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In order to select a non-conventional culture medium for the
growth of Pichia guilliermondii LEVICA-27 as an activator
additive for ruminal fermentation, two trials were carried out
in which YPG medium was used (yeast extract 10 g/L, peptone
10 g/L and glucose 20 g/L) as control medium. In the first, seven
culture media were evaluated for yeast growth at 24 hours of
fermentation. While in the second, growth kinetics was performed
in the selected medium of the first test. In addition, in the latter, the
maximum specific growth rate, the biomass doubling time, and the
stoichiometric balance of the selected medium were determined.
At 24 hours of fermentation, there were not differences between
the media studied and the YPG medium (p=0.073). Therefore, the
latter can be replaced without affecting the strain growth in 24 h.
In the kinetic study, there was a higher microbial concentration
at 12 h (P<0.0001) in the medium containing molasses and urea.
The maximum specific growth rate was lower (P=0.0260) and
the biomass doubling time was higher (P=0.0283) with respect to
the control. The selected medium constitutes an adequate option
for the production of LEVICA-27, since it allows obtaining
good cell concentration, covering the nutritional requirements
and includes fewer components in its preparation. This offers
economic and operational advantages for obtaining the additive
at production scales.

Key words: molasses, yeast, fermentation, biomass.

The use of yeast additives in ruminant feeding
constitutes an alternative to increase milk and meat
production in the world (Elghandour et al. 2020
and Suntara et al. 2021). To obtain these additives
through fermentation processes, it is important to
select a culture medium that is economically feasible
and covers the nutritional requirements of the yeast
strain used.

It is estimated that approximately 30 % of the total
cost of fermentation is the cost of the culture medium
(Bharti et al. 2018). The most used commercial

Para seleccionar un medio de cultivo no convencional para el crecimiento
de Pichia guilliermondii LEVICA-27 como aditivo activador de la
fermentacion ruminal, se realizaron dos ensayos en los que se utilizo
caldo YPG (extracto de levadura 10 g/L, peptona 10 g/L y glucosa
20 g/L) como medio control. En el primero, se evaluaron siete medios de
cultivo para el crecimiento de la levadura a las 24 horas de fermentacion.
Mientras que en el segundo, se realizo la cinética de crecimiento en
el medio seleccionado del primer ensayo. Ademas, en este ultimo se
determino la velocidad especifica maxima de crecimiento, el tiempo de
duplicacion de la biomasa y se realizo el balance estequiométrico del
medio seleccionado. A las 24 horas de fermentacion, no se encontraron
diferencias entre los medios estudiados y el caldo YPG (p=0.073). Por
tanto, este ultimo se puede sustituir sin que se afecte el crecimiento
de la cepa en 24 h. En el estudio de la cinética, se presentd mayor
concentracion microbiana a las 12 h (P<0.0001) en el medio que
contenia melaza y urea. La velocidad especifica maxima de crecimiento
fue inferior (P=0.0260) y el tiempo de duplicacion de la biomasa fue
superior (P=0.0283) con respecto al control. El medio seleccionado
constituye una opcion adecuada para la produccion de LEVICA-27, pues
permite obtener buena concentracion celular, cubrir los requerimientos
nutricionales e incluye menos componentes en su preparacion. Esto
ofrece ventajas economicas y operacionales para la obtencion del aditivo
a escalas productivas.

Palabras clave: melaza, levadura, fermentacion, biomasa.

Lautilizacion de aditivos con levaduras en la alimentacion
de rumiantes constituye una alternativa para incrementar la
produccion de leche y carne en el mundo (Elghandour e?
al. 2020 y Suntara et al. 2021). Para la obtencion de estos
aditivos mediante procesos fermentativos es importante
seleccionar un medio de cultivo que sea economicamente
factible y cubra los requerimientos nutricionales de la cepa
de levadura que se utilice.

Se estima que, aproximadamente, 30 % del costo
total de la fermentacion lo constituye el costo del medio
de cultivo (Bharti et al. 2018). Los medios comerciales
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media for yeast growth in laboratory studies are malt
extract and YPG medium (yeast extract, peptone and
glucose). However, the high prices they have in the
market prevent their use at productive scales. For this
reason, it is necessary to allocate efforts in the search
for economic sources of nutrients for large-scale yeast
production.

