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Resumen: La manteca de cacao puede utilizarse como materia
prima en la produccién de chocolates, cosméticos, combustibles
entre otros productos. Esto ha generado un aumento en la
demanda de MC, de tal forma que a desencadené en una
escasez de productos elaborados debido a su insuficiencia.
Se han realizado numerosos estudios con relaciéon a la MC,
donde se analizaron varias cepas de levaduras no oleaginosas y
oleaginosas en condiciones de cultivo limitadas en nitrégeno.
Para la extraccién de las diferentes cepas, utilizaron S. Cerevisiae
no oleaginosa y oleaginosa, que fueron sujetas a andlisis, en los
cuales se pudo determinar el gran potencial de esta levadura.
Actualmente la biotecnologfa sintética, ingenierfa metabdlica y
la ingenierfa genética, han permitido la produccién de un alto
nivel de triacilgliceroles (TAG) equivalentes a la MC, mediante
microrganismos fermentadores como las levaduras. Esto, con el
fin de medir la capacidad de produccién de lipidos similares
a la manteca en la biosintesis de TAGs. La Saccharomyces
cerevisiae produce TAG como lipidos de almacenamiento, que
consisten en 4cidos grasos C16 y C18. Sin embargo, los lipidos
similares a la manteca de cacao (CBL, que se componen de POP,
POS y SOS) no se encuentran entre las principales formas de
TAG en la levadura. No obstante, se han disefiado cepas de
levadura Saccharomyces Cerevisiae con una sintesis modificada
de 4cidos grasos. Al expresar los genes de cacao seleccionados
en S. cerevisiac mediante transformacién molecular, se aumentd

con ¢éxito la produccién total de dcidos grasos de TAG y CBL.

clave: Grasos, Manteca de

Palabras Acidos

Saccharomyces Cerevisiae, Triacilgliceroles.

cacao,

Abstract: Cocoa butter can be used as a raw material in
the production of chocolates, cosmetics, fuels, among other
products. This has generated an increase in the demand for
MG, in such a way that it triggered a shortage of manufactured
products due to their insufficiency. Numerous studies have been
carried out in relation to CM, where several non-oleaginous and
olcaginous yeast strains were analyzed under nitrogen—limited
culture conditions. For the extraction of the different strains,
they used non-oleaginous and oleaginous S. cerevisiae, which
were subjected to analyzes, in which the great potential of this
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levadura (saccharomyces ccl'cvis:iac), para mejorar la produccion de yeast could be determined. Currently, synthetic biotechnology,
manteca de cacao. Ecuadorian Science Journal, 5(4), 140-149. DOI:

heeps://doi.org/10.46480/¢sj.5.4.177 metabolic engineering and genetic engineering have allowed the

production of a high level of triacylglycerols (TAG) equivalent
to MC, by means of fermenting microorganisms such as yeast.
This, in order to measure the production capacity of lipids similar
to butter in the biosynthesis of TAGs. Saccharomyces cerevisiae
produces TAGs as storage lipids, which consist of C16 and C18
fatty acids. However, cocoa butter-like lipids (CBL, which are
made up of POP, POS, and SOS) are not among the main
forms of TAG in yeast. However, Saccharomyces cerevisiae yeast
strains have been designed with a modified synthesis of fatty
acids. By expressing the selected cocoa genes in S. cerevisiae
by molecular transformation, the total fatty acid production of
TAG and CBL was successfully increased.

Keywords: Fatty Acids, cocoa butter, Saccharomyces Cerevisiae,
Triacylglycerols.

INTRODUCCION

La manteca de cacao (MC) puede ser utilizada como materia prima en la produccién de chocolates,
cosméticos y otros productos (Beg et al., 2017). Esto ha generado un aumento en la demanda de MC y la
escasez de su produccion, esto se ha convertido en un problema grave para los productores y consumidores.
Actualmente, los avances de la biotecnologia sintética, ingenierfa metabdlica e ingenieria genética, han
permitido la produccién de un alto nivel de triacilgliceroles (TAG) equivalentes a la MC mediante
microrganismos fermentadores como las levaduras. (Wang, Wei, Ji, y Nielsen, 2020).

Se conoce que la principal fuente de MC, son los granos de cacao obtenidos de drboles Teobroma cacao, que
solo crecen en 4reas de plantacion limitada, en climas tropicales. Por este motivo, las levaduras son opciones
atractivas para la produccién oleoquimica microbiana a escala industrial de MC, puesto que, las levaduras
por la fermentacién son potentes en la biosintesis de triacilgliceroles (Wei, Gossing, Bergenholm, Siewers,
y Nielsen, 2017).

