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La produccion de biomasa microbiana depende de la disponibilidad relativa de
carbono y nitrégeno en el medio de cultivo. En este trabajo se evalud el efecto de
distintas relaciones C/N sobre el crecimiento de Kluyveromyces marxianus mediante el
seguimiento de biomasa, azlcares reductores, etanol y pH. Las relaciones C/N 15:1y
20:1 presentaron los mayores rendimientos y productividades, siendo 15:1 la
condicion mas favorable para la produccién de biomasa.
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INTRODUCCION

Las levaduras constituyen uno de los grupos
microbianos de mayor relevancia en la
biotecnologia industrial debido a su capacidad para
transformar materias primas renovables en una
amplia variedad de productos de interés comercial.
Tradicionalmente, especies como Saccharomyces
cerevisiae han sido ampliamente utilizadas en
procesos fermentativos destinados a la produccion
de alimentos, bebidas, bioetanol y compuestos de
valor agregado (Gombert et al., 2016). Sin embargo,
la creciente demanda de procesos més eficientes,
sostenibles y capaces de aprovechar sustratos
alternativos ha impulsado el interés por levaduras no
convencionales con caracteristicas fisiologicas y
metabolicas diferenciadas.

En este contexto, Kluyveromyces marxianus ha
emergido como una de las especies prometedoras
para aplicaciones biotecnoldgicas. Esta levadura
presenta una elevada velocidad especifica de
crecimiento, tolerancia a temperaturas superiores a
las requeridas por otras levaduras industriales,
metabolismo Crabtree-negativo y una notable
versatilidad metabdlica que le permite utilizar una
amplia gama de fuentes de carbono (Fonseca et al.,
2008). Debido a que esta levadura produce la enzima

betagalactosidasa, es posible aprovechar medios
provenientes de la industria lactea tales como el
permeado y el suero de queso, contribuyendo al
desarrollo de procesos alineados con los principios
de la bioeconomia y la economia circular (Gombert
et al., 2016, Karim et al., 2020)

La capacidad de K. marxianus para producir
biomasa de manera eficiente sobre sustratos de bajo
costo ha despertado un creciente interés en su
utilizacion para la obtencion de inoculantes
industriales, proteinas unicelulares, enzimas,
extractos y otros bioproductos (Karim et al., 2020,
Bilal et al., 2022). No obstante, el aprovechamiento
de su potencial biotecnolégico requiere la
optimizacion de las condiciones de cultivo que
gobiernan el crecimiento celular y la conversion de
nutrientes en biomasa (Bilal et al., 2022).

Entre los factores nutricionales mas relevantes se
encuentra la relacién carbono/nitrogeno (C/N) del
medio de cultivo. Este pardmetro ejerce una
influencia directa sobre la disponibilidad de
nutrientes, la velocidad de crecimiento y la
distribucion de los flujos metabolicos celulares.
Mientras que relaciones C/N elevadas suelen
favorecer condiciones de limitacién de nitrégeno,
relaciones mas bajas promueven la sintesis de



componentes celulares asociados al crecimiento y la
proliferacion microbiana. Por lo tanto, la
determinacion de una relacion C/N adecuada
constituye una estrategia fundamental para
maximizar la produccion de biomasa y mejorar la
eficiencia de los bioprocesos.

En este trabajo se evalud el efecto de diferentes
relaciones C/N sobre el crecimiento de K. marxianus
UP810, utilizando lactosa como fuente de carbono y
peptona como fuente de nitrégeno. El objetivo fue
identificar las condiciones nutricionales que
permitan maximizar la produccion de biomasa,
valiéndonos de antecedentes del grupo de
investigacion sobre cultivos a escala laboratorio y
piloto de esta misma levadura, utilizando lactosuero
industrial o lactosuero reconstituido a partir de
lactosuero en polvo.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizo la cepa K. marxianus UP810, proveniente
del cepario de la Universidad Nacional del Litoral
(UNL).

