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RESUMEN

En el presente trabajo se evalud el uso de sacarificados de bagazo de cafia (SBC)
como sustrato en la produccion de astaxantina por Xanthophyllomyces dendrorhous.
El bagazo de cafia (BC) después de ser pretratado con NaOH al 2 % se sometié a un
proceso de sacarificacibn enzimatica empleando el coctel de celulasas comercial
Celluclast® 700 EGU/g. Las condiciones Optimas para la obtencion de 10.7 g/L de
azucares reductores fueron: 2 % de BC, 2000 EGU/g de BC, 55 °C, y 12 h de reaccién
en matraces con 30 mL de regulador de citratos a pH 4.8, y 150 rpm. X. dendrorhous
R4, se hizo crecer en biorreactores con diferentes sustratos (glucosa, celobiosa, xilosa
al 1% y SBC) en medio YP. La mayor produccién de astaxantina se obtuvo en cultivos
con celobiosa y SBC (5.8 ug/mL) seguido de xilosa (4.5 pg/mL). Asi mismo, Los
cultivos con SBC aumentaron 1.3 y 1.4 veces el crecimiento celular y rendimiento de
producto con respecto a sustrato respectivamente, en comparacion con cultivos con
celobiosa. Con el fin de mejorar la asimilacion de la xilosa, la cual representa un 30 %
de los SBC, se obtuvo mediante mutagénesis con NTG la mutante R4-X18. Esta
mutante mejoré su crecimiento y produccion de astaxantina 2.13 y 1.73 veces
respectivamente, en comparacion con su cepa parental R4 en cultivos con xilosa. De
igual forma la mutante R4-X18 aumentd 45.3 % la produccion de astaxantina en
cultivos con SBC con respecto a R4. Los resultados obtenidos confirman que es
posible mejorar los rendimientos de produccién de astaxantina cultivando una mutante

de X. dendrorhous con mejor asimilacién de xilosa en SBC como sustrato.
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ABSTRACT

In this work the use of sugarcane bagasse saccharifies (SBC) as substrate in the
production of astaxanthin by Xanthophyllomyces dendrorhous was evaluated. The
cane bagasse (BC) after being pretreated with 2% NaOH was subjected to an
enzymatic saccharification process using the commercial cellulase cocktail Celluclast®
700 EGU/g. The optimal conditions for obtaining 10.7 g/L of reducing sugars were: 2 %
BC, 2000 EGU/g BC, 55 °C, and 12 h of reaction in flasks with 30 mL of citrate buffer
at pH 4.8, and 150 rpm. X. dendrorhous R4, was grown in bioreactors with different
substrates (glucose, cellobiose, xylose 1% and SBC) in YP medium. The highest
astaxanthin production was obtained in cultures with cellobiose and SBC (5.8 pg/mL)
followed by xylose (4.5 pg/mL). Likewise, SBC cultures increased 1.3 and 1.4 times
cell growth and product yield with respect to substrate respectively, compared to
cellobiose cultures. In order to improve the assimilation of xylose, which represents
30% of SBCs, the mutant R4-X18 was obtained by mutagenesis with NTG. This mutant
improved its growth and production of astaxanthin 2.13 and 1.73 times respectively,
compared to its parental strain R4 in xylose cultures. Similarly, the R4-X18 mutant
increased 45.3 % the production of astaxanthin in cultures with SBC with respect to R4.
The results obtained confirm that it is possible to improve the production yields of
astaxanthin by cultivating a mutant of X. dendrorhous with better assimilation of xylose

in SBC as substrate.
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1. INTRODUCCION

1.1Carotenoides

Los carotenoides son un tipo de pigmentos organicos, compuestos en su mayoria de
ocho unidades de isopreno con un esqueleto de 40 carbonos (Barredo et al., 2017).
Debido a su naturaleza lipofilica, son insolubles en agua y funcionan como cromaoforos
absorbiendo las longitudes de onda de 400 — 500 nm del espectro electromagnético.
Son responsables de los colores amarillo, naranja y rojizo de diversos organismos, y
actian como fotoprotectores y antioxidantes al secuestrar especies reactivas de
oxigeno (Palma, 2016; Barredo et al., 2017). La funcién antioxidante es atribuida a su
estructura, la cual en algunos casos como ocurre en la astaxantina, se debe a los dos
anillos terminales unidos por una cadena doble conjugada (Coérdova et al., 2018). Los
carotenoides se clasifican en carotenos (B-caroteno, a-caroteno o licopeno) y
xantofilas (luteina, zeaxantina, cantaxantina, o astaxantina) de acuerdo con la
ausencia o presencia de oxigeno en su estructura carbonada respectivamente (Garcia
et al., 2018) (Figura 1).

Carotenos
B-caroteno Licopena
Xantofilas

B-criptoxantina Luteina .

Zeaxantina @ Astaxantina

Figura 1. Estructura de carotenos y xantofilas (Maoka, 2020).
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Los animales no pueden producir carotenoides por lo cual, éstos deben ser adquiridos
mediante su dieta o por suplementos alimenticios, y son almacenados en el tejido
adiposo. Cerca de 50 — 60 carotenoides son precursores de vitamina A, necesaria para
la vision y mantener sana la piel y tejidos superficiales (Meléndez et al., 2004). La
conversion de carotenoides a vitamina A, se debe a la capacidad de los animales para
transformarlos en retinol y a la estructura del compuesto, el cual debe contener como
minimo un anillo B-ionona. De esta forma, el carotenoide mas importante es el B-
caroteno el cual contiene dos anillos en su estructura. En el caso de la yema de huevo,
debe su color a la presencia de luteina, zeaxantina y trazas de p-caroteno, mientras
gue algunos organismos como el salmoén o flamencos deben su color a la astaxantina
(Meléndez et al., 2004).

Aproximadamente 600 carotenoides han sido reportados en diferentes formas de vida.
De forma natural, estos pigmentos son producidos en plantas, algas y algunas
bacterias y hongos, cumpliendo funciones como pigmentos accesorios fotosintéticos,
antioxidantes, precursores de vitamina A o atraccion visual de animales polinizadores
(Cordova et al., 2018). A nivel industrial, los carotenoides son usados en alimentos,
nutraceuticos, farmacos y cosméticos debido a las propiedades anteriormente
mencionadas y su uso en la prevencion de cancer, cataratas y degeneracion macular
(Mata et al., 2014). El mercado global de carotenoides se reporté en $ 1.5 mil millones
para el 2017 y se estima que podria alcanzar los $ 2.0 mil millones para 2022
(McWilliams, 2018). Lo anterior indica que la demanda de carotenoides ha ido
aumentando con el tiempo. La produccion comercial de carotenoides es obtenida por
sintesis quimica o extraccion a partir de plantas, sin embargo, la produccion de estos
compuestos mediante el uso de microorganismos es una alternativa con gran interés
cientifico que aun se encuentra en proceso de optimizacion. Dentro de estos
microorganismos se han reportado microalgas, bacterias y levaduras en la produccion

de B-caroteno, 4-decanoprenoxantina, licopeno y astaxantina (Saini & Keum, 2017).
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1.1.1 Astaxantina

La astaxantina (CaoHs204, 3,3'-dihydroxy-B,B'-carotene-4,4'-dione), es una forma
oxidada del B-caroteno cuya capacidad antioxidante es 10 veces mas efectiva que el
caroteno y la luteina y 100 veces mayor al a-tocoferol (Alcaino et al., 2014; Lim et al.,
2017; Zhao et al., 2019). La funcion antioxidante y la coloracién roja de la astaxantina
se debe a su estructura, la cual es compuesta de dos anillos terminales unidos por una
cadena doble conjugada o sistema de polieno. Al ser una xantofila, la astaxantina es
altamente lipofilica y presenta una polaridad y actividad antioxidante mas alta que otros
carotenoides debido a sus grupos funcionales 3-hidroxilo y 4-ceto en los anillos

terminales (Cordova et al., 2018).

Esta xantofila es de gran interés comercial en la industria alimentaria, cosmética y
farmacoldgica, destacando sus propiedades antiinflamatorias, antienvejecimiento,
refuerzo del sistema inmunoldgico, anticancer, actividad antidiabética, y prevencion de
enfermedades relacionadas con la degeneracién neuronal como el Parkinson y el
Alzheimer (Panis & Carreon, 2016; Barredo et al., 2017; Lim et al., 2017). Existen
estereoisdmeros de astaxantina caracterizados por la variacion en la configuracion de
los dos grupos hidroxilo en la molécula. De los tres isbmeros, dos son enantiomeros
(3R,3'R y 3S,3'S) y una forma meso (3R,3'S), siendo los esterecisémeros (3S,3'S) y
(3R,3'R) los mas abundantes en la naturaleza (Figura 2). La microalga Haematococcus
pluvialis sintetiza el isémero (3S,3'S), la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous el
isomero (3R,3'R), mientras que la astaxantina sintética comprende isbmeros (3S,3'S),
(3R,3'S) y (3R,3'R) (Cérdova et al., 2018).
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Figura 2. Estereoisdbmeros de la astaxantina. Fuente: (Lim et al., 2017).

Segun el Research & Markets (2015), el mercado mundial de astaxantina se estimé en
280 toneladas métricas valoradas en US $ 447 millones en 2014, y se proyecta que
alcanzara las 670 toneladas métricas valoradas en US $ 1.1 mil millones para 2020.
La mayor parte de esta xantofila es implementada como aditivo alimenticio en la
industria acuicola (Gassel et al., 2012). Se reporta, que la astaxantina producida por
la levadura Phaffia rhodozyma (X. dendrorhous) y la bacteria Paracoccus son
predominantemente usadas en el sector de acuacultura (Research & Markets, 2015).
Esta xantofila fue aprobada como segura en el 2009 por la Food and Drug
Administration (FDA), como color aditivo para uso especifico en alimentacion animal

como el salmén, la trucha y el camarén en granjas de cultivo (Rodriguez et al., 2010).

La mayor parte de la astaxantina comercial es obtenida por sintesis quimica, sin
embargo, esta fuente de obtencidn puede presentar riesgo de toxicidad en el producto,
y residuos peligrosos que afectan el medio ambiente (Panis & Carreon, 2016; Cordova
et al., 2018). Por tal motivo, la biotecnologia ha hecho posible el estudio de algunos

microorganismos que representan fuentes naturales para su obtencion (Tabla 1),
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destacando las microalgas Haematococcus pluvialis (Panis & Carreon, 2016; Cérdova
et al., 2018), y Dunaliella salina (Lépez et al., 2017); la bacteria Methylobacterium
extorquens (Tlusty et al., 2017), y la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous
(Gervasi et al., 2017).

Haematococcus pluvialis ha sido el microorganismo ampliamente estudiado para la
obtencion de astaxantina presentando concentraciones entre 1.5 a 5.0 % p/p con
relacion a la biomasa seca. Sin embargo, presenta desventajas frente a otras
microalgas como Dunaliella spp, debido a tasas de crecimiento lento, ciclo de vida y
cultivo complejos, ademas de requerir altos costos de produccién y dos fases para la
obtencion exitosa de astaxantina, una de crecimiento y otra de induccion de
carotenogénesis (Cifuentes et al., 2003; Granda., 2015). La obtencion de astaxantina
por H. pluvialis requiere condiciones y cambios especificos en el cultivo debido a su
ciclo de vida complejo. La astaxantina obtenida por esta microalga puede resultar de
menor calidad debido al alto porcentaje de esterificacién (70% monoésteres y 25 %
diésteres) en contraste con la producida por X. dendrorhous (97 % libre, no
esterificada) (Rodriguez, et al., 2010; Lim et al.,, 2017). Ademas de esto, X.
dendrorhous no requiere de luz para su crecimiento y puede utilizar varias fuentes de

carbono para la produccion de astaxantina (Cérdova et al., 2018).

Tabla 1. Microorganismos productores de astaxantina

Fuente (%) Astaxantina en
peso seco de
biomasa
Microalgas
Chlorococcum sp. 0.2
Botryococcus braunii 0.01
Chlorella zofingiensis 0.1
Haematococcus pluvialis 3.8
Scenedesmus obliquus 0.3
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Fuente (%) Astaxantina en
peso seco de

biomasa

Bacterias

Agrobacterium 0.01
aurantiacum

Paracoccus 2.2
carotinifaciens
Levadura

Xanthophyllomyces 0.5
dendrorhous

Adaptado de: Lim et al., (2017)

1.2 Xanthophyllomyces dendrorhous

Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia rhodozyma en estado sexual) es una
levadura basidiomiceta (Sharma et al., 2015), aislada de exudados de plantas en
Japon y Alaska (Garcia et al., 2018), y ampliamente conocida como una excelente
productora de astaxantina (Pan et al., 2017) (Figura 3). Esta cualidad se debe a que
X. dendrorhous es particularmente susceptible a algunas especies reactivas de
oxigeno (ROS) (superoxidos, radicales libres y peroxidos), por sus bajos niveles de
actividad catalasa. Asi mismo, aunque X. dendrorhous posee Mn-superéxido
dismutasa no posee otros superédxidos dismutasas (SOD) que estan presentes en
muchas levaduras (Marcoleta et al., 2011). Estas SOD, son responsables de catalizar
la dismutacion de superoxido en oxigeno y peréxido de hidrogeno (Schroeder &
Johnson, 1993) y posteriormente la enzima catalasa descompone el perdoxido de
hidrogeno en agua y oxigeno. Los bajos niveles de actividad de estas enzimas, no
permiten X. dendrorhous tenga una respuesta eficiente sobre las ROS. De este modo,
la acumulacion de ROS induce la produccion de astaxantina como método de defensa

celular. Asi mismo, se ha descrito a X. dendrorhous como una levadura facultativa que
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puede producir etanol por fermentacién de azucares a diferencia de otras levaduras

carotenogénicas como Rhodotorula y Cryptococcus (Chéavez et al., 2010).

La clasificacion de X. dendrorhous fue bastante compleja en un inicio, debido a que la
diferencia con Phaffia rhodozyma consistia en el desarrollo de un estado sexual, sin
embargo, para lograr este estado es necesario condiciones de cultivo y temperaturas
especificas, tales como el uso de medio minimo con glucosa, deplecién de fuente de
nitrégeno, presencia de polioles o polialcoholes, temperaturas de 9 °C y tiempos de
incubacion superiores a 20 dias (Garcia, 2012). Si bien aun existe discrepancia con
respecto a si son dos especies diferentes, en condiciones normales de cultivo es
comun encontrar a X. dendrorhous en estado asexual con células elipsoidales
individuales, en pareja o formando cadenas. Asi mismo, se observa frecuentemente
division por gemacion e incluso se pueden observar células con multiples yemas en
condiciones de estrés hidrico o deplecion de nitrogeno. Con respecto a la estructura
celular de X. dendrorhous, ésta cuenta con una pared celular compuesta
principalmente por B(12>3) y B(1->6) glucano y también a(1->3) glucano y pequeiias
cantidades o ausencia de quitina, ademas las células pueden estar rodeadas por una

capsula de polisacéaridos acidos con D-xilosa (Garcia, 2012).
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Figura 3. a). Observacion macroscopica y b) microscopica de Xanthophyllomyces
dendrorhous en medio YM. Fuente: Autor
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A pesar del gran potencial de X. dendrorhous en la produccion de astaxantina, la cepa
silvestre tiene rendimientos muy bajos para ser una fuente competitiva comercialmente
(Cordova et al., 2018). Por tal motivo, se han establecido estrategias de modificacion
genética con el fin de potenciar la produccion de astaxantina. Se ha estudiado la
modificacion genética de rutas metabdlicas en X. dendrorhous (Cérdova et al., 2017;
Pollmann et al., 2017a) y el uso de agentes mutagenos como la luz ultravioleta (Kothari
et al., 2019), nitrosoguanidina (NTG) (Barbachano et al., 2014) y metanosulfonato de
etilo (EMS) (Hasan et al., 2016), los cuales son los méas usados para obtener mutantes
hiper productoras de astaxantina mediante mutagénesis aleatoria. En general, el
aumento de la produccién de astaxantina en las mutantes puede ser causado por un
alza global en la regulacion de la via de sintesis de astaxantina o por sobreexpresion
de enzimas limitantes en la ruta especifica (Gassel et al., 2012). No obstante, uno de
los inconvenientes de estas técnicas es la generacion de mutaciones secundarias que
puede afectar la fisiologia, viabilidad, metabolismo celular, y crecimiento de la
levadura, ademas de reportarse inestabilidad genética (Barredo et al., 2017). Este
ultimo aspecto ha sido motivo de debate cientifico en X. dendrorhous, ya que su nivel
de ploidia aun no es totalmente definido. Estudios reportan un contenido de ADN
ligeramente superior de X. dendrorhous en comparacién a una cepa diploide de
Saccharomyces cerevisiae lo cual sugiere que X. dendrorhous podria ser poliploide o
que la complejidad de ADN por cada célula es superior a la de Saccharomyces (Garcia,
2012). Asi mismo, en la reproduccion sexual de X. dendrorhous, las células vegetativas
son diploides y pueden formar zigotos tetraploides por conjugacién los cuales al
ingresar en division meidtica regresan a su estado de diploidia. Por otro lado, otros
autores reportan la obtencion con éxito de varias mutantes que aumentan la
produccion de carotenoides mediante tratamientos de mutagénesis aleatoria lo cual
puede teorizar también un estado haploide, ya que si existiera una condicién de
poliploidia las probabilidades de obtener una mutacion puntual y estable en el mismo
sitio de dos cromosomas homologos es muy baja (Garcia, 2012). Si bien, aun no esta
claro este nivel de ploidia, es importante en estrategias de seleccion y obtencion de
mutantes estables genéticamente que aumenten la produccion de carotenoides

(Garcia, 2012). Asi mismo, se reporta un elevado polimorfismo en la longitud y nimero
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de cromosomas en las diversas cepas de X. dendrorhous, variando de 8 a 13
cromosomas y de 15.4y 23.2 Mb el tamafio del genoma. No obstante, este fenomeno

ha sido reportado en otros géneros de levaduras (Garcia 2012).

En X. dendrorhous, la sintesis de astaxantina empieza con la ruta del mevalonato
(Figura 4). Esta ruta inicia con la condensacion de tres moléculas de acetil-CoA para
producir el primer precursor de la ruta de biosintesis de terpenoides, el acido
mevalonico (MVA). Este ultimo mediante dos fosforilaciones y una descarboxilacion se
convierte en isopentenil pirofosfato (IPP Cs). El IPP es convertido en su isémero
dimetilalil pirofosfato (DMAPP), al cual posteriormente se le afiaden tres moléculas de
IPP para formar geranil geranil pirofosfato (GGPP C20). Seguido de esto, la
condensacion de dos moléculas de GGPP produce fitoeno (el primer caroteno Cao de
la ruta que carece de color), el cual es subsecuentemente desaturado para producir
licopeno (carotenoide de color rojo). El licopeno es convertido a B-caroteno por la
enzima licopeno ciclasa. Finalmente, el B-caroteno es oxidado por la incorporacion de
un grupo hidroxil en la posicién 3 y un grupo ceto en la posicién 4 de ambos anillos B-
ionona de su molécula para dar origen a la astaxantina (Chavez et al., 2010; Cérdova
et al., 2018). A diferencia de otros organismos que producen astaxantina, en X.
dendrorhous una sola enzima cataliza estos ultimos pasos oxidantes desde (3-caroteno
a astaxantina llamada astaxantina sintasa (CrtS, codificada por el gen crtS), el cual es
un citocromo P450 monooxigenasa. La astaxantina sintasa requiere de un citocromo
P450 reductasa que actia como una pareja redox, codificada por el gen crtR en X.
dendrorhous la cual proporciona los electrones necesarios para la catalisis enzimatica.
En esta levadura, la astaxantina representa entre el 83-87% del total de carotenoides
(Cordova et al., 2018). Es importante destacar, que parte del éxito en la produccion de
astaxantina radica en dirigir el flujo de carbono hacia la carotenogénesis, ya que
precursores de esta ruta pueden ser usados en la sintesis de otros compuestos como

el ergosterol o carotenoides mocociclicos.
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Figura 4. Produccién de carotenoides en Xanthophyllomyces dendrorhous. Fuente:
Cordova et al., (2018).

La regulacion positiva de carotenoides en X. dendrorhous ha sido asociada con la
presencia de especies reactivas de oxigeno, ausencia de luz e incluso el tipo de fuente
de carbono la cual tendr& un efecto tanto en la cantidad de carotenoides totales como
en su composicion (Cérdova et al., 2018). Asi mismo, esta levadura es capaz de
realizar dos tipos de metabolismo, el fermentativo y el aerobio, e incluso hacer
fermentacion aerobia debido al efecto Crabtree. Se ha demostrado que el uso de

sustratos no fermentables como el etanol y el succinato aumentan la produccion de

10



carotenoides de forma proporcional a la produccion de biomasa, no obstante, cuando
se utiliza glucosa (azucar fermentable) como Unica fuente de carbono, la produccién
de carotenoides solo inicia una vez se ha agotado por completo este azucar. Por tal
motivo es importante estudiar el efecto de las fuentes de carbono en la produccion de

astaxantina por X. dendrorhous (Cordova et al., 2018).