Lalongitud de la cadena y el grado de saturacién juegan un papel importante en la caracteristica de varios
productos derivados de los 4cidos grasos, como combustibles, cosméticos y aditivos alimentarios. Una de las
principales especies TAG de manteca de cacao, consta de dos moléculas de dcido estedrico y una molécula
de 4cido oleico (4cido estedrico-dcido oleico-dcido estedrico, sn-SOS), esta molécula es particularmente rara
en la naturaleza, por lo cual, es necesario optimizar su composicién al igual que los TAG (POP, POS)
(Bergenholm, Gossing, Wei, Siewers, y Nielsen 2018).

El triacilglicerol es un éster compuesto por un glicerol y tres dcidos grasos, ademds su sintesis es
catalizada principalmente por tres tipos diferentes de enzimas: glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT),
lisofosfolipido aciltransferasa (LPAT) y diacilglicerol aciltransferasa (DGAT), que pueden agregue acil-
coenzima As (acil-CoAs) a la posicién sn -1, sn -2 y sn -3 del glicerol, respectivamente. Actualmente,
la reesterificacién enzimdtica de aceites vegetales utilizando lipasas se utiliza para la produccién de CBL.
Sin embargo, la reesterificacién requiere la hidrogenacién de grandes cantidades de aceites vegetales que
tienen una produccién limitada. Ademds del método de lipasa asistida, levaduras, especialmente levaduras
oleaginosas, también tienen aplicacién potencial para la produccién de CBL, como los principales 4cidos
grasos producidos por las levaduras son 4dcidos grasos C16 y C18. Para la levadura modelo, Saccharomyces
cerevisiae , el andlisis global de su lipidoma ha demostrado que solo se produjeron pequenas cantidades de
CBL. Aunque las condiciones de cultivo que afectan la produccién de dcidos grasos se han examinado en
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varias levaduras, rara vez se ha informado de una comparacién detallada de la capacidad de produccién de
CBL en diferentes levaduras y condiciones dadas (Kolouchov4 et al. 2016).

Se han disenado cepas de levadura Saccharomyces Cerevisiae con una sintesis modificada de 4cidos grasos
los cuales se han analizado extensamente. El analisis del perfil de 4cidos grasos de las cepas modificadas, ha
mostrado un aumento en el contenido de estos lipidos, (POP, POS y SOS), asi como los de los 4cidos grasos
saturados y otros TAG. El contenido relativo de CBL potenciales en el grupo de TAG alcanzé hasta un 22%
en las nuevas cepas, lo que representa un aumento de 5,8 veces con respecto al tipo salvaje. Del mismo modo,
el contenido de SOS alcanzé un nivel del 9,8% en las cepas modificadas (Bergenholm et al., 2018).

En este estudio, se recogieron seis genes biosintéticos MC potenciales (dos genes GPAT, dos LPAT y dos
DGAT) en T. cacao . Para verificar la funcidn de estos genes del cacao y comprender sus efectos sobre la
produccion de lipidos de S. cerevisiae, de la misma forma estos genes se expresaron individualmente en S.
cerevisiae para comparar el contenido total de dcidos grasos en las levaduras manipuladas. Baséndose en los
resultados de los dcidos grasos totales, seleccionaron tres cepas que albergan genes de cacao para un andlisis
adicional de la composicién de lipidos totales y el perfil de TAG y los compararon con medidas similares
para la cepa de control. Mediante este andlisis se proporciond una nueva visién funcional de las enzimas
biosintéticas MC y la produccién avanzada de CBL utilizando S. cerevisiae como una fabrica de células.

MATERIALES Y METODOS

Insumos, instrumentos y equipos utilizados en este estudio.

e Solucién de glucosa y vitaminas.

e Tubos de falcédn.

e Matraz de agitacién.

o Ester metilico de 4cido graso (FAME).
e Centrifuga.

e Detector RI.

e Termociclador PCR.

e Medio de cultivos (YPD).

TABLA 1.
Genes de cacao utilizados en este estudio.

Genes | Cantidad
GPAT |2
LFAT |2
DGAT |2

Wei etal., 2018

142



Luis CAGUA, ET AL. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE GENES EN CACAO MEDIADAS POR LA LEVADURA (SACCHAROMYC...

