or no changes at all (Marone
et al., 2019).

When used alone, extrusion does not seem to affect the chemical
composition of lignocellulosic biomass (Duque et al., 2018; Hjorth et al.,
2011; Marone et al., 2019; Tian et al., 2022). However, the use of
different reagents can promote the solubilisation of lignin (Liu et al.,
2018), hemicellulose (Han et al., 2020; Lu et al., 2022) and other non-
structural compounds (Duque et al., 2014b; Lu et al., 2018). Reactive
extrusion is a particular mode of operation in which a chemical catalyst
is used in the process, adding a chemical effect to the physical alteration
of the biomass and improving the global performance of the pretreat-
ment. The mechanical compaction of the material caused by extrusion
removes air and water, enhancing the penetration of solvents into the
biomass fibres (Liu et al., 2018; Lu et al., 2018). For instance, Liu et al.
(2018) have proved the synergy of physical and chemical effects during
extrusion processing. They extruded corn stover using NaOH as a cata-
lyst and then compared the results obtained with those of an alkaline
pretreatment followed by Paperindustriens Forskningsinstitute (PFI)
refining. They found that the sugar yield of the NaOH-extruded corn
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stover was notably higher (78.75 %) than the yield obtained using only
the alkaline pretreatment (50.08 %) or applying the sequential alkali
plus mechanical refining treatment (54.83 %). Alkaline extrusion using
NaOH has been widely studied, and promising results have been ob-
tained from this pretreatment in the last years (Doménech et al., 2020;
Duque et al., 2018; Liu et al., 2018; Tian et al., 2022). However, recent
studies have explored the addition of other chemicals that are more
environmentally friendly, such as ionic liquids (da Silva et al., 2013;
Guiao et al., 2022b; Han et al., 2020), deep eutectic solvents (Ai et al.,
2020), or glycerol (Lu et al., 2018). For example, Ai et al. (2020)
highlighted the advantages of using a neutral-pH and biocompatible
deep eutectic solvent (choline chloride: glycerol) to enable the contin-
uous pretreatment of sorghum bagasse at high solids loading, improving
the enzymatic digestibility of the extruded biomass up to 85 %. In some
instances, the catalysts added during reactive extrusion also play a
crucial role as flow modifiers, enabling a continuous and stable material
flow inside the machine. In fact, extrusion of dry lignocellulosic biomass
can lead to wearing of the machine and excessive torque values (Duque
et al., 2017; Han et al., 2020) and water, in the form of moisture or
added externally, may sometimes not be enough either (Duque et al.,
2018; Kuster Moro et al., 2017).

Herbaceous materials have traditionally been considered more
suitable for extrusion processing than woods and other highly lignified
residual biomasses due to their greater softness (Duque et al., 2017,
Ismail et al., 2022). However, the most recent publications about
extrusion pretreatment show a renewed interest in using woody species
and less common feedstocks, such as eucalyptus (Duque et al., 2018),
Douglas fir (Gu et al., 2018a), aspen (Tian et al., 2019), pussy willow
(Han et al., 2020), bamboo (Lu et al., 2018), olive stones (Doménech
et al., 2020), or vegetal tomato plant waste (Moreno et al., 2021).

Extrusion technology has also been employed to pretreat food
wastes, such as pecan nut shell (Villasante et al, 2021), soybean residue
(Lee et al., 2019), fish by-products (Makoure et al., 2020), or grapefruit
peel (Trujillo-Judrez et al., 2021). The aim of these investigations was to
promote the release of sugars, or the extraction of interesting bio-
products (lipids, essential oils).

Continuous operation and the capability to work at high solids
loadings are two of the most distinctive characteristics of extrusion
pretreatment (Ai et al., 2020; Duque et al., 2014a; Zheng et al., 2014).
The superior mixing capacity of extrusion, especially at high solids
loadings, as well as the adaptability of extruders to the different process
needs, are other of the advantages of this pretreatment (Duque et al.,
2017; Fu et al., 2018; Gatt et al., 2019; Santala et al., 2013). In this
respect, the modular configuration of some extruders allows them to
carry out multiple operations. For instance, the bioextrusion process
presented by Duque et al. (2014a) integrates the pretreatment, condi-
tioning of the pretreated biomass and beginning of the EH, in a
continuous process conceived to be performed in just one extrusion
machine. Several variables influence the performance of extrusion, such
as screw speed, temperature, liquid-to-solid ratio, torque or screw pro-
file, all of which have been extensively studied in the literature (Duque
et al.,, 2018; Gu et al.,, 2019; Han et al., 2020; Negro et al., 2015).
Residence time inside the extruder is relatively short, varying between 2
and 15 min, according to the values reported in the literature (Choi
etal., 2017; Gatt et al., 2019). Extrusion has been reported to shorten the
time required for the pretreatment compared to batch experiments: i.e.
da Silva et al. (2013) pretreated sugarcane bagasse with the ionic liquid
1-ethyl-3-methylimidazolium acetate and compared the results carrying
out the process in an extruder with a batch reactor. A glucose yield of 91
% could be obtained in approximately 8 min of extrusion, while the time
consumed in the batch reactor was 120 min for a similar 94 % glucose
yield. However, for slower processes, the residence time may not be
enough to complete the reactions, and extended incubation time is
needed, as it is the case of hydrolytic enzymes (Vandenbossche et al.,
2014). Alkaline extrusion with NaOH could also benefit from an external
reaction time extension, as suggested by Liu et al. (2013). Other
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researchers have sought to extend the reaction time by recirculating the
extruded material for successive extrusion passes (Ai et al., 2020; Ban-
villet et al., 2021; da Silva et al., 2013; Kuster Moro et al., 2017; Tian
et al., 2022).

Sequential or hybrid pretreatments can be the answer for specific
fractionation necessities in biorefineries. Extrusion has been proposed as
a secondary pretreatment after milling (Fu et al., 2018), alkaline thermal
pretreatment (Domeénech et al., 2021), or steam explosion (Oliva et al.,
2017). It has also been used as a first step before the diluted acid steam
explosion (Ismail et al., 2022), ultrasonication (Byun et al., 2020; Zhang
et al., 2020), ozone pretreatment (Karunanithy et al., 2014b) and MW
(Karunanithy et al., 2014a). These sequential configurations usually
successfully improved the production of sugars with respect to the first
applied pretreatment. Another clear objective of these configurations is
to use milder conditions in one or both pretreatments. For instance,
Byun et al. (2020) tested alkaline extrusion followed by ultrasonication.
They obtained 7 % more sugar production, higher lignin removal (17 %
more), and a reduction of 26 % in the amount of alkali used compared to
the case without ultrasonication. According to Karunanithy et al.
(2014b), the previous extrusion of switchgrass and big bluestem reduced
the time and ozone consumption compared to applying only ozonation.
Furthermore, some authors highlight the advantage of sequential pre-
treatments to achieve chemical-free processes without losing effectivity
(Fu et al., 2018; Karunanithy et al., 2014a; Zhang et al., 2020). Never-
theless, the actual application of these sequential pretreatments remains
uncertain since all the tests so far have only been carried out at the
laboratory or bench-scale, and the integration of the different technol-
ogies could be challenging at a greater scale, also in terms of increased
costs.

There is few information in the scientific literature about the energy
aspects of extrusion pretreatment (Guiao et al., 2022a). The mechanical
energy consumption in extrusion is usually expressed as the amount of
energy required to produce a kg of pretreated material (specific me-
chanical energy, SME), and it heavily depends on several variable op-
erations, namely the torque, the motor power, the screw speed and the
mass flow inside the extruder. SME values vary for different feedstocks
and processes, with typical values between 80 and 370 Wh/kg
(Doménech et al., 2020; Duque et al., 2018; Gu et al., 2020). The energy
input can be further reduced when a previous chemical method is
applied to soften the rigid lignocellulosic structure (Tian et al., 2019).
Extrusion pretreatment has been considered less energy-intensive than
conventional pretreatments for certain applications. For instance, using
extrusion resulted in up to 63 % energy saving compared to ultra-fine
grinding (Rol et al., 2017). A comparison study among different mill-
ing strategies concluded that extrusion had a much lower specific energy
consumption than grinding mills, i.e. 0.14 kWh/kg (extrusion)
compared to 0.26 kWh/kg (hammer milling) or 0.74 kWh/kg (impact
milling) (Fu et al., 2018). Furthermore, the energy balance for biogas
production using extrusion as pretreatment was positive, with energetic
gains between 10 and 68 % (Hjorth et al., 2011; Souza et al., 2022).

To sum up, the scientific community continues nowadays exploring
the potential of extrusion as a pretreatment method to produce a di-
versity of bio-based products. The latest studies have tested the perfor-
mance of new biomasses, new catalysts and process configurations.
Some have offered new insights into how extrusion affects lignocellu-
losic biomass. Table 3 summarises some examples of the most recent
advances. In spite of the uncertainties about the energetic and economic
costs and the fact that the current research has not yet reached the level
of development necessary for industrial applications, the technology is
expected to continue attracting research interest for its use in bio-
refineries in the following years, given the flexibility and adaptability of
extrusion pretreatment.

4. Ultrasonication

Ultrasonication is another common physical technology applied to
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Table 3
Selected examples of recent publications involving extrusion pretreatment.

Feedstock Type of Operating conditions Application Main findings Reference
extruder

Barley straw /  Twin-screw  Addition of water e Anaerobic digestion e Increase of the surface area exposed using extrusion. ~ Hidalgo et al.
Vine shoots extruder 0.2 L/S; 500 rpm; 85 °C e No positive effect on the biodegradability of the (2022)

biomasses due to accumulation of volatile fatty
acids.

Corn stover Twin-screw  Addition of NaOH e Bioethanol production e 50 % more delignification using alkaline extrusion Liu et al.
extruder 0.06 g NaOH/g dry matter than only alkali. (2018)

2L/S e Higher total sugar yield obtained using alkaline
Heat preservation, 1 h, 99 °C extrusion (79 %) than alkaline pretreatment (51 %),
or sequential alkali plus refining (55 %).
o Synergy between chemical and physical effects in
reactive extrusion.

Vegetal Twin-screw  Addition of NaOH e Sugars production e Recovery of the major part of extractable compounds ~ Moreno et al.
tomato extruder 0.06 or 0.12 g NaOH/g dry matter in vegetal tomato plant waste. (2021)
plant waste 150 rpm; 100 °C e Enhancement of the enzymatic digestibility. Increase

1 or 3 passes with the amount of catalyst and number of passes in
the extruder.