Se ha reportado la capacidad de X. dendrorhous para crecer en diversos residuos
agricolas como medio de cultivo debido a su habilidad de metabolizar diversas fuentes
de carbono destacando glucosa, sacarosa, maltosa, almidon, succinato, glicerol,
celobiosa y xilosa (Gervasi et al., 2017). No obstante, esta Ultima pentosa genera un
crecimiento débil de la levadura, el cual se ha buscado optimizar, no solo en X.
dendrorhous sino en otras levaduras de interés industrial. Asi mismo, estudios reportan
gue esta pentosa puede inducir la produccion de astaxantina en X. dendrorhous
(Golubev, 1995; Vazquez, 2001; Rodriguez et al.,, 2010). La xilosa es uno de los
componentes mayoritarios de los sacarificados de los residuos lignocelulésicos, los
cuales han sido usados como fuente de carbono para la produccién de metabolitos
debido a su disponibilidad, cantidad y necesidad de aprovechamiento (Reider et al.,
2016; Stoklosa et al., 2018). Si bien no ha sido estudiado de forma clara el metabolismo
de la xilosa en X. dendrorhous, se ha reportado la acumulacién de xilitol en esta
levadura (Parajo, et al., 1997; Vazquez, 2001), lo cual indica que la ruta de asimilacion
de esta pentosa es por oxido reduccion. La ruta oxido reductiva de la xilosa es comun
en levaduras y algunos hongos filamentosos y consiste basicamente en dos
reacciones enzimaticas. En primera instancia la xilosa es reducida a D-xilitol por la
xilosa reductasa (XR) usando NADH o NADPH como cofactor, posteriormente el D-
xilitol es oxidado a D-xilulosa por la xilitol deshidrogenasa (XDH) dependiente de NAD*.
Posteriormente la xilulosa es fosforilada a D-xilulosa-5-fosfato por la xiluloquinasa (XK).
Este Ultimo compuesto es un metabolito intermediario en la ruta no oxidativa de la ruta
de las pentosas fosfato, y en levaduras puede ser metabolizado a varios azucares
fosforilados como fructosa 6-fosfato y gliceraldehido 3-fosfato, los cuales entran en la
ruta de la glucdlisis. No obstante, la diferencia en la preferencia de cofactores en las

dos primeras reacciones puede generar acumulaciéon de xilitol por desbalance redox
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(Jagtap & Rao, 2018). La acumulacion de este compuesto ha sido reportada en otras
levaduras de los géneros Candida, Clavispora, Hansenula, Issatchenkia,
Kluyveromyces, y Pichia durante el crecimiento aerobio en medios compuestos por
xilosa (Jagtap & Rao, 2018). El uso de pentosas para la produccién de metabolitos
como etanol y carotenoides ha sido uno de los principales obstaculos en el
aprovechamiento de residuos agricolas como sustrato, por tal motivo el estudio del
metabolismo y la busqueda de un mejoramiento en la asimilaciéon de la xilosa en
microorganismos con interés industrial ha sido motivo de estudio hasta la actualidad
(Jagtap & Rao, 2018).

Generalmente las materias primas usadas como sustrato en la produccion de
metabolitos microbianos representan entre el 30 y 70 % de los costos del proceso
productivo (Villegas et al., 2019). Por tal motivo, con el fin de contribuir al desarrollo
sostenible en la industria de la astaxantina, se ha planteado el uso de residuos
lignocelulésicos como fuente de carbono cuya composicion es en gran parte celulosa
y hemicelulosa (Jeffries, 1983). Particularmente con X. dendrorhous se ha investigado
el uso de residuos de yuca, maiz, coco, mejillon, arroz, y sorgo dulce, obteniéndose
resultados positivos en los rendimientos de produccion (Stoklosa, et al., 2019, Villegas,
et al., 2019).

1.3 Biomasa lignocelulésica

La biomasa lignocelulésica es la materia organica mas abundante del planeta,
producto del proceso de fotosintesis de las plantas. Los residuos aprovechables de
biomasa lignoceluldsica pueden obtenerse de bosques, cultivos agricolas, residuos de
cosechas y residuos industriales cuya materia prima es biomasa vegetal, como la
industria del papel, cafia, madera entre otros (Abril & Navarro, 2012). La composicion
de la biomasa lignocelulésica radica principalmente en fracciones de celulosa,
hemicelulosa y lignina (Figura 5), de las cuales, mediante un tratamiento, las dos
primeras permiten liberar azicares que son usados en la produccion de productos

bioldgicos. Estos productos componen el pilar del concepto de biorrefineria, donde se
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busca un procesamiento sostenible de la biomasa lignocelulésica en la obtencion de
diversos productos de base bioldgica (Kim et al., 2016). Los biocombustibles han sido
la principal directriz del aprovechamiento de estos recursos, sin embargo, la busqueda
de nuevas aplicaciones para la obtencién de productos de valor agregado ha

aumentado (Villegas et al., 2019).
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Figura 5. Estructura de la biomasa lignocelulésica. Fuente: Rubin, (2008)

La celulosa representa entre el 40 y el 50% de la composicidon de la biomasa vegetal,
al ser el mayor componente estructural de la pared celular de las plantas. La celulosa
es un homopolisacarido altamente estable, compuesto de cadenas lineales
(microfibrillas) que esta constituido por moléculas de D-glucosa, unidas mediante
enlaces glucosidicos 3-1,4 dando origen a moléculas de celobiosa. Estas microfibrillas
estan unidas mediante puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals. En el caso
de las moléculas de celobiosa, estas pueden permanecer unidas por enlaces de
hidrogeno intramoleculares e intermoleculares, lo cual le confiere alta rigidez,

resistencia a la celulosa formando una estructura cristalina insoluble en agua muy




dificil de hidrolizar, sin embargo, existe un porcentaje entre 5-10% de fibrillas no
organizadas que constituyen regiones amorfas, las cuales presentan mayor

susceptibilidad a hidrdlisis enzimética (Anwar et al., 2014; Castro, 2018; Rios, 2017).

La hemicelulosa es el segundo heteropolisacarido mas abundante comprendiendo
entre el 25y 35 % de la biomasa lignoceluldsica y posee un peso molecular mas bajo
gue la celulosa. Esta constituido principalmente por pentosas (D-xilosa y L-arabinosa)
y hexosas (D-manosa, D-galactosa, D-glucosa) que forman cadenas ramificadas y
acidos urdnicos como 4-O-metilglucurénico, D-galacturdnico y D-glucurénico. La
ramificacion de la cadena lateral de estos compuestos consiste en polimeros
hidrolizables. Los azlcares que componen la hemicelulosa estan unidos por enlaces
B-1,4 y ocasionalmente (-1,3. Residuos de xilosa unidos por los enlaces (B-1,4
conforman un polisacarido complejo llamado xilano el cual es el mayor componente de
la hemicelulosa. La hemicelulosa se une fuertemente por atracciones no covalentes a

las microfibrillas de la celulosa (Brodeur, et al., 2011; Aguillén, 2018; Ramirez, 2016).

La lignina es la fraccibn mas compleja representando solo entre un 10 — 25 % de la
biomasa lignocelulésica. Es un polimero aromatico compuesto de acidos y alcoholes
fenilpropilicos (cumarilico, coniferilico y sinapilico) que tienen como base el fenol y
estan unidos por enlaces éter y carbono-carbono. Asi mismo, actia como pegamento
al rellenar con sus polimeros el espacio entre y alrededor de la celulosa y hemicelulosa.
Este complejo es insoluble en agua y se caracteriza por tener una estructura amorfa
tridimensional altamente resistente a la degradacién quimica y bioldgica. La lignina
hace parte de las paredes secundarias de las plantas y juega un papel importante en
la conduccion de agua en plantas vasculares y en proporcionar un soporte estructural,
impermeabilidad, rigidez y proteccion a la celulosa y hemicelulosa (Anwar, 2014;
Castro, 2018; Gonzélez, 2016; Sindhu, et al., 2016; Rios, 2017).




1.4 Bagazo de cafa

El bagazo de cafa es el residuo obtenido del procesamiento de la cafia de azucar,
presenta una composicion aproximada de 50% de celulosa, 25% de hemicelulosa y
25% de lignina. Mediante sacarificacién de estos residuos se puede obtener D-glucosa
y D-xilosa entre otros azucares que pueden ser utilizados como fuente de carbono por
X. dendrorhous (Palma, 2016).

México cuenta con 51 ingenios azucareros y supera una produccion de 55 millones de
toneladas de cafa en el 2018 (Servicio de informacion agroalimentaria y pesquera,
2018). Se estima que, por cada 100 toneladas de cafa procesada, se obtiene de 25 a
30 toneladas de bagazo de cafia (Conadesuca, 2016). Si bien se ha usado este residuo
en la generacién de energia en las plantas de produccion, y biocombustibles es
indispensable aprovechar la totalidad de estos residuos ricos en azlcares y evaluar la

produccién de compuestos de valor agregado como los carotenoides.

1.5 Pretratamiento de residuos lignocelulésicos

La obtencion de productos bioldgicos a partir del proceso de biorrefineria de biomasa
lignocelulésica requiere de diversos pasos. Primero se debe disminuir el tamafio de
particula de los residuos (molido mecanico), posteriormente un pretratamiento que
permita disminuir la fraccion de lignina y hacer mas accesible la celulosa y
hemicelulosa a la hidrolisis enzimatica (Figura 6). Seguido a esto, una sacarificacion
enzimatica que comprende la accion de un grupo de enzimas hidroliticas que actian
sobre la celulosa y hemicelulosa principalmente para la liberacibn de pentosas y
hexosas. Finalmente, una conversién microbiana de estos azlcares en compuestos
de interés biotecnoldgicos como biocombustibles y carotenoides (Kim et al., 2016). El
proceso de pretratamiento es clave, ya que los rendimientos de la sacarificacion y

posterior fermentacion dependen de la eficiencia de este proceso.

El pretratamiento alcalino es el mas utilizado, debido a que usa productos quimicos no
corrosivos como el hidroxido de sodio, carbonato de sodio o el amonio, requiere
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condiciones mas suaves que el pretratamiento acido y no produce compuestos como
furfural e hidroximetilfurfural los cuales actian como inhibidores durante a
fermentacion de hidrolizados (LOpez, et al., 2013; Kim, et al., 2016). Asi mismo, los
productos alcalinos interacttan directamente con la lignina siendo mas eficientes en el
proceso de deslignificacion y retencion de carbohidratos, generando un hinchamiento
de la biomasa lo que conduce a un aumento del area superficial interna, disminucion
de la cristalinidad y rotura de la ligninia. El hidréxido de sodio ataca efectivamente el
enlace entre la lignina y la hemicelulosa en los complejos de lignina-carbohidrato
(LCC); eliminando los enlaces éter y éster. Asi mismo, escinde el éster y enlaces
carbono-carbono (C — C) en moléculas de lignina (acido ferulico) (Lopez, et al., 2013;
Kim, et al., 2016).
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Figura 6. Esquema de biomasa lignoceluldsica antes y después del pretratamiento

Fuente: Cortés, (2013)

En la tabla 2 se puede observar la comparacion de la composicion de bagazo de cafia
antes y después del pretratamiento alcalino con hidréxido de sodio al 2%. Este método
permite disminuir la fraccion de lignina en un 34 %, y aumentar la faccién de celulosa

en un 28 %. Esta ultima fraccion representa la composicion mayoritaria del bagazo de




cafa y es indispensable para la obtencion de azucares fermentables. La fraccion de

hemicelulosa disminuy6 levemente a 12.52 % (Castro, 2018).

Tabla 2. Composicion del bagazo de cafia crudo y tratado con NaOH 2%.

Tratamiento Lignina  Celulosa Hemicelulosa Humedad Cenizas Total
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Crudo 23.27+0.39 47.4+x1.54 17.98+1.27 2.58+0.43 2.75+0.26 94+3.89
NaOH 2%  15.37+0.66 65.83+3.64 12.52+1.52 2.37+0.27 1.85+0.19 98.17+3.4

Fuente: Castro, (2018)

1.6 Sacarificacion de biomasa lignoceluldsica

La sacarificacién enzimética ha sido la opcion mas prometedora en la obtencion de
azucares a partir de residuos lignocelulésicos. Es altamente especifica, presenta baja
toxicidad, baja corrosion y no forma subproductos que inhiban el crecimiento del
microorganismo en la fermentacién como ocurre en la hidrélisis alcalina y basica. En
este proceso actian celulasas y hemicelulasas. El primer grupo estd compuesto por
tres actividades: endoglucanasas, exoglucanasas, y B-glucosidasas. La sacarificacion
es iniciada por las endoglucanasas gque escinden aleatoreamente los enlaces internos
en las regiones amorfas de la fibra de celulosa y crean nuevos extremos reductores y
no reductores que son susceptibles a la accion de las exoglucanasas. Estas enzimas
catalizan la hidrolisis sucesiva de los residuos de la celulosa (extremos reductores o
no reductores), liberando celobiosa como producto principal, la cual es posteriormente
hidrolizada por las B-glucosidasas (Figura 7) (Akhtar et al., 2016; Castro, 2018).




oooc ,OO\/

b Regiodn cristalina

Region amorfa
‘ Exoglucanasa

z Endoglucanasa

' B glucosidasa

Figura 7. Representacion esquematica de la accidbn de endoglucanasas,
exoglucanasas y B glucosidasas Fuente: Akhtar et al., (2016)

Region cristalina
©© Celobiosa

@ Glucosa

Las xilanasas son enzimas hidroliticas que actian sobre la hemicelulosa para producir
xilosa y/o arabinosa. Este grupo de enzimas trabajan sinérgicamente, y se clasifican
en dos grandes grupos: las endo-1,4-B-xilanasas, (EC 3.2.1.8), y las exoxilanasas. Las
primeras rompen al azar enlaces glicosidicos de la cadena principal de xilano y las
segundas s6lo se adhieren al azucar reductor al final de la cadena (Vazquez, 2013).
Las xilanasas pueden ser producidas por diversos organismos, destacando la bacteria
gran positiva Cellulomonas flavigena, productora de un complejo enzimatico
compuesto por xilanasas y celulasas, el cual es inducido con el uso de residuos
agricolas como sustrato siendo el mejor inductor el bagazo de cafia. (Ponce & Pérez,
2002).




1.7 B-glucosidasa

Las B-glucosidasas o celobiasas (B-D-glucosido glucohidrolasa, EC 3.2.1.21) hidrolizan
el producto de las exocelulasas (exoglucanasas) a monémeros de glucosa actuando
sobre los enlaces glucosidicos 3 (1-4) de oligosacéridos (Casablanca et al., 2011).
Este proceso, completa la degradacion de la celulosa y evita la acumulacion de
inhibidores de las endoglucanasas y exoglucanasas. Asi mismo, las B-glucosidasas

pueden inhibirse por su producto de hidrélisis (Gil, 2015).

Las B-glucosidasas han sido reportadas en los tres reinos: bacteria, archaea y
eucariota desempefnando diversas funciones. En el caso de hongos y levaduras son
mayoritariamente usadas en la transformacion de biomasa lignocelulésica mediante
hidrolisis de oligosacaridos de cadena corta, actuando como paso final en la sinergia
entre endoglucanasas y exoglucanasas (Bhatia et al.,, 2002). Las principales
aplicaciones de las B-glucosidasas comprenden la biodegradacion de desechos
agricolas, También son usadas en la industria de zumos, frutas y derivados
participando en la hidrélisis de compuestos glicosilados, y de manera muy importante
en la industria vinicola en la hidrdlisis de terpenoles glicosilados permitiendo asi

potenciar el aroma (Huerta et al., 2005; Casablanca et al., 2011).

Se estima que las B-glucosidasas bacterianas y de levadura son principalmente
intracelulares. Por su parte, los hongos filamentosos generalmente secretan sus
enzimas extracelularmente, aunque existen excepciones como el caso de Trichoderma
reesei el cual se ha reportado que presenta actividad B-glucosidasa asociada a
membrana en cultivos sumergidos y extracelular en fermentaciones sdlidas. Lo anterior
permite teorizar que, de acuerdo con el medio de cultivo y la presencia de sustratos de
celulosa natural, la B-glucosidasa asociada a membrana puede desprenderse y
liberarse al medio extracelular en este organismo (Krisch et al., 2010). Asi mismo, las
B-glucosidasas intracelulares son generalmente sintetizadas después de proporcionar
una fuente de carbono al medio de cultivo, es decir, son inducibles mientras que las B-
glucosidasas unidas a membrana son mas comunes en levaduras y suele ser

constitutivas o inducibles (Ochoa, 2018).




1.7.1 Clasificacion de las B-glucosidasas

Las B-glucosidasas se clasifican con base a la especificidad de sustrato y la identidad
de su secuencia de aminoacidos. Basado en la especificidad de sustrato, las B-
glucosidasas estan agrupadas en 3 clases: Clase 1: tienen una fuerte afinidad por los
aril-B-D-glucésidos y son llamadas Aril B-glucosidasas. Clase 2: sélo hidrolizan
celobiosa (Celobiasas verdaderas). Y Clase 3: Glucosidasas de amplia especificidad,
son las mas comunes y pueden actuar en muchos tipos de sustratos realizando
escision de varios enlaces glucosidicos  1,4; B 1,6; B 1,2; a 1,3; a 1,4; y a 1,6
(Nakkharat & Haltrich, 2006; Krisch et al., 2010, Ochoa, 2018).

La clasificacibn basada en la identidad de secuencia de nucleétidos refleja
caracteristicas estructurales similares, hidrofobicidad y mecanismos de reaccion. Las
B-glucosidasas se encuentran principalmente en la familia 1 y 3 de las 88 familias de
glicosil hidrolasas. Este sistema de clasificacion a menudo agrupa enzimas con
especificidad de sustrato diferentes en una misma familia. Un ejemplo de ello es la
familia 1, en la cual se puede encontrar 3-glucosidasas de arqueobacterias, plantas y
mamiferos y usualmente exhiben también actividad de -galactosidasa. La familia 3
incluye B-glucosidasas de bacterias, hongos y plantas (Nakkharat & Haltrich, 2006;
Krisch et al., 2010).




2. JUSTIFICACION

Las grandes cantidades de residuos lignocelulésicos como el bagazo de cafa,
generados en la industria agricola en México, y la necesidad de fuentes naturales para
la obtencion de astaxantina, han despertado el interés cientifico en la busqueda de
una adecuada solucién. Debido a esto, la biotecnologia ha permitido la implementacion
de microorganismos tal como la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous que
aprovecha la composicion de residuos lignocelulésicos como sustrato para el
crecimiento y la obtencion de productos con gran valor industrial como la astaxantina.
Sin embargo, es importante evaluar el efecto de cada uno de los azlucares que
componen este sustrato en la obtencion del carotenoide, con el fin de mejorar la
asimilacion del carbohidrato que represente una de las mayores proporciones en el
SBC e induzca la produccién de astaxantina. Como ejemplo de ello, la xilosa uno de
los componentes mayoritarios de estos residuos, no es facilmente asimilada como

sustrato por esta levadura.

En este contexto, debido al potencial de X. dendrorhous, se desea obtener una
mutante con mejor asimilacion de xilosa que permita potenciar el aprovechamiento
integral de los sacarificados de bagazo de cafia como fuente de carbono para la
produccién de astaxantina. Esto podria incrementar los rendimientos de produccion,

dirigiendo el proceso hacia un desarrollo sostenible en la industria de los pigmentos.




3. HIPOTESIS

La mutante obtenida de Xanthophyllomyces dendrorhous R4 tendra mejor capacidad
de asimilar la xilosa de los sacarificados de bagazo de cafia que su cepa parental para

la produccién de astaxantina.




4. OBJETIVOS

4.1 General

Mejorar la produccion de astaxantina por Xanthophyllomyces dendrorhous a partir de
sacarificados de bagazo de cafa.

4.2 Especificos

Evaluar el crecimiento y produccion de astaxantina de Xanthophyllomyces
dendrorhous R4 en sustratos puros que hagan parte de la composicion de SBC.

Obtener una mutante de X. dendrorhous R4 con mejor asimilacion de xilosa como
fuente de carbono para la produccion de astaxantina.

Evaluar la produccién de astaxantina a partir de SBC por la mutante de X. dendrorhous
seleccionada.




5. MATERIALES Y METODOS

La estrategia experimental del proyecto se dividio en tres etapas tal como se presenta

en la figura 8.

2 Etapa 3 Etapa

Cinéticas Mutagénesis

-Mutagénesis aleatoria

-Pretratamiento de con  N-metil-N"-nitro-
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produccion de
astaxantina por la
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utiizando SBC sustrato.

-Caracterizacion del
perfil de azicares en el
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Figura 8. Estrategia experimental del proyecto




5.1 Etapa 1: Estandarizacion del proceso de sacarificacion de bagazo de

cafa

5.1.1 Pretratamiento del bagazo de cafa

Al bagazo de cafia (BC) se le realiz6 un pretratamiento alcalino con hidroxido de sodio
(NaOH) al 2 %, a una relacion de 100 g de BC seco y molido por cada litro de solucién
de NaOH. El tratamiento se llevo a cabo en un recipiente de peltre dentro del autoclave
por 15 min, 121 °C y 15 psi. El bagazo pretratado se lavé con agua potable hasta
alcanzar un pH cercano al neutro, se sec6 a temperatura ambiente y se molid

mecanicamente para disminuir el tamafio de particula y favorecer su sacarificacion.