Los cultivos se iniciaron a partir de crioviales
conservados a —80 °C. El contenido del criotubo fue
vertido en un Erlenmeyer de 100 mL conteniendo 20
mL de medio de cultivo, e incubado bajo
condiciones de agitacion constante a 30 °C. Al dia
siguiente, el cultivo se transfirié a un Erlenmeyer de
500 mL con un volumen de 100 mL en iguales
condiciones de agitacion y temperatura. Al proximo
dia, se transfirieron los cultivos a frascos Schott de
2L de volumen total, con agitacion mediante buzos
magnéticos y aireacion con difusores. Durante los 3
dias de escalado se utilizd el mismo medio de
cultivo, YM modificado con lactosa.

Una vez alcanzada la concentracion celular deseada,
los cultivos fueron centrifugados para separar la
biomasa del medio de cultivo. El pellet celular
recuperado se utiliz6 para la preparacion de los
indculos empleados en los cultivos experimentales
correspondientes a diferente relaciones C/N.

Medios de cultivo

Los cultivos se realizaron en un medio formulado
tomando como referencia la composicion
nutricional del lactosuero dulce reportada en
bibliografia, considerando el aporte de macro y
micronutrientes. La concentracion de lactosa se
mantuvo constante en todos los tratamientos (50
g/L), utilizdndose como Unica fuente de carbono. La

relacién C/N fue modificada mediante variaciones
en la concentracion de peptona incorporada al
medio. Para el céalculo de la relacion C/N se
considero exclusivamente el carbono aportado por la
lactosa y el nitrégeno aportado por la peptona.

Con el objetivo de aportar vitaminas y factores de
crecimiento, se adicion6 extracto de levadura a una
concentracion constante de 3 g/L en todos los
tratamientos. La suplementacion mineral se ajustd
para reproducir la concentracion de sales presente en
el lactosuero dulce. Para ello, las cantidades de sales
afiadidas se calcularon como la diferencia entre las
concentraciones reportadas para el lactosuero dulce
y el aporte mineral proporcionado por el extracto de
levadura. La composicion final del medio incluy6
(g/L): NaH:POa4, 2,43; K2SO4, 1,40; CaClz, 1,09;
MgS0s, 0,27; y NaCl, 0,95.

Disefio experimental

Se evaluaron cuatro tratamientos manteniendo
constante la concentracion de lactosa (50 g/L) y
variando la concentracién de peptona para obtener
relaciones C/N de 20:1, 15:1, 10:1 y 5:1 (Tabla 1).

Los cultivos se llevaron a cabo en frascos Schott de
1 L bajo condiciones aer6bicas. La aireacion se
mantuvo en 1 VVM mediante inyeccion de aire a
través de un difusor de burbuja fina, controlando el
caudal mediante un caudalimetro externo. Se
adiciond antiespumante cuando fue necesario para
controlar la formacion de espuma durante el
proceso.

La concentracion inicial de biomasa fue ajustada a
3,5 g/L, expresada en base seca. Todos los cultivos
se incubaron a 30 °C.

El crecimiento y desempefio fisioldgico de los
cultivos fueron monitoreados mediante
determinaciones periddicas de densidad 6ptica a 660
nm, recuento celular en camara de Neubauer,
biomasa seca, concentracion de azlcares reductores,
etanol y pH.

Las muestras fueron recolectadas cada 1 hora
durante las primeras 6 h de cultivo, cada 2 h hasta
las 12 h y, finalmente, a las 24 y 48 h de proceso.

La relacion C/N dptima se determind a partir de la
comparacion de los perfiles de crecimiento y de la
produccion maxima de biomasa obtenida en cada
tratamiento.



Determinaciones analiticas

La concentracion de azlcares reductores fue
cuantificada mediante el método colorimétrico del
cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). El reactivo DNS
se prepar6 con &cido dinitrosalicilico al 1% (p/v) y
NaOH al 1% (p/v) en agua destilada. Para la
cuantificacién se construy6 una curva de calibracion
utilizando lactosa como estandar, y la medida de
absorbancia fue realizada a 540 nm.

