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Este trabajo propone valorizar biomasa de Kluyveromyces marxianus cultivada en
lactosuero como materia prima para obtener extractos de levadura ricos en nitrégeno
soluble. Se caracterizd la biomasa y se evaluaron estrategias de autolisis e hidrolisis
asistida con proteasas. La hidrolisis enzimatica fue mas efectiva que la autdlisis para
liberar nitrogeno aminico libre, alcanzando mas del 50 % del valor maximo estimado para

la biomasa utilizada.
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INTRODUCCION

El aprovechamiento de corrientes agroindustriales
para la produccion de biomasa microbiana y de
derivados con interés biotecnoldgico constituye una
alternativa valiosa para agregar valor a subproductos
de bajo costo y, al mismo tiempo, reducir su impacto
ambiental. En este contexto, el lactosuero se destaca
como una de las corrientes mas abundantes de la
industria quesera, ya que representa
aproximadamente el 85-95 % del volumen de leche
procesada durante la fabricacion de quesos (Pires et
al., 2021). Aunque histoéricamente fue considerado un
residuo, su composicion rica en lactosa, proteinas
solubles, minerales y otros compuestos organicos,
evidencia un importante potencial de valorizacion
biotecnologica. No obstante, al disponerse sin
tratamiento, su elevada carga organica se asocia con
altos valores de demanda bioquimica de oxigeno
(DBO) y demanda quimica de oxigeno (DQO), lo
que puede generar impactos  ambientales
significativos (Pires et al., 2021; Fancello et al.,
2024).

En Argentina, esta problematica adquiere especial
relevancia debido al peso de la produccion quesera
dentro de la cadena lactea. En 2025, la produccion

nacional alcanzd aproximadamente 11.617 millones
de litros de leche, de los cuales una proporcion
importante se destind a la elaboracion de quesos de
distinta humedad (OCLA, 2026). Esta situacion
implica una generacién sostenida de lactosuero y
refuerza la necesidad de desarrollar alternativas de
aprovechamiento adaptadas a la escala local. Si bien
existen tecnologias para su concentracion, secado y
fraccionamiento, su implementacion suele
concentrarse en empresas con mayor capacidad de
inversion, mientras que muchas pequefias y medianas
empresas lacteas enfrentan limitaciones logisticas,
econdmicas y tecnoldgicas para procesar esta
corriente de manera eficiente (Talamoni et al., 2023).
En este sentido, resulta necesario avanzar en
procesos biotecnologicos simples, econdémicos y
escalables, capaces de transformar el lactosuero en
productos de mayor valor agregado.

Una estrategia promisoria es el cultivo aerobico de la
levadura Kluyveromyces marxianus en lactosuero.
Esta especie se caracteriza por su elevada velocidad
de crecimiento, termotolerancia, capacidad para
metabolizar lactosa y tolerancia a distintas
condiciones de pH, lo que la convierte en una
plataforma robusta para aplicaciones biotecnologicas
y de biorrefineria (Reina-Posso y Gonzales-Zubiate,
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2025). Ademas, se han reportado aplicaciones de K.
marxianus en subproductos lacteos orientadas a la
produccién de biomasa y a la reduccion de la carga
organica, lo que refuerza su interés para procesos
integrados de valorizacion (Fancello et al., 2024). De
este modo, su cultivo permitiria, por un lado,
disminuir la carga contaminante del lactosuero y, por
otro, obtener biomasa microbiana con potencial
aplicacion en distintos procesos industriales.

Uno de los posibles destinos de esta biomasa es la
produccion de extracto de levadura, componente de
medio de cultivo microbiano, ampliamente utilizado
por su aporte de péptidos, aminoacidos libres,
nucleétidos, vitaminas y minerales.
Tradicionalmente, estos extractos se obtienen a partir
de biomasa de Saccharomyces cerevisiae proveniente
de industrias fermentativas, como la cervecera o la
produccion de bioetanol, donde la levadura residual
constituye una corriente abundante y valorizable
(Zeko-Pivac et al., 2023). En general, su obtencion se
basa en procesos de autolisis, en los cuales las
enzimas endogenas de la propia célula degradan
estructuras internas complejas bajo condiciones
controladas de pH, temperatura y tiempo. Este
proceso favorece la solubilizacion de componentes
intracelulares y la liberacion de compuestos de menor
peso  molecular, especialmente  péptidos y
aminoacidos libres derivados de la hidrolisis de
proteinas (Tao et al., 2023).