5.1.2 Determinacion del efecto de la temperaturay unidades de enzima
en el proceso de sacarificacién de BC

Con el objetivo de determinar las condiciones éptimas de sacarificacion del bagazo de
cafa pretratado, se llevo a cabo un disefio central compuesto no factorial analizado
por superficie de respuesta empleando el software STATISTICA 7 (Tabla 3). Se
empled Celluclast® (Novozymes) con una actividad de 700 EGU/g correspondiente a
unidades de endoglucanasa por gramo de enzima, definida por Novozymes como la
cantidad de enzima, que en condiciones estandar (40 °C, pH 4.8, 20 min) degrada la
carboximetilcelulosa (CMC) a glucosa con un poder reductor de 1 pmol/min. Se
evaluaron tres concentraciones de la enzima comercial 50, 100, y 150 EGUI/g
(Unidades de endoglucanasa por gramo de sustrato) y tres temperaturas de reaccion:
50, 55y 60 °C. Los valores de temperatura evaluados corresponden al intervalo éptimo
de actividad de la enzima. La concentracion de bagazo de cafa pretratado se mantuvo
fija en 2%, en un volumen final de 30 mL de regulador citratos 25 mM pH 4.8 y 150
rpm. El tiempo de reaccion fue de 12 h. Al finalizar el proceso, se tom6 una muestra
gue fue centrifugada y filtrada para su posterior andlisis de azlucares mediante HPLC.
La variable de respuesta fue la suma de hexosas y pentosas que pueden ser

asimiladas por la levadura.




Tabla 3. Disefio central compuesto no factorial para el proceso de sacarificacion

Experimento Cdédigo EGU/g T (°C)

1 E1-50:50 50 50
2 E2-50:60 50 60
3 E3-150:50 150 50
4 E4-150:60 150 60

5 (c) E5-100:55 100 55
6 E6-29:55 29.28 55
7 E7-170:55 170.71 55
8 E8-100-47 100 47.9
9 E9-100:62 100 62

10 (c) E10-100:55 100 55

*Los puntos centrales son representados por (c)

5.1.3 Optimizacién del proceso de sacarificacion de bagazo de cafia

Seleccionadas las condiciones 6ptimas de temperatura y unidades de enzima para la
sacarificacion, se evaluaron concentraciones mas altas de unidades de enzima (200,
400, 600, 800, 1000, 2000 y 3000, EGU), con el fin de determinar si existia un aumento
en la concentracion de azucares, manteniendo fija la temperatura en el valor 6ptimo
obtenido por la superficie de respuesta. Las condiciones de sustrato, pH y tiempo se

mantuvieron constantes en los valores sefalados anteriormente.

Una vez obtenida la temperatura y unidades de enzima que produjeron la mayor
concentracion de azUcares, se procedid a estandarizar el tiempo de reaccion
evaluando la produccion de azucares en el proceso de sacarificacion a los tiempos 6,
9,12, 18, 24 y 30 h. Para la influencia del pH en el proceso, se evaluaron los valores
de 4, 4.4, 4.8, 5.2, 5.5, 6 con regulador citratos 25 mM y 6.5 con regulador citratos-
fosfatos 25 mM. Al finalizar el proceso, se tomo6 una muestra para su posterior analisis
de concentracion de azlcares mediante HPLC.




5.2 Etapa 2: Cinéticas de X. dendrorhous R4 en sustratos puros, mezcla
de sustratos y SBC.

5.2.1 Microorganismo

Xantophyllomyces dendrorhous R4 (Barbachano et al., 2014) se usé en el presente
trabajo. EI mantenimiento de la cepa se hizo mediante siembras mensuales por
duplicado en medio sélido YM (3 g/L de extracto de levadura, 3 g/L de extracto de
malta, 5 g/L de bactopeptona, 10 g/L de glucosa y 1.8 % de agar bacteriologico). Las
placas se incubaron por siete dias a 20 £+ 2 °C y posteriormente se almacenaron en el
refrigerador a 4 °C, hasta su utilizacién o resiembra.

5.2.2 Condiciones de cultivo

Xantophyllomyces dendrorhous R4 se hizo crecer en medio YP con la siguiente
composicién en (g/L): bactopectona 20; extracto de levadura 10; glucosa (D), celobiosa
(C) o xilosa (X) 10, como fuente de carbono. Cuando se usé la mezcla de los tres
sustratos fue en relacion 1:1:1 (15 g/L), en sacarificados de bagazo de cafia la

concentracion de azlcares reductores totales fue de 6.6 g/L.

Los cultivos se realizaron en biorreactores con un volumen de operacién de 400 mL.
El 10 % (v/v) correspondioé al indculo previamente cultivado en medio YPD por 48 hy
posteriormente lavado para retirar el sustrato residual. Los cultivos tuvieron una
duracion de 96 h cuando se usoO azucares puros como sustrato y 108 h para cultivos
con mezcla de sustratos y SBC. Las condiciones de crecimiento fueron 20 °C, 0.5 vvm,
y 500 rpm con un incremento a 600 rpm después de las 36 h. Se tomaron muestras
cada 12 h para el seguimiento de biomasa, sustrato y producto. Las muestras fueron

almacenadas a 4 °C hasta su analisis.

Las cinéticas que emplearon SBC como sustrato se suplementaron con medio minimo

Breus con la composicion en (g/L): extracto de levadura 0.5, sulfato de amonio 1,




sulfato de magnesio 0.05 y se cultivaron bajo las condiciones anteriormente

mencionadas.

5.2.3 Determinacion de crecimiento

La cuantificacion del crecimiento en cultivos de X. dendrorhous se determino de forma
indirecta por medicién de densidad éptica. Se tomd 1 mL de muestra y se centrifugd 5
min a 5000 rpm. El botdn celular se lavo dos veces con agua destilada, se re suspendié
en el volumen original. Se hicieron diluciones 1:10 en tubos de ensayo. Posteriormente

cada dilucién se ley6 a una absorbancia de 660 nm.

5.2.4 Cuantificacion de azlicares mediante HPLC

La identificacion de azlcares se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC). El sobrenadante obtenido de la centrifugacion de las muestras en
la determinacién de biomasa se filtr6 a través de una membrana acrodisco (¢ 1.3 cm,
tamano de poro 0.45 ym, PALL). Los analisis se realizaron inyectando 20 yL de
sobrenadante filtrado. Se utiliz6 una columna Hi-plex H+ (300 mm x 7.7 mm) (Agilent)
a 65 °C. El método empleado fue isocratico con un detector de indice de refraccion
(IR) a 50 °C y como fase movil se utiliz6 una solucion de acido sulfarico (H2SOa4) a 5

mM con un flujo de 0.6 mL/min.

5.2.5 Cuantificacion de carotenoides totales

Los carotenoides totales se determinaron tomando 3 mL de muestra, posteriormente
se centrifugd a 8000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se desechd el sobrenadante y el
boton celular se lavé con agua destilada dos veces. El paquete celular ya lavado se re
suspendio en el volumen original y se volvio a centrifugar desechando el sobrenadante.
Se agregaron 2 g de perlas de vidrio (¢ 500 pm) y se adicionaron 0.5 mL de

dimetilsulféxido (DMSO) precalentado a 55 °C. Se agit6é en el vortex durante 2 min y
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posteriormente se adicion6 1 mL de una solucion de NaCl al 20%, 1 mL de acetona y
1 mL de hexanos (mezcla de isobmeros) como solvente de extraccion. Las muestras se
agitaron en un vortex durante 2 min, posteriormente se centrifugaron 10 min a 5000
rpm, se recupero la fase organica y se midio la absorbancia a 474 nm (Sedmak, 1990)
usando una celda de cuarzo. Los calculos para determinar el contenido de
carotenoides totales por gramo de biomasa seca se realizaron empleando el
coeficiente de extincién de la astaxantina E1% = 2100 M cm™ y la ecuaciéon 1 (An et
al., 1989).

A474+mL de hexanox100
21*Biomasa seca (i)
mL

CT ug/g biomasa (Ec1)

5.2.6 Cuantificacion de astaxantina por HPLC

La cuantificacion de astaxantina se llevdo a cabo en HPLC (Agilent Technologies
modelo 1260 Infinity) inyectando 20 uL de una muestra previamente extraida (ver
cuantificacion de carotenoides totales 5.2.5). Se secaron 400 pL de la extracciéon de
carotenoides totales con nitrégeno gaseoso y se re suspendioé en 100 uL de metanol.
El método utilizado fue isocratico con un detector de arreglo de diodos (DAD) usando
una columna de fase reversa Allsphere ODS-1 5y (250 mm x 4.6 mm GRACE)
empleando una longitud de onda de 480 nm. La fase mavil utilizada fue
metanol:metilterbutiléter.agua (81:15:4) a una velocidad de flujo de 0.9 mL/min a
temperatura ambiente. Los resultados se determinaron con estandares previamente

analizados en HPLC a una longitud de onda de 480 nm.

5.2.7 Determinacion de actividad B-glucosidasa en X. dendrorhous R4

Se establecieron protocolos para obtener extractos de [-glucosidasa extracelular,

intracelular y asociada a la superficie celular.




Se tom6 1 mL de muestras procedentes de cultivos en medio YPC se centrifugaron a
10,000 rpm por 5 min 4 °C y se recupero el sobrenadante el cual se us6 como extracto

enziméatico extracelular.

La pastilla obtenida de la centrifugacion se lavo dos veces con 500 uL de regulador de
fosfatos de sodio 25 mM pH 7.2, posteriormente se resuspendié en 1 mL del mismo
regulador. Este extracto estuvo compuesto de células completas y fue usado para el

analisis de actividad enziméatica asociada a la superficie celular.

Para el extracto enzimatico intracelular, una vez aplicados los lavados al paquete
celular, se resuspendio la pastilla en 500 pyL de regulador de fosfato de sodio 25 mM
pH 7.2. Se adicion6 0.3 g de arena de vidrio y 150 uL de B-mercaptoetanol 0.1 M, se
llevé al vortex por 15 min y se recuperé el sobrenadante el cual fue usado para la

determinacion de actividad.

5.2.7.1  Determinacién de actividad B-glucosidasa

La actividad B-glucosidasa fue estimada espectrofotométricamente midiendo la
liberacion de p-nitrofenol (pNP) mediante la hidrélisis de p-nitrofenil-B-D-
glucopiranésido (pNPG) (Kim & Pack, 1989). Se mezclaron 100 uyL de extracto
enzimatico, mas 1 mL de pNPG 1mM disuelto en regulador citratos fosfatos 50 mM pH
5, seguido de incubacion a 60 °C durante 15 min y utilizando 1 mL de Na2COs 1 M
para detener la reaccion (modificado de Kim & Pack, 1989). Se ley6 la absorbancia a
405 nm y se calculd la concentracion de pNP liberado con ayuda de una curva
estandar. Una unidad de actividad de B-glucosidasa se define como la cantidad de
enzima requerida para liberar 1 ymol de pNP por minuto en las condiciones estandar

de ensayo.

5.2.7.2 Determinacién de proteina por Folin-Ciocalteu

Se tomaron 50 pyL de muestra a la cual se le adicion6 500 uL de NaOH 1N mas 500

ML de agua. Se llevo a bafio Maria por 5 min y posteriormente se enfrid en bafio de
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agua. A la mezcla se le adicion6 2.5 mL del reactivo C [1 mL de tartrato de Na y K
(2%), 1 mL de CuSO4+5H20 (1%), por cada 50 mL de Na2COs (5%)], se dejo reposar
10 min y después se adicionaron 500 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1N). Se agité
vigorosamente dejando reposar 30 min, finalmente se leyd en espectrofotémetro a 750
nm, se us6 agua como blanco de la reaccidn. Se estimé la proteina contra una curva

realizada con albumina de suero de bovino (Lowry et al., 1951).

5.2.7.3 Seguimiento de la actividad B-glucosidasa en cinéticas de
crecimiento de X. dendrorhous R4

Se evalud la actividad B-glucosidasa de la levadura en cinéticas de crecimiento en
medio minimo Breus con glucosa y celobiosa como sustratos puros al 1%, en matraces
de 250 mL con volumen de trabajo de 50 mL. Las condiciones de cultivo fueron 20 °C
y 200 rpm. Asi mismo, se evalud el comportamiento de la B-glucosidasa de X.
dendrorhous en un cultivo con medio rico YPC (Bactopectona 20 g/L, extracto de
levadura 10 g/L, celobiosa 10 g/L) en biorreactores con volumen de operacién de 400
mL a 20 °C, 600 rpm y 0.5 vvm con el fin de comparar la actividad enzimatica en medio
rico. Para todas las cinéticas se realizd seguimiento de sustrato residual, produccion
de biomasa y producto (astaxantina), proteina y actividad p-glucosidasa. Se tomaron

muestras cada 12 h.

5.3 Etapa 3: Mutagénesis

5.3.1 Mutagénesis aleatoria

Se preparo un cultivo de 24 h de X. dendrorhous R4 en medio YPD. El cultivo celular
en fase exponencial de crecimiento fue cosechado, estandarizado a 2.04 x 107 cel/mL
y tratado con 100 pg/mL de NTG. La suspension celular con el mutageno fue incubada
en oscuridad a 20 °C, 150 rpm por 15 min en tubos Eppendorf con volumen de trabajo
de 1 mL. Las células fueron lavadas una vez con tiosulfato de sodio al 2 % para

inactivar la NTG, seguido de dos lavados con agua destilada estéril. El botén celular
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fue re suspendido en medio minimo con xilosa al 1 % (MMX) y se realizaron las
diluciones 101, 102, y 103. Se plaquearon 100 pL de cada una de las diluciones en
MMX. Las mutantes fueron seleccionadas por examinacioén visual de colonias aisladas

con mayor crecimiento y coloracion después de 8 dias de incubacién a 20 °C.

5.3.2 Cinéticas de crecimiento de X. dendrorhous cepa nativa; XR4 y
doble mutante en glucosa; celobiosa; xilosay SBC.

Las cinéticas de crecimiento se realizaron en medio minimo Breus evaluando las
distintas fuentes de carbono (xilosa, glucosa, celobiosa) al 1 %. Los cultivos se
realizaron en matraces de 25 mL con volumen de trabajo de 10 mL. El 10 % (v/v)
correspondio al in6culo de X. dendrorhous previamente cultivado en medio YPD por
48 h para la cepa nativa y mutante R4, y en medio YPX para la doble mutante R4-X18.
El indculo fue lavado para eliminar el sustrato residual y se estandarizé a 1 unidad de
densidad éptica a 660nm. Los cultivos tuvieron una duracion de 96 h, a 20 °C, 200
rpm. Se hizo seguimiento de biomasa y sustrato residual cada 24 h y de producto al
final del cultivo. Se evaluaron dos sacarificados de bagazo de cafa obtenidos con
diferentes condiciones en el proceso de sacarificacion con el fin de determinar el mejor
para la produccion de biomasa y carotenoides. El sacarificado 1 (SBC2.5) posee
menor cantidad de azucares totales (2.5 g/L) encontrandose celobiosa dentro de su
composicion. El sacarificado 2 (SBC10) posee 2.4 veces mas de azucares totales (10

g/L), sin embargo, no posee celobiosa en su composicion.

5.3.3 Comparacion de cinéticas de crecimiento de X. dendrorhous R4
y doble mutante en SBC

La doble mutante obtenida con mejor asimilaciéon de xilosa y su cepa parental R4 de
X. dendrorhous fueron cultivadas en SBC10, con el fin de comparar su crecimiento y
produccion de astaxantina. Los sacarificados obtenidos fueron centrifugados a 9000

rom / 20 min 4 veces con el fin de retirar sélidos y restos de bagazo, posteriormente
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fueron usados como sustrato en las cinéticas de crecimiento. Los SBC se
suplementaron con medio minimo enriquecido con extracto de levadura. La
composicion del medio por litro consistio en: extracto de levadura 1 g, sulfato de
amonio 1 g y sulfato de magnesio heptahidratado 0.05 g. El inéculo correspondio al
10 % de un cultivo de 48 h previamente lavado y resuspendido en agua al volumen
original. Los cultivos se llevaron a cabo en biorreactores con volumen de trabajo de
400 mL, 0.5 vwm, 20 °Cy 600 rpm.




6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Etapa 1: Estandarizacion del proceso de sacarificacion de bagazo de
cafia

Con el fin de determinar las condiciones éptimas del proceso de sacarificacion
enzimatica de bagazo de cafia que permita la mayor liberacién de azucares reductores,
se evaluaron diferentes temperaturas y unidades de enzima (Celluclast®). Se empled
para los experimentos correspondientes bagazo de cafia pretratado y seco. Asi mismo
se utiliz6 un disefio estadistico central compuesto no factorial, obtenido por el
programa STATISTICA 7 (Tabla 3). Las temperaturas evaluadas fueron 50, 55 y 60
°C, y las unidades de enzima (Celluclast®) 50, 100 y 150 EGU/g. Los puntos maximos
y minimos fueron 170.7 EGU/g, 62 °Cy 29.28 EGU/g, 47.9 °C para unidades de enzima

y temperatura respectivamente.

En lafigura 9 a,b, se observa la grafica de superficie y de contorno como resultado del
analisis del disefio central compuesto no factorial. Se utilizé el modelo “términos
lineales y cuadraticos de los efectos principales”, el cual mostré efectos significativos
(p<0.05) para la variable “unidades de enzima” lineal y cuadratica, y para la variable

“temperatura” cuadratica. El coeficiente de determinacién (R?) tuvo un valor de 0.88.

Se pudo determinar que la temperatura éptima para obtener la maxima cantidad de
azucares bajo las condiciones evaluadas se encuentra dentro de intervalo de 50 a 58
°Cy las unidades de enzima entre 70 y 160 EGU/g. El intervalo de temperatura éptima
segun la superficie de respuesta concuerda con el reportado por la ficha técnica de
Celluclast® (Novozymes). Por tal motivo, se decidié seleccionar 55 °C como punto
optimo debido a que fue el punto evaluado mas central dentro de la region 6ptima, lo
gue permite tener mayor estabilidad (la concentracion de azlcares se mantiene) en

los experimentos posteriores, si se presenta una variacion de 3 °C.

Con respecto a las unidades de enzima, se habia seleccionado el intervalo entre 50 y
150 EGU/g por ser los mas reportados en literatura (Koo et al., 2011; Keris et al., 2017,




Kaushal et al., 2019), sin embargo, la mayor produccion de azucares fue de solo 4.8
g/L £ 0.2. Por tal motivo, en el proceso de optimizacion, se evaluaron unidades mas
altas de enzima manteniendo la temperatura constante (55 °C) con el fin de determinar

si aumentaba la concentracion de azUcares.

En la figura 9c, se puede observar la composicion y cantidad total de azdcares de los
SBC obtenidos en los experimentos. El azicar mayoritario en todos los experimentos
fue la glucosa, seguido de la xilosa, celobiosa y arabinosa. Con respecto a la
concentracion total de azucares, se observa un claro efecto negativo en la liberacién
de éstos a temperaturas superiores a 55 °C e inferiores a 50 °C. Asi mismo, se observa
la influencia de las unidades de enzima en el proceso, siendo el experimento E6-29:55
uno de los que menor liberacibn de azlcares tuvo debido al uso de la menor
concentracion de enzima. La mayor liberacién de azucares totales (4.8 g/L + 0.19) se
obtuvo en los experimentos E5-100:55 y E10-100:55 que corresponden a los puntos
centrales. En estos experimentos el 42 % del SBC estuvo compuesto por glucosa, 31%
xilosa, 17% arabinosa y 10% celobiosa, esta combinacién de pentosas y hexosas
puede ser adecuada para el crecimiento de la levadura, no obstante, fue necesario
aumentar la concentracion de azlcares obtenidos con el fin de hidrolizar la mayor

cantidad posible del sustrato y mejorar asi los rendimientos de sacarificacion.

Las condiciones de sacarificacion estandarizadas en el disefio de experimentos del
presente trabajo permitieron obtener un 30.9 % de conversién de la fraccion de
holocelulosa (celulosa + hemicelulosa) a azuUcares totales fermentables. Este
porcentaje de conversion fue 1.1 y 1.7 veces superior al reportado en procesos de
sacarificacion de paja de sorgo (Mehmood et al., 2009), y cafia de azlcar
respectivamente (Hernandez et al., 2009). En el proceso de sacarificacion de residuos
de troncos utilizados en el cultivo de setas (Lee, et al., 2008) y de Liriodendron tulipifera
(Koo, et al., 2011) se obtuvieron porcentajes de conversion superiores al del presente
trabajo, sin embargo, los autores emplearon tiempos de reaccion mas largos de 48 y
72 h respectivamente en comparacion con las 12 h usadas en el presente trabajo.
Ademas de esto, los autores trabajaron con dos enzimas comerciales, lo cual puede

representar aumentos en los costos de produccién. La tabla 4, presenta la recopilacion
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de diversos estudios en la obtencién de sacarificados con diferentes condiciones del

proceso de sacarificacion y el uso de diferentes sustratos.