La concentracion de etanol se determind utilizando
un sistema basado en un sensor de SnO2 (TGS
Figaro 2620; Figaro Engineering Inc., Osaka,
Japan), el cual otorga una lectura de voltaje a través
de un multimetro. Las muestras fueron previamente
diluidas segun fuera necesario y acondicionadas a 30
°C durante 10 min antes de la lectura. La
cuantificacién se realiz6 mediante una curva de
calibracién preparada a partir de una solucién patrén
de etanol. Las concentraciones de etanol de las
muestras se determinaron por interpolacion en la
curva de calibracidn correspondiente.

Tabla 1. Descripcién resumida de cada tratamiento.

Tratamiento Lactosa (g/L) Peptona (g/L)
T1 50 51
T2 50 7,3
T3 50 11,7
T4 50 24,8

RESULTADOS Y DISCUSION

La relacion carbono/nitrégeno (C/N) es uno de los
factores mas importantes en la regulacion del
metabolismo microbiano, ya que determina la
disponibilidad relativa de los principales elementos
requeridos para la sintesis de biomasa y la
produccion de metabolitos. En el presente estudio,
las diferentes relaciones C/N evaluadas produjeron
respuestas fisioldgicas diferenciadas en términos de
acumulacion de biomasa, a pesar de presentar
patrones similares de consumo de azlcares y
produccion inicial de etanol.

La evolucién temporal de la biomasa, los azlcares
reductores, el etanol y el pH para las diferentes
relaciones C/N evaluadas se presenta en la Figura 1.
En términos generales, todos los cultivos mostraron
un comportamiento similar durante las primeras

horas de proceso, caracterizado por un rapido
consumo de azlcares y acompafiado de una elevada
produccion de etanol. Sin embargo, diferencias
relevantes comenzaron a manifestarse en las etapas
posteriores del cultivo, particularmente en la
acumulacion de biomasa.

La concentracion inicial de azlcares fue cercana a
50 g/L en todos los tratamientos y disminuyd
rapidamente durante las primeras horas de cultivo
(Figura 1B). A las 4 h, las concentraciones
remanentes oscilaron entre 14y 27 g/L, mientras que
a las 8 h no se detectaron azlcares residuales en
ninguna de las condiciones evaluadas. Este
comportamiento indica que el agotamiento de la
fuente principal de carbono ocurrié en un intervalo
temporal similar independientemente de la relacién
C/N empleada.

En paralelo al consumo de azlcares, la
concentracion de etanol aumentd rapidamente en
todos los tratamientos (Figura 1C), alcanzando
valores maximos entre las 6 y 8 h de cultivo. Las
concentraciones maximas registradas fueron de

Extracto de levadura (g/L) Relacién C/N

3 20:1
3 15:1
3 10:1
3 5:1

aproximadamente 21; 21; 20 y 17 g¢/L para las
relaciones C/N 20:1, 15:1, 10:1 vy 5:1,
respectivamente.

Aunque K. marxianus es considerada una levadura
Crabtree negativa, la produccion temprana de etanol
desde el inicio del cultivo batch indica que, bajo las
condiciones ensayadas, la cepa no sostuvo un
metabolismo  estrictamente  respiratorio. Esta
respuesta fue semejante a la observada en levaduras
Crabtree positivas, donde altas concentraciones de
azUcares fermentables pueden inducir la formacién
de etanol aun en condiciones aerobias. En este caso,
la aparicion temprana de etanol, incluso bajo
aireacion forzada, podria explicarse por una
limitacion en la disponibilidad efectiva de oxigeno
durante las primeras etapas del proceso, asociada a
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Figura 1. Evolucion de la concentracion de: biomasa seca (A), lactosa (B), etanol (C) y pH (D) durante el
cultivo de la levadura bajo diferentes relaciones carbono/nitrégeno (C/N). Las concentraciones se expresan en
g/L y se determinaron a 0, 2, 4, 6, 8, 10, 24 y 48 h de fermentacion.

la elevada demanda respiratoria generada por la
concentracion inicial de biomasa. En consecuencia,

la transferencia de oxigeno habria limitado
parcialmente el crecimiento respiratorio 'y
favorecido el desvio del metabolismo hacia la
fermentacién alcoholica.