The use of agro-industrial by-products as substrates
for microbial growth are widely studied because it
provides carbon and nitrogen sources that is less
expensive. In addition, it allows the use of wastes that
should be treated before its disposal, and thus add value
to the latter. Among the most used agro-industrial by-
products are sugar cane molasses (Alvarez-Cao et al.
2019 and Bento et al. 2020) and whey (Cortez et al.
2019 and Santiesteban-Lopez et al. 2020). However,
the results with the use of these unconventional media
vary depending on the yeast strain used (Marrero et al.
2016 and Marrero et al. 2020a). For the above reasons,
it is necessary to find the right components in the culture
medium, so that they guarantee the highest possible
growth.

The Instituto de Ciencia Animal (ICA) of the
Republic of Cuba has a collection of yeasts isolated
from the ruminal ecosystem of cows that previously
intake a fermented product, rich in yeast (Sosa et
al. 2018). Among them is Pichia guilliermondii
LEVICA-27, which in previous studies showed
potential to stimulate ruminal fermentation in
animals that intake fibrous diets (Marrero et al.
2020a and Marrero et al. 2020b). The results justify
the search for an adequate and economically feasible
culture medium to obtain an additive with Pichia
guilliermondii LEVICA-27 on an industrial scale and
its subsequent introduction into livestock systems.
Hence, the objective of this research was to select a
non-conventional culture medium for the growth of
Pichia guilliermondii LEVICA-27 strain.

Materials and Methods

The studies were carried out in Laboratorio de
Produccion de Alimentos de la Unidad Central de
Laboratorios (UCELAB) belonging to Instituto de
Ciencia Animal (ICA), located at Carretera Central
km 47'%, in San José de las Lajas, Mayabeque,
Cuba.

Design and experimental treatments. Two tests
were carried out to evaluate the growth of Pichia
guilliermondii LEVICA-27 in culture media, from
cheap substrates. In the first, a completely random
design was used to compare the yeast growth in each
medium to be evaluated (M2, M3, M4, M5, M6 and M7)
with respect to the control medium YPG (yeast extract
10 g/L, peptone 10 g/L and glucose 20 g/L). Previously,
the effect of different components that are usually
reported for yeast growth was consulted. The M2
medium was proposed by Sanchez et al. (2007) for
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mas utilizados para el crecimiento de levaduras en
estudios de laboratorio son extracto de malta y caldo
YPG (extracto de levadura, peptona y glucosa). Sin
embargo, los altos precios que tienen en el mercado
impiden su utilizacidén a escalas productivas. Por esta
razon, es necesario destinar esfuerzos en la busqueda
de fuentes econdmicas de nutrientes para la produccion
de levaduras a grandes escalas.

El uso de subproductos agroindustriales, como
sustratos para el crecimiento microbiano se estudia
ampliamente porque suministra fuentes de carbono y
nitrégeno que resultan menos costosas. Ademas, permite
la utilizacion de residuos que se deberian tratar antes
de su eliminacion, y asi agregar valor a estos ultimos.
Entre los subproductos agroindustriales mas empleados
se encuentran la melaza de cafia de azacar (Alvarez-
Cao et al. 2019 y Bento et al. 2020) y el suero de leche
(Cortez et al. 2019 y Santiesteban-Lopez et al. 2020). Sin
embargo, los resultados con el empleo de estos medios
no convencionales varian segtin la cepa de levadura que
se utilice (Marrero et al. 2016 y Marrero et al. 2020a).
Por las razones anteriores, es necesario encontrar los
componentes adecuados en el medio de cultivo, de modo
que garanticen el mayor crecimiento posible.

El Instituto de Ciencia Animal (ICA) de la Republica
de Cuba cuenta con una coleccion de levaduras aisladas
del ecosistema ruminal de vacas que consumieron
previamente un producto fermentado, rico en levadura
(Sosa et al. 2018). Entre ellas se encuentra Pichia
guilliermondii LEVICA-27, que demostr6 en estudios
anteriores potencialidades para estimular la fermentacion
ruminal en animales que consumen dietas fibrosas (Marrero
et al. 2020ab). Los resultados justifican la busqueda de
un medio de cultivo adecuado y econdmicamente factible
para la obtencion de un aditivo con Pichia guilliermondii
LEVICA-27 a escalas industriales y su posterior
introduccion en los sistemas ganaderos. De ahi que, el
objetivo de esta investigacion fue seleccionar un medio
de cultivo no convencional para el crecimiento de la cepa
Pichia guilliermondii LEVICA-27.

