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INTRODUCCION

En la actualidad, existe una creciente demanda de fuentes de energia renovables y
sostenibles, y la produccion de bioetanol a partir de desechos agroindustriales se
destaca como un campo de investigacion relevante. En Argentina, el permeado de
lactosuero, un subproducto de la industria lactea con gran impacto ambiental, se
presenta como una materia prima ideal para la produccion de biocombustibles. No
obstante, Saccharomyces cerevisiae, la levadura mas utilizada en fermentaciones para
la produccién de etanol (Albergaria & Arneborg, 2016), no posee la capacidad de
asimilar y degradar lactosa, el principal componente del lactosuero. Por lo tanto, se han
comenzado a estudiar alternativas para sobreponerse a dicha limitacion.
Particularmente, Kluyveromyces marxianus puede metabolizar lactosa, pero su baja
tolerancia a altas concentraciones de etanol puede inhibir su crecimiento (Diniz et al.,
2017). Han surgido novedosos avances destinados a emplear la B-galactosidasa
intracelular para la generacién de biocatalizadores de célula completa (whole cell
biocatalyst), mediante la permeabilizacién de la pared celular de la levadura, con el fin
de hidrolizar la lactosa presente en el permeado (de Padua Alves et al., 2022).

En este estudio, proponemos optimizar el medio de cultivo de K. marxianus para la
produccion de B-galactosidasa, enzima necesaria para descomponer la lactosa en
azucares simples, para posteriormente emplear el extracto enzimatico en una
fermentacion empleando S. cerevisiae. Para lograr dicho objetivo, se plantea la
realizacion de un disefo de experimentos y la metodologia de superficie de respuesta,
técnicas comunmente empleadas para analizar multiples variables al mismo tiempo y
encontrar las condiciones éptimas de cultivo (lbrahim & Elkhidir, 2011). Este trabajo
presenta una propuesta para explorar nuevas posibilidades en la produccién sostenible
de bioetanol y en el aprovechamiento eficiente de los subproductos agroindustriales.

OBJETIVO

e Optimizar el medio de cultivo de Kluyveromyces marxianus en permeado de
lactosuero para maximizar la produccion de la enzima B-galactosidasa.

METODOLOGIA

La influencia de la composicidén del medio de cultivo de K. marxianus sobre la produccion
de B-galactosidasa se analiz6 a través de un disefio experimental. Los factores
evaluados incluyeron la concentracion de lactosa en forma de permeado de lactosuero
en polvo (LAC), extracto de levadura (YE), sulfato de amonio (AS) y la temperatura de
la fermentacién (T), cuyos niveles se exponen en la Tabla 1. Inicialmente, se aplic un
disefo factorial completo 2%, a fin de realizar un screening para determinar los factores
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influyentes en el sistema. Este disefio inicial se ampli6 Tabla 1. Factores y niveles del
posteriormente mediante la inclusion de puntos disefio experimental planteado.
estratégicamente ubicados en la region experimental,

siguiendo un enfoque de disefio D-optimal. En total, el _Facter  Nivel-1  Nivel +1

estudio involucrd la realizacion de 26 cultivos. LAC 20 g/L 50 g/L
Los ensayos se llevaron adelante en Erlenmeyer de 500 YE 1091 30glL
mL, conteniendo 200 mL de medio. Los cultivos se AS OglL 10 g/lL
realizaron en condiciones de microaerofilia en modo T 30°C 35°C

batch, y se colocaron en un agitador orbital a 125 rpm,
manteniendo una temperatura constante. La concentracion inicial de células en cada
ensayo fue de 0,9 g/L de levadura, equivalente a 8x10” UFC/mL. La toma de muestras
se realizé luego de 10 horas del inicio del cultivo.

La concentracion de células se determind a través de espectrofotometria, midiendo la
densidad optica a 660 nm. Estos valores se expresaron como gramos de biomasa
presente en la solucién utilizando una curva de calibrado construida previamente, que
vincula la densidad 6ptica y la concentracion de biomasa seca.

La disrupcion mecanica de la levadura se efectué utilizando bolitas de vidrio, siguiendo
un protocolo basado en la metodologia propuesta por Texeira de Carvalho et al. (2020).
Se realizaron dos ciclos de disrupcién de 5 minutos en un soporte para microtubos
adaptado a un vortex, intercalados con un bafo de hielo. La suspensién obtenida se
centrifugd, y el sobrenadante se empleé para la determinacion de actividad enzimatica.