Olive stones Twin-screw  Addition of NaOH e Sugars production e Most of the carbohydrates in olive stones recovered =~ Doménech
extruder 0.05 or 0.15 g NaOH/g dry matter in the solid fraction. et al. (2020)

2 L/S; 150 rpm; 100-125-150 °C e Increase of the enzymatic digestibility at high NaOH
Neutralization with HySO4 loading and temperature up to 125 °C.
e 60 % conversion of carbohydrates to glucose and
xylose.
Sorghum Twin-screw Addition of choline chloride:glycerol e Fractionation for the e Reduction of pretreatment time to 16 min and Ai et al.
bagasse extruder (CholCl:Gly) production of sugars and increase of the solids loading up to 50 % compared to ~ (2020)
1-2 L/S; 35 rpm; 150 or 180 °C lignin batch experiments (2 h, 10 % solids).
4 to 10 passes o Higher destructuration and increased enzymatic
digestibility.
o Positive impact of the number of passes and
temperature.
o Lignin kept the basic structure characteristics after
the pretreatment.
Pussy willow Twin-screw  Addition of 1-ethyl-3-methylimidazo- e Sugars production o Disruption and fibrillation of the cell wall, Han et al.
powder extruder liun acetate (EmimAC) (plus dimethyl solubilization of components, destruction of the (2020)
sulfoxide, DMSO) crystalline structure and increase of the enzymatic
1-6 L/S; 2-15 rpm; 140 or 160 °C digestibility.
e Addition of DMSO to EmimAc did not improve the
results
e Better results at low screw speed and high
temperature.

Bamboo Single- Biomass impregnated in glycerol, 1:8 e Lignocellulose o Removal of lignocellulose and ash, retention of Lu et al.
screw ratio, 120 °C, 2 h nanofibrils hemicellulose and cellulose. (2018)
extruder 55 rpm; 50 °C e Small decrease in crystallinity to 48 % compared to

2 passes 58 % without extrusion.

Increase of the solvent absorption ration from 30 to
78 % after two extrusion passes.

60 kWh/ton energy consumption, less than
conventional refining.

lignocellulosic biomass and wastes materials in biorefining processes.
Ultrasonication technology is based on the cavitation effect caused
during radiation with ultrasonic energy, an acoustic wave that oscillates
at frequencies above 16 kHz.

Acoustic cavitation is induced when the ultrasonic wave is propa-
gated in a specific liquid medium, promoting compression (when the
molecules of the solvent are pressed together) and rarefaction (when the
molecules of the solvent are separated) cycles that form microbubbles
containing gas. The collapse of such microbubbles triggers different
physical and chemical effects, including heating, acoustic cavitation,
acoustic streaming, nebulisation, and radical formation, thus altering
biomass structure (Flores et al., 2021; Gallo et al., 2018). The chemical
effect (i.e., radical formation) is more intense at sonication frequencies
of ca. 300 kHz. In contrast, the microbubbles generated at frequencies
around 20-50 kHz, produced in lower numbers but exhibiting higher
diameters, release higher mechanical energy (Bussemaker & Zhang,
2013). Most ultrasonication pretreatment processes operate at fre-
quencies below 50 kHz, making the physical effects the main mecha-
nisms influencing biomass structure, although chemical hydroxide
attacks can also occur. In addition, the energy released from the bubbles
collapse during ultrasonication of biomass has low penetration potential

and is therefore retained on the surface of the corresponding material.
This makes delignification and extraction of high-added-value chemicals
the main applications of ultrasonication on biomass (Ong et al., 2021;
Sharma et al., 2021; Sharma et al., 2022; Subhedar et al., 2018).
Ultrasonication induces lignin removal, as it is the external component
of lignocellulosic biomass and is in direct contact with the solvent (Ong
et al., 2021; Subhedar et al., 2018). On the other hand, ultrasonication
can promote erosion and fragmentation of vegetal structures, increasing
the accessibility of the corresponding solvent to biomass and leading to
the solubilisation of the product(s) of interest (Chemat et al., 2017).
The most recent advances in using ultrasonication technology for
both delignification of lignocellulosic residues and the extraction of
added-value compounds from food waste are summarised in Table 4.
Compared to conventional technologies (e.g., alkali extraction, orga-
nosolv), ultrasonication-assisted methods require lower process times
and temperatures, and the reactor can operate at atmospheric pressure.
These ultrasonic-assisted treatments also result in higher extraction/
delignification efficiencies. For instance, ultrasonication of grass clip-
ping slightly modified the chemical composition of this raw material. At
the same time, ultrasound-assisted alkaline pretreatment with 0.5 %
NaOH or 0.5 % Ca(OH), reduced the lignin content by 40.5 % and 36.6



M. Gallego-Garcia et al. Bioresource Technology 369 (2023) 128397

Oil palm frond

Rice straw

Sugarcane bagasse

Birch sawdust

Out hulls

Orange peel waste

Microalgae
(Nannochloropsis
oceanica)

Corn stover

Grape stems

pretreatment

Ultrasound-assisted alkaline
treatment combined with
aqueous deep eutectic solvent
(DES)

Ultrasound-assisted Fenton
process

Ultrasonication combined
with surfactant-assisted ionic
liquid treatment

Ultrasound-assisted
biological delignfication
(Myrothecium verrucaria)

Ultrasound-assisted alkaline
pretreatment

Ultrasound-assisted dilute
acid hydrolysis

Ultrasound-assisted N, N, N,
N’-tetraethyl-1,3-
propanediamine (TEPDA)

Combined ultrasound
treatment with ball milling
and hydrothermal methods as
well as with pulsed electric
field (PEF)

Combination of PEF with
ultrasound

% Ca(OH),

Horn-type ultrasonicator, 20 kHz,
amplitude of 70 % for 30 min; 1:4
water to DES ratio and 2.5 % (w/v)
NaOH-aqueous DES

Horn-type ultrasonicator, 22 kHz,
200-600 W for 3 h; 1:1 solution of
1.76 M H0, and 0.04 M
FeS04-7H0, both with a pH value
of 2.5

horn-type ultrasonicator, 20 kHz,
100 W for 60 min; 5 g of 1-butyl-3-
methylimidazolium chloride
[Bmim]Cl and 300 mg of surfactant
PEG-8000

Ultrasonic Generator, 200 W for 20
min at 1:20 solid to liquid ratio

35 kHz for 10 min in water,
followed by an incubation in 5 M
NaOH at 80 °C for 9 h

40 kHz and 60 W for 34.2 min;
working at 5.8 % solid loading with
1.2 % sulfuric acid concentration

20 kHz and 0.5 W/mL power
intensity at a volume ratio of 1:4
microalgae:TEPDA

Ball milling at 220 rpm for 1, 3, and
5 h, ultrasonic generator, 40

kHz and 360 W for 30 min, followed
by hydrothermal

treatment (185-230 °C) for 1-1.5h

35 KHz and 320 W; low-electric
field strength; 1 kV/cm for 30 min

Sugar recovery

Sugar recovery

Sugar recovery

Delignification

Hemicellulose extraction

Extraction of essential
oils, pectin and bacterial
cellulose

Extraction of lipids

Extraction of

xylooligosaccharides
(X0S)

Extraction of polyphenol
and volatile compounds

Assisted-method decreased the
lignin content by 37-41 %
compared to 31-36 % with
alkaline treatment alone

2 times higher saccharification
yields

50 % delignification
Ultrasonication increased lignin
removal by 1.5 times

1.5 times higher
saccharification yields than
treatment without
ultrasonication

Higher specific surface area
available

Lower DP (degree of
polymerization) values

1.3-1.5 higher sugar yields
compared to ultrasound and
surfactant-aasisted ionic liquid
treatments, respectively
Promising green solvent
strategy

Increase in surface area
Reduce crystallinity due to
swelling and solubilization of
cellulose

Delignification increased up to
70 % with combined
pretreatment (1.5 and 5 times
higher than with M. verrucaria
and ultrasonication alone)
Significant modification of the
surface morphology and
chemical structure

Recovery of 72 % of the total
hemicellulose content

Higher yields than autoclaving,
microwave, deep eutectic
solvents and alkaline treatments
Maximum production yields:
0.12 % w/w essential oils; 45 %
w/w pectin; 5.82 g of bacterial
cellulose per 100 g of waste.
Similar yields at laboratory and
pilot scales

Effective disruption of
microalgae cell wall
Rearrangement of the cell
membrane, resulting in cell
membrane leakage

Almost complete lipid
extraction within 2 h

Recovery of 80.4 % XOS,
containing 27 % of the
functional XOS (X2-X4)

The solid residue reduced the
lignin content by 35 %

Very high yields (93 %) during
the saccharification step
Combined treatment increase
polyphenol recovery by 17 % in
1:1 (v/v) methanol:water
Ultrasonication extraction
increased polyphenol recovery

(continued on next page)

Table 4
Examples of ultrasound and ultrasound-assisted methods for biomass pretreatment and extraction of industrially relevant products.
Feedstock Treatment Operating conditions Application Main findings Reference
Agave leaves Ultrasound bath 42 kHz and 132 W, 30-60 min Enzyme production e 20-25 % lower extractives and Contreras-
ash Hernandez
o Increase phenol recovery et al. (2018)
o Delignification increases at
longer residence times
Grass clipping Ultrasonic cell crusher/ 25 kHz and 5 W/mL, in presence Sugar recovery e Similar chemical composition Wang et al.
ultrasound-assisted alkaline and absence of 0.5 % NaOH or 0.5 with ultrasonication alone (2017b)

Ong et al.
(2021)

Xiong et al.
(2017)

Sharma et al.
(2021)

Wang et al.
(2017a)

Schmitz et al.