Materiales y Métodos

Los estudios se realizaron en el Laboratorio de
Produccion de Alimentos de la Unidad Central de
Laboratorios (UCELAB) perteneciente al Instituto de
Ciencia Animal (ICA), ubicado en Carretera Central
km 47Y5, en San José de las Lajas, Mayabeque, Cuba.

Disernio y tratamientos experimentales. Se realizaron
dos ensayos para evaluar el crecimiento de Pichia
guilliermondii LEVICA-27 en medios de cultivo, a
partir de sustratos economicos. En el primero se utilizo
un disefio completamente aleatorizado para comparar el
crecimiento de la levadura en cada medio a evaluar (M2,
M3, M4, M5, M6 y M7) con respecto al medio control
YPG (extracto de levadura 10 g/L, peptona 10 g/L y
glucosa 20 g/L). Previamente, se consulto el efecto de
diferentes componentes que usualmente se informan para
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a strain of Pichia guilliermondii, destined for animal
feeding. Then, modifications were made to this culture
medium that consisted of the incorporation of some
mineral sources. Table 1 shows the composition of the
seven culture media evaluated in the first test.
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el crecimiento de levaduras. El medio M2 fue propuesto
por Sanchez et al. (2007) para una cepa de Pichia
guilliermondii, destinada a la alimentacion animal. Luego,
a este medio de cultivo se le realizaron modificaciones
que consistieron en la incorporacién de algunas fuentes

Table 1. Composition of the culture media (M1, M2, M3, M4, M5, M6 and M7), evaluated for the

growth of Pichia guilliermondii LEVICA-27

Nutrient (Control)

concentration (g/L) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
Sugar cane molasses - 20 20.00 20.00 20.00 20.00  20.00
Yeast extract 10.00 - - - - - -
Peptone 10.00 - - - - - -
Glucose 20.00 - - - - - -
Urea - 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
KH2PO4 - - 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
MgSOs4 - - 1.50 1.50 1.50 1.50 -
FeCls-6H-0 - - 0.15 0.15 0.15 - -
CuSOs - - 0.10 0.10 - - -
MnSO4+-H20 - - 0.06 - - - -

Once the most suitable culture medium was selected
from the technical and economic point of view for the
culture of Pichia guilliermondii LEVICA-27, the second
test was carried out. In this, a completely random design
with a 2x10 factorial arrangement was used, in which
the yeast growth in the previously selected medium was
monitored. The factors were the culture medium and time
0,2,3,4,8,12,16, 20, 24 and 28 h). The YPG medium
was used as control medium and three repetitions were
performed at each sampling time for the two culture
media studied.

Experimental procedure. The strain Pichia
guilliermondii LEVICA-27, belonging to Banco
de Microorganismos para la Producciéon Animal
(BAMIPA) from the Instituto de Ciencia Animal
(Mayabeque, Cuba), was used. The strain was
activated by means of two subcultures in YPG medium
at 110 r.p.m, 30 °C and 24 h of incubation. From the
active culture, the inoculum was obtained under the
same conditions. It was inoculated at 10 % (v/v) in
erlenmeyer flasks with a capacity of 100 mL, with
45 mL of the culture media corresponding to the
experimental treatments. The initial concentration of
Pichia guilliermondii LEVICA-27 in all the studied
media was 10° cfu/mL. The flasks were incubated in
an orbital shaker at 30 °C and 110 r.p.m. In the first
test, sampling was done at 24 h. At this time, the
flasks were shaken and 1 mL of the homogeneous
sample was taken. All samples were serially diluted
with saline (0.85 %, w/v) as a diluent and seeded in
Petri dishes with Sabouraud agar (Biolife, Italy) to
determine, by visual counting, the colony-forming
units per milliliter (cfu/mL). In the second test, the

minerales. La tabla 1 muestra la composicion de los siete
medios de cultivo evaluados en el primer ensayo.

Una vez que se seleccion6 el medio de cultivo mas
adecuado desde el punto de vista técnico y economico
para el cultivo de Pichia guilliermondii LEVICA-27, se
realiz6 el segundo ensayo. En este se utilizo un disefio
completamente aleatorizado con arreglo factorial 2 x10,
en el que se monitoreo el crecimiento de la levadura
en el medio seleccionado anteriormente. Los factores
fueron el medio de cultivo y el tiempo (0, 2, 3, 4, 8, 12,
16, 20, 24 y 28 h). Se utilizé caldo YPG como medio
control y se realizaron tres repeticiones en cada horario
de muestreo para los dos medios de cultivo estudiados.