Tabla 4. Conversion enzimatica de biomasa lignocelulosica en azucares
fermentables mediante procesos de sacarificacion a diferentes condiciones

_ Unidades de %
_ T Tiempo _ .
% de Sustrato Enzima ¢0) ) enzimalg conversion Fuente
sustrato enzimatica
1% Celluclast 50 72 h 45 65.62 Koo, et al.,
Liriodendron 15L® 30 (2011)
tulipifera
Novozym
188%®
6.6 % Caflade Celluclast 55 4 2802 182 Hernandez
azUcar 15L® et al.,
(2009)
1% Residuos Celluclast 50 48 350 324 Lee, et al.,
de troncos 15L® (2008)
376
usados en el
cultivo de setas Novozym
188®
5 % Paja de Celluclast 50 48 1172 28 @ Mehmood
sorgo 15L® (glucosa) etal.,
a
38 (2009)
Novozym
188®
2 % Bagazo de Celluclast 55 12 100 30.9%* Presente
cafia 15L® trabajo

*0% de conversion enzimatica de holocelulosa inicial (78 % de celulosa + hemicelulosa de bagazo de
cafia con pretratamiento alcalino) en azucares totales finales (4.83 g/L).

a Valores calculados con base a informacion reportada en la referencia
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6.1.1 Optimizacion del proceso de sacarificacion de bagazo de cafa

6.1.1.1 Efecto de las unidades de enzima en el proceso de
sacarificacion de BC

Con el fin de determinar el efecto de la enzima a concentraciones mayores, se evalud
un aumento de las unidades de enzima desde 200 hasta 5000 EGU/g y se mantuvo el
tiempo de reaccién (12 h), pH (4.8 regulador de citratos 25 mM), temperatura (55 °C)
y sustrato (2%). En la figura 10 b, se representa la composicion de cada uno de los
SBC obtenidos de los experimentos. La mayor proporcion de estos azlcares esta
compuesta por glucosa y xilosa, en menor proporcion se encuentra la arabinosa y la
celobiosa. En el experimento con 2000 EGU/g se obtuvo la mayor produccion de
azucares totales con 10.6 g/L + 0.4 (Figura 10 a). La fraccién de glucosa aumento a
62 %, la fraccién de xilosa disminuyd a 28% al igual que la arabinosa a 10 %, asi
mismo, la concentracion de azlcares totales aumenté 2.6 veces con respecto los
experimentos iniciales E5-100:55 y E10-100:55 con 100 EGU/g. Sin embargo, un
aumento de unidades de enzima a 3000 EGU/g disminuyd la liberacién de azlcares
totales en un 12.5 %, y se mantuvo en valores constantes cuando la concentracion de
enzima siguié6 aumentando hasta 5000 EGU/g. Por tal motivo, se seleccion6 2000
EGU/g sustrato como la concentracién 6ptima de enzima. En estas condiciones, (2000
EGU/ g de bagazo de cafia, 2 % sustrato (20 g/L de BC) a 55 °C, pH 4.8 y 12 horas de
reaccion) el presente trabajo obtuvo asi un 53 % de conversion total (68 % conversion
de holocelulosa). En contraste con estos resultados, el trabajo reportado por Rodrigues
et al., (2015), utilizé Celluclast® a una concentraciéon de 10 PFU/g celulosa (158 EGU/g
paja de trigo) y un 12 % de paja de trigo (120 g/L). Después de 96 horas de reaccion
a 50 °C y pH 4.8, obtuvieron 22 g/L de azUcares totales equivalente a un 18.3 % de
conversion global, valor 1.68 veces inferior al obtenido en el presente estudio. Si bien
diversas investigaciones con coctel de enzimas (celulasas) comerciales reportan
rendimientos superiores al 90 % (Rodrigues et al., 2015), el presente trabajo, al hacer
uso de solo una actividad enzimética comercial disminuye costos y se obtiene un

rendimiento superior al 50 % en menos tiempo (12 h).
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Figura 10. (a). AzUcares totales obtenidos y (b) perfil de azUcares en sacarificados con
diferentes unidades de enzima (Celluclast®). Experimentos realizados a 55 °C, pH 4.8
regulador citratos 25 mM y 12 horas de reaccion.




6.1.1.2 Efecto del tiempo de reaccion en el proceso de
sacarificacion de BC

Una vez estandarizadas las unidades de enzima a utilizar, se procediéo a evaluar
distintos tiempos de reaccion de 6 a 30 h (Figura 11). Alas 6 y 9 h hubo una produccion
similar cercana a 9 g/L + 0.12, sin embargo, a las 12 h de reaccion aument6 a una
concentracion de azucares de 10.7 g/L = 0.47 similar a la obtenida en experimentos
anteriores, y se mantuvo constante hasta las 24 h de reaccién. A este tiempo (12 h),
se obtuvo un 64.8 % de glucosa, 30.2 % de xilosa, y 4.8 % de arabinosa. A las 30 h,
se observé un aumento de azucares totales hasta 11.8 g/L £ 1, sin embargo, no es un
aumento representativo que justifique 18 horas extra de reaccién. Lo anterior, equivale
a un aumento del consumo energético y por tanto un aumento en los costos de
produccion. Por tal motivo, se seleccioné 12 h como tiempo adecuado para el proceso
de sacarificacion.
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Figura 11. Estandarizacion del tiempo de sacarificacion, con 2000 EGU/g sustrato,
pH 4.8,y 55 °C.




6.1.1.3 Efecto del pHen el proceso de sacarificacion de BC

Finalmente, se evaluaron deferentes pH para determinar el éptimo del proceso de
sacarificacion, analizando los valores 4, 4.4, 4.8, 5.2, 5.5, 6 con regulador citratos 25
mM y 6.5 con regulador citratos-fosfatos 25 mM. La figura 12, presenta la mayor
produccion de azucares (10.1 g/L £ 0.08) a pH 4.8, correspondiente al que se trabajo
en las estandarizaciones anteriores. Asi mismo, este pH es el reportado como 6ptimo
en la ficha técnica de Celluclast® (Novozymes). El porcentaje de azlcares finales en
las condiciones Optimas del proceso (2000 EGU/g, 55 °C, pH 4.8, 12 h) fue de 67 %
glucosa, 30 % xilosa y 3 % arabinosa. Teniendo en cuenta que la fraccién de
holocelulosa en el BC pretratado con hidroxido de sodio es de 78.35 %, la conversion
de esta fraccidn en azlcares fermentables (glucosa, xilosa y arabinosa) fue de 64.8 %
bajos las condiciones estandarizadas. Este porcentaje es superior al obtenido por
Bussamra, et al., (2015), quienes obtuvieron un 49.1 % de conversion de la celulosa
de bagazo de cafa, usando 10 mg de enzima (64.8 EGU/g de Celluclast®
aproximadamente) por gramo de bagazo de cafia seco, a 55 °C, pH 4.8 (regulador de

citrato 50 mM) y 48 h de reaccion, que es 36 h mas que el presente trabajo.

Azlcares totales (g/L)

3.5 4.0 45 5.0 55 6,0 6.5 7.0
pH

Figura 12. Estandarizacion del pH en el proceso de sacarificacion con 2000 EGU/g
sustrato 55 °C, 12 h de reaccion.




6.2 Etapa 2: Cinéticas de X. dendrorhous R4 en sustratos puros, mezcla
de sustratos y SBC.

Con el fin de determinar el efecto de la fuente de carbono en la produccién de
astaxantina, Xanthophyllomyces dendrorhous R4 fue cultivada en biorreactores a
escala de 400 mL, en medio YP. Se seleccionaron como fuente de carbono los
azucares, glucosa, xilosa y celobiosa al 1 %, por ser parte de la composicion principal
de SBC. Estos fueron evaluados de forma individual y en una mezcla cuya fraccion de
cada azUcar corresponde alarelacion 1:1:1 (15 g/L). Asi mismo, se evalu6 una cinética
con SBC como sustrato suplementado con medio minimo Breus. Se realizd
seguimiento de produccion de biomasa, astaxantina, y consumo de sustrato cada 12
h.

6.2.1 Efecto de la fuente de carbono en el crecimiento celular de X.
dendrorhous R4

Se ha reportado que X. dendrorhous tiene la capacidad de crecer en diversas fuentes
de carbono incluyendo glucosa, celobiosa y xilosa, sin embargo, la eficiencia de
asimilacion del altimo azucar es contradictoria entre diferentes autores (Golubev, 1995;
Vazquez, 2001, Libkind, et al., 2007; Rodriguez et al., 2010). En el presente trabajo se
confirmd la capacidad de X. dendrorhous R4 para crecer en estos azUcares. La mayor
densidad optica (11.62 + 0.06) a las 96 h, se obtuvo con celobiosa como fuente de
carbono, seguido por 11.56 + 0.14 en la mezcla de aztcares GCX, 9.12 £ 0.8 en xilosa,
y 2.48 £ 0.21 en glucosa (Figura 13). Los cultivos con glucosa y celobiosa presentaron
una fase de adaptacion de 12 horas, sin embargo, en cultivos con xilosa y mezcla de
azucares la fase de crecimiento exponencial inicio a partir de las 24 h (Figura 13). La
velocidad especifica de crecimiento (i) fue menor para cultivos con xilosa (0.020 h'1 +
0.001) seguido por mezcla de sustratos, celobiosa y glucosa con valores de 0.03 h1+
0.005; 0.04 h't + 0.002 y 0.053 h'! + 0.007 respectivamente. Asi mismo, el tiempo de
duplicacién fue menor en glucosa con 13 h, seguido de celobiosa (15.57 h), mezcla de
azucares GCX (20.5 h), y xilosa (34 h) (Tabla 5). La glucosa presento el tiempo de




duplicacién mas corto debido a que su maxima produccion de biomasa se obtuvo de
forma mas temprana (36 h) en comparacién con los otros sustratos, asi mismo la fase
estacionaria inicio a las 36 h. El aumento en la produccion de biomasa en cultivos con
mezcla de azucares GCX en comparacion con cultivos que contenian glucosa como
sustrato puro, indica que la mezcla de sustratos favorece el crecimiento de X.
dendrorhous R4. Es importante destacar que, aunque la glucosa es el azlcar con
mejor asimilacién en la mayoria de los microorganismos, X. dendrorhous R4 presenta
un menor crecimiento en esta hexosa en comparacion con otros sustratos puros. Este
comportamiento también fue observado por Park et al., (2008) quien obtuvo una
disminucién de biomasa del 24 % en cultivos de X. dendrorhous con glucosa como
Unica fuente de carbono, en comparacién con cultivos con mezcla (1:1) de glucosa,
fructosa, y cultivos con sacarosa. Esto ultimo afirma, que la combinacion de azlcares,
o el uso de disacaridos como la celobiosa y la sacarosa son favorables para la
produccion de biomasa en X. dendrorhous. Asi mismo, Cruz & Parajd, (1998),
establecieron que la celobiosa mejora la produccién de biomasa y carotenoides en X.
dendrorhous con respecto a otros azucares como la glucosa. En cinéticas realizadas
con hidrolizados de madera de Eucalyptus gloublus compuestos por glucosa y
celobiosa (11 g/L glucosa; 4 g/L celobiosa) se obtuvo un aumento de 53.5 %
(aproximadamente) de biomasa, con respecto a hidrolizados que solo contenian
glucosa. Por otro lado, Hartih, (2019), reporta un comportamiento similar de X.
dendrorhous en diferentes fuentes de carbono con una concentracion inicial de 30 g/L.
Al igual que el presente trabajo, Hartih, (2019) obtuvo la mayor produccién de biomasa
con celobiosa (13.3 g/L a 120 h) como fuente de carbono, seguido de xilosa (12.8 g/L
a 112 h) y por ultimo glucosa (9.13 g/L a 117 h). Esto confirma que la xilosa también
es una fuente de carbono asimilable por la levadura, sin embargo, su crecimiento en

esta pentosa es lento.
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Figura 13. Crecimiento celular de X. dendrorhous R4 en diferentes fuentes de carbono.

Cinéticas en reactor, 20 °C, 600 rpm, 0.5 vwvm. (®) celobiosa 10 g/L; (A) glucosa 10
g/L; (J) xilosa 10 g/L; (V) mezcla de sustratos (GCX) 15 g/L.

6.2.2 Consumo de sustratos por X. dendrorhous R4

Xanthophyllomyces dendrorhous R4 presento la capacidad de consumir las tres
fuentes de carbono de manera independiente y en mezcla. La glucosa fue el azlcar
gue se consumioé mas rapido llegando a concentraciones cercanas a cero a las 48 h,
seguido por la xilosa a las 60 h y la celobiosa a las 96 h (Figura 14 a,b,c). En las
cinéticas con mezcla de sustratos, la glucosa fue consumida en las primeras 36 h. Una
vez agotada esta fuente de carbono, se observd una coasimilacion de celobiosa y

xilosa, siendo mas rapido el consumo de xilosa la cual se agoté a las 72 h, en
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comparacion con la celobiosa cuyo consumo total fue a las 108 h (Figura 14d). Este
hecho representa una ventaja del bioproceso, ya que Young et al., (2010), reportan
que la co-fermentacion de hexosas y pentosas es uno de los principales obstaculos en
la conversion econdmica de biomasa lignocelulésica a bioproductos como los

biocombustibles o como ocurre en este trabajo, a carotenoides.

Se ha reportado que la glucosa es la fuente de carbono mas comuan y favorable para
el crecimiento de diversos organismos incluyendo algunas cepas de X. dendrorhous o
P. rhodozyma. El catabolismo aerobio de este azlUcar procede a traves de tres fases:
conversion de glucosa a piruvato por la glucdlisis, el ciclo del acido tricarboxilico (TCA)
que convierte el piruvato en CO2 generando NADH durante el proceso, y la cadena
transportadora de electrones para la produccion de ATP (Liu & Wu, 2008). Con base
en esto, es posible que la baja produccién de biomasa cuando X. dendrorhous R4 esta
consumiendo glucosa sea debido a una variacion en la regulacién de metabolismo, o
el desvio del flujo de carbono hacia la produccion de otros metabolitos en lugar de

dirigirse a crecimiento celular.

Por otro lado, se ha estudiado el uso de diversas fuentes de sustrato por X.
dendrorhous donde se ha encontrado que puede asimilar disacaridos como la
celobiosa (Libkind, et al., 2007). Este azucar es hidrolizado a unidades de glucosa
mediante la enzima 8 glucosidasa, la cual, si bien no hay informacién suficiente acerca
de esta enzima en X. dendrorhous, si hay evidencia de que la levadura es capaz de
asimilar la celobiosa. Asi mismo, al igual que el presente estudio, Cruz & Paraj6 (1998)
reportaron un consumo mas lento de celobiosa en comparacion con la glucosa, siendo

necesarias 70 h para el consumo completo de 4 g/L de este disacarido.

Cabe sefalar que, durante la cuantificacion de azucares por HPLC, se detectd la
presencia de etanol y xilitol. La produccién de etanol fue evidenciada en todos los
cultivos. En sustratos individuales su produccién inicia desde las 12 h para cultivos con
glucosa, y 36h para cultivos con xilosa y celobiosa, hecho que coincide con el orden
de la velocidad de consumo del azucar. Asi mismo, en xilosa y glucosa, la
concentracion de etanol aumenta en la hora de cultivo que se consume por completo

el sustrato (Figura 14 a,b,c). La mayor produccién de etanol en celobiosa y xilosa
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estuvo cercana a 0.4 g/L + 0.01, mientras que en glucosa alcanzé 1.6 g/L £ 0.8 a las
36 h, con una disminucion progresiva con el tiempo. De este modo se puede confirmar
que, aunque la levadura consuma rapidamente la glucosa, el flujo de carbono se esta
desviando hacia la produccion de metabolitos como el etanol o acumulandose en
intermediarios que no permiten un adecuado crecimiento. Este fendmeno ha sido
reportado en gran medida en X. dendrorhous y Phaffia rhodozyma, las cuales tienden
a producir etanol incluso en condiciones aerobias, en comparacion con otras levaduras

carotenogénicas (Chavez et al., 2010).

En cultivos con mezcla de sustratos la mayor produccion de etanol fue de 0.95 g/L a
las 48 h donde la glucosa ya se habia consumido. Sin embargo, la hidrélisis de
celobiosa a glucosa mantenia concentraciones de este azucar cercanas a 0.5 g/L
durante la cinética, lo cual gener6 que luego de las 72 h la concentracién de etanol se
mantuviera casi constante en el medio (figura 14d). Otros autores como Park et al.,
(2008), también reportan produccion de etanol con valores de 1 g/L a las 36 h en
cultivos de X. dendrorhous con 25 g/L de glucosa como fuente de carbono. Asi mismo,
Park et al., (2008), y Martinez et al., (2018), coinciden con una mayor produccion de
etanol por X. dendrorhous a las 36 h de cultivo al igual que el presente trabajo (Figura
14 a, d), debido posiblemente por una disminucién de oxigeno que activa la
fermentacion alcohdlica (Martinez et al., 2018). En el trabajo reportado por Miao et al.,
(2019), se cultivo X. dendrorhous en 40y 110 g/L de glucosa. En cultivos con la menor
concentracion se obtuvo una produccion de etanol de 0.14 g/L a las 48 h, valores
inferiores a los obtenidos en el presente trabajo a la misma hora. Con concentraciones
de 110 g/L, la produccién de etanol fue mayor a 9 g/L acompafiada de una disminucién
en el rendimiento de biomasa, resultado que atribuyen a una reduccién de oxigeno en

el matraz y posiblemente al efecto Crabtree.
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El etanol es producido debido a la accién del piruvato descarboxilasa sobre el piruvato
obtenido de la glucdlisis, generando como producto acetaldehido que posteriormente
se convierte a etanol por el alcohol deshidrogenasa. Este desvio en el flujo de carbono
hacia la fermentacién alcohodlica ha sido reportado en diferentes estudios en X.
dendrorhous incluso en condiciones aerobias, y es importante destacar que esta
levadura puede asimilar el etanol como fuente de carbono (Libkind, et al., 2007;
Marcoleta et al., 2011). Incluso, se ha reportado que el etanol actiia como inductor en
la expresion de genes relacionados con la carotenogénesis, la cual coincide con el
agotamiento de la fuente de carbono y el inicio del consumo del etanol producido por

la fermentacion del carbohidrato (Marcoleta et al., 2011).

Asi mismo, cuando existen altas cantidades de glucosa se genera el efecto Crabtree,
que consiste en una aceleracion de la glucdlisis dando lugar a la produccion de
grandes cantidades de ATP, reduciendo la necesidad del ciclo de Krebs y convirtiendo
el piruvato producto de la glucdlisis en etanol (Escalante et al., 2011). Sin embargo, en
el presente estudio se observé una produccion de etanol tanto en cultivos con
concentraciones de 10 g/L de glucosa (individual), como cultivos con 5 g/L de glucosa
correspondientes a la mezcla de sustratos GXC. Aunque en este ultimo cultivo hubo
variaciones en la concentracion de glucosa debido a la hidrdlisis de la celobiosa, nunca
se supero los 5 g/L de este azucar. Lo anterior indica que, aunque no existan altas
concentraciones de glucosa pudo haber produccion de etanol. Esto podria ser debido
a que el promotor del alcohol deshidrogenasa responsable de la produccion de etanol,
es el promotor mas fuerte reportado en literatura para X. dendrorhous (Hara et al.,
2014). Asi mismo, se observé la produccién de etanol con el uso de pentosas (xilosa)
y disacéaridos (celobiosa) lo que sugiere que esto también puede deberse a una
disminucién de la transferencia de oxigeno en el reactor que lleva a un estado
incompleto de oxidacion de la glucosa por respiracion aerébica (Miao et al., 2019). De
esta manera, cuando existe produccion de etanol por fermentacion aerdbica (Crabtree)
0 anaerobica, se genera una disminucion del consumo de oxigeno que desencadena
un desequilibrio redox en la célula. Como resultado de este desbalance, la célula activa

la oxidasa alternativa (OAX) en la respiracion mitocondrial, fermentacion alcohdlica y




la produccién de astaxantina como método de defensa para preservar la homeostasis

redox, y prevenir el estrés oxidativo (Martinez et al., 2018).

Por otro lado, en cultivos con xilosa como uUnica fuente de carbono, se observo una
produccion maxima de xilitol de 6.5 g/L + 0.12 a las 60 h, que concuerda con el
consumo total de xilosa (Figura 14 c). A partir de esa hora, el xilitol disminuye
posiblemente por su consumo como fuente de carbono por parte de la levadura. Esta
produccion de xilitol corresponde a un 65% de la concentracion de xilosa inicial en el
medio. En cultivos con mezcla de sustratos (glucosa, xilosa y celobiosa) también se
observé acumulacion de xilitol, el cual alcanz6 a un maximo de 2.52 g/L =+ 0.01 a las
84 h, siendo una conversion del 50.4% de xilosa inicial a xilitol. Asi mismo, se puede
observar que el xilitol producido por X. dendrorhous es consumido entre las 84 y 108
h cuando queda poca concentracion de otros azucares en el medio (Figura 14 c).
Similar a lo reportado en el presente trabajo, Parajo et al., (1997), reporta un 56 % de
acumulacion de xilitol con una cepa de X. dendrorhous. Asi mismo, Libkind, et al.,
(2007), reporta que este compuesto puede ser asimilado como fuente de carbono por

X. dendrorhous.

La acumulacion de xilitol es un evento que se ha observado en otras levaduras como
Candida guilliermondii, Candida tropicalis, y Pichia guilliermondii (Manjarres et al.,
2016). Este fendmeno se debe a un desbalance de cofactores que impide que las
enzimas continden la degradacion de este compuesto y se incorpore en las rutas
metabdlicas. La xilosa reductasa (XR) puede usar el cofactor nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH+) o nicotinamida adenina dinucleétido NADH y cataliza la
conversion de xilosa a xilitol. Posteriormente el xilitol deshidrogenasa (XDH)
dependiente de NAD* convierte el xilitol en xilulosa que se incorpora a la ruta de las
pentosas. Sin embargo, La disponibilidad del cofactor en esta ultima reaccién es el
factor limitante para la conversion completa de xilosa a xilulosa. (Nufez, 2017,
Manjarres et al., 2016). Por tal motivo, la acumulacion de xilitol en X. dendrorhous es
un indicador que el metabolismo de esta pentosa es llevado a cabo por la ruta de oxido
reduccion de la xilosa. Si bien, no hay informacion suficiente de este proceso en X.




dendrorhous, como se indicd anteriormente, el desbalance redox en esta ruta

representa el principal obstaculo en la asimilacion de este azlcar.