(2021)

Karanicola
et al. (2021)

Guo et al.
(2022)

Zhang et al.
(2022)

Ntourtoglou
et al. (2022)
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Feedstock Treatment Operating conditions

Application Main findings Reference

by 35 % when using water alone
as solvent

Higher concentrations of
volatile compounds can be
obtained (from 0.73 to 2.44 mg/
Kg)

%, respectively, compared to 36.2 % and 31.4 % delignification rate of
the alkaline treatment alone (Wang et al., 2017b). This ultrasound-
assisted strategy also doubled the subsequent saccharification yields,
underlying the high potential of this method for lignocellulose pre-
treatment. Ultrasound-assisted alkaline treatment has also been com-
bined with an aqueous deep -eutectic solvent (DES) for the
delignification of oil palm fronds (Ong et al., 2021). This treatment
reached delignification values as high as 47 %, increasing lignin removal
by 1.5 times compared to treatment without ultrasonication (30.9 %
delignification rate). An interesting approach has been published by
Sharma et al. (2021), who sequentially combined ultrasonication with
surfactant-assisted ionic liquid treatment, which is considered a prom-
ising ’green solvent’ for biorefineries. This strategy increased sugar
yields by 1.3-1.5, compared to ultrasound and surfactant-assisted ionic
liquid treatments, from 176 mg/g and 199 mg/g to 254 mg/g, respec-
tively. Biological delignification coupled with ultrasound assistance has
also resulted in higher lignin removal when compared to ultrasound or
biological processes alone. Wang et al. (2017a) treated birch sawdust
with the fungus Myrothecium verrucaria and ultrasonication for lignin
degradation. Compared to the separated processes, the use of fungal and
ultrasound treatments resulted in a lignin degradation increase up to
68.0 % in comparison to 45.5 % and 13.8 %, respectively. Together with
lignin removal, polysaccharide solubilisation can also be observed
during biomass ultrasonication due to the formed radicals’ oxidising
capacity. Ultrasound-assisted alkaline pretreatment was the most
effective method for hemicellulose recovery from out hulls (72 % of the
total hemicellulose content) compared to autoclaving, ultrasonication,
MW, deep eutectic solvents, and alkaline treatments (Schmitz et al.,
2021).

Ultrasound and ultrasound-assisted treatments have also been
applied to processing food-derived waste to produce industrial-relevant
bio-based products within a circular bioeconomy perspective. These
approaches have been previously reviewed in the literature elsewhere
(Esteban-Lustres et al., 2022; Sharma et al., 2021; Sharma et al., 2022;
Sirohi et al., 2020). Production of valuable commodities such as essen-
tial oils, pectin and bacterial cellulose can be obtained by ultrasound-
assisted dilute acid hydrolysis from orange peel waste (Karanicola
et al., 2021). Similarly, ultrasound treatment has also been combined
with ball milling, hydrothermal methods, and pulsed electric field (PEF)
treatment. Combination of ultrasound, ball milling and hydrothermal
treatment allowed to recover of 80.4 % of xylooligosaccharides (XOS)
from corn stover, containing about 27 % of the functional XOS (X2-X4)
(Zhang et al., 2022). In addition, the remaining solid residue also
reduced the lignin content by 35 % and reached 92.6 % glucose yield
during the EH step. On the other hand, combining PEF with ultrasound
technology promoted the extraction of volatile compounds and poly-
phenols from grape stems (Ntourtoglou et al., 2022).

Ultrasonication is an attractive physical pretreatment with a high
potential for processing lignocellulosic residues and waste materials,
either alone or in combination with other novel and conventional
methods, to increase pretreatment efficiencies and promote process
intensification during biomass conversion. Still, this technology is
highly energy demanding. Depending on biomass type and process
targets, sonication-specific energies vary greatly. In this regard, Bund-
hoo and Mohee (2018) reviewed the use of ultrasound irradiation for
organic matter solubilisation and biofuel (biogas and biohydrogen)

production, listing specific energies inputs between 0.5 kJ/g of total
solids and 234 kJ/g of volatile solids. Overall, there is a need to inves-
tigate ultrasonication further to provide more information and optimise
essential parameters, including energy requirements, to overcome cur-
rent challenges and advance towards scaling up these processes.

5. Microwave radiation

A pretreatment that currently focuses much interest is pretreatment
through MW irradiation. This technology enhances hydrothermal
biomass fractionation by promoting the interaction between substrate
and reaction medium, although applying low pretreatment severities
(Tsubaki et al., 2016).

Microwaves are non-ionising radiations using wavelengths of 0.01-1
m and 300-300,000 MHz (Hassan et al., 2018; Kostas et al., 2017). MW
heating promotes two main mechanisms that induce rapid heating in the
presence of ions or polar molecules: ionic conduction and dipole rota-
tion. The dipole rotations mechanism forces to realign the polar mole-
cules with the electric field generated by MW. During this phenomenon,
molecules interact with themselves, realising energy in the form of heat
through dielectric loss and molecular friction. In the presence of an MW-
absorbing material, this energy is absorbed irreversibly, causing rapid
volumetric heating (Kostas et al., 2017). This unique heating mechanism
benefits the MW system by reducing heating time, offering a uniform
and selective volumetric heating performance, and increasing energy
transfer efficiency. To promote selective heating, substrates must be
heterogeneous, containing different materials or phases with varying
dissipation factors. The latter are defined as the relation between the
dielectric loss factor (the ability of the material to dissipate in the form
of heat the absorbed electromagnetic energy) and the dielectric constant
(the ability of the material to store electromagnetic energy) (Kostas
et al., 2017; Tsubaki et al., 2018). Selective heating provides better
control of the heating process, reducing the risk of generating biomass
degradation products that can inhibit hydrolytic enzymes and fermen-
tative microorganisms in subsequent conversion process steps. In addi-
tion, selective heating has no temperature requirements (i.e., MW-based
pretreatments can be performed in cold environments), thus avoiding
the need of ablative surfaces or hot gases, and results in higher heat
transfer rates when compared to conventional heating systems. These
advantages offer the possibility of processing large particle sizes and
using smaller MW processing facilities, which positively impacts capital
costs and may contribute to obtaining a wider range of bioproducts.

MW technologies have also emerged as advanced techniques in
extracting various added-value compounds due to multiple advantages,
such as improving extraction yields, reducing process time, and low
solvent consumption. However, some of the drawbacks of this technique
are the need for special equipment, low selectivity and the possible
degradation of some bioactive compounds. Using suitable solvents and
adjusting operating conditions during MW-assisted extraction make it
possible to extract compounds of interest, such as anthocyanins, flavo-
noids or essential oils. Castro-Munoz et al. (2022) review the latest in-
sights on emerging techniques, including MW-assisted extraction, high
voltage electrical discharge or ultrasound-assisted extraction, to extract
compounds of industrial relevance from agro-food waste. The applica-
tion of technologies that use MW on biomass has been widely studied in
recent decades. Its use in a previous phase of drying, especially
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applicable as a previous phase to the processes of transformation of
biomass through thermochemical processes, or the prevention of the
degradation of possible bioactive compounds of biomass, has been re-
ported (Chojnacka et al., 2021). Particularly the use of MW-assisted
pyrolysis of biomass without oxygen under high temperatures
(>400 °C) to convert biomass to liquid (bio-oil), solid (biochar) and
gaseous (syngas) fraction (Siddique et al., 2022; Suriapparao and
Tejasvi, 2022) or gasification (Arpia et al., 2022) has been considered.

During the pretreatment of MW lignocellulosic feedstocks, specific
polar regions of this heterogeneous material support selective heating
and create internal ’hotspots’ that promote biomass disruption and
swelling (Kostas et al., 2017). The internal fragmentation contributes to
reducing particle size and cellulose crystallinity index and increasing the
available surface area, improving process performance during the sub-
sequent hydrolysis step (Hassan et al., 2018).

Most published MW pretreatment works are combined with other
pretreatments (Table 5 shows some examples).
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Regarding the limitations of MW technology, there is a need of
experimental data about the performance of MW reactors for biomass
pretreatment (Aguilar-Reynosa et al., 2017). Moreover, further research
efforts must be done to develop novel MW systems and reactors that
allow operating at high solid loads, while promoting a homogeneous
heat transfer. In addition, Kostas et al., 2017 have pointed out at the
necessity to make progress in the understanding of the changes occurred
in LB pretreated by MW that would eventually support the design of
more realistic and scalable biorefinering strategies using this
technology.

6. Research Needs and Future Directions

Using alternative and novel feedstocks to obtain biofuels and bio-
products in a biorefinery-type strategy requires applying efficient and
selective fractionation techniques that maximise the use of all biomass
components while at the same time contributing to the sustainability of

Table 5
Examples of microwave assisted methods for biomass pretreatment.
Type Feedstock Operating conditions Main findings Application Reference
Combined mechanical/microwave ~ Wheat Straw, 200 °C —10 min (Microwave e Supplementary milling led to a 1.3x, 1.6 Sugars Ibbett et al.
Miscanthus, Short-  reactor) followed by wet-milling x and 3 x enhancement in glucose production (2018)
rotation willow pretreatment (10 min milling saccharification yield after 24 h for straw,
time) Miscanthus and willow, respectively
o Milling energy savings of 98, 97 and 91 %l
compared to the unmilled case
One-stage microwave-alkali- Wheat straw Temperature 100 °C 3 %NaOH e Evidence of the effect of temperature. Cellulose fibre Liu et al.
assisted pretreatment concentration, 20 min. Existence of the non-thermal effect of MW isolation (2021)
in MW-assisted biomass treatment.
e Microwaves could reduce approximately
50 %-75 % of the reaction time or 67 % of
the chemical consumption in comparison
with traditional heating hydrolysis
Combined Deep eutectic solvents; Miscanthus, corn 800 W power, temperature e Lignin and xylan were substantially Biomass Chen & Wan
/microwave stover, 152 °C, and 45 s ChCl: LA, 10 wt removed while most of cellulose was fractionation (2018)
switchgrasss % solid loading. retained.
e The pretreatment increased the cellulose
digestibility by 2-5 folds.
e Lignin was recovered with relatively high
purity (85-87 %).
e Microwave-assisted DES pretreatment
appeared to require much less energy than
DES pretreatment (3.6 x 10* J vs 2.49 x
10°J)
One-stage Maize stillage 300 W (power of microwave e Highest glucose concentrations (104 mg/g  Bioethanol Mikulski
microwave—chemical-assisted generator), 54 PSI, 15 min of stillage DW) and the highest total yield et al. (2019)
pretreatment. of cellulose hydrolysis (75.8 %), a

Microwave-assisted extraction Brewer‘s spent
grain (BSG), Kale (BSG)
Stem spent coffee
ground (Kale)
Sugarcane

bagasse

Microwave plus deep eutectic
solvent

110 °C, 10 min, 0.5 M NaOH
102 °C, 15.3 min, uncatalyzed
Choline chloride: Ethylene glycol:

NiCl,.6H0 (CC:EG:NI) at a molar
ratio 1:2:0.016 with 20w%;

relatively low concentration of by-
products was observed (6.8 mg HMF/g of
DW; 6.0 mg furfural/g of DM).

Best results microwave-alkali assisted Barrios et al.

Recovery protein

(protein extraction yield 94 % from agro-food (2022)
e 72.59 % protein extraction yield for kale waste
o 84 % delignification and 99 % digestibility =~ Production Chourasia
of sugarcane bagasse fermentable et al. (2022)
sugars

100 °C microwave heating for 30

min

Microwave-assisted acid Sugarcane straw 50-Hz reactor

pretreatment 162 °C and 0.6 % sulphuric acid
(w/v) for 2 min.
Diluted acid/microwave Agave H2S04 1.5 % (v/v); Biomass/

H,SO,4 ratio

1:36 (w/v); at 140 °C 10 min

Production bio- Fonseca et al.