TABLA 2
Lista de cepas derivadas de S. cerevisiae utilizadas en este estudio.

Mombre |Plasmidos | Propiedades
de

axpresion
0 pPBS01lA Wector vaclo.

Expresion de la
¥I]-111 |p¥]-111 |combinacién
de genes
TcGPATL,
TcLPAT1 v
TcDGATL.
Expresion de la
Y]-121 |p¥J-121 |combinacion
de genes
ToGPATL,
TCLPATZ v
TeDGATL.
Expresion de la
¥]-221 |p¥]-221 |combinacion
de genes
ToGPATZ,
TCLPATZ v
TcDGAT.

Wei et al., 2018

Segtin, Wei, Siewers y Nielsen, (2017) Para la extraccidn se analizaron varias cepas de levaduras S.
Cerevisiac no oleaginosas y oleaginosas en condiciones de cultivo limitadas en nitrégeno, que fueron
cultivadas en medios enriquecidos de extracto de levadura peptona dextrosa (YPD). El medio limitado en
nitrégeno se prepard utilizando glucosa, solucién de traza de metales y soluciéon de vitaminas. Siguiendo
con el procedimiento, las cepas se inocularon en tubos de falcén y matraz en agitacién, durante un tiempo
y temperatura determinados. Luego, los cultivos se recogieron por centrifugacién en medios de NBL, para
proceder con el andlisis de lipidos (Wei et al., 2017).

Las células de levadura recogidas se lavaron y utilizaron células liofilizadas para determinar el perfil de
lipidos totales y la composicién de acidos grasos, se analizaron mediante métodos asistidos por microondas.
Las cepas fueron extraidas para el anélisis CBL. Este andlisis se realizé con la finalidad de medir el potencial
de la S. Cerevisae como precursor en la biosintesis de lipidos similares de manteca de cacao (MC), para la
mejora la produccién de la misma (Wang et al., 2020).

Para el proceso de expresion de genes de cacao biosintetizadores de CBL en S. cerevisiae para potenciar
la produccién de manteca de cacao, seleccionaron tres genes (tabla 1). En cuanto la preparacién de cepas,
plésmidos y medios, se tomé como huésped (vector) el DH5a de Escherichia Coli, para todo el trabajo
de clonacién molecular y los transformantes se manejé medio de cultivo LB. Utilizaron S. Cerevisiae, para
expresar genes de cacao y recombinacién homologa para construir cepas derivadas de la misma levadura. Los
genes biosintéticos de cacao que codifican GPAT, LPAT y DGAT se amplificaron con la ayuda de cebadores,
promotores y terminadores genéticos especificos (Bergenholm et al., 2018).

Para la construccién de vectores y la clonacién molecular, se utilizé el ensamblaje de Gibson para construir
plésmidos pBSO1A de expresion génica del cacao mediante la ligacion de los caset de expresion y el fragmento
lineal amplificado del esqueleto del plasmido; luego fueron verificados mediante PCR vy técnica de Sanger.
Para realizar la trasformacion de la levadura, el fragmento del pldsmido se amplificé a partir del vector de
expresion. Los plésmidos construidos se utilizaron para transformar S. Cerevisiae necesaria para la mejora de
la produccién de MC. (Wei et al., 2018).
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Para el cultivo y analisis de las cepas modificadas genéticamente, se seleccionaron tres cepas de levadura
que albergan genes de cacao (YJ-111, YJ -121 y YJ-221) y la cepa de control YJO (tabla 2) para anilisis
de lipidos y TAG. Cada cepa fue cultivada en tres réplicas, el éster metilico de 4cidos grasos (FAME) y
los perfiles de lipidos se analizaron utilizando el método asistido por microondas. Con el fin de obtener
suficientes lipidos para los anélisis de TAG, se empleé matraces de agitacién para la recoleccion de biomasa
de levadura. Los lipidos extraidos de cada cepa se utilizaron para analizar los perfiles de TAG de levadura
mediante cromatografia liquida de alta resolucion con deteccién RI. Las composiciones de TAG de cada cepa
clonada se expresaron en porcentajes de drea relativa. (Wei et al., 2017).