Dado que el consumo de lactosa fue practicamente
completo en todas las condiciones dentro del mismo
intervalo temporal, las diferencias observadas en la
produccion final de biomasa no pueden atribuirse a
una mayor disponibilidad de carbono, sino a
diferencias en la eficiencia de utilizacion de los
nutrientes y en la distribucion del metabolismo
celular.

Durante una primera etapa (0-10 h), el incremento
de biomasa fue relativamente moderado en todas las
condiciones (Figura 1A), alcanzandose
concentraciones comprendidas entre 7 y 8 g/L. Los
valores de velocidad especifica de crecimiento
calculados para este periodo (uxi) fueron mayores
para las relaciones 10:1 y 5:1, con valores de 0,085
y 0,078 h™', respectivamente, mientras que las
relaciones 20:1 y 15:1 presentaron valores
ligeramente inferiores (Tabla 2). Estos resultados
indican que las diferencias finales observadas entre

tratamientos no se originaron durante la etapa
fermentativa inicial.

Una vez agotados los azlcares, el comportamiento
de los cultivos comenz6 a  divergir
significativamente. A partir de las 10 h se observd
una disminucién progresiva de la concentracién de
etanol acomparfiada por un incremento sostenido de
la biomasa, especialmente en las relaciones C/N
15:1 y 20:1. Este fendmeno sugiere una transicion
metabdlica hacia una segunda etapa de crecimiento,
en la cual el etanol acumulado previamente podria
ser utilizado como fuente de carbono y energia para
sostener la sintesis celular. La evidencia de esta
segunda etapa puede observarse en los incrementos
de biomasa registrados entre las 10 y las 48 h.
Mientras que la relacién 15:1 presentd un
incremento de biomasa de cerca de 9 g/L y la
relacién 20:1 de 8 g/L, las condiciones 10:1 y 5:1
mostraron incrementos significativamente menores,
de aproximadamente 4 y 1 g/L, respectivamente. De
manera consistente, las velocidades especificas de
crecimiento correspondientes a esta etapa (px2)
fueron mayores para las relaciones 15:1 (0,025 h™)
y 20:1 (0,020 h™'), superando ampliamente a los
valores de las relaciones 10:1y 5:1 (Tabla 2).



Tabla 2. Parametros cinéticos y de produccion de biomasa obtenidos para las diferentes relaciones C/N evaluadas.
La etapa 1 corresponde al periodo de consumo de azlcares y acumulacién de etanol (0-10 h), mientras que la
etapa 2 corresponde al periodo posterior al agotamiento del sustrato principal (10-48 h).

Relaciéon C/N Xmax (@/L)  AX total (g/L)
20:1 14,99 11,58
15:1 15,25 11,84
10:1 12,08 8,67

5:1 8,61 5,20

Yx/s(g/g) pxa(h?) pxz (h?)

Px total (g/L-h)

0,23 0,074 0,020 0,24
0,24 0,056 0,025 0,24
0,17 0,085 0,011 0,18
0,10 0,078 0,004 0,10

Xmax: concentracion maxima de biomasa alcanzada durante el cultivo; AX total: incremento total de biomasa
respecto de la concentracion inicial; Yx/s: rendimiento biomasa/sustrato calculado como gramos de biomasa
producida por gramo de azicar consumido; px:: velocidad especifica de crecimiento promedio durante la etapa 1
(0-10 h); ux2: velocidad especifica de crecimiento promedio durante la etapa 2 (10-48 h); Px total: productividad

global de biomasa calculada a las 48 h.

Como consecuencia de este comportamiento
diferencial, las mayores concentraciones finales de
biomasa se obtuvieron en las relaciones C/N de 15:1
y 20:1, alcanzando valores cercanos a 15 g/L. Por el
contrario, las relaciones 10:1 y 5:1 alcanzaron
concentraciones finales de aproximadamente 12y 9
g/L, respectivamente.