Total sugars recovery 72.2 %

e Hydrolysates with low inhibitors butyric acid (2021)
concentrations which allows the
hydrolysates to be fermented without a
detoxification

e Hemicellulose removal was superior in Sugars Rios-
pretreatment-assisted with microwave production Gonzélez

(MW) (77.5 %)

Enzymatic hydrolysis yield was 2-fold
higher in agave pretreated with MW.
Hydrolysates from MW resulted in a high
glucose concentration without inhibitors.
MW pretreatment significantly reduce
time compared to conventional heating.

et al. (2021)
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the whole biomass conversion process. The considerable interest that the
application of physical technologies as described herein to pretreat
biomass feedstocks has raised is shown in the substantial number of
investigations carried out in the last decade using a great variety of
different biomass materials, including food wastes and lignocellulosic
residues. Nevertheless, despite the amount of research already carried
out, there are still gaps in the knowledge that hinder their industrial
application potential. For instance, energy consumption is the primary
concern associated physical pretreatment method, which is often over-
looked in research studies. Some works do give figures for the energy
demand of the equipment (Cadoche and Lopez, 1989; Vidal et al., 2011),
but these data need to be put in a critical context that goes beyond the
machine and reaches the whole production process. In this regard,
techno-economic analysis is an essential tool to determine the potential
of the chosen pretreatments and highlight their advantages over con-
ventional systems.

Furthermore, the machines where the physical pretreatments take
place usually have a high degree of complexity, which raises some
doubts about their scaling up for their use in industries with high pro-
duction volumes. Alternatively, applications in the field of low-volume,
high-added value bioproducts seem to be more convenient for this kind
of pretreatments, especially for ultrasonication and MW (Castro-Munoz
et al., 2022; Ong et al., 2021). Thus, the adequate selection of the tar-
geted bioproduct is crucial to promote the implementation of physical
pretreatments at an industrial scale.

The analysis of the recent scientific literature reveals that combined
pretreatments are the best way to exploit the full potential of physical
and chemical methods to alter the biomass structure. The combination
of a physical pretreatment with chemicals or catalysts usually results in a
synergic effect that can lead to a reduction of the chemical consumption
and/or the use of milder operation conditions (Liu et al. (2018), Zhou
and Tian (2022). In this respect, it is essential to study the environmental
and economic impact of combined process in comparison to separate
pretreatments, advancing in the reduction and possible recycling of the
catalysts used. In addition, the mechanistic basis that induce the changes
in biomass structure at a molecular level still need to be fully under-
stood, and the advance of fundamental research in this area must be
considered.

A particularly interesting field of study that is recently emerging is
the coupling of physical pretreatments with the biological conversion of
biomass. To date, only a few studies have addressed this type of
cotreatment process, using hydrolytic enzymes and microorganisms in
combination with milling, extrusion or ultrasound methods (Balch et al.,
2020;Duque et al., 2014a; Navarro et al., 2018; Wang et al. 2017a; Wu
et al., 2021). This combined process presents clear advantages, such as
mild temperature conditions and no chemicals addition; therefore, they
constitute a promising line of research to explore. Research should
advance the knowledge of the underlying mechanisms of cotreatment.
Furthermore, techno-economic analyses that include the energy re-
quirements should be performed to evaluate the cotreatment under in-
dustrial conditions.

Finally, the bibliographic review concluded that there is still further
room for optimising ultrasonication and microwave conditions for
biomass pretreatment. Although different studies can be found related to
the use of MW technology in drying and extraction systems on a pilot
scale, there are few studies on using MW reactors for biomass pre-
treatment. As Aguilar-Reynosa et al. (2017) pointed out, that this aspect
should devote further research efforts. It is also advisable to advance in
developing novel MW systems and reactors to operate at high solid loads
and to favour homogeneous heat transfer. It is also crucial to understand
the different behaviours of major lignocellulosic biomass components
and their dielectric properties to design better processes for this tech-
nology (Kostas et al., 2017).

11

Bioresource Technology 369 (2023) 128397

7. Conclusions

The high versatility of physical pretreatments is well demonstrated
in the substantial number of applications tested up to now, leading to the
obtaining of different compounds or products from biomass bio-
refinering. These technologies, alone or in combination with other hy-
drothermal, chemical or even biological pretreatments have been
proven to be effective to alter the structure of a great variety of biomass
feedstocks, representing a step forward in the search of a specific frac-
tionation technique for biomass processing. However, there is still a
need for further research to boost their application at a scale close to
industrial conditions:
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Abstract

Biodiesel, unlike to its fossil-based homologue (diesel), is renewable. Its use contributes to greater sustainability

in the energy sector, mainly by reducing greenhouse gas emissions. Current biodiesel production relies on plant-
and animal-related feedstocks, resulting in high final costs to the prices of those raw materials. In addition, the
production of those materials competes for arable land and has provoked a heated debate involving their use food
vs. fuel. As an alternative, single-cell oils (SCOs) obtained from oleaginous microorganisms are attractive sources as
a biofuel precursor due to their high lipid content, and composition similar to vegetable oils and animal fats. To
make SCOs competitive from an economic point of view, the use of readily available low-cost substrates becomes
essential. This work reviews the most recent advances in microbial oil production from non-synthetic sugar-

rich media, particularly sugars from lignocellulosic wastes, highlighting the main challenges and prospects for
deploying this technology fully in the framework of a Biorefinery concept.

Keywords Lignocellulose, Biowaste, Biofuel, Circular bioeconomy, Oleaginous yeast, Microbial oil

Introduction

The development and implementation of a circular bio-
based economy have been extensively promoted in recent
years as an alternative to the use of fossil resources. This
transformative process will definitely contribute to the
UN’s Sustainable Development Goals, involving a wide
range of economic sectors and industries (e.g., food,
forestry, pharmaceuticals, chemistry and textiles) [1].
Among the diverse bioproducts available, biofuels have
a central role in developing such a bioeconomy, and
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extensive research efforts have been targeted at placing
these compounds on the market. Independently of the
raw material from which biofuels are produced, these
bio-based products can enable energy independence,
reduce greenhouse gas emissions, and enhance sustain-
able economic development [2]. In addition, costs can
be decreased by the use of residual products. Among the
different residues, low-input farming have the smallest
carbon and nitrogen footprints and are usually cheaper
feedstocks.

Biodiesel is the second most-produced liquid biofuel
after bioethanol worldwide, reaching 48 billion litres in
2021 [2]. Current biodiesel production is based on veg-
etable oils and animal fats. These raw materials are usu-
ally associated with limited availability, competition with
arable land and high costs. In contrast, single-cell oils
(SCOs, also known as microbial lipids) obtained from
oleaginous microorganisms have been positioned as a
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promising alternative for intermediate hydrocarbon bio-
fuel production. In addition to having a similar composi-
tion to vegetable oils, these feedstocks do not depend on
geographic location, seasonal changes, harvest schedules
or transportation, and they usually exhibit fast produc-
tion rates and are easy to scale up for industrial process-
ing [3, 4]. However, large-scale biodiesel production from
microbial oils still requires overcoming some obstacles,
including harsh microbial culture conditions and difficul-
ties during microbial harvesting and oil extraction [5].

Oleaginous microorganisms are bacteria, yeasts, fila-
mentous fungi, and microalgae that may accumulate lip-
ids intracellularly with concentration of over 20% (w/w)
of their dry weight and, under special condition, up to
80% (w/w) [5—7]. These microorganisms may grow in a
wide range of substrates, from pure glucose to organic
wastes, the latter the preferred choice due to the possible
cost reduction [8]. In addition to the lower prices, the
use of wastes for microbial oil production will reduce the
overall discarded waste figures, thus contributing to the
zero-waste target of the circular economy.

Oleaginous microorganisms can also co-produce com-
pounds with biotechnological potential in a biorefinery
process. Therefore, besides obtaining SCOs, the process
may benefit from recovering other high-added-value
products that can make production more economically
attractive. These compounds include citric acid, carot-
enoids, biosurfactants, glycerol and mannitol, among
others [9-12]. The present article highlights the recent
advances in using low-cost, non-synthetic sugar-rich
media, including lignocellulosic residues and industrial
wastes for SCO production, targeting and discussing the
main achievements in the case of microbial lipid pro-
duction by yeasts. In addition, the most promising co-
products will be listed and critically discussed from an
integrated biorefining perspective.

Microbial oil production: process overview and
cultivation strategies
To reduce the impact of scaling up production and to
increase the chances of placing SCO-based biofuel on the
market, developing robust bioprocesses is key [13].

Productivity in terms of high concentrations gener-
ated in relatively short periods of time is one of the
most critical considerations in microbial oil production.
Furthermore, an oil content of 40% has been set as the
threshold-accumulated amount to reduce waste produc-
tion during downstream processing [14]. Optimising
process parameters and designing effective fermentation
strategies have been the main targets for improving the
conversion of raw materials into SCO [15].

Yeast cells trigger lipid production mainly under nutri-
ent-limiting conditions and in the presence of high car-
bon/nitrogen (C/N) ratios [5, 16, 17]. Nitrogen, sulphur
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and phosphorus are the main nutrient-limiting factors
used to activate lipogenesis. However, low concentra-
tions of a specific nutrient usually result in low cell bio-
mass and may even cause cell growth inhibition [18].
André et al. reported a maximum cell biomass concen-
tration of 4.2-8.2 g/L dry cell weight (DCW) when the
yeast Yarrowia lipolytica was grown on a medium hav-
ing crude glycerol (30 g/L) and ammonium sulphate and
yeast extract (0.5 g/L each) as major carbon and nitro-
gen sources. Although the lipid accumulation found was
low (maximum 0.20 g lipids/g DCW), non-negligible
amounts of citric acid and mannitol were found in the
growth medium. [19]. Similarly, Rhodotorula glutinis
reached a cell biomass of 5.3 g/L when grown in pure
glycerol at about 700 C/N ratio [20]. Glucose-based
media have also yielded low cell biomass concentration
(4.5 g DCW /L) when using Y. lipolytica at a C/N ratio
of about 75 [21]. High lipid accumulation (47.5 w/w) was
obtained using Y. lipolytica in a glucose-based media
limited in nitrogen and magnesium [22]. Subsequently,
by applying an adaptive laboratory evolution strategy
of the same strain used in the work, as mentioned ear-
lier, it was possible to increase the lipid content by 30%.
The evolved strain was obtained after 77 generations in
lack of nitrogen and magnesium while using glucose as
a carbon source [23]. Final cell biomass concentrations
are directly linked to the final microbial oil concentra-
tions. Hence, final cell biomass concentrations of about
4.5-6.5 g/L DCW can result in up to 2 g/L of lipids, with
oil content ranging from 30 to 45% [21-23]. Y. lipolytica,
has also shown the capacity to accumulate endo-polysac-
charides in the early stages of culture despite the pres-
ence of nitrogen in the medium [24]. This interesting trait
has also been reported in other yeast such as Rhodospo-
ridium toruloides, Cryptococcus curvatus and Lipomy-
ces starkeyi. These endo-polysaccharides can be therefor
considered as advantageous co-products increasing the
economic viability and sustainability of the SCO biopro-
cess [25-27].