La actividad de la B-galactosidasa se evalu6 por un método espectrofotométrico
indirecto, midiendo la cantidad de glucosa producida como resultado de la hidrélisis de
una concentracion conocida lactosa, empleando el extracto celular. Se realizé la
incubacién durante 30 minutos a 37 °C. La reaccién se detuvo introduciendo los tubos
en un bano de agua hirviendo. Se utilizé un kit enzimatico (Glicemia enzimatica — Wiener
Lab) para la determinacién de glucosa en la solucién final. Una unidad de actividad
enzimatica (U), se define como la cantidad de enzima que libera 1 umol de glucosa por
minuto en las condiciones del ensayo.

Para el tratamiento estadistico de los datos, se utilizé el software R 4.2.1. El andlisis se
llevé a cabo con la funcién Imer (libreria Ime4), implementando modelos de regresion
lineal mixto de segundo orden, que considera la variabilidad introducida por las distintas
etapas de ensayos (screening y posterior optimizaciéon) en forma de bloques. La
seleccion de los factores estadisticamente significativos se realiz6 a través de un
proceso stepwise (a = 0,05). Los residuos de los modelos se analizaron para verificar
la homocedasticidad y normalidad, a través de la inspeccion visual del grafico de
residuos frente a los valores predichos y la prueba de Shapiro-Wilks, respectivamente.

RESULTADOS

Se llevé a cabo la evaluacion de la concentracion de Tabla 2. Coeficientes de regresion
biomasa de K. marxianus obtenida al variar la codificados estimados por el modelo
composicién del medio de cultivo. Los factores correspondientes —a la variable
significativos del modelo generado fueron, en orden 210Masa, junto con los resultados del

descendente de magnitud, la lactosa, el sulfato de ANOVA.

amonio y el extracto de levadura (Tabla 2). Factor Estimador F  p-valor
Se ajusté un modelo lineal mixto de segundo orden LAC 1,018 255,9 | <0,001
para la variable respuesta actividad enzimatica total YE 0,129 44 | 0,049
de B-galactosidasa (AET), expresada en U/mL. Los AS 20190 96 | 0006

factores identificados como significativos fueron la
lactosa, el sulfato de amonio, la temperatura, y el termino cuadratico SA%. La Ecuacién
1 describe el modelo obtenido en términos de los factores codificados, mientras que los
estadisticos correspondientes al ANOVA se encuentran en la Tabla 3.
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AETea(Y/ 1) = 1,436 + 0,393LAC + 0,147SA — 0,128T — 0,234 SA> (1)

El modelo posee un valor del coeficiente de determinacion de Tabla 3. Tabla de ANOVA de
R? = 0,959, lo cual sugiere una adecuada representacion del los coeficientes de regresion
comportamiento de la actividad enzimatica dentro de la region del modelo correspondientes
experimental. Por lo tanto, la expresién obtenida permiti6 la @!a variable AET.
construccion de superficies de respuesta, gfm de cqmprender Factor F p-valor

la influencia de los componentes en el medio de cultivo.

) ) o o o LAC | 1232 | <0,001
La Figura 1 ilustra la variacion de actividad enzimatica respecto

: X AS 18,9 | <0,001
a las concentraciones de lactosa y de sulfato de amonio. Se
observa un aumento de la actividad de la enzima B- T Uk L
galactosidasa a medida que se incrementa la cantidad de  AS? 59 | 0,029
lactosa. Sin embargo, para el sulfato de amonio, la actividad
enzimatica se incrementa hasta un cierto punto, después del cual comienza a disminuir.
Este comportamiento puede explicarse por el término cuadratico negativo en el modelo.
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Figura 1. Diagrama de contorno y superficie de respuesta de la actividad de 3-galactosidasa,
en funcién de la concentracion de lactosa y sulfato de amonio del medio de cultivo. Los factores
restantes se mantienen en un nivel fijo (T = 30 °C, YE = 30 g/L).