6.2.3 Efecto de la fuente de carbono en la produccién de carotenoides
y astaxantina por X. dendrorhous R4

A las cinéticas de reactor a escala de 400 mL con diferentes sustratos (Glucosa,
celobiosa, xilosa y mezcla de azucares) se les determind carotenoides totales y
astaxantina. La produccién de carotenoides totales (ug/g de biomasa seca) en los
cultivos para cada uno de los azUcares evaluados mostré un comportamiento asociado
al crecimiento (Figura 15 a). El valor mas alto a las 96 h fue obtenido en los cultivos
con glucosa (487 ug /g de biomasa seca + 58.2), seguido de celobiosa (423 ug /g de
biomasa secat 7.03), mezcla de azUcares (275 pg /g de biomasa seca + 8.7) y xilosa
(160 pg /g de biomasa seca + 33.5). La produccion de carotenoides totales se presenta
alto en el cultivo con glucosa, debido a su baja biomasa seca, ya que este parametro

relaciona de manera inversa la concentracion de carotenoides con la biomasa celular.

La mayor produccién de astaxantina al finalizar las cinéticas (96 h) se obtuvo en
cultivos con celobiosa (5.8 pg/mL), 1.28, 2.94, y 3.54 veces superior a cultivos con
xilosa, mezcla de azlcares y glucosa (Figura 15 b). Es importante destacar que al
relacionar las figuras 14 y 15 b, se observé un incremento en la produccion de

astaxantina cuando los sustratos se estaban agotando.

Con respecto a cultivos con glucosa se observo un incremento de astaxantina cuando
se consumid el sustrato e inicié el consumo de etanol, lo cual concuerda con lo
reportado por Marcoleta et al., (2011) (Figura 14ay 15 b). La glucosa fue el azucar que
se consumid mas rapido en comparacion a los demas, llegando a concentraciones
cercanas a cero a las 48 h (Figura 14 a). A esta misma hora se consumio el 55 % de
la maxima concentracion de etanol producido a las 36 h y a las 60 h se observé un

aumento en la produccion de astaxantinade 1.32 + 0.4 a 1.79 pg/mL = 0.04 (Figura 15




b) y consumo total de etanol, seguido de una produccion constante de astaxantina
hasta las 96 h.

La produccion de astaxantina con celobiosa como fuente de carbono mostré una
tendencia creciente durante la cinética (Figura 15 b), obteniendo su maxima
produccion a las 96 h donde se habia agotado el 94 % del sustrato (Figura 14 b, 15 b).
sin embargo, a esta hora habia 0.37 g/L + 0.16 de etanol, el cual como se mencioné
anteriormente, segun Marcoleta et al., (2011) pudo haber inducido aun mas la

produccion de carotenoides en las préximas horas de cultivo.

En relacion con la xilosa, como se observa en la figura 15 b, fue el segundo
carbohidrato que indujo una alta produccién de astaxantina. El incremento en la
produccion de astaxantina a las 60 h coincide con el consumo total de xilosa, sin
embargo, a esta misma hora se acumulé la mayor concentracion de xilitol, el cual fue
consumido en las préximas horas (Figura 14 c). No obstante, a las 96 h, aun quedaba
un remanente de 2.2 g/L de xilitol lo que sugiere que la produccién de astaxantina
podria haber seguido aumentando después de las 96 h en que fue evaluado. La
induccion de la produccion de astaxantina en X. dendrorhous por el uso de pentosas
como fuente de carbono también ha sido reportado por Vazquez, (2001) y Rodriguez
et al., (2010).

En cinéticas donde se evalud el efecto de la mezcla de sustratos GCX, se observo un
incremento en la produccion de astaxantina (Figura 15 b) que coincidio con el consumo
total de glucosa y etanol a las 60 h, y continué en aumento hasta obtener 1.97 ug/mL
+ 0.07 alas 96h (2.94 veces menor que en celobiosa) y 3.73 ug/mL + 0.33 a las 108
h. Debido a que la concentracion inicial de sustrato total en cinéticas GCX fue mayor
(15 g/L) en comparacion con las de glucosa, xilosa y celobiosa, se decidié determinar
la produccion de astaxantina hasta las 144 h (datos no graficados) donde se obtuvo
un maximo de 5.77 ug/mL £ 0.12 de astaxantina. Este valor fue similar al obtenido en
cultivos con celobiosa como fuente de carbono a las 96 h (Figura 15 b), sin embargo,
requirio de 48 h mas que este disacarido para obtener igual concentracion de

astaxantina.
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Figura 15. Efecto de la fuente de carbono (glucosa, xilosa, celobiosa, GCX) en la a)
produccion de carotenoides totales y b) produccion de astaxantina por X. dendrorhous
R4. Cinéticas en reactor, 20 °C, 600 rpm, 0.5 vvm. (®) celobiosa 10 g/L; (A) glucosa
10 g/L; (1J) xilosa 10 g/L; (V) mezcla de sustratos (GCX) 15 g/L.
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Los mayores rendimientos de producto con respecto a biomasa (Ypix) Se obtuvieron en
cultivos con xilosa (1.23 mg/g) seguido de celobiosa (1.06 mg/g). Por otro lado, el
rendimiento de producto con respecto a sustrato (Yps) fue superior en cultivos con
celobiosa (0.61 mg/g) siendo 3.58, 1.27 y 2.44 veces mayor con respecto a glucosa,
xilosa y GCX respectivamente. De igual forma, la productividad de astaxantina fue
mayor en cultivos con celobiosa con valores de 0.06 mgL*h, seguido por cultivos con
xilosa con 0.048 mgL*h! (Tabla 5). Los valores de Ypixobtenidos en el presente trabajo
fueron 3.32, 4.2 y 3 veces superiores a los reportados por Hartih, (2019) en celobiosa,
xilosa y glucosa respectivamente, en cultivos con X. dendrorhous con sustratos
individuales al 3%. Asi mismo, Hartih, (2019), reporta valores de carotenoides totales
por biomasa seca y astaxantina de 255 pg/g, y 1.52 pg/mL en cultivos con glucosa,
294.67 ug/g, y 3.76 pg/mL en cultivos con xilosa'y 319.60 pg/g, y 4.24 ug/mL en cultivos
con celobiosa respectivamente, con una concentracion inicial de 30 g/L de cada azucar
y con la cepa de X. dendrorhous DSMZ 5626 (Tabla 6). Este comportamiento fue
similar al del presente trabajo, obteniendo mayor produccion de astaxantina con
celobiosa como fuente de carbono, seguido de xilosa y por ultimo glucosa, confirmando
el efecto positivo de disacaridos y pentosas en la produccién de astaxantina (Figura
15 a,b). Asi mismo, Cruz & Parajé (1998), también reportaron mayor produccion de
biomasa y carotenoides en hidrolizados conteniendo glucosa y celobiosa en

comparacién con aquellos que sélo contenian glucosa.

Por otro lado, se ha reportado que existe una gran correlacion entre la fuente de
carbono y la sintesis de carotenoides. Altas concentraciones de glucosa disminuyen la
produccion de pigmentos, de este modo, cuando X. dendrorhous es cultivada en
glucosa como unica fuente de carbono, la induccion de la carotenogénesis coincide
con el agotamiento del azucary el inicio del consumo de etanol (Marcoleta et al., 2011).
Lo anterior puede deberse a que X. dendrorhous tiene sitios potenciales de union a
MIG1 en las regiones promotoras de varios genes carotenogénicos (Marcoleta et al.,
2011). MIG1 es una proteina dedo de zinc involucrada en la represion por glucosa en
Saccharomyces cerevisiae, es decir, es la clave en la no asimilacién de otras fuentes
de carbono cuando la glucosa esta presente (Ostling et al., 1996). La presencia de

MIG1 permiti6 determinar su efecto en la expresion de los genes carotenogénicos
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crtYB (fitoeno-B-carotenoi sintasa), crtl (fitoeno desaturasa) y crtS (astaxantina
sintasa), encontrandose que los niveles de mMRNA de estos tres genes disminuyen
considerablemente con la presencia o adicion de glucosa en el medio (Marcoleta et
al., 2011). Asi mismo, se reporté que no habia cambios en la expresion de los genes
variando las concentraciones de glucosa, salvo con valores cercanos a 1 g/L, donde
este azlUcar ya no reprimia la ruta de produccién de carotenoides. Esto permite
comprender por qué una vez consumida toda la glucosa, se inicia la produccion de
carotenoides. Lo anterior sugiere que el lento consumo de la celobiosa por parte de X.
dendrorhous es una estrategia adoptada por la levadura con el fin de no acumular
grandes concentraciones de glucosa que pueden inhibir la carotenogénesis (menores
alg/L). De este modo, se estima que las B-glucosidasas presentes en X. dendrorhous
posean bajas actividades o se sinteticen en bajas proporciones con el fin de hidrolizar

de forma controlada la celobiosa.

Se ha reportado que la produccién de carotenoides aumenta cuando se usa celobiosa,
etanol y otras fuentes de carbono como sustrato en comparacién con la glucosa
(Lodato, et al., 2007). En el caso particular del etanol (observado en el presente
trabajo), se ha reportado que promueve la carotenogénesis en esta levadura. Para
comprobarlo, Marcoleta et al., (2011) realizaron un experimento donde se agreg6 2 g/L
de etanol al medio cuando se estaba agotando la glucosa, y observaron un aumento
en la expresion de crtYB (fitoeno-B-caroteno sintasa) y crtS (astaxantina sintasa),
enzimas importantes en la ruta del mevalonato, lo que confirma el efecto positivo del
etanol en la produccion de astaxantina. Asi mismo demostraron que el etanol causa
un incremento en la cantidad de carotenoides totales por promover la sintesis de novo.
Esto indica, que, aunque parte del flujo de carbono se dirija a la produccion de etanol,
la presencia de este compuesto es favorable en la induccion de carotenogénesis. De
igual forma, Marcoleta et al., (2011) proponen dos mecanismos por los cuales el etanol
induce la produccién de carotenoides en X. dendrorhous: la primera hace referencia a
la conversion de etanol en acetato el cual puede generar radicales superéxidos que
generan la induccion de la sintesis de carotenoides. El segundo mecanismo se refiere
a que el acetato puede continuar su ruta metabdlica hasta la generacion de acetil CoA,

precursor importante de la ruta de mevalonato para la produccion de astaxantina.
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6.2.4 Efecto del uso de SBC como sustrato en la produccién de
astaxantina por X. dendrorhous R4

Una vez conocido el efecto de sustratos puros y mezcla de éstos, se evalu6 el efecto
de sacarificados de bagazo de cafia en la produccion de astaxantina por X.
dendrorhous R4. Para el proceso de sacarificacion se emplearon las condiciones
estandarizadas en la etapa 1. La composicion de los sacarificados obtenidos
comprendio de 4.16 g/L £0.003 de glucosa y 2.44 g/L + 0.006 de xilosa. La cinética fue
realizada en las mismas condiciones de los cultivos anteriores, en biorreactores con
volumen de trabajo de 400 mL. Los sacarificados fueron suplementados con medio
minimo Breus. Se realizé seguimiento de biomasa, sustrato y astaxantina cada 12 h.

El crecimiento celular fue favorecido por el uso de SBC como sustrato con respecto a
los otros azucares evaluados, obteniendo 15.25 + 0.49 unidades de densidad 6ptica a
las 96 h (Figura 16 a), valor superior a todas las fuentes de carbono evaluadas
anteriormente, siendo 24.1 % mayor que la biomasa obtenida en cultivos con celobiosa
(Tabla 5). Sin embargo, es importarte destacar que, aunque la concentracion total de
azucares iniciales fue de 6.6 g/L en comparacién con 10 g/L en cinéticas anteriores
con sustratos puros, se obtuvo una mayor produccion de biomasa, lo cual indica que
la composicién de SBC mejora el crecimiento en X. dendrorhous R4. Esto se puede
observar en una productividad de biomasa (Qx) 1.3, 1.95, y 1.54 veces mayor en

comparacion con cultivos con celobiosa, xilosa y GCX respectivamente (Tabla 5).

La xilosa y glucosa que hacian parte de la composicion del SBC fueron consumidas
de forma simultanea hasta agotarse por completo cerca a las 60 h (Figura 16 a). La
coasimilacién de hexosas y pentosas no se habia observado en X. dendrorhous R4
cuando se realiz6 un cultivo con mezcla de hexosa (glucosa), pentosa (xilosa) y
disacaridos (celobiosa), sin embargo, ya se habia confirmado la coasimilacion de
celobiosa y xilosa. Este hecho supone que es posible que la composicién del SBC
tanto en azucares reductores como otros compuestos no especificados puedan
favorecer la coasimilacion de hexosas y pentosas en X. dendrorhous R4. Sin embargo,

otros autores como Stoklosa et al., (2019), reportan en sus cinéticas de P. rhodozyma




con mezcla de azucares en diversas proporciones, que pentosas como xilosa o

arabinosa en cultivos sintéticos son consumidas sélo cuando la glucosa se ha agotado.

Los carotenoides totales en cultivos con SBC como sustrato a las 108 h fue de 361
Hg/g biomasa seca, 2.25 veces mayor que en cultivos con xilosa, y 1.3 veces mas que
en GCX alas 96 h. La produccién de astaxantina fue de 5.76 pg/mL a las 108 h, siendo
superior a la producida con todas las fuentes de carbono a excepcion de la celobiosa
cuyo valor fue similar (5.8 pg/mL) (Figura 15 by 16 b). No obstante, como se mencioné
anteriormente la cinética con SBC inici6 sélo con 6.6 g/L, por lo cual es posible que
con concentraciones iniciales de 10 g/L puedan obtenerse concentraciones de
astaxantina igual o superiores a las obtenidas en cultivos con celobiosa. Lo anterior se
puede comprobar con los valores de rendimiento de producto con respecto a sustrato
(Ypis) los cuales fueron 5.1, 1.4, 1.81 y 3.48 veces superior en cultivos con SBC en
comparacién con el uso de glucosa, celobiosa, xilosa y mezcla de sustratos

respectivamente (Tabla 5).

Por otro lado, autores como Park et al., (2008), utilizaron 28 g/L de melaza de cafia de
azucar compuesta principalmente por glucosa y sacarosa, obteniendo 16.94 % y
18.64 % mas de biomasa en comparacion con cultivos con glucosa y fructosa como
sustratos puros respectivamente. No obstante, la melaza de cafia implementada por
Park et al., (2008), no mejoro la produccién de biomasa en comparacion con el uso de
disacaridos (sacarosa) o mezcla de sustratos (glucosa y fructosa), incluso las cinéticas
con estos sustratos puros presentaron un 1.67 % mas de biomasa en comparacion
con el uso de melaza de cafia (aproximadamente). En contraste con esto, el uso de
SBC como sustrato en el presente trabajo si mejoro el crecimiento en comparacion con
todos sustratos puros evaluados incluyendo disacéaridos (celobiosa), pentosas (xilosa)
y mezcla de sustratos (GCX) Esto sugiere que los SCB tienen un mejor potencial en la

produccion de biomasa por X. dendrorhous R4.

Cruz & Paraj6, (1998) reportan concentraciones de astaxantina de 1.7 pg/mL
(aproximadamente) por X. dendrorhous, en cultivos que contenian hidrolizados de
madera de eucalipto compuestos por 11 g/L de glucosa y 4 g/L de celobiosa inicial. En

contraste con esto, en el presente trabajo se obtuvo 3.38 veces mas astaxantina con
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tan solo 6.6 g/L de azucares iniciales compuestos por xilosa y glucosa, lo cual confirma
gue el uso de pentosas induce la carotenogénesis en X. dendrorhous. Por otro lado,
Harith, (2019) reporta producciones cercanas a 3.2 pg/mL por X. dendrorhous a partir
de hidrolizados de harina de colza ricos en glucosa y xilosa, valor 1.8 veces inferior a
lo obtenido con SBC a las 108 h en el presente trabajo. En la tabla 6, se presenta una

comparacion de la produccién de astaxantina a partir de diferentes fuentes de carbono.
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Figura 16. a) Produccion de biomasa, consumo glucosa y xilosa, b) produccién de
carotenoides y astaxantina por X. dendrorhous R4 usando SBC ricos en xilosa y
glucosa. Cinéticas en reactor, 20 °C, 600 rpm, 0.5 vwm. (o) crecimiento celular;
(A) glucosa; (L) xilosa; (¢) carotenoides totales, (e) astaxantina.

Tabla 5. Parametros cinéticos de cultivos de X. dendrorhous R4 en diferentes

sustratos
X max td Y .
Sustrato 96 h K p/x p/s le ) Qa
(DO) ('t () (ng/g) (mg/g) (9LT'hY)  (mg L7'h7Y)

Glucosa 248 0.053 13 0.77& 0.17@ 0.017° 0.0172
Celobiosa 11.62 0.044 1557 1.062 0.612 0.057° 0.062
xilosa 9.12 0.020 33.98 1.23@2 0.482 0.0382 0.048°
GCX 11.56 0.034 205 0.7° 0.25° 0.048° 0.034°
SBC 1525 0.046 14.94 0.81b> 0.87°> 0.074®>  0.053°

*Xmax: Biomasa maxima (DO), W: Velocidad especifica de crecimiento (h), td: Tiempo de
duplicacién (h), X: Biomasa, S: sustrato, Qx: productividad de biomasa (gL*h?), Qa:
productividad de astaxantina(producto) (gL*h?). 2Rendimientos determinados de forma global
alas 96 h. ? Rendimientos determinados de forma global a las 108h.




Tabla 6. Produccion de astaxantina por X. dendrorhous y P. rhodozyma utilizado

diversos sustratos.

Sustrato Tiempo cT Astaxantina
Cepa (9/L)-Tipo de (na/g Fuente
(h) . (ng/mL)
sustrato biomasa)
X. dendrorhous 25-Glucosa 72 870 4.43 Park et al.,
SKKU 0107 25-Sacarosa 80 9002 5.5 (2008)
(mutante) 28-Melasa de 72 8002 4.4
cafa de azlcar
X. dendrorhous 15-Madera de 185 1.75% Cruz & Parajé
ATCC 24228 eucalipto (GC) (1998)
P. rhodozyma Medio sintético 156 2302 24 Flores et al.,
NRRL Y-10922  + citrato (2001)
X. dendrorhous 50-Residuos 144 860 8.17 Wu, et al., (2010)
W618 (Mutante)  citricos
X. dendrorhous 30-Glucosa 120 255 2.32 Harith, (2019)
DSMZ 5626 30-Celobiosa 120 319.7 4.24
30-Xilosa 112 294.67 3.76
30-Arabinosa 115 174.75 1.87
15.7- 120 258 6.7
Hidrolizados
de harina de
colza
(Pectinasa)
P. rhodozyma 20-Glucosa 168 2470 17.5 Stoklosa, et al.,
ATCC 74219 20-Xilosa 168 4190 14.3 (2019)
(UBV-AX2) 20-Arabinosa 168 2660 19.1
X. dendrorhous  10-CHH+CSL 120 467.33 0.65° Villegas et al.,
ATCC 24202 RBY 120 132.38 0.57° (2019)
10-MPE+CSL 120 259.56 1.07°
RBY 120 171.48 1.13°
10-CCH +CSL 120 309.7 0.84°
RBY 120 196.53 0.93°
X. dendrorhous  80-Glucosa- 132 1520 17.7 Hu et al., (2006)
46 pH4
80-Glucosa 120 1350 21.8
pHS
80-Glucosa 120 1100 18.89
pH6




Sustrato

CT

Cepa (g/L)-Tipo de Tiempo (no/g Astaxantina Fuente
(h) . (ng/mL)
sustrato biomasa)
X. dendrorhous 20.86-Glucosa 96 140.28 - Liu et al., (2018)
CBS 6938
X. dendrorhous 10-Batata 1202 780 5.7 Kothari et al.,
SK984 10-Zanahoria 120¢@ 1340 6.7 (2019)
10-Brocoli 1202 1390 4.4
10-Mandarina 1204 680 5.8
10-Hoja de arce 120¢@ 1650 7.3
10-Hoja de roble 1202 1750 11.3
P. rhodozyma 33- SBC 300 360 2.56 Montani et al.,
JTM 185 (2011)
X. dendrorhous Cs 11-Glucosa 144 293.45 0.021 Castelblanco,
X. dendrorhous XR  11-Glucosa 144 509.0 0.05 (2015)
X. dendrorhous XP 11-Glucosa 144 114.09 0.003
X. dendrorhous R4 10-Glucosa 96 487.5 1.64 Presente estudio
(Mutante) 10-Celobiosa 96 422.9 5.78
10-xilosa 96 159.9 4,52
15-GCX 108 335.3 3.73
6.6-SBC 108 360.5 5.76

aDatos estimados de gréficas, P Datos reportados para carotenoides totales

*CCH: Hidrolizados de mazorca de maiz; CHH: Hidrolizado de cascara de algodén; MPE:
Extracto de vainas de mezquite; CSL: Licor fuerte de maiz; RBY: Levadura residual de
cerveceria.