In contrast to the batch operational mode, using fed-
batch and continuous cultivation modes can improve
substrate utilisation, thus contributing to higher con-
version yields [28, 29]. These alternatives favour greater
productivity and prevent the systems from inhibiting cell
growth. Karamerou and Webb have reviewed how these
operational modes influence the process to provide the
necessary nutrients during each growth phase and sup-
port high lipid production titers [13].

In fed-batch culture, the substrate is fed to the system
at different stages during the cultivations phase, while
the product remains in the bioreactor until the end of
the run. Two common fed-batch strategies are used for
SCO production: (1) fed-batch cultivations with pulse-
feeding medium addition and (2) fed-batch cultivations
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with continuous medium supply. Regardless of the strat-
egy use, fed-batch cultivation effectively increases final
cell biomass and lipid concentrations [30]. For instance, a
fed-batch strategy using a glucose medium increased the
cell biomass concentration of Candida viswanathii from
17 g/L DCW with the batch strategy to 21 g/L DCW [31].
In addition to the higher final cell biomass concentration,
these authors reported an increase in the oil content from
33 to 50%, doubling the final lipid concentration (from
5.6 g/L to 10.5 g/L). Raimondi et al. also increased the
final oil concentration obtained with the yeast Candida
freyschussii using a fed-batch strategy with pure glycerol
media [32]. In that study, 2-pulse, 4-pulse and continu-
ous fed-batches increased SCO content 2.0-, 4.4- and 6.1-
fold, respectively, for final lipid concentrations of 9.1 g/L,
20 g/L and 28 g/L compared to the 4.6 g/L concentration
obtained with the batch strategy. In contrast to the study
with C. viswanathii which increased its intracellular oil
content by 1.5 times [31], C. freyschussii always produced
an oil content in the range of 30-35% independent of the
operation mode and the feeding strategy [32].

The fed-batch operation mode with a pulsed medium
addition strategy can follow different feeding patterns
based on parameters such as a specific nutrient concen-
tration (commonly the carbon source), the dissolved oxy-
gen levels and the fermentation time [20, 33-35]. One
of the main approaches used for the further addition of
the carbon source is when this nutrient is at low levels.
Maina et al. fed the system with a glucose solution when
the concentration of this component decreased to around
5 g/L [33]. A similar strategy was followed by Thiru et al.,
where the system was fed with a concentrated glycerol
solution when the concentration was below 3 g/L [34].
This feeding strategy contributes to increased final cell
biomass concentrations. For instance, a final cell biomass
concentration as high as 110 g/L DCW was obtained
by Tsakona et al. when growing Lipomyces starkeyi in a
flour-rich hydrolysate using pulse addition when glu-
cose content dropped below 20 g/L [36]. The relative dis-
solved oxygen level is another parameter that can be used
to design the feeding strategy. Dissolved oxygen content
increases when the metabolic activity of the fermentative
microorganism decreases, mainly due to carbon source
depletion. When observing such a shift in the system, the
carbon source is then fed accordingly. This strategy was
followed by Meesters et al. using Cryptococcus curvatus
as the fermentative microorganism and 87% pure glycerol
as the carbon source [37]. Although very high final cell
biomass concentrations of up to 118 g/L were obtained,
the authors reported a maximum oil content of only
25%. In addition to monitoring the carbon concentra-
tion and oxygen levels, the feeding strategy can be done
by simply considering a specific time interval. R. gluti-
nis was cultured in a glycerol-based medium following a
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fed-batch strategy where the fresh substrate was added
to the system every 24 h, almost doubling the final cell
biomass concentration (9.4 g/L vs. 5.3 g/L) and the lipid
content (2.6 g/L vs. 1.7 g/L) [20]. Ugkun Kiran et al. also
followed this process scheme with Rhodosporidium tor-
uloides using crude glycerol as the carbon source [38].
After a batch phase of 72 h, crude glycerol was added to
the system every 24 h to achieve final concentrations of
70-90 g/L. This approach produced a final cell biomass
concentration of 23.1 g/L and a lipid content of 9.4 g/L,
compared to 12.1 g/L and 6.1 g/L, respectively, obtained
in the batch mode.

As an alternative to the pulse-feeding strategy, the sub-
strate can be fed to the system continuously. With the
continuous fed-batch strategy, finding the optimal feed-
ing rate is of utmost importance for effective lipid pro-
duction, although only a few studies have addressed this
point [13, 31, 32, 39]. For instance, Zhao et al. designed a
continuous feeding strategy to keep the glucose concen-
tration at low levels (< 5 g/L) during the feeding phase
[39]. This process scheme increased the cell biomass con-
centration and oil content from 89 g/L DCW and 52.2%
to 127.5 g/L DCW and 61.8% compared to a pulsed-
feeding strategy. In contrast, Raimondi et al. followed a
continuous feeding strategy using glycerol as the carbon
source, which resulted in glycerol accumulation in the
medium at the initial stages of substrate addition [32].
However, it also produced a higher cell biomass concen-
tration when compared to the pulsed-feeding strategies.
Other alternatives to the constant feeding of the substrate
for SCO production are exponential and variable feeding,
where the feeding rate is adjusted according to specific
equations or to maintain a particular parameter (e.g. C/N
ratio) [40, 41]. These strategies have also resulted in high
cell biomass concentration with a high accumulation per-
centage. For example, fed-batch cultivation of R. glutinis
with exponential feeding resulted in a final cell biomass
concentration of about 40 g/L with an oil content of 43%
[41]. On the other hand, a final cell biomass concentra-
tion as high as 132 g/L DCW with an oil content of about
55% was observed when culturing Trichosporon oleagino-
sus with a feeding strategy based on maintaining a con-
stant C/N ratio [40].

During fed-batch fermentation, it is essential to con-
sider the dilution effect to avoid reducing cell density and
to keep nutrient concentrations at adequate levels [13]. In
this context, using concentrated substrate solutions con-
taining all required nutrients during the feeding phase is
essential [32].

Continuous cultivation in SCO production is also of
interest because it increases productivity compared to the
batch fermentation mode [18]. This system continuously
provides carbon and nitrogen sources while allowing
continuous collection of products and cells. A constant
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C/N ratio is preserved when reaching the steady state
phase at a specific dilution rate (D). Under these condi-
tions, cell concentration remains constant since growth
and substrate uptake rates do not vary, while lipid pro-
duction is promoted by controlling the nitrogen concen-
tration. The dilution rate is the main parameter affecting
the final cell biomass concentration and lipid content. In
this regard, Papanikolaou and Aggelis observed a reduc-
tion in the lipid content from 3.5 to 0.3 g/L and in the cell
biomass concentration from 8.1 to 3.8 g/L after increas-
ing the dilution rate from 0.03 h™ to 0.13 h™ during the
continuous cultivation of Y. lipolytica LGAM S(7)1 in
crude glycerol [42]. Similar results have also been found
when using other carbon sources and microbial strains.
For instance, continuous fermentation of R. toruloides
AS 2.1389 in glucose media at D ranging 0.02-0.20 h™*
resulted in cell biomass concentrations of 1.63-8.67 g/L
DCW and lipids content of 0.21-5.36 g/L, the lower val-
ues being obtained with the higher dilution rates [43].
Similarly, cell biomass concentration and lipid content
in C. curvatus decreased from 5.1 to 0.8 g DCW/L and
3.4 t0 0.12 g lipid/L after increasing D values from 0.01 to
0.11 h'! in an acetate-based medium [44].

In addition to affecting lipid production, the feeding
rate in continuous cultivation is critical in directing car-
bon flux and cellular metabolism to energy, maintenance
and product synthesis [42, 45]. This system benefits
from continuously harvesting cells that can be processed
directly after collection. Nevertheless, long-term fermen-
tation can suffer from media sedimentation and biofilm
formation. Furthermore, there is a high risk of contami-
nation, and the yield can fluctuate depending on cellular
changes [15].

Other advanced cultivation systems have been devel-
oped to optimise the process of SCO production. One
such system is two-stage fermentation, which first targets
producing cell biomass in nutrient-rich conditions and
then on lipid accumulation under nutrient limitations
and in an excess of carbon [46]. Therefore, the two-stage
lipid production process focuses seeks to improve lipid
production by optimising both cell proliferation and lipid
accumulation stages. The accumulation stage requires
optimisation when using this cultivation system, since
cell growth only requires nutrient-rich media. In this
context, these cultivation systems can follow a two-stage
batch or two-stage strategy with a feeding addition [45,
47).

Lignocellulosic biomass and industrial wastes as
raw material

During SCO production, the cost of raw materials can
account for 40-70% of the total overall costs, with highly
refined polysaccharides such as industrial-grade glu-
cose and sucrose accounting for about 80% of such costs
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[47-51]. Using low-cost substrates, including lignocellu-
losic biomass and industrial waste, are promising alterna-
tives for microbial lipid production [52-54].

Residual lignocellulosic biomass and waste-derived
substrates are excellent candidates as carbon sources to
make this process both cost-effective and environmen-
tally friendly. In this context, sugarcane bagasse residues,
cheese whey, corn stover, potato wastewater or orange
peel extracts have been previously investigated for SCO
production [55-59]. Table 1 summarises the most recent
literature on using biomass residues for SCO production,
mainly focusing on lignocellulosic sources.

Oleaginous yeasts can also use hydrophilic and hydro-
phobic substrates to accumulate lipids via two pathways:
de novo and ex novo lipid synthesis [60]. Notably, both
pathways offer distinct advantages: de novo lipid fermen-
tation can generate a high quantity of lipids. In contrast,
ex novo lipid fermentation can modify the lipid composi-
tions to satisfy the requirements of the chemical or food
industries. Thus, improving and upgrading fatty materi-
als utilized as substrates can produce “tailor-made” lipids
of high-added value [61]. The combined production of
de novo and ex novo lipids has been studied, for instance,
by using the yeast Trichosporon dermatis and a mixed
medium combining an acid hydrolysate of corn cob and a
soybean. That study confirms the potential of using both
substrates (hydrophilic and hydrophobic) for the produc-
tion of lipids with application in the production of bio-
diesel or lipid-based chemical compounds. [62].