De manera complementaria, el uso de proteasas
exogenas durante el procesamiento de biomasa de
levadura ha ganado interés como estrategia para
intensificar la hidrdlisis proteica y mejorar la
liberacion de compuestos solubles. A diferencia de la
autolisis convencional, la incorporacion de proteasas
comerciales permite orientar el proceso hacia la
ruptura de enlaces peptidicos, favoreciendo la
generacion de péptidos cortos, aminoacidos libres y
nitrogeno aminico libre. Este enfoque puede
contribuir a reducir los tiempos de proceso,
incrementar el grado de hidrdlisis y ajustar el perfil
nutricional del extracto seglin la aplicacién buscada
(Min et al., 2024; Deng et al., 2026).

En este marco, la biomasa de K. marxianus obtenida
a partir de lactosuero representa una alternativa de
interés para la produccion de extractos de levadura.
Estudios recientes demostraron la factibilidad de
producir y caracterizar extractos a partir de esta
especie, destacando su potencial como fuente de
compuestos nutricionales y funcionales (Demirgiil et
al., 2022). Por lo tanto, este trabajo se centra en la
evaluacion de estrategias de autdlisis e hidrolisis
asistida por proteasas sobre biomasa de K
marxianus, con el objetivo de favorecer la liberacion
de aminoécidos libres y de obtener extractos con
potencial aplicacion como componentes de medios
de cultivo.

MATERIAL Y METODOS

Cepa y preparacion del in6culo

Se trabajoé con la cepa Kluyveromyces marxianus
UPS810, perteneciente al cepario de la Universidad
Nacional del Litoral. El indculo se prepard mediante
escalados sucesivos a partir de un criotubo
conservado a -80 °C. La reactivacion inicial se
realizd en Erlenmeyer de 100 mL con 20 mL de
medio de cultivo. Luego, el cultivo se escaldo a
Erlenmeyer de 1 L con 200 mL de medio Yy,
finalmente, a frascos Schott de 2 L con aireacion
mediante difusor de burbuja fina a 1 vvm, calculado
en funcion del volumen de cultivo. Cada etapa tuvo
una duracion de 24 h. El medio de cultivo utilizado
estuvo compuesto por lactosa 20 g/L y extracto de
levadura 10 g/L. Las etapas realizadas en Erlenmeyer
se incubaron en agitador orbital termostatizado,
mientras que los cultivos en frascos Schott se
llevaron a cabo a 30 °C en estufa con agitacion
magnética. Cuando fue necesario, se adiciono
antiespumante para controlar la formacion de
espuma.

Cultivo en lactosuero y recuperacion de biomasa

Para la produccion de biomasa se utilizé lactosuero
recién generado, proveniente de una planta lactea y
conservado en frio hasta su utilizacion. El cultivo se
realizd en un fermentador de 50 L a 30 °C, con
aireacion mediante difusor de burbuja fina a 1 vvm,
calculado en funcion del volumen de cultivo. Tanto
el lactosuero como el fermentador se utilizaron sin
esterilizacion  ni  pretratamiento  previo.  El
fermentador se inoculd con biomasa de K. marxianus
hasta alcanzar una concentracion inicial de 5 g/L de
biomasa seca. La fermentacion se llevd a cabo
durante 24 h, adicionando antiespumante cuando fue
necesario para controlar la formacion de espuma.
Finalizado el cultivo, la biomasa se concentrd por
sedimentacion en frio durante 24 h a 5 °C y
posteriormente se centrifugd para separar el
sobrenadante  correspondiente  al  lactosuero
fermentado. La biomasa recuperada se lavo mediante
resuspension en agua destilada y posterior
centrifugacion, con el objetivo de reducir los
componentes solubles remanentes del medio.
Finalmente, la biomasa hiumeda lavada se conservo
en refrigeracion hasta su utilizacion.