Procedimiento experimental. Se utilizo la cepa
Pichia guilliermondii LEVICA-27, perteneciente al
Banco de Microorganismos para la Produccion Animal
(BAMIPA) del Instituto de Ciencia Animal (Mayabeque,
Cuba). Se activo la cepa mediante dos subcultivos en
caldo YPG a 110 r.p.m., 30 °C y 24 h de incubacion. A
partir del cultivo activo, se obtuvo el indculo en iguales
condiciones. Se inoculd al 10 % (v/v) en erlenmeyers de
100 mL de capacidad, con 45 mL de los medios de cultivo
correspondientes a los tratamientos experimentales. La
concentracion inicial de Pichia guilliermondii LEVICA-27
en todos los medios estudiados fue de 10° ufc/mL. Los
frascos se incubaron en zaranda orbital a 30 °C y 110 r.p.m.
En el primer ensayo, la toma de muestras se realizo a las
24 h. En este horario, se agitaron los frascos y se tomo 1
mL de la muestra homogénea. A todas las muestras se le
realizaron diluciones seriadas con solucion salina (0.85 %,
p/v) como diluyente y se sembraron en placas Petri con
agar Sabouraud (Biolife, Italia) para determinar, por conteo
visual, las unidades formadoras de colonia por mililitro
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same procedure as in the previous one was used to
determine the cfu/mL at each sampling time. From this
last indicator, the maximum specific growth rate (u) of
the strain was determined by linear regression of the
In (cfu/mL) in the exponential phase. In addition, the
biomass doubling time (dt) was calculated, according
to equation 1.
=22 O
K

The stoichiometric balance of the medium selected
in the first study was performed. The necessary
amount of carbon source in the culture medium was
determined by the biomass/substrate yield (YX/S),
represented in equation 2. While, the rest of the
components were determined by mass balance
(equation 3), assuming that all the added mass of each
element is transformed into a cellular component. The
average elemental composition of a microorganism
(CH, ,,0, N, ,,) reported by Doran (2013) was used,
with a standard deviation of 3 %. The microbial
concentration in g/L. was determined from a model
fitted by linear regression that relates the dry weight
of the biomass of LEVICA-27 with the cfu/mL.

Ve, = Xe — X 2
X/S SO - Sf
Where:

Xo and X, are the initial and final concentrations
of biomass (g/L) and So and S_ are the initial and final
concentrations of substrate, respectively, g/L

m=w. -m_ 3)

Where:

m' is the initial mass of element i in the culture
medium (g/L), w_ is the mass fraction of element i in
the cell and m_is the cell mass, g/L.

Statistical analysis. The data was processed with
the statistical program Infostat (Di Rienzo et al.
2017). In the first test, means were compared using
orthogonal contrast (M1 vs. M2, M3, M4, M5, M6
and M7) by Scheffé’s test (Montgomery 2004). In the
second, the comparison of means between treatments
was performed using Duncan (1955) test.

Results and Discussion

Figure 1 shows the cell concentrations
(log cfu/mL) of Pichia guilliermondii LEVICA-27 at
24 h of fermentation in the culture media evaluated.
There were no differences between the studied media,
when each one is compared with the control (M1).
It was verified that with the culture media from
unconventional sources concentrations of Pichia
guilliermondii LEVICA-27 were obtained similar to
those of the conventional medium used as control.
Hence, the latter can be replaced by the others, without
affecting the strain growth.

It is important to highlight that the M2 medium,
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(ufc/mL). En el segundo ensayo, se procedid igual que en
el anterior para la determinacioén de las ufc/mL en cada
horario de muestreo. A partir de este ultimo indicador, se
determino por regresion lineal del In (ufc/mL) en la fase
exponencial, la velocidad especifica méxima de crecimiento
(1) de la cepa. Ademas, se calculd el tiempo de duplicacion
de la biomasa (td), segun la ecuacion 1.

F— 1
ta =~ ()

Se realiz6 el balance estequiométrico del medio
que se seleccion6 en el primer estudio. La cantidad
necesaria de fuente de carbono en el medio de cultivo
se determind mediante el rendimiento biomasa/sustrato
(Y_(XA)), representado en la ecuacion 2. Mientras, en
el resto de los componentes se determinaron por balance
de masa (ecuacion 3), al suponer que toda la masa que
se afiade de cada elemento se transforma en componente
celular. Se utilizo la composicion elemental promedio
de un microorganismo (CH, O N ,)) que informé
Doran (2013), con una desviacion estandar del 3 %. La
concentracion microbiana en g/L se determind a partir de
un modelo ajustado por regresion lineal que relaciona el
peso seco de la biomasa de LEVICA-27 con las ufc/mL.