For SCO production, lignocellulosic biomass feed-
stock processing is required to obtain the correspond-
ing fermentable sugars. This processing step depends a
great deal on the biomass. Sugars contained in non-lig-
nocellulosic wastes, such as agri-food residues, can be
easily obtained by crushing and centrifugation processes
[48, 86, 87]. In contrast, lignocellulosic biomass is highly
recalcitrant to hydrolysis, and biomass pretreatment is
required to alter its structure and increase the accessibil-
ity of hydrolytic enzymes to the sugar polymers before
the saccharification step. A wide range of pretreatment
methods using physical, chemical, physicochemical or
biological approaches has been investigated towards
this aim. Pretreatment processes have been extensively
reviewed to summarise and update the main most impor-
tant new developments and features from each technol-
ogy. There is no universal pretreatment technology that
can be applied to lignocellulose, since biomass is a het-
erogeneous category including materials that are suf-
ficiently distinct as to require different approaches [88].
In general, biomass pretreatment usually requires severe
conditions, such as high temperatures (> 160 °C), high
pressures (5-30 bar) and/or the addition of an acid/alkali
catalyst [89]. These conditions lead to biomass degrada-
tion and the generation of certain inhibitory compounds
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Table 1 Recent literature on lipid production by oleaginous yeast from lignocellulosic biomass
Microorganisms Lignocellulosic raw material/Pretreatment Cultivation Lipid Lipid Yield Lipid Ref-
mode content Yp/s concentration er-
(w/w) ence
C. curvatus Rice straw Batch 46.8% 017g 8.8 g/L [63]
Pretreatment (Glycerol-FeCls) lipid/g
C. curvatus DSM Wastepaper Batch (Flask 37.8% 02349 575g/L [64]
70022 Oxidising pretreatment Erlenmeyer) lipid/g
(hydrogen peroxide 120°C-30 min)
C. curvatus DSM Wastepaper pretreated (diluted acid) Batch (Flask 43.1% 0.141g 495 qg/L [64]
70022 Erlenmeyer) lipid/g
Cryptococcus sp MTCC  Brassica juncea Batch (Flask 11.05 g/L [65]
5455 Microwave-Assisted Dilute Alkali Pretreatment Erlenmeyer)
C. oleaginosum Corn stover Batch (Erlen- 61.7% 0.18¢g 3139/L [66]
Alkali organosolv pretreatment meyer Flask) lipid/g
(NaOH:Methanol, 80 °C, 1 h) Fed-batch (2
pulses)
L. starkeyi Sugarcane bagasse (hydrolysate) Batch (Erlen- 26.1% 0.14g 2.1-g/L [67]
1.5% sulfuric acid (w/v) at a solid-to-liquid ratio of meyer Flask) 27.3% lipid/g 3.149/L
1:10 in an autoclave at 120 °C for 20 min Bioreactor (3 L) 0.18¢g
Continuous lipid/g
L. starkey DMS 90276~ Sugarcane bagasse (hemicellulose hydrolysate) Batch (Erlen- 44.8% 0.16 g 353 g/L [68]
Pretreatment dilute acid meyer Flask) lipid/g
(1.5% (w/v) H,SO, at 120 C for 20 min)
L. starkeyi DSM 70295 Oil palm empty fruit bunch Batch (Erlen- 40% 0.162 g 499/L [69]
Alkali pretreatment (3.75 M NaOH, 120°C, 1 h) meyer Flask) lipid/g
L. starkeyi NRRL Corn stover Batch (Erlen- 38% 0.149g 9g/L [70]
Y-11557 Ammonia fiber explosion (AFEX) pretreatment meyer Flask) lipid/g
M. pulcherrima Starch hydrolysate Batch fermenta-  34.3% 02149 158 g/L [71]
tion (250 L) lipid/g
M. pulcherrima Starch hydrolysate Semi-continuous  32.6% 0.16 g 11.649/L [71]
(2500) lipid/g
R. babjevae DVBPG Wheat straw hydrolysate (steam explosion 190°C Batch (0.5 L 64.8% 0249 18.1g/L [72]
8058 10 min; 1% acetic acidic (soaked overnight) Bioreactor) lipid/g
R. fluvialys Sugarcane top (alkaline-hydrogen pretreatment) Bath 63.1% 0239 19.1 g/L [73]
lipid/g
R. fluvialys Sugarcane top (alkaline-hydrogen pretreatment) Fed-batch 3L 61.4% 0339 2369/L [73]
plus crude glycerol fermenter) lipid/g
(continuous fed
crude glycerol
solution)
R. glutinis Corncob Batch (5L 47 2% 0.159¢ 3359/L [74]
Acid pretreatment (sulfuric acid + phosphoric acid,  fermentor) lipid/g
S/L ratio 1/3,123°C 60 min) High cell density
culture with
two-stage
nitrogen feeding
strategy
R. glutinis + Cassava bagasse enzymatic hydrolysate Batch (Erlen- 5873% 0230g 17.7 g/L [75]
C. pyrenoidosa (concentrated) meyer Flask) lipid/g
R. taiwanensis Corncob hydrolysate (sulphuric acid 2.5% 121 2.5h)  Batch (5L 60.3% 0.056 g 11.29/L [76]
detoxified fermenter) oil/g
corncob
R. toruloides Maple Wood Erlenmeyer 36.68% na. 6.25 g/L [77]

Alkali pretreatment
(NaOH 1%, S/L 1/10 (w/v) 121°C 15 psi, 30 min)
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Table 1 (continued)
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Microorganisms Lignocellulosic raw material/Pretreatment Cultivation Lipid Lipid Yield Lipid Ref-
mode content Yp/s concentration er-
(w/w) ence
R. toruloides AS 2.1389  Corn stover Flasks 0062g/g 629/L [78]
Dry acid pretreatment and biodetoxification SSLP (simulta- corn stover 10.1 g/L
(2.5 g9 H,50,/100 g dry corn stover; 175 °C, 5 min fol-  neous sac- 0.08 g/g9 1149/L
lowed by biological detoxification process with charification lipid corn stover
Amorphotheca resinae) production) 0.077 9/9
PSSLP (prehy- corn stover
drolysis SSLP)
R. toruloides CBS 14 Wheat straw Batch (0.5 L 46.8% 0259 10.6 g/L [79]
Acid-based steam explosion Bioreactor) lipid/g
hydrolysate (10%) + crude glycerol
R. toruloides CBS 14 Wheat straw Hydrolysate (steam explosion 190°C Batch (0.5 L 3931% 0.15g 11.72 g/L [72]
10 min; 1% acetic acid (soaked overnight) Bioreactor) lipid/g
R. toruloides CBS 14 Wheat straw Batch (2 L 41% 0.13g [80]
Steam explosion Bioreactor) lipid/g
(Acid-soaked (1% acetic acid), steam explosion
190 °C, 10 min.)
R. toruloides DSMZ Corn stover Batch 56.67% 0.19g 212 g/L [[81]
4444 (Combined pretreatment) DO-Fed-batch 59.81% lipid/g 252 g/L
NaOH 80°C 2 h)/sulfuric acid preimpregnation 2 h, Pulse-Fed-batch  61.54% 0239 26.7 g/L
160°C-10 min) Online-FB 5876% lipid/g 317 g/L
0249
lipid/g
029¢
lipid/g
R. toruloides NRLL Fir wood Batch (Erlen- 3524% na. 6.88 g/L [77]
(NaOH 1%, S/L 1/10 (w/v) 121°C 15 psi, 30 min) meyer Flask)
R. toruloies CCT 7815 Eucalyptus urograndis Hemicellulose hydrolysate, Batch (Erlen- 50% 0.13g [82]
160°C 195 min meyer Flask) lipid/g
Trichosporium Dilute acid corn stover Batch (Erlen- 2423%  0.104g 746 g/L [83]
dermatis (1% w/w H,50, 160°C-10 min), pretreated biomass ~ meyer Flask) 45.06%  lipid/g 1143 g/L
without washing. 0.1564g
(19%H,5S0, 180°C-10 min), pretreated biomass with lipid/g
washing.
T. dermatis Alkali pretreated corn stover (2% w/w, 120 °C, 20 min  Batch (Erlen- 28.4% 0.101g 6.81 g/L [83]
-pretreated biomass without washing meyer Flask) 5597% lipid/g 2036 g/L
-pretreated biomass with washing 0.186 g
lipid/g
T. oleaginosus Shorghum stalk Batch (Erlen- 60% 0299 13.1g/L [84]
Swithgrass meyer Flask) 58% lipid/g 123 9/L
Alkali pretreatment 0279
(10%, w/v loading solid, 1.25%, w/v NaOHa, 121°C, lipid/g
30 min, 1 h)
Y. lipolytica Grass Cyperus distans Hydrothermal pretreatment Batch (5L 5362% na. 10.58 g/L [85]

(200°C 60 min plus delignification with diluted
alkaline)

bioreactor)

n.a., not available

that limit the subsequent saccharification and fermenta-
tion steps. The concentration and nature of these inhibi-
tors are directly correlated with the raw material (i.e.,
herbaceous biomass, hardwood, softwood), the pretreat-
ment technology and the conditions used (tempera-
ture, use of catalysts, the residence time, pH, pressure).
Inhibitors are classified into weak organic acids, furan
derivatives, and phenolic compounds. The inhibition
mechanisms of these compounds differ between these

groups, and are usually highly interactive and synergistic,
thus limiting biomass conversion processes by affecting
both hydrolytic enzymes and fermentative microorgan-
isms strongly. Different detoxification methods and/or
increasing cell robustness of fermentative microorgan-
isms have been investigated to overcome such inhibi-
tory effects. Traditionally, pretreated biomass has been
separated into liquid and solid fractions, and the solids
are further subjected to a washing step before enzymatic
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hydrolysis to allow conversion of that sugar-rich fraction.
By washing the resulting pretreated solid fractions, Yu et
al. increased lipid yield from dilute acid pretreated and
dilute alkali pretreated corn stover about 1.5-fold and
1.8-fold (from 0.101 to 0.104 g/g to 0.156 and 0.186 g/g),
respectively [58].