RESULTADOS

Analisis de la capacidad S. cerevisiae como productora de lipidos similares a la manteca
de cacao

En el andlisis de contenido relativo de lipidos y dcidos grasos de S. cerevisiae (Tabla 3), se determiné que
pueden crecer y producir diferentes niveles de lipidos, en condiciones y medios nitrogenados. Especialmente
aumentan su produccién de lipidos cuando se agota el nitrdgeno y queda un exceso de fuente de carbono en
el medio. Los resultados fueron comparados con otras 5 levaduras, T. oleaginosa , R. graminis, L. starkeyi ,
toruloides R., y Y. lipolytica,

Los principales TAG de S. cerevisiae fueron TAG (C18: 1, C16: 1, C16: 15 24,3%) y TAG (C18: 0, C16:
1, C16: 1; 18,9%). Los principales TAG de R. toruloides fueron TAG (C16: 0, C18: 1, C18: 1; 22,2%),
TAG (C18:1,C18: 1, C18: 1; 12,0%) y TAG (C16: 0, C18: 2, C18: 1; 10,7%). Los principales TAG de
Y. lipolytica fueron TAG (C16: 0, C18: 1, C16: 1; 18,4%), TAG (C18: 1, C18: 1, C18: 1; 11,8%) y TAG
(C16:0,C18: 1, C18: 1; 11,4%). ( figura. 1)

FIGURA 1
Contenido relativo de POP, POS y SOS potenciales de seis levaduras
Weietal., 2017
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TABLA 3
Contenido relativo de lipidos y dcidos grasos similares a MC de S. cerevisiae cultivadas en medio NBL.

Contenido de lipidos relativos
£11 5. CEerevisiae %, peso | peso) a
Triacilglicerol 07 £ 1,0
TAG)

Esteres 34,0 £ 2,5
esterilicos

Ergosterol g4+0

Cl3: 1 25032

Cle: 1 500 +03

Wei etal., 2018

Esta informacién se convirti6 en el punto de inicio para que los investigadores comenzaran a utilizar
levaduras S. cerevisiae transformadas con genes de cacao (GPAT, LPAT y DGAT) biosintetizadores de
TAG, en la produccién de manteca de cacao, de tal forma esta levadura produjo 38,7 mg de TAG total en
estado natural.

Luego de que se comprobé que las cepas de levadura sirven como productoras de CBL, se las transformé
con genes de cacao GPAT, LPAT y DGAT para que estas puedan generar a gran escala POP, POS y SOS.

Resultados y andlisis de las cepas transformadas con los tres genes de cacao para potenciar

la produccidn de triacilgliceridos (POP, POS y SOS)

FIGURA 2
S. cerevisiae transformada.
Weietal,2018

Para las cepas de S. cerevisiae ( figura. 2) que se transformaron (YJ-111, YJ -121 y YJ -221), se realizd el
andlisis de tres cepas donde se obtuvo como resultado YJ-111, que produjo menos é4cidos grasos que YJO,
YJ-121 produjo aproximadamente la misma cantidad de 4cidos grasos totales que YJO, mientras que YJ-221
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produjo més acidos grasos que YJ0. Aunque los métodos empleados en este estudio no permiten determinar
la posicidn exacta de cada acido graso dentro de una molécula de TAG, se puede determinar la composicién
de 4cidos grasos de cada TAG. Las cuatro cepas de levadura probadas en este estudio produjeron al menos 22
tipos diferentes de TAG y hubo un cambio importante en la composicién de TAG después de la expresion
de los genes del cacao. La mayoria de los TAG representaron menos del 5% del grupo total de TAG.

Con respecto alos TAG de CBL, el POP potencial (C16: 0, C18: 1, C16: 0) y el POS potencial (C16: 0,
C18:1,C18:0),YJ-111,-121y -221 mostraron diferencias en comparacion con YJO; la proporcién de POP
potencial en YJ-111, -121 y -221 aumenté en 85, 97 y 177%, respectivamente, mientras que la proporcioén
de POS potencial aumenté en 83, 187 y 222%, respectivamente. Para otro CBL TAG, el potencial SOS
(C18:0,C18:1,C18:0), YJ-121 y YJ-221 también mostraron una diferencia significativa en comparacién
con YJO. De hecho, la proporcién de SOS potencial habia aumentado de 0,14% en YJ0 a 0,81% en YJ-121
y 0,64% en YJ-221, lo que significa un aumento de 354 y 476%, respectivamente (figura. 3). El aumento de
los componentes potenciales de CBL fue de 1,63% en YJO0, 4,72% en YJ-111, 5,38% en YJ-121y 4,82% en
YJ-221. Esto sugiere que los genes del cacao son funcionales en S. cerevisiae.