Yo =i 0@
0 f

X,y X, son las concentraciones inicial y final de
biomasa (g/L) y So y S, las concentraciones inicial y
final de sustrato respectivamente, g/L

m=w. -m_ 3)

Donde:

m” es la masa inicial del elemento i en el medio de
cultivo (g/L), la w, es la fraccion mésica del elemento i
en la célulay m_es la masa celular, g/L.

Andalisis estadistico. Los datos se procesaron con el
programa estadistico Infostat (Di Rienzo et al. 2017).
En el primer ensayo, las medias se compararon mediante
contraste ortogonal (M1 vs. M2, M3, M4, M5, M6 y
M7) por la prueba de Scheffé (Montgomery 2004). En el
segundo, la comparacion de medias entre los tratamientos
se realizo mediante la prueba de Duncan (1955).

Resultados y Discusion

Enlafigura 1 se muestran las concentraciones celulares
(log ufc/mL) de Pichia guilliermondii LEVICA-27 a las
24 h de fermentacion en los medios de cultivo evaluados.
No se encontraron diferencias entre los medios estudiados,
cuando se comparan cada uno con el control (M1). Se
pudo comprobar que con los medios de cultivo a partir de
fuentes no convencionales se obtuvieron concentraciones
de Pichia guilliermondii LEVICA-27 similares a las del
medio convencional usado como control. De ahi que,
este Ultimo se puede sustituir por los demas, sin afectar
el crecimiento de la cepa.

Es importante destacar que el medio M2, ademas
de permitir el crecimiento de LEVICA-27, en
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Figure 1. Concentration of P. guilliermondii LEVICA-27 in media M1 (control), M2, M3, M4, M5,
M6 and M7 cultured at 30 °C and 110 r.p.m, at 24 h

in addition to allowing the growth of LEVICA-27,
in concentrations similar to the control, has the least
amount of components. Its simplicity allows it to be
the most suitable from a technical-economic point
of view. This advantage facilitates the production of
yeast at higher scales, in which the use of conventional
media or with a large number of components is not
feasible. Given the absence of statistical difference in
the evaluated media with respect to the conventional
medium used as control, the M2 medium was selected
to be used in the growth of LEVICA-27. The reasons
for its choice are related to its simplicity, in terms
of components and low cost, since it only contains
molasses and urea, which are economical sources of
nutrients for yeast growth.

Most of the studies consulted in the scientific
literature used a strain of Pichia guilliermondii for
purposes different than animal feeding. In this study,
different culture media were evaluated for the growth
of Pichia guilliermondii LEVICA-27. Roepcke et al.
(2011) and Wang et al. (2012) used culture media
for the growth of Pichia guilliermondii, similar to
M3, M4, M5 and M6, and found high concentrations
of cell biomass (10 g/L). According to these results,
it was expected to obtain a higher concentration of
biomass in the media M3, M4, M5 and M6. However,
there were no differences between the growth
obtained with the control medium (M1) and the rest
of the evaluated media, despite that they contained
mineral sources that can stimulate cell growth. This
unexpected result could be related to other variables
of the fermentation process, such as the concentration
of dissolved oxygen in the culture medium, the speed
of agitation, temperature and pH. It is important to
study in future researches these variables that also
influence on yeast growth.

Molasses is a carbon source par excellence for the

concentraciones similares al control, tiene la menor
cantidad de componentes. Su simplicidad le permite
ser el mas adecuado desde el punto de vista técnico-
economico. Esta ventaja facilita la produccion de
la levadura a escalas superiores, en las que no sea
factible la utilizacion de medios convencionales o
con gran numero de componentes. Ante la ausencia
de diferencia estadistica de los medios evaluados con
respecto al medio convencional utilizado como control,
se selecciond el medio M2 para ser utilizado en el
crecimiento de LEVICA-27. Las razones de su eleccion
estan relacionadas con su simplicidad, en cuanto a
componentes y bajo costo, pues solo contiene melaza y
urea, que son fuentes econdmicas de nutrientes para el
crecimiento de levaduras.