Caracterizacion de la biomasa

La biomasa cosechada se caracterizdO mediante la
determinaciéon de humedad, so6lidos totales 'y
contenido de proteina cruda. La humedad se
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determiné por método gravimétrico, mediante el
secado de una alicuota en estufa hasta peso constante.
A partir de esta determinacion se calcul6 el contenido
de soélidos totales de la biomasa. El contenido de
proteina cruda se estim6 de manera indirecta a partir
del nitrogeno total determinado por el método de
Kjeldahl, aplicando el factor convencional de
conversion N x 6,25. Los resultados se expresaron
como proteina cruda, dado que esta estimacion puede
incluir contribuciones de nitrégeno no proteico
presente en la biomasa.

Ensayos de autolisis e hidrélisis asistida por
proteasas

Los ensayos de obtencion de extractos se realizaron a
partir de suspensiones de biomasa de K. marxianus
con una concentraciéon final de 10 % de solidos,
expresada en base seca. En todos los casos se trabajo
en tubos tipo Hach, utilizando un volumen de
reaccion de 8 mL por tubo, y los tratamientos se
realizaron por duplicado. Para evaluar la autolisis, se
analizaron combinaciones de dos temperaturas, 45 y
55 °C, y tres valores iniciales de pH: 4,5; 7,0 y 9,5.
Los tubos se incubaron durante 48 h en agitador
orbital termostatizado. En los ensayos de hidrolisis
asistida por proteasas se mantuvieron las mismas
condiciones experimentales de temperatura, pH,
tiempo de incubacion y concentracion de solidos. Se
evaluaron tres preparaciones enzimaticas
comerciales: una proteasa alcalina liquida, una
proteasa neutra liquida de origen fungico y una
proteasa acida en polvo. Las enzimas se incorporaron
a una concentracion final de 0,5 %, expresada como
v/v para las preparaciones liquidas y como p/v para la
enzima en polvo. Finalizado el periodo de
incubacioén, las muestras fueron sometidas a
inactivacion térmica a 80 °C durante 15 min.
Posteriormente, se centrifugaron y se recuperaron los
sobrenadantes para la determinacion de nitrogeno
aminico libre (FAN).

Evaluacion del tiempo de hidrdlisis enzimatica

Se realizd6 un nuevo ensayo utilizando proteasa
neutra, a 55 °C y pH inicial 7,0, con el objetivo de
evaluar la evolucion temporal de la liberacion de
FAN. El ensayo se llevo a cabo en Erlenmeyer de
250 mL cerrados, utilizando 150 mL de suspension a
hidrolizar, y se incubo en shaker termostatizado con
una velocidad de agitacion superior a la utilizada en
los ensayos previos. Las alicuotas se tomaron a 0, 1,
2,4, 6,8y 24 h. Como tratamiento comparativo se
utiliz6 una suspension al 10 % de levadura de S.
cerevisiae en polvo, adicionando la misma
concentracion de proteasa y manteniendo las mismas

condiciones de incubacion. En los hidrolizados
obtenidos se determind el contenido de nitrégeno
total y nitrégeno no proteico en la fraccion soluble.
Ademas, se analiz6 el perfil de aminoacidos en los
sobrenadantes de ambos hidrolizados. Los resultados
se expresaron como aporte porcentual de cada
aminoacido respecto de la suma total de aminoacidos
detectados. Ambas determinaciones fueron realizadas
por terceros.

Determinacion de nitrégeno aminico libre

La concentracion de FAN se determind en los
sobrenadantes mediante el método colorimétrico de
la ninhidrina. Para ello, las muestras se hicieron
reaccionar con el reactivo de ninhidrina y se
incubaron térmicamente para permitir el desarrollo
de color. Posteriormente, se enfriaron, se adicioné la
solucién de dilucion con yodato de potasio y se midio
la absorbancia a 570 nm. La concentracion de FAN
se estimdé a partir de una curva de calibracion
preparada con glicina como aminoéacido patron. Los
resultados se expresaron como concentracion de
FAN en la fracciéon soluble del extracto. Las
determinaciones se realizaron por triplicado para
cada muestra.

