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INTRODUCCION

Desde el siglo XIX las actividades humanas han sido el principal motivo del cambio
climético, debido principalmente a la quema de combustibles fésiles, lo que provoca la
emision de gases de efecto invernadero. La creciente preocupacion sobre éste fendmeno
ha impulsado a gran parte de la sociedad en la busqueda de nuevas fuentes sustentables
de energia con el fin de satisfacer las necesidades de las generaciones presentes sin
comprometer el futuro de las generaciones venideras. Entre estas fuentes de energia se
encuentran los biocombustibles, cémo el biodiesel y el bioetanol.

Uno de los principales desafios que enfrenta la sociedad en torno a esto, es lograr que la
produccion de biocombustibles no compita significativamente con la produccion de
alimentos por el uso de tierras cultivables. En lo que a la obtencion de bioetanol respecta,
numerosas investigaciones se han realizado para sortear dicha problematica,
desarrollando técnicas y procesos que permiten eludir el uso de las materias primas mas
tradicionales para la fermentacién alcohdlica, como lo son el almidén de maiz o la cafia
de azucar, y posibilitar su reemplazo por materiales lignocelulésicos o efluentes de la
industria alimentaria como fuentes alternativas de azucares fermentables (Comelli et al.,
2018).

La produccion de bioetanol a partir de lactosuero ha cobrado relevancia en los dltimos
afios (Carvalho et al., 2021). El lactosuero es un subproducto liquido de la industria lactea
gue contiene lactosa y se produce continuamente en grandes volumenes a nivel mundial,
lo que lo convierte en una materia prima de interés para la produccion de etanol. A su vez
es propicio evitar la disposicién de este subproducto en rios, lagunas y océanos ya que
presenta una alta demanda bioquimica de oxigeno (DBO) y una alta demanda quimica
de oxigeno (DQO). Sin embargo la especie fermentativa mas eficiente y estudiada,
Saccharomyces cerevisiae, carece del metabolismo necesario para poder metabolizar la
lactosa sin ingenieria metabodlica adicional (Guimaraes et al., 2008), por lo tanto no es
capaz de utilizar el lactosuero como fuente de carbono para la fermentacion alcohdlica.
Para superar el desafio que el uso de esta levadura plantea se han propuesto diversas
estrategias (Shengping et al., 2017), desde la suplementacién del lactosuero con (-
galactosidasa comercial (enzima capaz de hidrolizar la lactosa en los azlcares
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fermentables glucosa y galactosa) hasta el desarrollo de cepas modificadas mediante
ingenieria genética.

La suplementacion de B-galactosidasa comercial conlleva un costo econdémico que podria
ser trasladado al producto final (etanol) provocando un aumento en su costo, siendo de
amplio conocimiento que el precio de las enzimas comerciales es elevado y su
disponibilidad no esta siempre garantizada. Una alternativa que permite evitar lo anterior,
es la produccién de un extracto enzimatico que posea actividad B-galactosidasa, a partir
de una permeabilizacion (desestabilizacion de estructuras e incremento de la porosidad
de las membranas y de la pared celular) de una suspension de células de Kluyveromyces
marxianus.

En este trabajo, se ha realizado un andlisis exhaustivo de los factores que influyen en la
permeabilizacion de Kluyveromyces marxianus y en la liberacion de B-galactosidasa, una
enzima crucial para la hidrdlisis de lactosa en lactosuero. En estudios futuros, se pretende
evaluar como los azucares fermentables resultantes son aprovechados por S. cerevisiae
para la produccion de etanol.

OBJETIVOS

e Optimizar la composicion del medio de cultivo y la temperatura para maximizar la
actividad enzimatica del extracto proveniente de células de K. marxianus.

e Analizar el efecto de la concentracién de etanol, la temperatura, el pH y el tiempo en
el proceso de permeabilizacion de las células de K. marxianus.

METODOL OGIA

A excepcion de casos en que se indique lo contrario, los cultivos se iniciaron con una
concentracion de inoculo de levadura de 0,9 g/L, y fueron llevados a cabo durante 10 horas
en condiciones microaerdbicas y de agitacion orbital.

La concentracion celular fue determinada por espectrofotometria midiendo la absorbancia
a una longitud de onda de 660 nm, utilizando una curva de calibrado de absorbancia a 660
nm vs concentracion de biomasa previamente obtenida.

La actividad enzimética de la B-galactosidasa se evalué midiendo la cantidad de glucosa
resultante de la hidrdlisis de una concentracion conocida de lactosa, a 37 °C durante 30
minutos. La glucosa fue medida mediante un kit de glucemia (Wiener Lab). Una unidad de
actividad enzimatica (U) refiere a la cantidad de enzima que libera 1 umol de glucosa por
minuto.

Los analisis estadisticos fueron efectuados con el software Design-Expert 13.

Caracterizacion del permeado de suero

Se utilizé un permeado de suero en polvo proveido por una empresa lactea regional. Para
la cuantificacion de azucares reductores y a-amino nitrégeno se utilizé HPLC y el “método
de la ninhidrina”, respectivamente. La medicion de la humedad y de cenizas se realiz
mediante estufas colocando cantidades conocidas de permeado a 110 °C por 48 horas y
540 °C por 20 minutos, respectivamente.