15 LR LR PR RN R AR ]

Folative polontial CHL { Ansas)
.-

-1 il

Postemtiad POPF Potcnitzad POS Pok il SCK

FIGURA 3.

Contenido potencial relativo de CBL de cepas de S. cerevisiae.
Weietal, 2018

(figura. 3) Las barras de error representan la desviacion estdndar de dos réplicas bioldgicas. Los asteriscos
(*) indican diferencias significativas (los valores se basan en pruebas de pares corregidas, para comparaciones
multiples), entre las cepas de levadura que albergan genes de cacao y YJO. Los asteriscos indican p <0,05; Los
asteriscos dobles indican p <0.01.

Con el fin de obtener informacion sobre las preferencias de sustrato de GPAT, LPAT y DGAT de S.
cerevisiae en condiciones fisioldgicas, se analizd la composicion relativa de dcidos grasos de todos los TAG.
Los principales dcidos grasos en los TAG en estas cuatro cepas de levadura fueron los 4cidos grasos C16 y
C18, lo que concuerda con los resultados de la composicién total de dcidos grasos (figura. 4).

Generalmente, los dcidos grasos saturados aumentaron en los TAG de YJ-111, -121 y -221, lo que seria
beneficioso para la biosintesis de CBL y mds dcidos grasos saturados que dcidos grasos insaturados en CB. En
detalle, la proporciéon C16: 0 en los TAG de YJ-111, -121 y -221 se incrementd en comparacion con YJO,
mientras que la proporcién C16: 1 se redujo.

De las tres cepas delevadura modificadas genéticamente, solo YJ-221 exhibi6 una disminucién significativa
enla proporcién C18: 1. Ademas, la proporcién de dcidos grasos C18: 0 en los TAG aument6 para las 3 cepas
de levadura que albergan genes de cacao, sin embargo, este aumento no fue significativo, lo que demuestra que
es necesario seleccionar genes adicionales de GPAT, LPAT y DGAT de cacao paraaumentar la incorporaciéon

de C18: 0 en los TAG.
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FIGURA 4
Composicion relativa de 4cidos grasos de los TAG de cada cepa de S. cerevisiae.
Weietal, 2018

(Figura. 4) Las barras de error representan la desviacién estdndar de dos réplicas bioldgicas. Los asteriscos
(*) indican diferencias significativas (los valores de p se basan en pruebas t pareadas corregidas para
comparaciones multiples) entre las cepas de levadura que albergan genes de cacao y YJ0. Los asteriscos indican
p <0,05; Los asteriscos dobles indican p <0.01.

La comparacion de cepas de levadura modificadas genéticamente YJ-111, YJ-121 e YJ-221 con YJO,
indicaron que la composicién de lipidos y TAG de estas tres cepas de levadura que albergan genes de cacao
eran diferentes de YJ0, lo que sugiere la expresion de algunos GPAT, LPAT y DGAT, que podrian aumentar
la produccién de TAG de levadura y las combinaciones de genes del cacao funcionaron en S. cerevisiae. La
produccién potencial de CBL de las tres cepas de levadura, especialmente la produccién potencial de SOS
aumentd drésticamente, lo que indica que los genes de cacao seleccionados son genes biosintéticos de MC
candidatos muy prometedores.

Al expresar estos genes de cacao clonados y sintetizados en S. cerevisiae, se aument6 con éxito la produccion
total de 4cidos grasos, TAG y de CBL en algunas de las cepas. En el mejor productor, el contenido potencial
de CBL fue ocho veces mayor que de la cepa control, lo que sugiere que los genes del cacao expresados en esta
cepa eran funcionales y podrian ser responsables de la biosintesis de CBL, sugiriendo ademas que los genes
GPAT y LPAT de cacao funcionaban en levadura.