6.2.5 Estandarizacion de las condiciones del ensayo de la actividad de
la B-glucosidasa en Xanthophyllomyces dendrorhous R4

6.2.5.1 Localizacién de la B-glucosidasa en X. dendrorhous R4

Con el fin de determinar si X. dendrorhous R4 posee B-glucosidasa para la hidrolisis
de celobiosa, se llevo a cabo la cuantificacion de esta actividad enzimatica en diversos
extractos proteicos celulares. Los resultados obtenidos previamente en este trabajo
sefalan que la celobiosa induce en mayor medida la produccién de astaxantina, siendo
el estudio de este sustrato de gran interés. La asimilacion de celobiosa supone que la
levadura posee la enzima capaz de hidrolizar este disacarido en unidades de glucosa.
Sin embargo, aun no se conoce la localizacion de la B-glucosidasa en X. dendrorhous,
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y los reportes de esta actividad sobre la levadura son limitados. Por lo tanto, se evaluo
la actividad pB-glucosidasa en tres extractos proteicos celulares (intracelular,
extracelular y asociado a la superficie celular), con el fin de conocer su ubicacién. X.
dendrorhous presentd actividad B-glucosidasa en los tres extractos enzimaticos
evaluados, No obstante, la mayor actividad especifica se presenté en el extracto
enzimatico asociado a la superficie celular (64.4 %) seguido por el intracelular (35 %)
y extracelular (0.55 %) con valores de 160.4, 87.22 y 1.38 mU/mg respectivamente
(Figura 17). La baja actividad extracelular indica que posiblemente ésta sea producto
de algunas enzimas asociadas a la superficie celular que se exportan debido a la
induccion por presencia de celobiosa, como lo reporta Krisch et al., (2010), quienes
presumen que las B-glucosidasas en los mohos son inducibles y podrian liberarse de
los enlaces sueltos de la pared celular y secretarse al medio exterior en presencia de
sustratos de celulosa natural. Esto coincide con Saloheimo et al., (2002) quienes
reportan que en Trichoderma reesei las actividades extracelulares y una parte
importante de las actividades ligadas a la pared celular podrian deberse a la misma

enzima.

No obstante, se decidié estandarizar una concentracién de proteina para determinar
actividad enzimatica de los tres extractos a una concentracion de proteina constante,
ya que los valores de proteina obtenidos en los ensayos fueron discrepantes. La
presencia de actividad en las tres fracciones indica que X. dendrorhous puede
hidrolizar la celobiosa antes de incorporarla a la célula o bien ingresarla como
disacarido e hidrolizarla por la actividad 3-glucosidasa intracelular. Esto sugiere que X.
dendrorhous posee transportadores que permiten el paso de celobiosa. Asi mismo,
los valores de actividad obtenidos son bastante bajos con respecto a la actividad B-
glucosidasa de otras levaduras. Un ejemplo de ello, Ochoa, (2018) determind la
actividad de la B-glucosidasa intracelular de Clavispora lusitaniae obteniendo valores

de 800 U/mg en medio minimo con celobiosa como fuente de carbono.

Algunas levaduras como Saccharomyces cerevisiae no pueden fermentar pentosas y
celodextrinas como la celobiosa (Ha et al., 2013). Esto representa una desventaja en

su uso para la produccion de metabolitos como el etanol a partir de biomasa
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lignocelulésica. En contraste con esto, X. dendrorhous posee una ventaja con respecto
a otras levaduras de interés industrial en el uso de sacarificados de biomasa
lignocelulésica como sustrato al tener la capacidad de hidrolizar la celobiosa tanto

extracelular como intracelularmente.
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Figura 17. Localizacion de la 3-glucosidasa de X. dendrorhous R4

6.2.5.2 Estandarizacion de la concentracion de proteina

Se determind proteina al extracto enzimatico asociado a la superficie celular y se
prepararon concentraciones de 0 a 1.5 mg/mL. A cada concentracién se le determind
actividad B-glucosidasa y se graficé con el fin de seleccionar una concentracion de
proteina en la cual la actividad enziméatica se comporta de manera lineal. Se obtuvo
una relacion lineal entre 0.05 y 0.5 mg/mL de proteina, por lo cual se decidié usar una
concentracion de 0.2 mg/mL para los ensayos posteriores (Figura 18). Esto con el fin
de comparar los diferentes extractos enzimaticos con igual concentracion de proteina
permitiendo determinar de forma mas certera cual de estos extractos presenta mayor

actividad B-glucosidasa.




160

140 ~

120

100

80

60

40

Actividad volumétrica (mU/mL)

20

0 T T T T T T T
0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 16

Proteina (mg/mL)

Figura 18. Estandarizacién de la concentracion de proteina para la determinacion de
actividad B-glucosidasa en X. dendrorhous R4

Una vez estandarizada la concentracion de proteina, se evaluaron nuevamente las tres
fracciones (extracelular, intracelular y asociada a la superficie celular), para definir
aquella con la mayor actividad -glucosidasa. Se obtuvo 153.732 mU/mg de actividad
B-glucosidasa en el extracto enzimatico enlazado a la superficie celular, 4.2 veces mas
gue el obtenido en la fraccion intracelular (36.488 mU/mg). En la concentracion de
proteina estandarizada no se observo actividad de B-glucosidasa en la fraccion
extracelular (Figura 19). Por tal motivo, se determiné que la mayor actividad de -
glucosidasa en X. dendrorhous R4 se encuentra ubicada y enlazada en la superficie
celular. Por tanto, se eligi6 al extracto enzimatico de células completas
correspondiente a las enzimas enlazadas a la superficie celular para estudios

posteriores.
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Figura 19. Estandarizacion de la localizacion celular de la enzima (-glucosidasa de X.
dendrorhous R4

6.2.5.3 Determinacién de la temperatura Optima en el ensayo
enzimatico de B-glucosidasa en X. dendrorhous R4

Se determiné la temperatura 6ptima en la cual la B-glucosidasa presenta la mayor
actividad enzimatica. Se probaron 10 temperaturas en intervalos de 5 °C obteniéndose
la mayor actividad en 60 °C (Figura 20). Esta temperatura resulta favorable ya que los
procesos de sacarificacion enzimatica se llevan a cabo en temperaturas cercanas, en
el caso del presente trabajo la temperatura seleccionada para el proceso de hidrélisis
de bagazo de cafa es de 55 °C. Esto sugiere que la B-glucosidasa de X. dendrorhous
podria tener aplicaciones de interés industrial. Un ejemplo de un microorganismo
productor de esta enzima es Trichoderma reesei (Cel3A) con el cual se reporta una
temperatura optima de 70 °C para actividad B-glucosidasa (Guo, et al., 2016). Por otro
lado, se reportan temperaturas similares a las obtenidas en el presente trabajo con
65 °C para Aspergillus terreus (Yan et al., 2016) y temperaturas menores a ésta con

45 °C para la levadura Clavispora lusitaniae (Ochoa, 2018).
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Figura 20. Efecto de la temperatura en la actividad de la B-glucosidasa en X.
dendrorhous R4

6.2.5.4 Estandarizacién de tiempo de incubacion éptimo en el
ensayo enzimatico de B-glucosidasa en X. dendrorhous R4

La B-glucosidasa de X. dendrorhous R4 present6 una velocidad inicial constante
de formacion de pNP entre 0 - 30 min de incubacion a 60 °C, a partir del cual inicia
un notable decline de estos valores. Por lo anterior se consideré6 como tiempo de
incubacion 15 min al ser el punto intermedio de esta recta con un coeficiente de

determinacion R?: 0.98 (Figura 21).
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Figura 21. Efecto del tiempo de incubacién en la actividad B-glucosidasa en X.
dendrorhous R4.

6.2.5.5 Estandarizacién de pH 6ptimo en el ensayo enzimatico de
B-glucosidasa en X. dendrorhous R4

Finalmente, con los pardmetros estandarizados anteriormente, se evalu6 el efecto del
pH sobre la actividad de B-glucosidasa utilizando regulador citratos-fosfatos 50 mM,
citratos 50 mM vy fosfatos de sodio 25 mM. Los resultados indican que la mayor
actividad especifica se obtuvo en pH 5 con regulador citratos fosfatos. Asi mismo este
regulador presentdé un buen poder amortiguante debido a que no hay cambios
drasticos en la actividad al variar décimas en el pH, lo cual es importante en la
estabilidad de la enzima. Por el contrario, en el regulador citratos se observa una
actividad de B-glucosidasa y estabilidad menor que el resto de los reguladores
evaluados. Por otro lado, Se observo que utilizando los reguladores citratos-fosfatos y
fosfatos de sodio, la actividad B-glucosidasa presenta un comportamiento similar a pH
6, 6.5y 7, sin observarse una influencia por el tipo de regulador (Figura 22). Debido a
lo anterior, se selecciond el regulador citratos fosfatos pH 5 para estudios posteriores.
Con base a los resultados obtenidos se determiné que la B-glucosidasa de X.

dendrorhous R4 presenta mayor actividad en medios acidos. Incluso se han reportado
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actividad de B-glucosidasa de otros microorganismos como Trichoderma reesei
(Cel3A) en medios mas acidos con pH de 4.5, Debaryomyces pseudopolymorphus pH
4, y Metschnikowia pulcherrima a pH 4.5 (Arévalo, 2005, Gonzalez et al, 2008, Guo et
al, 2016). Asi mismo, Gil (2015), sefiala un pH éptimo de 4, para B-glucosidasa de
Talaromyces amestolkiae en regulador citrato sodico. Por otro lado, Ochoa, (2018)
reporta un pH 6ptimo de 5.5 con regulador citratos fosfatos para la B-glucosidasa de
Clavispora lusitaniae. En la tabla 7 se presenta una comparacion del pH y la
temperatura 6ptima de diversas B-glucosidasas, observandose que los valores
optimos de la B-glucosidasa de X. dendrorhous R4 se encuentran cercanos al

promedio de lo reportado en literatura para otros microorganismos.
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Figura 22.Efecto del regulador y pH en la actividad 3-glucosidasa de X. dendrorhous
R4. (o) Regulador citratos-fosfatos, (¥ ): Regulador fosfato de sodio, (m) Regulador
citratos.




Tabla 7. Temperatura y pH Optimos de actividad B-glucosidasa de diferentes
microorganismos

Organismo T 6ptima (°C)  pH 6ptimo Referencia
Clavispora Y-50464 (BGL1) 45 6.0 Liu et al., 2013
Clavispora lusitaniae 45 5.5 Ochoa (2018)
Debaryyomyces 40 4.0 Arévalo, (2005)
pseudopolymorphus
Aspergillus terreus 65 5.0 Yan et al., (2016)
Trichoderma reesei (Cel3A) 70 4.5 Guo et al., (2016)
Metschnikowia pulcherrima 50 4.5 Gonzalez et al.,
(2008)
Candida peltata 50 5.0 Saha & Bothast,
(1996)
Phaffia rhodozyma 22 4.5 Pera et al., (1999)
Xanthophyllomyces 60 5 Presente estudio
dendrorhous

*Adaptado de Ochoa, (2018).

6.2.6 Evaluacién de la actividad B-glucosidasa en cinéticas de
crecimiento de X. dendrorhous R4

Con el fin de determinar el comportamiento de la actividad B-glucosidasa de X.
dendrorhous R4 durante una cinética de 96 h, se analizé la actividad enzimatica
usando glucosay celobiosa como sustrato. Para los andlisis realizados a continuacion,
se utilizo el extracto enzimatico de células completas (enzimas enlazadas a la

superficie celular).




6.2.6.1
6.2.6.2

Xanthophyllomyces dendrorhous cultivada en medio minimo con glucosa (MMG),
alcanzé un valor de densidad éptica de 2.9 + 0.06 a las 96 h de cultivo con una pmax
de 0.16 h'%, y un tiempo de duplicacion de 4.4 h (Tabla 8). En la figura 23, se observa
una fase exponencial desde las 12 a las 24 h de cultivo y una fase estacionaria hasta
las 84 h. Asi mismo, se observa un consumo del 30 % de la glucosa a las 96 h. De
acuerdo con lo reportado en resultados anteriores X. dendrorhous es capaz de
metabolizar glucosa, sin embargo, en medio minimo no es posible consumir todo el
sustrato debido al agotamiento de las fuentes de nitrégeno. La produccion de

astaxantina fue determinada al final de la cinética obteniendo un valor de 1.07 pg/mL

a las 96 h de cultivo.
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Figura 23. Consumo de sustrato y crecimiento celular de X. dendrorhous R4 en
medio minimo con glucosa. (e): glucosa, (o): densidad 6ptica.




6.2.6.3 Cinéticade crecimiento de X. dendrorhous R4 en celobiosa

Xanthophyllomyces dendrorhous al crecer en medio minimo con celobiosa (MMC)
presenta una fase exponencial entre las 0 - 60 h de cultivo con una pmax de 0.028 h?
y un tiempo de duplicacion de 24 h. Se obtuvo un total de 6.9 £ 0.26 unidades de
densidad optica, y un consumo completo de celobiosa. El rendimiento producto con
respecto a biomasa (Ypx) fue superior en cultivos con celobiosa (0.91 mg/g) en
comparacion con glucosa (0.87 mg/g) (Tabla 8). La glucosa producto de la hidrdlisis
de la celobiosa, alcanza una concentracién de 4.8 g/L + 0.2 al final de la fase
exponencial (60 h), momento a partir del cual, el ligero consumo de glucosa genera un

aumento en la concentracion de biomasa a las 84 y 96 h (Figura 24).
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Figura 24. Consumo de sustrato y crecimiento celular de X. dendrorhous R4 en medio
minimo con celobiosa. (o): celobiosa, (e): densidad Optica, (A): Glucosa generada por

hidrélisis de celobiosa.

La concentracion de astaxantina fue de 2.79 ug/mL, 2.6 veces superior al obtenido en

glucosa. Evidentemente, la celobiosa estimula la produccion de astaxantina, y ofrece




mayor pigmentacion en X. dendrorhous en comparacion con otras fuentes de carbono,
por lo anterior y de acuerdo con lo reportado por Cruz & Parajo, (1998), se ha
designado a este carbohidrato como uno de los mejores sustratos para la produccion
de astaxantina en X. dendrorhous.

6.2.6.4 Cinéticas de X. dendrorhous en biorreactor con celobiosa
como fuente de carbono

Debido a que la mayor concentracion de astaxantina en sustratos puros se obtuvo en
medio rico con celobiosa como fuente de carbono y a escala de 400 mL en
biorreactores, se evalué una cinética en estas condiciones para determinar el
comportamiento de la actividad enzimética en medio rico YPC. Se obtuvo una
densidad celular maxima de 13.25 + 0.5 a las 84 h, 1.98 y 5.32 veces superior a lo
obtenido en medio minimo con celobiosa y glucosa respectivamente a esta misma
hora. El valor de ymax fue de 0.03 h'! y el tiempo de duplicacién de 22.87 h (Tabla 8).
El rendimiento de producto con respecto a la biomasa y el sustrato fueron 1.35y 1.8
veces superior a los obtenidos con glucosa en medio minimo respectivamente, y 1.28
y 2.36 veces superior a los obtenidos con celobiosa en medio minimo respectivamente.
La hidrélisis de celobiosa llevé a una acumulacion de 0.81 g/L £ 0.005 de glucosa a
las 60 h de cultivo, esto corresponde a un 8.1 % de la concentracion inicial de
celobiosa. Las concentraciones de glucosa acumuladas son muy bajas por lo cual se
estimaria que la actividad hidrolitica de la B-glucosidasa de X. dendrorhous es lenta.
La concentracion de astaxantina fue de 6.0 pg/mL, 2.1y 5.6 veces superior al obtenido
en MMC y MMG respectivamente (Tabla 8). Cabe resaltar que la produccion de
astaxantina posee un comportamiento similar a la produccién de biomasa como se

observo en cinéticas anteriores.
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Figura 25. Consumo de sustrato, crecimiento celular y produccién de astaxantina por
de X. dendrorhous R4 en medio YP con celobiosa. Cinética realizada en biorreactor a
20 °C, 0,5 vvm, 600 rpm. (o): celobiosa, (e): densidad 6ptica, (A): Glucosa generada
por hidrolisis de celobiosa, (m): astaxantina.

Tabla 8. Parametros cinéticos de X. dendrorhous R4 en medio minimo Breus con
glucosa y celobiosa y medio rico (YP) con celobiosa.

Sustrato h‘{l) (t:) (1:57;) (ZZZ) <f;/t'i)2>
MMG 0.156 4.43 0.86  0.36 1.07
MMC 0.028 240 091 0279  2.79
YPC 0.030 22.87 1.17  0.65 6.00

*td: Tiempo de duplicacion, X: Biomasa, S: sustrato.
de forma global a las 96 h para todos los azucares.

Los rendimientos fueron determinados




6.2.6.5 Determinacion de actividad p-glucosidasa en X
dendrorhous R4 en cinéticas de medio minimo y medio rico
(YP) con glucosay celobiosa

Se evaluo la actividad de B-glucosidasa producida por X. dendrorhous R4 creciendo
en medio minimo con glucosa, celobiosa y medio rico (YP) con celobiosa para seguir

la actividad de esta enzima en estos sustratos.

Cuando X. dendrorhous R4 crece en medio minimo con glucosa se observa una
concentracion maxima de proteina de 1.53 mg/mL + 0.08, entre las 24 y 36 h, que
tiende a disminuir con el transcurso del tiempo (Figura 26 a). Por otra parte, la actividad
especifica de B-glucosidasa en medio minimo con glucosa se mantuvo en valores
cercanos a 100 mU/mg durante todo el tiempo de cultivo (figura 26 c). Esto sugiere
que la actividad B-glucosidasa de X. dendrorhous R4 es reprimible por glucosa. Por el
contrario, cuando se cultivd X. dendrorhous en medio minimo con celobiosa como
fuente de carbono, la actividad especifica de B-glucosidasa fue aumentando hasta un
valor maximo de 487.352 mU/mg = 1.4, a las 72 h. La maxima actividad volumétrica
de la B-glucosidasa en cultivos con MMC se observé de igual forma a las 72 h con
97.47 mU/mL £ 0.28, 4.1 veces superior a la obtenida por glucosa a esa misma hora.
Esto permite confirmar que la celobiosa induce la actividad B-glucosidasa, asi mismo,
después de las 72 h donde se obtuvo la actividad maxima en MMC, el disacérido se
agoto por completo generando una disminucion del 4.3 % de actividad especifica para
las 96 h.

Por otro lado, en la cinética en biorreactor usando medio rico y celobiosa como
sustrato, se puede observar un comportamiento diferente. La mayor actividad
especifica B-glucosidasa se obtuvo a las 48 h (Figura 26c¢) con valores de 4870.45
muU/mg £ 43.3, siendo 10 veces mayor con respecto a la maxima actividad observada
en cultivos con medio minimo y celobiosa como sustrato. Al tiempo de cultivo de 48h,
aun quedaba cerca del 50 % de la celobiosa inicial en el medio, sin embargo, la
proteina seguia aumentando exponencialmente debido al aumento de biomasa. Esto
genero que larelacion de B-glucosidasa en la concentracion de proteina estandarizada

para los ensayos (0.2 mg/mL) disminuyera observandose una caida de la actividad,
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hasta las 72 h donde la concentracion de proteina empez6 a mantenerse en valores
similares hasta las 96 h. De esta forma se puede comprender, que cuando la B-
glucosidasa es inducida por celobiosa, esta mantiene sus valores durante el tiempo de
cultivo, observandose de forma mas clara en MMC donde la proteina aumentd hasta
las 24 h y posteriormente se mantuvo constante y la actividad también una vez se llevo
a cabo la induccion. Asi mismo, aunque se libere glucosa al medio como producto de
la hidrdlisis de la celobiosa, no es suficiente para reprimir o inhibir de forma significativa
la enzima. Esto aclara la estrategia de la levadura para hidrolizar la celobiosa, las bajas
actividades de la enzima B-glucosidasa en X. dendrorhous, permite hidrolizar de forma
lenta el disacarido evitando asi grandes acumulaciones de glucosa en el medio, la cual
puede afectar en la regulacion de la produccién de astaxantina. Es por ello, que cuando
se implementa este azlicar como fuente de carbono se obtiene la mayor produccion

de astaxantina con respecto a otros sustratos puros como la glucosa.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la B-glucosidasa de X. dendrorhous R4
enlazada a la membrana o pared celular, es de caracter inducible, es decir, su actividad
variara en funcion de la naturaleza de la fuente de carbono siendo la celobiosa un
sustrato inductor. Evidentemente el uso de medio rico con celobiosa como fuente de
carbono favorece la induccion de la actividad B-glucosidasa de X. dendrorhous R4 en

comparacion con medio minimo con celobiosa.
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Figura 26. a) Proteina asociada a la membrana, b) determinacién de actividad
volumétrica y c) especifica de la B-glucosidasa de X. dendrorhous R4 en cultivos a
escala de matraz con MMG y MMC, y cultivo a escala reactor con medio rico con
celobiosa (YPC). (o) medio minimo con glucosa; (A ) medio minimo con celobiosa; (e)
medio rico con celobiosa.