Analisis de datos

El procesamiento de los datos, el anélisis estadistico
y la elaboracion de graficos se realizaron en RStudio,
mediante el lenguaje R y herramientas especificas
para  importacién, organizacién, analisis y
visualizacion de datos. Las comparaciones entre
tratamientos se realizaron mediante analisis de
varianza (ANOVA), incluyendo modelos factoriales
cuando correspondi6. Cuando se detectaron
diferencias significativas, se realizaron
comparaciones multiples entre tratamientos. Los
resultados se expresaron como promedio =+
desviacion estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cultivo de Kluyveromyces marxianus en lactosuero
y recuperaciéon de biomasa

Se cultivé K. marxianus en lactosuero sin esterilizar,
bajo condiciones aerobicas y temperatura controlada.
Si bien no se realizd el seguimiento cinético del
cultivo especifico utilizado para recuperar la biomasa
destinada a los ensayos de hidrdlisis, en la Figura 1
se presenta un cultivo representativo desarrollado
bajo condiciones equivalentes, en el cual se evaluo la
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evolucion de la biomasa, los azucares reductores, el
etanol y el pH.
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Figura 1. Cultivo de K. marxianus UP810 en lactosuero
dulce. A) Evolucion de la concentracion de biomasa
seca, azucares reductores y etanol en el tiempo.

B) Evolucion del pH en el tiempo.

El comportamiento del cultivo puede dividirse en dos
etapas. La primera etapa, de crecimiento rapido, se
caracterizd por una marcada disminucion de la
concentracion de azuicares reductores, acomparfiada
por el incremento de la biomasa y la produccion de
etanol. En esta etapa también se observd una
disminucion del pH, compatible con la formacion de
metabolitos acidos durante el crecimiento. En una
segunda etapa, de crecimiento mas lento, se observo
una disminucion de la concentracion de etanol y un
aumento progresivo del pH. Este comportamiento
podria asociarse al consumo de compuestos
organicos previamente generados, una vez reducida
la disponibilidad de azucares fermentables.

Caracterizacion de la biomasa de levadura

La biomasa recuperada fue caracterizada en términos
de humedad, solidos totales y contenido de proteina
cruda. La determinacion de solidos totales permitid
estimar la proporcion de materia seca presente en la
biomasa htimeda y, a partir de ello, calcular la
cantidad necesaria para formular las suspensiones
utilizadas en los ensayos posteriores. La biomasa
himeda de K. marxianus presenté un contenido de
solidos totales de 20,3 + 0,6 % p/p, equivalente a una
humedad de 79,7 + 0,6 %.

El contenido de proteina cruda fue de 40 % en base
seca. Este parametro resulta relevante debido a que
las proteinas constituyen el principal sustrato para la
liberacion de péptidos y aminoacidos libres durante
los procesos de autélisis e hidrolisis proteolitica. En
este sentido, la biomasa obtenida a partir de
lactosuero presenté un contenido de proteina cruda
adecuado para su evaluacién como materia prima en
la produccion de extractos de levadura.

Evaluacion de la autolisis de biomasa de K
marxianus

En una primera etapa se evalud la capacidad de
autolisis de la biomasa de K. marxianus UP810
cultivada en lactosuero y conservada en
refrigeracion. Para ello, se cuantificd la liberacion de
FAN bajo diferentes condiciones de pH vy
temperatura, sin incorporacion de enzimas exogenas.

Los resultados mostraron que la liberacion de FAN
dependio de la combinacién entre ambas variables de
proceso.
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Figura 2. Efecto del pH inicial y la temperatura sobre la
liberacion de FAN por autdlisis de K. marxianus.
Letras diferentes indican diferencias significativas segiin
Tukey (p <0,05).

En la Figura 2 se observa que, a 45 °C, la mayor
liberacion de FAN se registr6o a pH 4,5, mientras que
a pH 7,0 y 9,5 los valores fueron menores. En
cambio, a 55 °C, la condicion que presentd la mayor
liberacion de FAN fue pH 7,0. Estos resultados
evidencian que la respuesta no siguié una tendencia
lineal respecto del pH o de la temperatura por
separado, sino que estuvo condicionada por la
interaccion entre ambos factores.