Los mayores rendimientos biomasa/sustrato (Yxss)
fueron obtenidos para las relaciones 15:1 (0,24 g/g)
y 20:1 (0,23 g/g), mientras que la condicion 5:1
presentd el menor valor (0,10 g/g). Del mismo
modo, las productividades globales de biomasa
fueron superiores para las relaciones 15:1 y 20:1,
con un valor de 0,24 g/L-h. La condicion 5:1 mostro
el peor desempefio global, alcanzando
aproximadamente la mitad de la biomasa obtenida
con las relaciones 15:1 y 20:1. Este comportamiento
se evidencia en los menores valores de rendimiento
y productividad, indicando que una reduccion
excesiva de la relacién C/N afecta negativamente la
acumulacion celular.

La evolucion del pH acompafid los cambios
metabolicos observados durante el cultivo (Figura
1D). En todos los tratamientos se registré una
disminucion inicial durante las primeras horas,
alcanzandose los valores minimos entre las 6 y 8 h.
Posteriormente, el pH aumenté gradualmente hasta
alcanzar valores finales comprendidos entre 4,9 y
5,7. Esta recuperacién coincidi6 temporalmente con
la disminucion de la concentracion de etanol y el
incremento de biomasa observado durante la
segunda etapa de crecimiento, reforzando la

hipdtesis de un cambio fisiolégico luego del
agotamiento de los azUcares.

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran
que larelacion C/N tuvo una influencia significativa
sobre la acumulacion final de biomasa. Aunque
todas las condiciones presentaron patrones similares
de consumo de azucares y produccion inicial de
etanol, las diferencias observadas durante la etapa
posterior al agotamiento del sustrato determinaron el
desempefio global del cultivo. Bajo las condiciones
estudiadas, las relaciones C/N de 15:1 y 20:1
constituyeron las alternativas mas favorables para la
produccion de biomasa, combinando mayores
concentraciones  celulares  finales,  mejores
rendimientos de conversion del sustrato y mayores
productividades.

Sin embargo, si bien las relaciones C/N de 15:1 y
20:1 presentaron los mejores desempefios dentro de
las condiciones evaluadas, los rendimientos de
biomasa-sustrato  Yx;s  obtenidos  resultaron
inferiores a los obtenidos previamente por el grupo
de investigacion para este mismo microorganismo
bajo condiciones de cultivo comparables. Una
posible explicacion de esta diferencia podria estar
asociada a limitaciones en la transferencia de
oxigeno durante el proceso, ya que la aireacion se
realiz6 mediante difusores de burbuja fina acoplados
a bombas de baja potencia.

Considerando que el crecimiento celular y la
posterior asimilacion del etanol dependen de una
adecuada disponibilidad de oxigeno, es posible que
restricciones en la aireacion hayan afectado el
desempefio global de los cultivos. En futuros



estudios se prevé optimizar el sistema de suministro
de aire con el objetivo de mejorar las condiciones de
transferencia de oxigeno y evaluar su impacto sobre
la produccion de biomasa

CONCLUSION

La relacion carbono/nitrégeno influyo
significativamente en la produccion de biomasa de
la levadura evaluada. Si bien todas las condiciones
presentaron un rapido consumo de lactosa y una fase
fermentativa inicial caracterizada por la produccion
de etanol, las diferencias en la acumulacion final de
biomasa se manifestaron principalmente durante la
etapa posterior al agotamiento del sustrato. Las
relaciones C/N de 15:1 y 20:1 mostraron el mejor
desempefio, alcanzando las mayores
concentraciones celulares, rendimientos
biomasa/sustrato y  productividades. En las
condiciones ensayadas, la relacion C/N 15:1 se
identific6 como la alternativa mas favorable para la
produccion de biomasa, constituyendo una base para
futuras optimizaciones del proceso.
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