6.2.7 Metabolismo de X. dendrorhous R4 en la produccién de
astaxantina a partir de sacarificados de bagazo de cafa

Los azucares mas representativos en la composicion de los sacarificados de bagazo
de cafia son la glucosa, xilosa, celobiosa y en muy bajas proporciones arabinosa
(Tabla 10). En X. dendrorhous la carotenogénesis esta asociada al crecimiento y
depende de las condiciones de cultivo tales como la fuente de carbono (Cérdova et al.,
2018). Se ha demostrado que en medios con glucosa la produccion de astaxantina es
inducida al inicio de la fase estacionaria, sin embargo, con fuentes de carbono no
fermentables como el etanol se incrementa la produccion de esta xantofila desde la
fase exponencial (Martinez et al., 2015). Por tal motivo, es importante comprender el

efecto de las fuentes de carbono en la produccion de astaxantina (Figura 27). A
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continuacion, se propone un analisis del metabolismo de diversos azucares en X.
dendrorhous representado en la figura 27, con base a literatura publicada en estudios
con otras levaduras, ya que no existe informacion suficiente de todos estos procesos

en X. dendrorhous.

El metabolismo de estos azlcares inicia con su incorporacion a la célula. Se ha
reportado que la glucosa es transportada a través de la membrana por transportadores
de hexosas. Si bien no hay suficiente informacion sobre estos transportadores en X.
dendrorhous, en Saccharomyces cerevisiae se han reportado 18 transportadores de
hexosas (Hxtl-17 y Gal2). Estos transportadores son divididos en tres grupos
dependiendo de su afinidad por glucosa: 1) alta afinidad (Hxt6, Hxt7 y Gal2), 2)
intermedia afinidad (Hxt2, Hxt3 y Hxt5), y 3) baja afinidad (Hxt2, Hxt4 and Hxt5). Sin
embargo, los transportadores Hxt7, Hxt5, Gal2, Hxtl y Hxt4 pueden permitir el paso
de xilosa (ordenados por orden de eficiencia) (Hou et al., 2017). La competencia por
estos transportadores es una de las razones por las cuales la xilosa es consumida solo
una vez se ha agotado la glucosa en el medio. Con respecto a disacaridos, X.
dendrorhous R4 tiene la capacidad de hidrolizar la celobiosa antes de ingresarla a la
célula en mayor medida por B-glucosidasa asociada a la superficie celular, o introducir
la celobiosa e hidrolizarla en el interior celular a unidades de glucosa por accion de (3-
glucosidasas intracelulares. Esto ultimo sugiere que X. dendrorhous R4 debe poseer
transportadores de celodextrinas que permitan el paso de celobiosa al interior celular.
Cuando la celobiosa es hidrolizada a glucosa extracelularmente, estas moléculas

ingresas por transportadores de hexosas.

Una vez ubicada la glucosa en el medio intracelular, se lleva a cabo la glucdlisis
obteniendo como producto final piruvato, NADH y ATP. En el caso de pentosas como
la xilosa, el metabolismo inicia con la conversion de xilosa a xilitol por la xilosa
reductasa (XR), posteriormente el xilitol es oxidado a xilulosa por la xilosa
deshidrogenasa (XDH). No obstante, es importante comprender que XR tiene afinidad
por los cofactores NADH y NADPH, sin embargo, XDH sélo usa NAD+ como cofactor,
generando asi un desbalance de cofactores que resultan en la acumulacién de xilitol.

Por otro lado, la xilulosa es fosforilada por la xilulosa quinasa (XK) haciendo uso de
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ATP para producir xilulosa-5-fosfato, la cual ingresa a la ruta de las pentosas fosfato.
Dependiendo de los requerimientos celulares, el flujo de carbono de la ruta de las
pentosas puede incorporarse en la glucolisis mediante la produccion de fructosa 6-
fosfato y glucosa 3-fosfato (Portugal, 2017).

Una vez obtenido el piruvato mediante la glucdlisis, este es convertido en acetil cOA
en la matriz mitocondrial por el complejo piruvato deshidrogenasa. Seguido a esto, el
ciclo de Krebs inicia con la formacion de citrato a partir de una molécula de acetil coA
y oxaloacetato en una reaccion de condensacion, seguido de varias reacciones
enzimaticas para producir GTP, CO:2 y cofactores en forma reducida (NADH y FADH>),
gue posteriormente se van a oxidar a ATP en la cadena transportadora de electrones
(Portugal, 2017). El citrato mitocondrial es dirigido al citoplasma donde es convertido
a acetil co-A y oxaloacetato por el ATP citrato liasa (ACL). El acetil co-A formado puede
dirigirse a la produccion de malonil co-A para la sintesis de lipidos o a
hidroximetilglutaril-coA (HMG-coA) como precursor de la ruta de mevalonato para la
produccion de astaxantina (Zhu & Jackson, 2015). Una vez obtenido el HMG-coA, y el
acido mevaldnico a partir de acetil-coA en la ruta del mevalonato, inicia la biosintesis
de astaxantina con el isopentenil pirofosfato (IPP) (5C). EIl IPP es condensado con su
isémero dimetilalil pirofosfato (DMAP) para formar geranil pirofosfato (GPP) (C10).
Consecutivas adiciones de IPP forman farnesil pirofosfato (FPP) (C15) y geranil geranil
pirofosfato (GGPP) (C20). Dos de estas ultimas moléculas son condensadas para
producir fitoeno (C40) (carotenoide con ausencia de color) mediante el enzima fitoeno-
Bcaroteno sintasa (crtYB). La desaturacion de este compuesto por el fitoeno
desaturasa (crtl) conduce a la formacion de licopeno (carotenoide rojo), cuya ciclacion
mediante fitoeno-Bcaroteno sintasa produce [-caroteno (carotenoide naranja).
Finalmente, el B-caroteno es oxidado a astaxantina por la adiciobn de un grupo oxo e
hidroxi en la posicion C4 y C3 respectivamente en cada anillo posicionado en los
extremos de la molécula catalizado por el crtS (astaxantina sintasa) (Chéavez, et al.,
2010; Martinez et al., 2015).
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Figura 27. Produccién de astaxantina a partir de sacarificados de bagazo de cafia por
X. dendrorhous. Adaptado de: Boubekeur et al., (2001); Zhu & Jackson (2015);
Portugal, (2017). Figura realizada por autor en https://biorender.com/
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Abreviaturas de la figura 27. G6P: glucosa 6-fosfato; F6P: fructosa 6-fosfato; G3P gliceraldehido 3-
fosfato;BPG: 1,3-bifosfoglicerato; 3PG: 3-fosfoglicerato; PEP: fosfoenolpiruvato; OAA: oxaloacetato; a-
KG: a-Cetoglutarato; HMG-coA: Hidroximetilglutaril-coA; IPP: isopentenil pirofosfato; DMAPP: dimetilalil
pirofosfato; GPP: geranil pirofosfato; GGPP: geranilgeranil pirofosfato; XR: xilosa reductasa; XDH:
xilosa deshidrogenasa; XK: xilulosa quinasa; PPP: ruta de pentosas fosfato; XO-RP: ruta de oxido
reduccion de la xilosa; PD: piruvato descarboxilasa; ADH: alcohol deshidrogenasa; ACDH: acetaldehido
deshidrogenasa; ACS: acetil-coA sintetasa; crtl: fitoeno desaturasa; crtS: astaxantina sintasa; crtYB:
fitoeno-B-caroteno sintasa; crtE: GGPP sintasa; crtR: citocromo p450 reductasa.

A diferencia de otras levaduras carotenogénicas como Rhodotorula y Cryptococcus,
X. dendrorhous es una levadura facultativa que produce etanol por fermentacion de
azucares (Chavez, et al., 2010). En condiciones anaerdbicas el flujo de carbono se
dirige hacia el metabolismo fermentativo donde se obtienen cofactores oxidados y
etanol a partir de piruvato (Portugal, 2017). No obstante, al ser la concentracion de
oxigeno un factor importante en el proceso de produccion de astaxantina (carotenoide
oxigenado), es posible que aun en condiciones aerdbicas se produzca etanol. En este
escenario, concentraciones altas de glucosa en el medio (>0.15 g glucosa/lL) aceleran
la glucdlisis generando altas cantidades de piruvato el cual no puede continuar su
transformacion en el ciclo de Krebs debido a que el complejo piruvato deshidrogenasa
gue cataliza la conversién de piruvato a acetil co-A en la mitocondria, es inhibido por
las altas cantidades de ATP generadas en la glucdlisis. Por tal motivo, el piruvato es
dirigido a la produccién de etanol en un fendmeno denominado efecto Crabtree
(Portugal, 2017). En este caso, el fujo de carbono se dirige a la produccion de etanol,
iniciando con la accion del piruvato descarboxilasa sobre el piruvato obtenido de la
glucolisis, generando como producto acetaldehido que posteriormente se convierte a
etanol por el alcohol deshidrogenasa 1. Es importante destacar, que Hara et al., (2014)
evaluaron 13 promotores y determinaron que el promotor mas fuerte en X.
dendrorhous corresponde al del alcohol deshidrogenasa (Padh4) incluso con una
expresion mayor al promotor de actina. Los altos niveles de expresion de Padh4 puede
ser una razon de la produccion continua de etanol durante la sintesis de astaxantina
por X. dendrorhous aun cuando se usan sustratos diferentes a glucosa. También se

obtuvo una expresion considerable con Phxt, que corresponde a un transportador de




hexosas lo cual explica el exitoso consumo de glucosa cuando esta presente en el

medio de cultivo.

Asi mismo, cuando las concentraciones de azlcar son reducidas y aumenta la
concentracion de oxigeno, tanto X. dendrorhous como P. rhodozyma (estado asexual)
son capaces de consumir el etanol producido mediante su oxidacion via acetaldehido-
acetato-acetil-coA (Chavez, et al., 2010). El alcohol deshidrogenasa 2 dependiente de
NAD+ oxida el etanol hacia acetaldehido. Este compuesto es posteriormente
convertido a acetato por el acetaldehido deshidrogenasa (ACDH). Algunos estudios
sugieren que esta Ultima reaccion puede ocurrir tanto en el citoplasma como en la
mitocondria, proceso que puede ser influenciado por la relacion NADP/NAD en la
célula (Wang et al., 1998). En levaduras como S. cerevisiae se han detectado dos
ACDH, una con ubicacion mitocondrial (reprimida por glucosa) la cual puede utilizar
NAD* y NADP* como cofactor y es activada por K*, y otra ACDH citoplasmética que
utiliza NADP* y es activada por Mg?* (Boubekeur et al., 2001). Finalmente, el acetato
es convertido a acetil-coA por la acetil-coA sintetasa la cual requiere ATP y una
molécula de coA. No obstante, el NADH generado por el metabolismo del etanol
aumenta la relacion NADH/NAD+ lo cual también genera inhibicion del ciclo de Krebs
cuyos productos son principalmente NADH, FADH2 y GTP. Lo anterior genera un
bloqueo de la division celular y de la replicacion permitiendo que el acetil-coA sea
aprovechado como precursor de la sintesis de astaxantina (Chavez, et al., 2010). Asi
mismo, la re-asimilacion de etanol se ha asociado a la expresion de genes importantes
en la produccion de astaxantina: crtYB (fitoeno B caroteno-sintasa), crtl (fitoeno
deshidrogenasa), y crtS (astaxantina sintasa), asi como el incremento en la cantidad
de carotenoides totales por promover la sintesis de novo (Chavez, et al., 2010;
Marcoleta et al., 2011).

Es importante destacar, que la sintesis del metabolismo en general mencionado
anteriormente fue estructurado a partir de lo reportado en diferentes estudios para
levaduras, ya que la informacion especifica de algunas rutas aun no ha sido bien

establecida en X. dendrorhous.




6.3 Etapa 3. Mutagénesis aleatoria en X. dendrorhous R4

Con el objetivo de encontrar mutantes que asimilaran mejor la xilosa, uno de los
principales azlcares presentes en sacarificados de bagazo de cafia, se realizé una
mutagénesis aleatoria con NTG sobre la mutante hiper productora de astaxantina X.
dendrorhous RA4.

Se seleccionaron y sembraron en MMX las colonias mas grandes y con mayor
coloracion con respecto a la cepa sin mutagenizar. El medio de cultivo sélido contenia
xilosa como presion de seleccion. Se observaron colonias aisladas en las diluciones
102 y 103 de las cuales se aislaron 63 colonias de cada dilucién. Las colonias
seleccionadas fueron plaqueadas nuevamente en MMX para confirmar su crecimiento
y realizar una seleccién de las colonias con crecimiento mas rapido y abundante
(Figura 28a). De las 126 colonias plagueadas, se seleccionaron 3 de la dilucién 102y
6 de la diluciéon 10 y se sembraron en cajas con MMX por 7 dias. De esta nueva
resiembra se seleccionaron, por su mayor crecimiento y pigmentacion, 2 colonias,
provenientes de la dilucién 102. A estas colonias se les llam6 R4-X18 y R4-X34 (Figura
28b). Las colonias seleccionadas de la dilucién 102 fueron descartadas debido a un
crecimiento lento y pobre (Figura 28c). Posteriormente se realiz6 una comparacion
entre las mutantes de X. dendrorhous R4, R4-X18 y R4-X34 en MMX solido. Se
seleccion6 la mutante R4-X18 debido a que presentd mejor crecimiento y una
coloracién roja tipica de la astaxantina en contraste con una coloracion naranja de la
mutante X34. Finalmente, las mutantes R4 y R4-X18 de X. dendrorhous se sembraron
en placas de MMX y YPX, y se observé un mayor y rapido crecimiento en R4-X18 en
comparacion con su progenitora la cepa R4 en ambos medios (Figura 28d). Asi mismo,
se observéd una mejor coloracién de las dos cepas en MMX en comparacion con YPX,
posiblemente debido a un estrés celular por la limitada concentracion de nutrientes lo
que induce la produccion de astaxantina. Debido a esto, se decidio evaluar el
crecimiento de la mutante X. dendrorhous R4-X18 en medio liquido MMX con el fin de

compararlo con sus cepas parental directa R4 y nativa.




Es importante destacar que la concentracion de NTG y tiempo de exposicion usados
en el presente trabajo, son cercanos al promedio utilizado en diferentes trabajos
previos, en los cuales se obtuvo con éxito mutantes de X. dendrorhous (Tabla 9). Se
selecciond una concentracion de 100 pg/mL de NTG y 15 min de exposicién, debido a

que, a concentraciones y tiempos mayores, no se observo crecimiento de mutantes.

Tabla 9. Comparacion entre concentraciones de NTG y tiempo de exposicién en
mutagénesis de X. dendrorhous

NTG Tiempo de
exposicion Fuente
(ng/mL) (min)
Gassel et al.,
200 30 (2013)
Barbachano
120 20 et al., (2014)
Hermosilla et
100 30 al., (2003)
Baeza et al.,
100 30 (2009)
100 15 Preser_lte
trabajo




Figura 28. Mutantes de X. dendrorhous R4 que asimilan xilosa. a). Seleccién de
mutantes en MMX. b). Mutantes R4-X18 y R4-X34 seleccionadas de la diluciéon 10-2.
c). Mutantes seleccionadas de la dilucién 10-3. d). Comparacion del crecimiento de las
mutantes R4-X18 (izquierda) y R4 (derecha) en MMX y YPX. Las imagenes fueron
tomadas 20 dias después de la siembra con el fin de obtener una mayor coloracion
que mejorase la visualizacion de las mutantes.

6.3.1 Cinéticas de crecimiento de cepas de X. dendrorhous nativa, y
mutantes en medio minimo con diferentes sustratos

El crecimiento celular de la cepa nativa de X. dendrorhous, su mutante R4 hiper
productora de astaxantina y la doble mutante R4-X18 se evalu6 en diversas fuentes
de carbono (glucosa, celobiosa, xilosa) con el fin de comparar el efecto de estos
azucares en la produccién de astaxantina. Los cultivos se realizaron en medio minimo
con el fin de evitar interferencias de otros componentes contenidos en el medio rico
YP. Los azlcares evaluados (glucosa, xilosa y celobiosa) hacen parte de la
composicién principal de sacarificados de residuos lignocelulésicos y se usaron a una
concentracion del 1%. Asi mismo se evaluaron dos sacarificados SBC2.5 y SBC10 los
cuales difieren en la concentracidon y composicion de azlcares, con el fin de determinar

cual tiene mayor efecto en la produccion de astaxantina (Tabla 10). Los SBC fueron
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suplementados con medio minimo. El SBC2.5 fue obtenido con menor cantidad de
enzima (100 EGU/g) y posee menor cantidad de azucares totales (2.5 g/L), sin
embargo, posee celobiosa en su composicién. EI SBC10 fue obtenido con mayor
concentracion de enzima (2000 EGU/Q), y la concentracion total de azucares aumenta
2.4 veces, pero no posee celobiosa en su composicion, disacarido que ha demostrado
inducir la produccién de astaxantina. Las condiciones del proceso se sacarificacion se

mantuvieron en 12 h, a 55 °C y 150 rpm.

Tabla 10. Composicion de sacarificados SBC2.5 y SBC10

% Azlcar SBC2.5 SBC10
Celobiosa 10.3 0
Glucosa 41.8 64.8
Xilosa 31.2 30.2
Arabinosa 16.6 4.9
Azlcares totales (g/L) 2.5 10

6.3.1.1 Crecimiento celular de X. dendrorhous nativa, y mutantes
en medio minimo con diferentes sustratos

Debido a que las mutaciones aleatorias pueden afectar el crecimiento de las mutantes
con respecto a su cepa parental, se evaluo el crecimiento celular de la doble mutante
(R4-X18), su cepa parental R4, y la cepa nativa de X. dendrorhous en diferentes
fuentes de carbono con el fin de comparar el crecimiento y produccion de astaxantina.
En la figura 29a, se observa un mayor crecimiento de la cepa nativa en medios con
SBC10 (DO 13 + 1), seguido de aquellos que contenian celobiosa y glucosa los cuales
alcanzaron una densidad optica a 660nm similar (DO 6.5 + 0.06). Seguidamente se
obtuvo una DO de 3.7 £ 0.2 con SBC2.5 y un crecimiento deficiente con xilosa. Por
otro lado, en la figura 29b, se observa que la mutante R4 crecié mejor en los dos
sacarificados con respecto a los cultivos con azucares puros. En resultados anteriores
se ha demostrado que la mezcla de azucares favorece el crecimiento de esta mutante
(R4), sin embargo, la mayor concentracion de azucares en el SBC10 aumento el
crecimiento 2.5 veces con respecto a SBC2.5. El comportamiento en el consumo de

azucares puros por la mutante R4 coinciden con las cinéticas en medio rico
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presentadas en resultados anteriores en este trabajo. Después de los sacarificados, la
mayor densidad optica se obtuvo con celobiosa, seguido de glucosa y finalmente
xilosa, con disminucion de 2.9, 4.7,y 10.7 veces respectivamente, en comparacion con
SBC10. La figura 29c, corresponde al crecimiento de la doble mutante R4-X18,
observandose al igual que la mutante R4 y la nativa, que el mayor crecimiento a las 96
h se obtuvo con el SBC10 con una densidad 6ptica de 12.3 £ 0.08. El segundo sustrato
gue produjo mayor crecimiento fue la celobiosa (5.22 =+ 0.08), seguido de SBC2.5 (3.39
+ 0.04), glucosa (3.16 = 0.1), y xilosa (2.7 £ 0.4). Es importante destacar que la
produccion de biomasa por R4-X18 en xilosa como fuente de carbono aument6 2.13y
9.47 veces con respecto a la mutante R4 y nativa cultivada en esta pentosa
respectivamente. De igual forma, se observa una disminucion en la fase de adaptacion
en la doble mutante R4-X18 correspondiente a 12 h para la mayoria de los sustratos
evaluados, con respecto a la cepa nativa y R4 cuya adaptacion se extiende hasta las
24 h. La produccion global de biomasa muestra de forma mas clara un aumento de
crecimiento en xilosa en la mutante R4-X18 en comparacion con la cepa nativa, y R4
(figura 29 d). Asi mismo, se puede observar que la cepa R4 presenta un aumento en
el consumo de xilosa con respecto a la nativa, y esta capacidad se refuerza en la doble
mutante R4-X18. Por otro lado, el mayor crecimiento y produccion de biomasa
(biomasa final menos biomasa inicial) se observé cuando las tres cepas usaron el
SBC10 como sustrato, el cual contiene mayor proporcién de azucares totales (10 g/L)
con respecto al SBC2.5 (2.5 g/L).

En estudios presentados anteriormente se observé que la mayor produccion de
biomasa se obtuvo usando SBC (DO 15.2 £ 0.4), seguido por celobiosa (DO 11.6 £
0.06) y mezcla de azucares los cuales resultaron favorables para el crecimiento X.
dendrorhous R4, obteniendo un crecimiento celular de 11.6 + 0.1 unidades de
densidad oOptica. En las cinéticas de crecimiento de la cepa nativa y mutantes de X.
dendrorhous hubo menor producciéon de biomasa debido a que se us6 un medio
minimo cuya fuente de nitrégeno es un factor limitante en el crecimiento. Sin embargo,
la produccion de biomasa contintda siendo mayor en cultivos con SBC, lo cual confirma
que el uso de SBC ricos en glucosa y xilosa son un sustrato potencial para el cultivo

de X. dendrorhous. Stoklosa et al., (2019), reportan mayor crecimiento (10.2 g/L) de
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Crecimiento celular DO (660 nm)

P. rhodozyma en glucosa como fuente de carbono, en comparacion con xilosa y

arabinosa. El cultivo con 20 g/L de xilosa obtuvo menor biomasa con sélo 3.4 g/L, lo

cual afirma la dificultad tanto de X. dendrorhous como de P. rhodozyma en la

asimilacion de esta pentosa. En la figura 30 se presenta una comparacion del

crecimiento de las cepas nativa, R4 y R4-X18 de X. dendrorhous creciendo en medio

minimo con xilosa al 1%. La mutante R4-X18 presentd un crecimiento mas rapido con

respecto a su cepa parental la mutante R4. Como se observo en la figura 29a, la cepa

nativa de X. dendrorhous tiene un crecimiento deficiente en xilosa, motivo por el cual

se observa ausencia de su crecimiento en medio sélido.
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Figura 30. Crecimiento en placa de la cepa nativa, R4 y R4-X18 de X. dendrorhous
en medio minimo con xilosa al 1 %.