Optimizacion de la produccién de un extracto con actividad B-galactosidasa

El efecto de la composicion del medio de cultivo y de la temperatura sobre la produccién
de B-galactosidasa por parte de la levadura fueron evaluadas mediante herramientas de
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disefio experimental. Primeramente, se aplicé un disefio factorial completo 2* que involucrd
16 ensayos, para identificar factores significativos. Posteriormente, dicho disefio fue
ampliado, involucrando 26 ensayos en total, y transformado en un disefio D-optimal. Los
factores tenidos en cuenta fueron: temperatura del cultivo (T) [30-35 °C], concentracion de
lactosa [20-50 g/L], de extracto de levadura [10-30 g/L] y de sulfato de amonio [0-10 g/L].
La B-galactosidasa es una enzima intracelular, por lo que para efectuar la medicion de su
actividad es necesario previamente lisar o permeabilizar la célula de forma alguna en la
cual no se desnaturalice la enzima. Para ello se recurrié a la disrupcion mecénica con
bolitas de vidrio, realizada en microtubos sujetos mediante un soporte a un vortex. Se
realizaron dos ciclos de 5 min de agitacion, intercalados por un minuto de bafio de hielo
para evitar el sobrecalentamiento por friccion.

La urea es una fuente de nitrégeno menos costosa que el extracto de levadura, por lo que
fue de interés evaluar su reemplazo en el medio de cultivo a optimizar. Para ello se utilizo
un disefio de experimentos de tipo D-Optimal considerando como factores a la
concentracion de extracto de levadura [5 niveles en el rango entre 5-30 g/L] y de Urea [O;
7,5y 15 g/L]; manteniendo constantes la de lactosa y de sulfato de amonio en 60 g/L y 10
g/L, respectivamente.

Optimizacion de la permeabilizacion con etanol

Dado que la ruptura celular con bolitas de vidrio podria no ser viable econmicamente a
mayores escalas, se ha estudiado la permeabilizacion de las células de K. marxianus con
etanol. Se realiz6 un disefio de experimentos D-optimal, considerando como factores a la
concentracion de etanol (Et), el pH, la Tabla1:Factoresy Niveles

Temperatura (T) y el tiempo (t) de tratamiento, es T t Et pH
decir el tiempo de contacto de las células con el
etanol. En la Tabla 1 pueden observarse los
niveles de cada factor. Los 24 cultivos celulares
para tal fin se han realizado utilizando el medio de 50 °C 6 hs 20 %viv 8
cultivo con urea previamente optimizado.

30°C 1hs 5 %vlv 4
40 °C 3,5hs 12,5 %viv 6

RESULTADOS

El permeado de suero en polvo utilizado esta compuesto por 80% m/m de lactosa, 16%
m/m de agua, 4% de cenizas y contiene trazas de a-amino nitrégeno.

Estadisticamente, se ha concluido que el medio de cultivo mas adecuado para la
produccion de B-galactosidasa con K. marxianus esta compuesto por 50 g/L de lactosa;
6,5 g/L de sulfato de amonio y 10 g/L de extracto de levadura, y el cultivo debe efectuarse
a 30 °C. En dichas condiciones el modelo generado predice una actividad enzimatica de
1,982 U/ml. En la Figura 1 puede visualizarse la prediccion del modelo obtenido, en
cuanto al efecto de la concentracion de lactosa y la temperatura en la actividad
enzimatica.

En cuanto al reemplazo del extracto de levadura por Urea en el medio de cultivo, se ha
comprobado que es posible disminuir el extracto de levadura hasta una concentracion de
5 g/L, incorporando Urea en una concentracion de 15 g/L, sin afectar significativamente la
actividad enzimatica B-galactosidasa. El medio que se selecciond se compone de 5 g/L
de extracto de levadura, 15 g/L de Urea, 10 g/L de sulfato de amonio, y 60 g/L de lactosa.
En lo que respecta a la permeabilizacién con etanol, es posible concluir que el incremento
en la concentracion de etanol causa un incremento significativo en la actividad B-
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galactosidasa del extracto. Se evaluaron concentraciones de etanol menores al 20 % v/v
para evitar posibles inhibiciones metabdlicas. En la Figura 2 se representa la prediccion
del modelo obtenido, en cuanto al efecto del pH y la concentracion de etanol en la
actividad enzimética obtenida en la permeabilizacion. Consideramos que para evidenciar
los efectos del pH, la T y el tiempo de permeabilizacién, nuevos estudios deberian ser
efectuados. Una vez optimizado este proceso, se avanzara con los estudios del extracto
obtenido como plataforma para la produccion de etanol utilizando S. cerevisiae.
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Figura 1: Efecto de la concentracién de lactosa y la temperatura
en la actividad enzimatica
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Figura 2: Efecto del Etanol y el pH en la permeabilizacion
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