Los perfiles de lipidos totales en las levaduras generalmente cubren TAG, esteril ésteres (SE),
ergosterol (ES), cardiolipina (CL), 4cido fosfatidico (PA), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI),
fosfatidilserina (PS) y fosfatidilcolina (PC). ). Aunque YJ-111 y YJ-121 no mostraron diferencias en la
produccién total de dcidos grasos en comparacién con YJO0, YJ-111 mostré diferencias en comparacion con
YJO en la produccién de ES, PE, PCy PS, YJ-121 mostré diferencias en comparacién con YJO0 en los niveles
de PE, PC y PS, lo que sugiere que los genes del cacao tienen un efecto sobre la produccién de fosfolipidos
de levadura. YJ-221, que mostré diferencias con YJO en el contenido total de dcidos grasos, también mostré
diferencias en comparacién con YJO en la produccién de TAG (Figura. 5). De hecho, YJ-221 produjo 2,25
veces mas TAG que YJO. Aunque YJ-221 exhibi6 una acumulacién mejorada de TAG, ningun otro lipido
de YJ-221 mostrd diferencias en comparacién con YJO (Fig. 5). Ademds, mientras que el contenido de TAG
comprendio el 37,2% de los lipidos totales en YJ0, los TAG representaron el 48,0, 56,3 y 60,3% de los lipidos
totales en YJ-111, -121y -221 (Figura. 5).
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FIGURA 5
Produccién total de lipidos en diferentes cepas de S. cerevisiae .
Weietal., 2018

(Figura.5) SE ésteres de esterilo, FFA 4cidos grasos libres, ES ergosterol, CL cardiolipina, PE
fosfatidiletanolamina, PC fosfatidilcolina, PS fosfatidilserina, PI fosfatidilinositol. En este estudio no se
determinaron los 4cidos fosfatidicos. Las barras de error representan la desviacién estdndar de dos réplicas
bioldgicas. Los asteriscos (*) indican una diferencia significativa (los valores de p se basan en pares de tpruebas
corregidas para comparaciones multiples) entre las cepas de levadura que albergan genes de cacao y YJ0. Los
asteriscos indican p <0,05; Los asteriscos dobles indican p <0.01.

Discusion

La expresién del gen DGAT en S. cerevisiac puede aumentar la produccién total de TAG. Ademas, la
eliminacién o sobreexpresion de GPAT o LPAT de S. cerevisiae puede alterar la produccién de lipidos total
y la composicién. Al comparar las tres cepas de levadura modificadas genéticamente YJ-111, YJ-121 e YJ-221
con YJO, mostraron que la composicion de lipidos y TAG de estas tres cepas de levadura que albergan genes
de cacao eran diferentes de YJ0, lo que sugiere que la expresion de algunos GPAT, LPAT y DGAT podrian
aumentar la produccién de TAG.

CONCLUSIONES

La biosintesis de manteca de cacao utilizando Saccharomyces Cerevisiac es una forma prometedora de
satisfacer la creciente demanda de este tipo de grasa. Esto se puede realizar gracias a la ingenierfa metabdlica,
puesto que es la ciencia que ha permitido convertir S. cerevisiae de la fermentacidn alcohdlica ala lipogénesis.
Esta disciplina, en conjunto con otras mds que son de cardcter bioldgico, genético y metabdlico que
permitieron incrementar la productividad especifica de los TAGs, mediante la introduccién de enzimas
eficientes de GPAT, LPATs y DGATS que codifican para la produccién de POP, POS y en especial SOS, a
partir de cultivos oleaginosos, los cuales se caracterizan por generar lipidos de alto nivel de forma natural.

Se pudo observar como la expresion de algunos genes de cacao en una cepa de S. cerevisiae de tipo silvestre
aument6 la produccion de manteca de cacao mas de ocho veces, por lo cual, la expresion de genes biosintéticos
lipidicos en una cepa de levadura S. Cerevisiae con capacidad de produccién de alto nivel de C16y C18,
podria llegar a aumentar la produccién de MC alrededor de 134 veces, lo que resulta muy prometedor y
esperanzador para los estudios y analisis que se han realizado hasta ahora.

La utilizacién de S. Cerevisiae demuestra ser una alternativa rentable y adecuada para la produccién de
manteca de cacao, como se ha podido evidenciar. Cabe mencionar que esta levadura ha sido usada desde la
antigiiedad en numerosos procesos e investigaciones, lo que manifiesta su gran aplicabilidad y en la actualidad
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se la puede emplear también como una fibrica de células para producir otros metabolitos vegetales de valor
agregado mediante la ingenierfa metabélica y la deteccién de datos del genoma de las plantas.

En conclusién, se aumentd la produccién de CBL por S. cerevisiae mediante la expresiéon de genes
seleccionados de T. cacao potencialmente implicado en la biosintesis de CB, que podrian utilizarse en la
produccion de CBL de levadura en el futuro.
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