La mayoria de los estudios consultados en la literatura
cientifica utilizaron una cepa de Pichia guilliermondii con
fines diferentes a la alimentacion animal. En este estudio, se
evaluaron diferentes medios de cultivo para el crecimiento
de Pichia guilliermondii LEVICA-27. Roepcke et al.
(2011) y Wang et al. (2012) emplearon medios de cultivo
para el crecimiento de Pichia guilliermondii, similares
a M3, M4, M5 y M6, y encontraron concentraciones
elevadas de biomasa celular (10 g/L). De acuerdo con estos
resultados, se esperaba obtener mayor concentracion de
biomasa en los medios M3, M4, M5 y M6. Sin embargo, no
hubo diferencias entre el crecimiento obtenido con el medio
control (M1) y el resto de los medios evaluados, a pesar de
que contenian fuentes minerales que pueden estimular el
crecimiento celular. Este resultado inesperado se pudiera
relacionar con otras variables del proceso de fermentacion,
como la concentracion de oxigeno disuelto en el medio de
cultivo, la velocidad de agitacion, la temperatura y el pH.
Es importante estudiar en investigaciones futuras estas
variables que también influyen en el crecimiento de la
levadura.

La melaza constituye una fuente de carbono por
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growth of microorganisms. In addition, it has minerals
such as calcium, magnesium, iron, potassium, zinc and
other growth factors (niacin, riboflavin, pantothenic
acid) in its composition, which also favor cell growth,
and could be the reason why LEVICA-27 it did not
require other sources of minerals. Do et al. (2019)
recognize that yeasts need vitamins and minerals for
their development. However, they pointed out that the
requirements can vary from one strain to another, so
that there is no homogeneous behavior, in terms of the
requirements of minerals or growth factors in yeasts.
In the case of LEVICA-27, the sugar cane molasses,
in addition to satisfying the carbon needs, provided
the necessary minerals to obtain a growth similar to
that obtained with the YPG commercial medium.
The possibility of dispensing with these components
makes it possible to simplify the culture medium,
obtaining an acceptable biomass production without
nutrient limitations.

In this test, urea was used, as it is the cheapest
nitrogen source worldwide and its use covered the
nitrogen needs, without affecting the growth of
LEVICA-27. According to these results, Marrero et
al. (2016), when studying different nitrogen sources
for the growth of this strain, found that the highest
optical density values were observed with the use of
casein and urea, a result that doubles that obtained with
ammonium sulfate.

Figure 2 shows the growth kinetics of Pichia
guilliermondii LEVICA-27 in the M2 and control (M1)
media. There was no presence of the adaptation phase in
any of the two culture media evaluated. In both cases,
the duration of the exponential phase was approximately
12 h, when the maximum microbial concentration was
obtained, with a value of 7.1 log cfu/mL in the M1
medium and 7.62 log cfu/mL in the M2 medium. The
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excelencia para el crecimiento de microorganismos.
Ademas, posee minerales como calcio, magnesio, hierro,
potasio, zinc y otros factores de crecimiento (niacina,
riboflavina, acido pantoténico) en su composicion, los que
también favorecen el crecimiento celular, y pudieran ser la
razoén por la cual LEVICA-27 no requirié de otras fuentes
de minerales. Do et al. (2019) reconocen que las levaduras
necesitan vitaminas y minerales para su desarrollo. Sin
embargo, sefialaron que los requerimientos pueden variar de
una cepa a otra, de manera que no hay un comportamiento
homogéneo, en cuanto a los requerimientos de minerales
o factores de crecimiento en las levaduras. En el caso
de LEVICA-27, la melaza de cafia de azlicar ademas de
satisfacer las necesidades de carbono, aport6 los minerales
necesarios para obtener un crecimiento similar al que se
obtuvo con el medio comercial YPG. La posibilidad de
prescindir de estos componentes permite simplificar el
medio de cultivo, obteniéndose una produccion de biomasa
aceptable sin limitaciones de nutrientes.

En el presente ensayo se utilizé urea, por ser la
fuente de nitrogeno mas econdémica a nivel mundial y su
empleo cubrid las necesidades de nitrégeno, sin afectar
el crecimiento de LEVICA-27. De acuerdo con estos
resultados, Marrero et al. (2016) al estudiar diferentes
fuentes de nitrogeno para el crecimiento de esta cepa
encontraron que los mayores valores de densidad 6ptica
se observaron con el uso de caseina y urea, resultado que
duplica el que se obtuvo con sulfato de amonio.