In addition to washing, several detoxification methods
have been tested to reduce the inhibitory potential of
lignocellulosic pretreated substrates. Major detoxifica-
tion methods are classified into chemical treatment (e.g.,
overliming, surfactant addition), adsorption methods
(e.g., resins, activated carbon) and biological treatment
processes (e.g., enzyme and microbial treatment) [90]. In
situ biodetoxification strategies are attractive approaches
compared to other detoxification methods due to the cost
reduction possible. In this context, increasing cell robust-
ness against lignocellulosic-based inhibitors will provide
novel microorganisms that can tolerate higher concen-
trations of these compounds [71]. For instance, the adap-
tation of R. toruloides was successful in increasing
tolerance to inhibitors present in sugarcane hydrolysates
and lipid production as compared to the parental strain
[52]. Liu et al. subjected R. toruloides to evolutionary
engineering using a wheat straw hydrolysate, increasing
its growth performance in a highly challenging medium
[91].

According to the recent literature (Table 1), the
yeasts C. curvatus [63—-65, 92, 93], L. starkeyi [67-70],
Metschnikowia pulcherrima [71], Y. lipolytica [85]; and
species belonging to the Rhodosporidium and Rhodo-
torula genera [72-74, 76—82, 94] are the main microbial
strains being used for microbial lipid production with
lignocellulosic biomass residues. These yeast strains
have been tested for lipid production using different raw
materials, including agricultural wastes (e.g., corn stover,
wheat/rice straw, sugarcane bagasse), woody residues
(e.g., maple wood, fir wood, eucalyptus) and energy crops
(e.g., switchgrass) pretreated with a wide range of tech-
nologies including alkali/acid pretreatment, organosoly,
oxidising pretreatment and ionic liquids, among other
methods. In these studies, the intracellular lipid con-
tent, the lipid concentration and the lipid yields ranged
from 2 to 65%, 2-33 g/L and 0.06-0.33 g lipid/g sub-
strate, respectively. The highest intracellular lipid content
using native oleaginous yeast strains has been reported
in 60-65% (w/w) [72]. Brandenburg et al. reported a
total intracellular lipid content of about 64.8% (with a
total lipid production of 18.1 g/L and a conversion yield
of 0.24 g/g) using a steam-pretreated wheat straw hydro-
lysate (steam explosion 190°C, 10 min; impregnated
with 1% acetic acid) and the yeast Rhodotorula babjevae
DVBPG 8058 [72]. Poontawee et al. estimated an intra-
cellular lipid content of 63.1% in the yeast Rhodospo-
ridium fluvialys using sugarcane top biomass pretreated
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by alkaline-hydrogen pretreatment [73]. A total lipid
content of about 60% has also been accumulated by the
yeasts Cutaneotrichosporon oleaginosum, R. toruloides,
Rhodotorula taiwanensis and Trichosporon oleaginosus,
with yields ranging from 0.056 to 0.29 g/g [66, 76, 81, 84].

Despite previous examples showing very high lipid
content, this parameter in non-genetically modified
strains usually accounts for up to 30-40% of the total
CDW. Cell biomass production and intracellular lipid
content can be increased by co-utilising different sub-
strates. For instance, crude glycerol (a by-product
obtained during the transesterification reaction from
biodiesel production) has been combined with different
hemicellulosic hydrolysates obtained from herbaceous
and woody biomass. Chmielarz et al. used R. toruloides to
ferment a mixture of steam-exploded wheat straw hydro-
lysate and crude glycerol, resulting in shorter fermenta-
tion times [79]. A total lipid titer of 10.6 g/L with lipid
yields of 0.25 g lipids/g consumed carbon was observed.
Saini et al. combined a woody hemicellulosic hydroly-
sate with crude glycerol in a 60:40 ratio, which resulted
in the consumption of 90% of the sugars and glycerol
from the media and reporting a maximum intracellular
lipid content of 56.3% (w/w) [95]. In that work, biomass
and lipid volumetric productivity values were 0.28 g/L h
and 0.15 g/L h, respectively. Furthermore, these authors
reported a reduction in the fermentation time of about
50%, which represents a significant advantage for the
process, as it saves energy and ultimately lowers total
production costs.

The internal recycling nutrients and wastewater efflu-
ent for subsequent cultures represents an attractive
strategy to improve both the economic viability and sus-
tainability of bioprocessing for microbial oil production.
For example, this concept has been applied to improve
lipid production by recycling spent cell mass and lipid
fermentation wastewater in microbial oil production
from corn stalk hydrolysates obtained after alkali pre-
treatment by R. foruloides Y4. Results obtained in that
study showed that up to three cycles could be applied in
fully recycling the resources with only slightly reduced
lipid production [96]. In addition to recycling the result-
ing wastewater internally during lipid production, the
composition of this resource makes it appropriate to fur-
ther use it in other bioprocesses to produce high-value
products. For instance, the fermentation broth obtained
after lipid production, during the fermentation of a corn-
cob acid hydrolysate by Trichosporon cutaneum, which
mainly contained the residual sugars and extracellular
polysaccharides, was successfully used as substrate for
bacterial cellulose production by Gluconacetobacter xyli-
nus [97]. In addition, the wastewater resulting from lipid
fermentations has been also used as a maceration water
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for the production of edible and medicinal mushrooms
within a biorefinery concept [98].

An essential factor that must be considered during
SCO production is the co-production of CO, during the
process. The production of CO, may account for up to
35-50% (w/w) of the carbon in the raw material. A smart
solution that has been proposed to reduce these values is
the capture of CO, by integrating the production of lipids
with microalgae cultivation [99]. Liu et al. investigated
using a mixed culture between R. glutinis and Chlorella
pyranoidosa to produce lipids from an enzymatic hydro-
lysate obtained from cassava bagasse [75]. This co-culture
strategy was also combined with a fed-batch cultivation
mode, obtaining promising results in terms of lipid con-
centrations (18.47 g/L), intracellular content (58.73%
w/w) and lipid yields (0.23 g/g of consumed sugar). Simi-
larly, Zuccaro et al. investigated a mixed culture using
Chloroidium saccharophylum and the yeast L. starkeyi
for lipid accumulation [100]. Among the benefits of this
co-culture is the high capacity of C. saccharophylum to
assimilate CO,, its ability to grow under heterotrophic
conditions, and its high tolerance to acidic environments,
together with the ability of L. starkeyi to catabolise the
inhibitors that are present in the lignocellulosic hydroly-
sates. Despite the potential of using such co-culture, the
enzymatic hydrolysate obtained from steam-pretreated
Arundo donax as medium (steam explosion: 210°C for
4 min; enzymatic hydrolysis: 5% substrate loading, 50°C,
15 FPU cellulases/g cellulose; 30 CBU beta-glucosidase/g
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cellulose) resulted in low final lipid concentrations and
lipid yields when compared to the results obtained with
other consortia [75]. These authors attributed the lower
final yields to a low sugar concentration during the
experimental assays.

The biorefinery concept: taking advantage of
co-production possibilities

In addition to using low-cost substrates, the econom-
ics of SCO production may also benefit from obtaining
co-products of interest to industry, such as citric acid,
carotenoids, biosurfactants, glycerol or mannitol [9-12,
48, 101] (Fig. 1). Yeasts capable of accumulating lipids
and co-producing carotenoids, enzymes and other func-
tional products have been considered excellent candi-
dates for their potential use in biorefineries [102-104].
Among these products, carotenoids have been recog-
nised as attractive food additives and nutritional supple-
ments. Some carotenes (e.g., p-carotene) can be used as
antioxidants, protecting cells, tissues and organs from
the damaging effect of free radicals, thus preventing the
development of some disorders such as cancer and/or
heart disease [105, 106]. In 2022, the global B-carotene
market reached $575 million, which is expected to
increase to $955 million by 2032 [107]. Carotenoids
are currently obtained from plant materials through
extraction processes, microbial-based biosynthesis, and
chemical synthesis [108]. More than 90% of commercial
carotene is produced by chemical synthesis, which has

r Biorefineryn

Waste recovery

Use of Lignocellulosic G - I
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been criticised for the high toxicity of the reagents used
and the formation of unwanted by-products.

To obtain these products more sustainably and meet
the increasing demand, new emerging technologies are
under investigation. Therefore, using microbial cells as
biocatalysts for carotenoid production represents an
attractive approach for achieving this goal. This strat-
egy also offers additional advantages, including a short
and environmentally friendly production cycle. Yeasts
belonging to Rhotodotorula species have exhibited
the ability to produce carotenoids such as [-carotene,
y-carotene, torularhodin and torulene, and oil-lipids with
an extensive profile of fatty acids. All these products can
be obtained from a wide range of substrates, including
lignocellulosic residues and industrial wastes such as sisal
bagasse, sugarcane bagasse, corncob, wheat bran, switch-
grass and wheat straw, camelina waste [91, 104, 109-113]
(Table 2).

Yeasts produce carotenoids as antioxidant molecules
to protect them from the cell damage resulting from
the intracellular formation of reactive oxygen species
(ROS), which are generated under stress-related condi-
tions [114]. The kinetic parameters for carotenoid pro-
duction are not only dependent on the yeast strain used
but also on the specific culture conditions. As with the
lipid production processes, different optimisation strate-
gies have been tested to maximise carotenoid production
[103]. The synthesis of carotenoids is influenced by fac-
tors involving microbial growth, including sugar concen-
tration, temperature, pH, aeration rate and salt addition.
Being an aerobic process, aeration and/or oxygenation is
essential for carotenogenesis. In addition, culture supple-
mentation with salts can stimulate the metabolic path-
way of carotenoid-synthesising enzymes [112]allowing,
in addition, work in non-aseptic conditions [115]. [91]
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Non-sterile fermentation can be a potential strategy to
lower the costs associated with fermentation processes
[116]. Singh et al. observed an increase of 10% in carot-
enoid production by R. toruloides when using 5% NaCl
[108, 117]. Temperature and pH also influence carot-
enoid compound production. For instance, Da Silva et al.
increased carotenoids production titers in Rhodotorula
mucilaginosa by 3.3 times (from 0.34 g/L to 1.13 g/L)
after reducing the cultivation temperature from 34 °C
to 22 °C [104]. These authors also reported the ben-
efit of lowering pH from 7.0 to 5.0 to favour carotenoid
production.

The great potential of carotenoids in the biotechnology
sector has stimulated developments in the industrialisa-
tion of cultures and genetic modification technologies.
Park et al. reviewed different approaches to genetic engi-
neering in R. toruloides in order to explore its full poten-
tial as a biotechnological platform for the bioproduction
of industrially relevant compounds [118]. In this sense,
the development of synthetic and system biology tools
in this yeast species has increased our knowledge about
its genomic organisation, metabolic pathways and their
regulation, and the generation of essential genetic com-
ponents (e.g., promoters, markers, terminators) required
to advance genetic engineering approaches.