La Figura 2, que representa la actividad enzimatica en funcién de la temperatura y la

concentracion de sulfato de amonio, revela que se alcanzan mayores niveles de
actividad enzimatica a temperaturas mas bajas.
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Figura 2. Diagrama de contorno y superficie de respuesta de la actividad de B-galactosidasa,
en funcion de la temperatura y la concentracion de sulfato de amonio del medio de cultivo. Los
factores restantes se mantienen en un nivel fijo (LAC = 50 g/L, YE =30 g/L).

Por lo tanto, en base al modelo obtenido, se concluye que las condiciones dptimas de
cultivo son 50 g/L de lactosa, 6,5 g/L de sulfato de amonio, 10 g/L de extracto de
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levadura y una temperatura de 30 °C. En estas condiciones, se predice una actividad
enzimatica de 1,98 U/mL.

CONCLUSIONES

La investigacion desarrollada logré la optimizacion del medio de cultivo de la levadura
Kluyveromyces marxianus para maximizar la produccion de la enzima -galactosidasa,
empleando la metodologia de superficie de respuesta. Es importante senalar que,
aunque se han identificado las condiciones éptimas, es esencial corroborar estos
resultados experimentalmente en ensayos futuros para confirmar su validez.

En base a las caracteristicas del permeado de lactosuero, el cual puede presentar
concentraciones de lactosa de hasta 150 ¢/L, y de acuerdo con estimaciones tedricas,
se requeriria una actividad enzimatica de 1,73 U/mL para lograr la hidrélisis completa
del disacarido presente en dicho medio en un periodo de 4 horas. Los resultados
obtenidos sugieren que, a partir de las condiciones éptimas identificadas en el trabajo,
seria viable la realizacion de dicho proceso de hidrdlisis.

Estos hallazgos representan un avance importante hacia la producciéon eficiente y
sostenible de bioetanol a partir de subproductos agroindustriales, como el permeado de
lactosuero, contribuyendo a disminuir la dependencia de los combustibles fésiles y a
reducir el impacto ambiental. A su vez, establecen una sdlida base para futuras
investigaciones centradas en la utilizacién de la enzima B-galactosidasa presente
extractos enzimaticos crudos de K. marxianus, con el fin de facilitar la hidrolisis de la
lactosa presente en el lactosuero, para su posterior fermentacion por parte la levadura
S. cerevisiae.

BIBLIOGRAFIA

Albergaria, H., & Arneborg, N. 2016. Dominance of Saccharomyces cerevisiae in alcoholic
fermentation processes: role of physiological fithess and microbial interactions. Applied
Microbiology and Biotechnology, 100(5), 2035-2046. https://doi.org/10.1007/s00253-015-
7255-0

de Padua Alves, E., Bosso, A., Morioka, L. R. I, & Suguimoto, H. H. 2022. Cell
permeabilization of Kluyveromyces and Saccharomyces species to obtain potential
biocatalysts for lactose hydrolysis. Acta Scientiarum - Biological Sciences, 44, 1-7.
https://doi.org/10.4025/actascibiolsci.v44i1.60336

Diniz, R. H. S., Villada, J. C., Alvim, M. C. T., Vidigal, P. M. P., Vieira, N. M., Lamas-Maceiras,
M., Cerdan, M. E., Gonzalez-Siso, M. I., Lahtvee, P. J., & da Silveira, W. B. 2017.
Transcriptome analysis of the thermotolerant yeast Kluyveromyces marxianus CCT 7735
under ethanol stress. Applied Microbiology and Biotechnology, 101(18), 6969-6980.
https://doi.org/10.1007/s00253-017-8432-0

Ibrahim, H. M., & Elkhidir, E. E. 2011. Response Surface Method as an Efficient Tool for Medium
Optimisation. Trends in  Applied  Sciences  Research, 6(2), 121-129.
https://doi.org/10.3923/tasr.2011.121.129

Texeira de Carvalho, C., Dantas de Oliveira Junior, S., de Brito Lima, W. B., Gongalves
Macédo de Medeiros, F., Oliveira de Sa Leitao, A. L., dos Santos, E. S., Ribeiro de
Macedo, G., & Caninde de Sousa Junior, F. 2020. Potential of “coalho” cheese whey as
lactose source for B-galactosidase and ethanol co-production by Kluyveromyces spp.
yeasts. Preparative Biochemistry ~ and  Biotechnology, 50(9), 925-934.
https://doi.org/10.1080/10826068.2020.1771731

Federacitn
‘ Universitaria
del Licoral