Enlafigura 2 se muestran las cinéticas de crecimiento
de Pichia guilliermondii LEVICA-27 en los medios M2
y control (M1). No se observo la presencia de la fase
de adaptacion en ninguno de los dos medios de cultivo
evaluados. En ambos casos, la duracion de la fase
exponencial fue de 12 h aproximadamente, cuando se
obtuvo la maxima concentracion microbiana, con valor
de 7.1 log ufc/mL en el medio M1y 7.62 log ufc/mL en
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Figure 2. Comparison of the growth kinetics of Pichia guilliermondii LEVICA-27 in media M1
(YPG medium) and M2 (molasses and urea) at 30 °C, during 28 h of fermentation
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stationary phase extended from 12 to 28 h in the two
culture media.

The absence of the adaptation phase showed in this
test is a desired characteristic, especially in fermentations
at the industrial level, because it allows reducing the
production times. In agreement with this result, Wang
et al. (2012) did not observe the presence of this phase,
when they cultivated a strain of Pichia guilliermondi in
a different medium from the one used for the inoculum
in a laboratory bioreactor.

Unlike the previous test, LEVICA-27 had a higher
concentration in the medium with unconventional
sources than in the control medium. The strain
reached its maximum growth in the M2 medium at
12 h (7.62 log cfu/mL), so in subsequent studies it
will be convenient to stop the fermentation process at
this time, where the maximum growth of LEVICA-27
is obtained.

Table 2 shows the results of the growth
characteristics of LEVICA-27 strain in the last two
studied media. The maximum specific growth rate was
lower in the M2 medium compared to the control and,
consequently, the biomass doubling time was higher.
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el medio M2. La fase estacionaria se extendio desde las
12 hasta las 28 h en los dos medios de cultivo.

La ausencia de la fase de adaptacion presentada en
este ensayo es una caracteristica deseada, sobre todo en
las fermentaciones a nivel industrial, debido a que permite
disminuir los tiempos de operacion. De acuerdo con este
resultado, Wang et al. (2012) no observaron la presencia
de dicha fase, cuando cultivaron una cepa de Pichia
guilliermondi en un medio diferente al que utilizaron para
el indculo en un biorreactor de laboratorio.

A diferencia del ensayo anterior, LEVICA-27 tuvo
mayor concentraciéon en el medio con fuentes no
convencionales que en el medio control. La cepa alcanzo
su maximo crecimiento en el medio M2 a las 12 h
(7.62 log ufc/mL), por lo que en estudios posteriores sera
conveniente detener el proceso fermentativo en este horario,
donde se obtiene el maximo crecimiento de LEVICA-27.

Latabla 2 muestra los resultados de las caracteristicas
del crecimiento de la cepa LEVICA-27 en los dos tltimos
medios estudiados. Como se observa, la velocidad
especifica maxima de crecimiento fue inferior en el
medio M2 con respecto al control y, consecuentemente,
el tiempo de duplicacidon de la biomasa fue superior.

Table 2. Growth characteristics of the Pichia guilliermondii LEVICA-27
strain in M1 (YPG) and M2 (molasses and urea) media

Indicators Ml M2 + SE Sign
Duration of the

exponential phase, h 0-12 0-12 )
Maximum specific 0.55 0.36 0.04
growth rate, h! +0.07 +0.06 P=0.0260
Biomass doubling 1.28 1.94 0.14
time, h +0.17 +0.29 P=0.0283
Log X 7.12 7.62 0.12
(Xmax x 107 ufc/mL) +0.11 +0.27 P=0.0392

(1.35) (4.80)

X, . is the maximum biomass concentration

Similar results were found by Aguilar et al. (2015)
with Saccharomyces cerevisiae, cultivated in a
medium with molasses and whey (7.81 log cfu/mL),
approximately at 16 h of fermentation. These authors
obtained 3.26 h as biomass doubling time and estimated
the maximum specific growth rate using the modified
Gompertz model and reported lower values (0.09 h')
than those of this research.

Sanchez et al. (2007) reported values of maximum
specific speed and biomass doubling time similar to
those of this study, when evaluating the fermentation
kinetics of Pichia guilliermondii strain with the
same M2. However, the mentioned authors observed
the presence of the adaptation phase lasting 4 h and
the maximum concentration of biomass (3.97 g/L)
was obtained at 24 h. This shows the specificity of
microorganisms, since their behavior not only depends
on the culture medium, genus or species, but also on

Resultados similares encontraron Aguilar ez al. (2015)
con Saccharomyces cerevisiae, cultivada en un medio con
melaza y suero lacteo (7.81 log ufc/mL), aproximadamente
a las 16 h de fermentacion. Estos autores obtuvieron
3.26 h como tiempo de duplicacion de la biomasa y
estimaron la velocidad maxima especifica de crecimiento
mediante el modelo de Gompertz modificado e informaron
valores inferiores (0.09 h') a los de la presente investigacion.