Enzymes (e.g., lipases and endo-B-glucanases), bio-
ethanol, and biosurfactants can also be co-produced dur-
ing lipid accumulation as value-added compounds for
increased process cost-effectiveness. Pi et al. engineered
the oleaginous red yeast R. glutinis to simultaneously
produce p-carotene (up to 27.13 mg/g) and cellulase
enzymes without affecting the ability of the microorgan-
ism to accumulate lipids and to tolerate relatively high
salt concentrations [121]. Cai et al. suggested an inte-
grated biorefinery process to obtain microbial oil and

Table 2 Carotenoids produced by non-conventional oleaginous yeast from lignocellulosic biomass

Raw material Reference

Microorganism Bio-product Concentration/content
R. mucilaginosa Carotenoids 1.13 mg/L
R. pacifica INDKK B -carotene 2104 mg/L
R. toruloides ATCC 204091  -Carotene 62 mg/L
57 mg/L

R. toruloides CBS 14 Carotenoids 1.99 mg/100 dry cell

weight

R. toruloides CBS 14 B-Carotene 1.48 mg/100 dry cell
weight

R. toruloides DSM 4444 B-Carotene 16 mg/mL

R. toruloides NRRL Y-1091
(evolved by adaptive
laboratory evolution

R. toruloides NRRL Y 1091
R. toruloides RP15

carotenoids 14.09 mg/qg dry cell weight

carotenoids 15 mg/L

carotenoids 12.7 mg/L

Sisal bagasse hydrolysate (121°C, 3 h Sulphuric acid solution  [104]
(5.5%) S/L ratio 1:10

5% (v/v) molasses supplemented with enzymatically hydroly-  [113]
sis alkali-pretreated sugarcane bagasse hydrolysate (35% v/v).

Waste ‘extract’ from fruit [119]
peels and inedible/discarded parts of vegetables as culture

medium

Wheat straw Acid-soaked (1% acetic acid) steam explosion [80]
190 °C/Enzymatic hydrolysis with cellulases

Wheat straw hydrolysate (steam explosion 190°C 10 min; 1%  [80]
acetic acidic (soaked overnight)

Camelina meal as carbon source (SSF) [120]
Wheat straw, hydrothermal pretreatment (195°-45 min) [91]
Switchgrass (Deep eutectic solvent pretreatment [111]
Sugarcane bagasse (Diluted acid pretreatment) [112]
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bioethanol from corncob bagasse [122]. These authors
used the liquid fraction obtained after dilute acid pre-
treatment (0.27wt % H,SO,, 120 °C, 120 min, solid/lig-
uid ratio 10%) for microbial lipid production, while the
enzymatic hydrolysate resulting from the solid fraction
was used for bioethanol production. This processing
strategy resulted in 131.3 g of bioethanol/kg raw material
and 11.5 g of microbial lipids/kg raw material using the
yeasts Saccharomyces cerevisiae and R. glutinis, respec-
tively. Brandenburg et al. studied the possibility of co-
producing furfural, ethanol or lipids using wheat straw
as the raw material [123]. The lignocellulosic biomass
was pretreated by a patented thermochemical method.
For ethanol production, they used the yeast S. cerevisiae;
while for lipids, they used the oleaginous yeast R. bab-
jevae. From 1 kg of wheat straw, 110 g of furfural, 111 g
of ethanol or 33 g of lipids were obtained [124]. In addi-
tion, R. babjevae produced considerable amounts of hep-
tadecenoic acid and « and y-linolenic acid. Deeba et al.
recently proposed a novel integrated biorefinery strat-
egy to convert sugarcane industry waste into biodiesel,
[-carotene, animal feed and xylooligosaccharides [113].
Xylooligosaccharides are obtained from the liquid frac-
tion collected after alkali pretreatment and enzymatic
treatment with xylanases, while lipids and B-carotene are
obtained through fermentation with the red yeast Rhodo-
torula pacifica INDKK. Overall, this strategy resulted in
11.8 g/L of lipids, 210.4 mg/L of B-carotene, 7.1 g of ani-
mal feed, and 20.6 g/L of xylooligosaccharides.
Biosurfactants are also useful microbial-based com-
pounds that yeast, fungi and bacteria can obtain. These
compounds exhibit amphipathic chemical structures,
mainly anionic or neutral, although cationic biosurfac-
tants contain amine groups. The hydrophobic moiety is
a long-chain fatty acid, and the hydrophilic moiety can
be a carbohydrate, cyclic peptide, amino acid, phosphate,
carboxylic acid, or alcohol [125]. They can be classified
according to their chemical composition as glycolipids,
lipopeptides or lipoproteins, polymers, fatty acids, neu-
tral lipids and phospholipids. Biosurfactants have numer-
ous advantages over synthetic surfactants, including
higher biodegradability, low toxicity, thermal stability,
resistance to extreme pH values, and ionic strength [125,
126]. Aratjo et al. evaluated the production of biosurfac-
tants by R. mucilaginosa LPP5 using an acid-catalysed
hydrolysate from brewer’s spent grain as substrate [127].
The resulting biosurfactant was anionic in nature (most
likely a glycolipid-type biosurfactant) and showed func-
tional properties to form stable emulsions under different
conditions such as temperature, pH, and salinity.
Implementing microbial lipids production from ligno-
cellulosic materials and industrial wastes on a large scale
also requires simplifying and integrating the different
steps of the process. Simultaneous Saccharification and
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Fermentation (SSF) has been one of the most signifi-
cant advances involving lignocellulosic ethanol produc-
tion. However, configuring this process demands further
development concerning microbial lipid production.
Consolidated Bioprocessing (CBP) —which combines all
the necessary stages (i.e., enzyme production, pretreat-
ment, enzymatic hydrolysis, and sugar fermentation) to
transform lignocellulose into lipids in a single reactor— is
another promising integrated process. During CBP pro-
cesses, a single microorganism or a mixture of microor-
ganisms provides all the enzymatic activities needed to
pretreat and hydrolyse a biomass and convert solubilised
sugars into the product of interest [128]. Although CBP
processes must be investigated thoroughly to optimise
lipid production under this configuration, some exam-
ples can already be found in the literature. For instance,
Intasit et al. proposed a CBP strategy for lipid production
by co-cultivating the oleaginous fungus Aspergillus tub-
ingensis TSIP 9 and different oleaginous yeasts (Tricho-
sporonoides spathulata JU4-57, Candida tropicalis X37,
R. mucilaginosa G43 and Y. lipolytica TISTR 5151) [129].
The highest lipid concentration and yield were obtained
by combining A. tubingensis and Y. lipolytica, yielding
149.3 mg/g of palm empty fruit bunch.

Similarly, Doan et al. proposed the combination of the
oleaginous fungus Aspergillus orzyae 32 and the oleagi-
nous yeast L. starkeyi as a CBP system, reaching a lipid
accumulation of 10.9 g/g of lime-pretreated rice straw
(representing 8.5 g/100 g of raw rice straw) [130]. A sin-
gle culture CBP strategy to produce microbial lipids from
grasses has been investigated by Chuengcharoenphanich
et al. using the cellulolytic oleaginous yeast Cyberlindbera
rhodanensis CU_CV7 combined with an alkaline hydro-
gen peroxide pretreatment [131]. Using this strategy, the
highest lipid titer and yield were 1.01 g/L and 50 mg/g,
respectively, using Napier (Lampang ecotype) forage
grass. Another interesting strategy combining SSF and
CBP processes has been investigated by Zhao et al. These
authors subjected a mixture of alkali-pretreated corn sto-
ver and cassava starch to fermentation with L. starkeyi,
reporting a synergistic effect in lipid production using a
lower enzyme dose, compared to using these substrates
separately [132] .

Future perspectives

In recent years, producing lipids from low-cost substrates
such as lignocellulosic biomass and industrial wastes has
been researched intensively, highlighting the importance
of these conversion processes. Figure 2 identifies the
main aspects of the lipid production processes and sum-
marises the major challenges that must be investigated
further. An essential aspect that requires further research
before scaling up SCO production processes from ligno-
cellulosic feedstocks and industrial wastes is the increase
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Fig. 2 Important aspects requiring further investigation towards reaching cost-effective microbial oil production

in lipid yield and volumetric productivity values. The
presence of biomass-derived inhibitory compounds in
the corresponding hydrolysates is currently an impor-
tant limiting factor that needs more attention. Develop-
ing new strains capable of degrading and/or tolerating
these inhibitors at higher concentrations might pave the
way towards cost-effectiveness. In addition to evolu-
tionary engineering strategies, targeted metabolic engi-
neering using system and synthetic biology approaches
will contribute to obtaining new microbial strains with
increased robustness against inhibitory compounds and
higher productivity values. In addition, these engineer-
ing techniques may also contribute to the design of novel
metabolic pathways to obtain valuable co-products, an
unusual lipid composition with industrial applications
and/or easy lipid recovery by secretion of these com-
pounds. Novel genome editing tools recently developed,
such as the CRISPR/Cas9, system, are helping to achieve
this goal by introducing genetic changes in microbial
strains whose genomes were previously difficult to edit.
Process optimisation is also an important element to
consider during microbial oil production. In this sense, it
is important to improve further the cultivation strategy
by selecting the best bioreactor type (e.g., stirred tank,
airlift/bubble columns), working with high cell densi-
ties, finding the appropriate substrate feeding system
during the accumulation phase (e.g., pulse-feeding, two-
batch and continuous feeding strategy), and evaluating
effective co-cultivation methods allow increased total
lipid production and maximising co-product recovery.

Optimisation of process parameters, including media
composition, pH, temperature and aeration rate, is also
crucial. The use of new technology using big data analyt-
ics and/or machine learning algorithms might contribute
towards process optimisation. Finally, downstream pro-
cessing also demands further research efforts in order
to develop and implement novel methods for product
recovery, including the use of solvent-free or green sol-
vent methodologies to improve the sustainability of the
overall process scheme. These downstream processing
technologies must also be targeted at developing new
processes allowing the continuous treatment of cell bio-
mass and harvesting the product of interest.

Conclusions

Using low-cost substrates becomes essential in making
SCO competitive from an economic perspective. In addi-
tion, the co-production of value-added compounds with
biotechnological potential within an integrated biorefin-
ery concept will significantly contribute to cost-competi-
tiveness during microbial lipid production from biomass
residues. Research efforts have helped to develop dif-
ferent process strategies to increase SCO production
using native oleaginous yeast strains. Still, implementing
microbial lipids production from large amounts of ligno-
cellulosic materials and industrial wastes requires simpli-
fying and integrating the different process steps to deploy
their full potential.
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