6.3.1.2 Consumo de diversos sustratos por X. dendrorhous nativa,
y mutantes

Por otro lado, se determind el perfil de consumo de los diversos sustratos en las
mutantes evaluadas. ElI consumo de azucares de los SBC2.5 y SBC10 se analizaron
y graficaron como azucares totales. La cepa nativa de X. dendrorhous consumié casi
en su totalidad la glucosa, celobiosa y azlucares del SBC2.5 y SBC10. La xilosa solo

se consumid en un 30 % (Figura 31 a).

La mutante R4 presentd un consumo de azucares mas lento con respecto a la nativa,
consumiendo aproximadamente solo un 40 % de glucosa, celobiosa y xilosa a las 96
h. Asi mismo se observé que de los tres azucares puros, la celobiosa es el azicar que
se consume mas lento por la mutante R4, lo cual resulta benéfico debido a complejos
procesos de regulacion de la ruta de astaxantina por parte del producto de la hidrdlisis
de celobiosa (glucosa). De igual forma, se observa que la estrategia del consumo lento
de este disacarido se obtuvo en la mutante R4, ya que su cepa parental (nativa) si
tiene la capacidad de consumir el 94 % de la celobiosa en 96 h. Por otro lado, la
mutante R4 consumio en su totalidad el SBC2.5 a las 48 h, y el SBC10 en un 90.6 %
a las 96 h (Figura 31b).




El consumo de azlcares por la mutante R4-X18 fue de 31.7, 41.7 y 38.7 % para
celobiosa, glucosa y xilosa respectivamente. El consumo de SBC10 fue mayor en la
mutante R4-X18 en comparacion con R4, consumiéndose el 100 y 90.5%

respectivamente a las 96 h (Figura 31 c).

Una estrategia para mejorar el consumo de sustrato seria la suplementacién del medio
con mayor fuente de nitrogeno, o el uso de sacarificados suplementados con medio
minimo enriquecido con extracto de levadura. No obstante, la presencia de
compuestos secundarios producto de la degradacion de la biomasa lignocelulésica
puede favorecer el consumo y crecimiento de X. dendrorhous, ya que, aunque los SBC
estan suplementados con un medio minimo, los azUcares pueden consumirse en su
totalidad a diferencia de los cultivos con sustratos puros. Esta mejora de consumo por
el uso de sacarificados se puede comprobar en la figura 31 en la cual la cepa nativa y
las mutantes R4 y R4-X18 son capaces de asimilar casi el 100 % de los azUcares
iniciales del SBC10 aln con la baja concentracion de nutrientes que aporta el medio
minimo. Stocklosa et al., (2019) reportan un consumo del 50 % de xilosa alas 96 hy
del 75 % a las 168 h, en comparacion de un consumo del 100 % de glucosa a las 72
hy de 100 % a las 96 h para arabinosa en P. rhodozyma. Esto indica que la asimilacion
de xilosa es lenta para este tipo de levaduras, posiblemente debido a un desbalance
de cofactores que no permite la transformacion completa de xilosa a xilulosa 5 fosfato
impidiendo que se incorpore a las rutas metabdlicas (ruta de las pentosas fosfato)
(Manjarres et al., 2016, Nufez, 2017).
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Figura 31. Consumo de sustratos por: a). cepa hativa, b), mutante R4, c) mutante R4-
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6.3.1.3 Produccion de carotenoides totales y astaxantina por X.
dendrorhous nativa, y mutantes en medio minimo con
diferentes sustratos

Se determind la produccion de astaxantina al finalizar el cultivo con el fin de comparar
la mutante R4-X18 con su parental R4 y nativa. La produccién de astaxantina fue
mayor en las mutantes R4 y R4-X18 en todos los sustratos evaluados con respecto a
la nativa, obteniéndose la mayor produccion con el SBC10 (Figura 32). El incremento
de astaxantina en cultivos con SBC10 es debido posiblemente a la disminucion de la
represion que ejercen algunos azucares como la glucosa cuando estan en altas
concentraciones. De igual forma, la coasimilacion de glucosa, xilosa y celobiosa
presentes en los sacarificados favorecen el crecimiento y produccion de astaxantina
como se ha observado en los resultados anteriores. La mutante R4-X18 present6 una
produccién de astaxantina similar a R4 en cultivos con glucosa y celobiosa. No
obstante, se observa que la mutante R4-X18 presenta un aumento de la produccion
de astaxantina de 1.73 y del 2.07 veces en cultivos con xilosa y SBC10
respectivamente, en contraste con lo obtenido con la mutante R4 para estos mismos
cultivos. Lo anterior permite evidenciar que la mutante R4-X18 tiene una mejor
asimilacion de la xilosa para la produccién de astaxantina con respecto a su cepa
parental R4, ya que su produccion aumentd tanto en cultivos con xilosa como en
SBC10 cuya composicion posee un 30 % de esta pentosa. En la tabla 11, se observa
que la produccién de astaxantina por la cepa nativa de X. dendrorhous fue menor en
todos los carbohidratos evaluados en comparacion con la mutante R4 y R4-X18. Asi
mismo, el rendimiento de producto con respecto a biomasa (Ypx) en la mutante R4-
X18 fue mas alto en cultivos con xilosa, y el rendimiento de producto con respecto a
sustrato (Ypis) fue mas alto en SBC2.5, en comparacion a otras fuentes de carbono
(Tabla 11). Sin embargo, es importante destacar que la produccion de astaxantina en
las tres cepas evaluadas fue superior en cultivos con SBC10, siendo la mutante R4-
X18 la que present6 valores mas altos de astaxantina, siendo 2.1 y 2.5 veces mayor
con respecto a R4 y nativa respectivamente. La mayor produccion de carotenoides
puede ser debido a que la levadura consumi6 casi por completo los azucares en los

sacarificados. Lodato et al., (2007) reportan que en X. dendrorhous el mayor consumo
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de sustrato coincide con la induccién de biosintesis de pigmentos. Esto concuerda con
Marcoleta et al., (2011) quien establece que una vez consumida la fuente de carbono,
especialmente la glucosa, aumenta la expresibn de genes carotenogénicos
permitiendo asi aumentar la produccién de astaxantina. Incluso, comprobd que en
mutantes de X. dendrorhous incapaces de producir astaxantina no existio represion
por glucosa, lo que sugiere que la incapacidad para sintetizar astaxantina causa la
desregulacion de un numero significativo de genes involucrado en las Ultimas etapas
de la ruta metabdlica, disminuyendo la represién por glucosa. Por tanto, es posible que
existan mas procesos de regulacion de la ruta de astaxantina en X. dendrorhous que
aun son desconocidos. Finalmente, se confirma que la xilosa es un sustrato importante
en la produccion de astaxantina, y asi mismo, el SBC10 (con 30% de xilosa) sigue
siendo el mejor sustrato en la produccién de biomasa y astaxantina, y se espera que
al realizar los cultivos a escala de biorreactor la produccion mejore debido a un
aumento en la transferencia de oxigeno y masa entre célula y sustrato cuando se

realiza en biorreactores.
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Figura 32. Produccion de astaxantina por las cepas nativa, R4 y R-X18 de X.
dendrorhous en diferentes sustratos
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Tabla 11. Parametros cinéticos de cepas de X. dendrorhous con diferentes fuentes
de carbono

Nativa R4 R4-X18

Yp/x Yp/s P Yp/x Yp/s P Yp/x Yp/s P

Glucosa 0.48 015 139 | 177 051 207 |159 045 19

Celobiosa 0.38 012 109 | 115 059 234 106 0.72 2.3

Xilosa - - 067 | 320 032 132 |2.70 059 2.29
SBC2.5 1.02 079 154 | 1.01 096 240 |188 1.21 243
SBC10 0.46 028 273 | 079 035 324 |120 0.67 6.72

* Ypix: rendimiento de producto con respecto a biomasa (mg/g); Ypis: rendimiento de
producto con respecto a sustrato (mg/g); P: astaxantina (pug/mL)

6.3.2 Determinacion de la estabilidad de la mutante R4-X18

Con el fin de determinar la estabilidad de la mutacion cuando se elimina la presién de
seleccion, se evalud el crecimiento en medio minimo con xilosa de la mutante R4-X18
partiendo de dos indculos diferentes, uno que procedia de medio YPX (R4-X18X) y
otro de medio YPD (R4-X18G). En la figura 33 se puede observar que la mayor
produccion de biomasa se obtuvo con la mutante R4-X18 procedente del in6culo con
xilosa, cuyo crecimiento fue 1.72 veces mayor que cuando la cepa provenia de un
indculo con glucosa. Esto puede indicar que existe cierta inestabilidad en la mutacion
y resulta adecuado mantener la mutante R4-X18 en xilosa para evitar que pueda haber
una reversion de la mutacién hacia el fenotipo parental. EI consumo de sustrato en la
cepa R4-X18G llegd a un valor constante a las 48 h, sin embargo, la cepa R4-X18X
mostré un consumo continuo con tendencia a continuar agotando el sustrato después
de las 96 h (Figura 33). Por otro lado, se evalud la produccion de astaxantina a las 96

h. La produccion de este pigmento fue mayor en la mutante R4-X18X con respecto a




la cepa R4-X18G, reportando valores de 1.24 ug/mL y 0.92 pg/mL respectivamente.
Es importante destacar que como se ha observado en el presente trabajo, la glucosa
ejerce una represion en la ruta de carotenoides en la mutante R4. Ademas de esto,
otro factor que puede influir en la estabilidad de las mutaciones es el numero de
cromosomas que poseen esta alteracion. Debido a lo anterior diversos autores han
estudiado el nivel de ploidia en X. dendrorhous, sin embargo, los resultados son
discrepantes (Hermosilla et al., 2003; Garcia 2012; Pollman et al., 2017b). Hermosilla
et al., (2003), comprobaron que la cepa ATCC 2430 (UDC 67-385) de X. dendrorhous
es diploide, mediante una técnica que consistia en mutar con NTG a X. dendrorhous y
posteriormente forzarla a revertir su mutacion, permitiendo volver al fenotipo de la cepa
silvestre con éxito. Lo anterior sugiere que las mutaciones aleatorias en cepas
diploides pueden realizarse en solo un cromosoma permitiendo que esta sea revertida
por recombinacion homologa. De este modo, Yamamoto et al., (2016), también
presentan una estrategia para la modificacion de X. dendrorhous, basado en el
“knockout” del gen CYP61 para inhibir la sintesis de ergosterol introduciendo en su
lugar la resistencia a un antibidtico. Debido al estado diploide de X. dendrorhous
Yamamoto et al., (2016) estiman que es posible que uno de los cromosomas obtuviera
la resistencia por recombinacion homodloga, pero el otro podria continuar sin
modificarse. Con el fin de hacer una presion para un doble “knockout”, los autores
proponen pases en cultivos con un aumento gradual en la concentracion de antibidtico,
para inducir una recombinacion homéloga doble, y asi eliminar el riesgo de reversion
de mutaciones. No obstante, Fay et al., (2019) reportan incluso poliploida en levaduras
del tipo Saccharomyces, lo cual puede abrir la posibilidad de que este fenbmeno se
presente en otras levaduras como X. dendrorhous, cuya ploidia aun continda siendo

incierta.
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Figura 33. Crecimiento celular y consumo de xilosa por las cepas R4-X18G y R4-
X18X. () R4-X18X, (0) R4-X18G

6.3.3 Comparacion de cinéticas de crecimiento en biorreactor de la
mutante R4 y R4-X18 de X. dendrorhous en SBC como sustrato

En resultados anteriores se presento la cinética de crecimiento de X. dendrorhous R4
en SBC como sustrato, sin embargo, la concentracion inicial fue de 6.6 g/L de azUcares
totales (glucosa y xilosa). Por tal motivo, en el presente apartado se evalud el
crecimiento de las mutantes R4 y R4-X18 en SBC10 (10 g/L de azlcares totales). Los
SBC10 fueron complementados con medio minimo Breus enriquecido en extracto de
levadura con el fin de mejorar la produccion de biomasa mediante el aumento de la
fuente de nitrégeno. La adicion del indculo y nutrientes del medio minimo redujo la
concentracion de azucares totales iniciales a 9.5 g/L (64.8 % glucosa y 30.2 % xilosa).
Los cultivos se llevaron a cabo en biorreactores con volumen de trabajo de 400 mL,
0.5 vwm, 20 °C y 600 rpm.




Las dos mutantes presentaron un crecimiento similar llegando a una densidad maxima
de 16.5 (660nm) a las 108 h. Para las dos cepas, la fase de adaptacion fue de 24 h,
seguida de una fase exponencial hasta las 60 h donde inicio la fase estacionaria (figura
34). Sin embargo, la velocidad especifica de crecimiento fue superior en la mutante
R4-X18 con 0.059 h't, en comparaciéon con la mutante R4 (0.054 h'1) y en todas las
fuentes de carbono evaluadas anteriormente (Tabla 5y 12). De este modo, la mutante
R4-X18 tuvo el menor tiempo de duplicacion (11.7 h) en comparacion con la mutante
R4 en SBC10 (12.8 h) y sustratos puros (Tabla 5y 12). Lo anterior permite comprender
gue la mutante R4-X18 posee una mejor asimilacion de la xilosa, por lo cual crece mas

rapido en este azucar en comparacion con la mutante R4.
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Figura 34 Crecimiento celular de X. dendrorhous R4 y R4-X18 en SBC10 como
sustrato. (e) R4-X18, (o) R4

Se cuantificé el consumo de azucares reductores totales para las mutantes R4 y R4-
X18 implementando SBC10 como sustrato. EI consumo de sustrato en las dos
mutantes tuvo un comportamiento similar, consumiendo un 93 % a las 60 horas y

96 % a las 108 h para las dos cepas. Este comportamiento nos indica que la mutacién
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que posee la cepa R4-X18 no esta relacionada con el consumo de xilosa o la
incorporacion de este azucar a la célula, sino posiblemente a su metabolismo

intracelular.
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Figura 35. Consumo de azucares totales del SBC10 por X. dendrorhous (o) R4 y (e)
R4 X18.

Respecto a la concentracion de carotenoides totales por gramo de biomasa, y la
produccion de astaxantina en las mutantes R4 y R4-X18 creciendo en sacarificados
de bagazo de cafia, la mutante R4-X18 present6 mayor produccion de carotenoides
totales con respecto a R4. La mayor produccion de estos pigmentos fue a las 96 h para
la mutante R4-X18 (340 pg/g biomasa seca) donde disminuy0 la produccion hasta el
valor maximo de la cepa R4 a las 108 h (329 ug/g biomasa seca) (Figura 36). La
produccion de astaxantina de la mutante R4-X18 aument6 un 45.3 % a las 96 h con
respecto a la mutante R4 a esta misma hora (Tabla 12). Asi mismo, es importante
destacar que la concentracion de astaxantina producida por la mutante R4-X18 ha sido
la més alta en el presente trabajo. Incluso fue 24.5 % superior a la obtenida en cultivos
con celobiosa, la cual habia presentado un mejor efecto en la produccion de

98



astaxantina en X. dendrorhous R4 respecto a otros sustratos. Asi mismo, la
productividad de astaxantina (Qa), rendimiento de producto con respecto a biomasa
(Ypix) y rendimiento de producto con respecto a sustrato (Ypis) aumentaron un 45 % en
la mutante R4-X18 en comparacion con la mutante R4 en SBC10. Por otro lado, el
aumento de la produccion de astaxantina y biomasa en la mutante R4-X18 sin
modificar la velocidad de consumo de la xilosa con respecto a R4, indica que pudo
presentar una mutacion a nivel de la ruta de oxido reduccion de la xilosa, la cual era el
punto critico en la asimilacion de esta pentosa y/o directamente en la ruta de sintesis

de carotenoides.

Stoklosa et al., (2019), reportan un valor superior de astaxantina (9.55 pg/mL) para X.
dendrorohous creciendo en hidrolizados de bagazo de sorgo dulce sin desintoxicacion
con una concentracion inicial de azucares totales de 87 g/L (aproximadamente). Sin
embargo, reporta valores de Qa, Ypx Yy Ypis de 0.057 pg/mL/h, 0.61 mg/g, 0.21 mg/g
respectivamente, siendo estos inferiores a los reportados en el presente trabajo para
la mutante R4-X18 (Tabla 12).

Por otro lado, la produccion de astaxantina de la mutante R4-X18 (7.66 pg/mL + 0.3)
fue superior a lo reportado por Harith, (2019) en cultivos con X. dendrorhous en
hidrolizados de harina de colza (6.7 ug/mL), y el uso de hidrolizados de madera de
eucalipto (1.75 pg/mL) reportados por Cruz & Parajé (1998) para esta misma levadura.
Asi mismo, Montani et al., (2011), reporta valores inferiores de astaxantina (reportada
como carotenoides) de 2.56 y 2.99 pg/mL por la mutante JTM 185 de Phaffia
rhodozyma creciendo en hidrolizados de bagazo de cafa y paja de cebada

respectivamente.

Con base en los resultados positivos obtenidos en el presente trabajo, el uso de la
mutante R4-X18 y de sacarificados de bagazo de cafia ricos en glucosa y xilosa,
permitiran obtener mayores rendimientos de astaxantina y disminuir los costos de
produccion al utilizar un sustrato renovable que promueve el desarrollo sostenible

convirtiendo la industria de los pigmentos en un proceso mas amigable con el ambiente




y con mayor productividad, concediéndole ventaja comercial a la astaxantina natural

frente a la astaxantina sintética.
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Figura 36. (a) Produccion de carotenoides totales y (b) astaxantina por las mutantes
R4-X18 y R4 de X. dendrorhous en SBC10 como sustrato. (e) R4-X18, (o) R4.
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Tabla 12. Parametros cinéticos de las mutantes R4-X18 y R4 de X. dendrorhous en
cultivos de biorreactor con SBC10 como sustrato.

V1 td P Yp/x Yp/s QA

(h*) () (ng/mL) (mg/g) (mg/g) (mgL-*h+)

Cepa

X. dendrorhous
0.059 11.73 7.66 1.05 0.84 0.079
R4-X18

X. dendrorhous
0.054 12.86 4.19 0.57 0.46 0.043
R4

W: Velocidad especifica de crecimiento (h?), td: Tiempo de duplicacién (h), P: Producto
(astaxantina pg/mL), Y: Rendimiento (mg/g), X: Biomasa, S: sustrato, Qa: productividad de
astaxantina (mgL*h?). Los rendimientos se determinaron de forma global a las 96 h
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7. CONCLUSION

La sacarificacién enzimatica de bagazo de cafia permite obtener hasta un 68 % de
conversion de la fraccion de hololocelulosa en azucares fermentables totales, cuya
composicioén rica en glucosa (65 %) y xilosa (30 %) puede ser utilizada como sustrato

por X. dendrorhous en la produccion de astaxantina.

Xanthophyllomyces dendrorhous R4 tuvo la capacidad de asimilar al 100% glucosa,
celobiosa y xilosa, como sustratos puros y en mezcla en proporcion 1:1:1 para el
crecimiento y la produccion de astaxantina. Asi mismo, se comprobd que es posible la

coasimilacion de xilosa y celobiosa cuando existe una mezcla de estos sustratos.

La celobiosa y xilosa como sustratos puros favorecieron la produccion de astaxantina
en X. dendrorhous R4, obteniendo valores maximos de 5.8 y 4.5 upg/mL
respectivamente. Sin embargo, la velocidad especifica de crecimiento en estos
sustratos es 1.2 y 2.65 veces inferior respectivamente a la obtenida en glucosa.

Xanthophyllomyces dendrorhous R4 presentd actividad (B-glucosidasa en extractos
proteicos intracelulares (35 %), extracelulares (0.55 %) y asociados a la superficie

celular (64.4 %), siendo esta ultima de caracter inducible por celobiosa.

El consumo de celobiosa por X. dendrorhous R4 es 2 veces mas lento que el consumo
de glucosa. Esto se debe a la baja actividad B-glucosidasa lo cual evita que se acumule
su producto (glucosa) y reprima el crecimiento y produccion de astaxantina como

ocurre en cultivos con glucosa como unica fuente de carbono.

Los sacarificados de bagazo de cafia son un sustrato potencial para la produccion de
astaxantina, ya que X. dendrorhous R4 tuvo los mayores rendimientos de producto con
respecto a sustrato (0.87 mg/g) cuando se usaron estos hidrolizados en comparacion

con el uso de azucares puros.

La mutante R4-X18 asimila mejor la xilosa, o que permitié incrementar 2.13 y 1.73
veces el crecimiento y la produccion de astaxantina en cultivos con xilosa en

comparacion a su cepa parental R4. De igual forma la mutante R4-X18 aumento 45 %
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la produccion de astaxantina y los rendimientos de este producto con respecto a

biomasa y sustrato en cultivos con SBC10 con respecto a R4.
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