Sanchez et al. (2007) informaron valores de velocidad
especifica maxima y tiempo de duplicacion de la biomasa
similares a los de este estudio, al evaluar la cinética de
fermentacion de la cepa Pichia guilliermondii con el
mismo medio M2. Sin embargo, los autores citados
observaron la presencia de la fase de adaptacion con
4 h de duracion y la maxima concentracion de biomasa
(3.97 g/L) la obtuvieron a las 24 h. Esto demuestra
la especificidad de los microorganismos, pues su
comportamiento no solo depende del medio de cultivo,
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the strain used.

In the stoichiometric balance, it was determined
that the culture medium M2 must contain 2.32 g/L of
total reducing sugars (3.87 g/L of sugar cane molasses)
and 0.39 g/L of urea to produce 7.62 log cfu/mL
(1.66 g dry biomass/L) which corresponds to the highest
concentration of LEVICA-27 reached in this study. The
balance also showed that the M2 medium, composed
of 20 g/L of sugar cane molasses with 12 g/L of total
reducing sugars (60 %) and 10 g/L of urea, has the
potential to obtain 4 g dry biomass/L (10° cfu/mL) of
LEVICA-27, so there is no nutrient limitation.

Regarding the economic analysis of these two
media, molasses and urea have a market cost of 2.4 and
2 USD/kg, respectively. On the other hand, the kilogram
of YPG medium has a cost of approximately 260 USD.
If the concentrations of the components in each culture
medium are considered, it is obtained that the production
of 100 L of YPG medium has a cost of 400 USD, and
this same amount of medium M2 (molasses and urea)
will have a cost of 6.82 USD. Hence the cost of the
latter represents only 1.7 % of the conventional medium.
In addition to the economic aspect, the use of simple
culture media is very important for biomass production at
industrial levels. This is due to the reduction of the time
that is used in its preparation during the technological
process.

When analyzing all the indicators, it can be stated
that the M2 medium is the most suitable option for
the production of Pichia guilliermondii LEVICA-27
as an additive for animal feeding. In this case, in
addition to obtaining better growth parameters than
in the control medium, it includes fewer components
in its preparation and has a lower cost, which offers
economic and operational advantages for obtaining
the additive at productive scales.
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género o especie, sino de la cepa que se utilice.

En el balance estequiométrico se determind que
el medio de cultivo M2 debe contener 2.32 g/L de
azucares reductores totales (3.87 g/L de melaza de
cafia) y 0.39 g/L de urea para producir 7.62 log ufc/mL
(1.66 g biomasa seca/L) que corresponde con la mayor
concentracion de LEVICA-27 alcanzada en este estudio.
Tambiénelbalancedemostré queelmedioM2, compuestopor
20 g/L de melaza de cafia con 12 g/L de azticares reductores
totales (60 %)y 10 g/L de urea tiene potencialidades para
obtener 4 g biomasa seca/L (10° ufc/mL) de LEVICA-27,
por lo que no existe limitacion de nutrientes.

En cuanto al analisis econdmico de estos dos medios,
la melaza y la urea tienen un costo en el mercadode 2.4y
2 USD/kg, respectivamente. En cambio, el kilogramo de
caldo YPG tiene un costo de 260 USD aproximadamente.
Si se consideran las concentraciones de los componentes
en cada medio de cultivo se obtiene que la produccién
de 100 L de caldo YPG tiene un costo de 400 USD,
y esta misma cantidad de medio M2 (melaza y urea)
tendra un costo de 6.82 USD, de ahi que el costo de este
ultimo representa solo 1.7 % del medio convencional.
Ademas del aspecto econdmico, el empleo de medios de
cultivo simples es muy importante para la produccién
de biomasa a niveles industriales. Esto se debe a la
disminucion del tiempo que se utiliza en su preparacion
durante el proceso tecnoldgico.

Al analizar todos los indicadores se puede plantear
que el medio M2 constituye la opcion mas adecuada
para la produccion de Pichia guilliermondii LEVICA-27
como aditivo para la alimentacién animal. En este
caso, ademas de la obtencion de mejores indicadores
de crecimiento que en el medio control, incluye menos
componentes en su preparacion y tiene un costo menor,
lo que ofrece ventajas econdmicas y operacionales para
la obtencion del aditivo a escalas productivas.
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