El ANOVA confirm6 este comportamiento, ya que se
detectaron efectos significativos de la temperatura,
del pH y de la interaccion temperatura x pH sobre la
liberacion de FAN. A partir de la comparacion
multiple de medias mediante la prueba de Tukey, se
observo que la condicion 55 °C—pH 7,0 present6 el
mayor valor medio de FAN, con 252,80 mg FAN/L.
Sin embargo, este tratamiento no mostro diferencias
significativas respecto de la condicion 45 °C—pH 4,5,
que alcanz6 un valor medio de 207,98 mg FAN/L.
Ambas condiciones conformaron el grupo de mayor
liberacion de FAN y se diferenciaron
estadisticamente del resto de los tratamientos, los
cuales presentaron valores menores.

A pesar de haberse identificado condiciones que
favorecieron la autolisis, las concentraciones de FAN
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obtenidas resultaron bajas en relacion con el valor
maximo estimado para la biomasa utilizada,
correspondiente a aproximadamente 6400 mg FAN/L
para una suspension con 10 % de solidos en base
secay 40 % de proteina. En este contexto, el maximo
valor obtenido, 252,80 mg FAN/L, represento
aproximadamente el 3,9 % de dicho valor, lo que
indica que la autdlisis permitio liberar solo una
fraccion limitada del nitrogeno potencialmente
disponible como FAN.

Estos resultados sugieren que, bajo las condiciones
evaluadas, la biomasa de K. marxianus presentd una
capacidad autolitica limitada. La baja liberacion de
FAN podria estar asociada no solo a la especie
utilizada, sino también al historial de la biomasa,
incluyendo el cultivo en lactosuero, la cosecha y la
conservacion en refrigeracion hasta el inicio de la
autolisis. Estos factores podrian haber afectado la
viabilidad celular, la actividad enzimatica endégena o
la susceptibilidad de las células al proceso autolitico.
Por lo tanto, si bien fue posible detectar diferencias
entre tratamientos, los resultados indican que seria
necesario evaluar estrategias complementarias de
ruptura o hidrolisis para incrementar la recuperacion
de nitrogeno soluble.

Hidrdlisis enzimatica de biomasa de K. marxianus
En un segundo ensayo se evalud el efecto de la
incorporacion de proteasas exogenas sobre la
liberacion de FAN a partir de biomasa de levadura.
Para ello, se trabajo bajo las mismas condiciones de

pH y temperatura utilizadas en el ensayo de autdlisis.
Se evaluaron tres preparaciones enzimadticas
comerciales, clasificadas como proteasa 4cida,
proteasa alcalina y proteasa neutra.

Los resultados mostraron que la liberacion de FAN
dependio tanto del tipo de proteasa utilizada como de
la condicion de pH y temperatura evaluada. En la
Figura 3 se observa que las proteasas alcalina y
neutra presentaron, en general, los mayores valores
de FAN, especialmente bajo condiciones de pH
neutro o alcalino. En cambio, la proteasa acida
mostr6 una menor capacidad de liberacion de FAN
dentro de cada combinacion de pH y temperatura.
Estos resultados evidencian que la respuesta no
estuvo determinada unicamente por el tipo de enzima
incorporada, sino también por su interaccion con las
condiciones de hidrolisis.

El ANOVA confirm6 este comportamiento, ya que se
detectaron efectos significativos del tipo de proteasa
y del pH sobre la liberacion de FAN. En cambio, la
temperatura, considerada como efecto principal, no
presentd un efecto significativo. No obstante, se
observaron interacciones significativas entre proteasa
y temperatura, proteasa y pH, y temperatura y pH, lo
que indica que el efecto de cada variable dependi6 de
la combinaciéon de condiciones empleadas. La
interaccion triple entre proteasa, temperatura y pH no
resulto significativa, sugiriendo que el patron general
de respuesta de las proteasas se mantuvo
relativamente constante entre las condiciones
evaluadas. A partir de la comparacion multiple de

pH 4.5

pH 9.5

3000
2500 1
2000
1500 1
1000 1
500 1

o PR =M

FAN (mg/L)

3000 1
2500
2000
1500 1
1000 1
500 1

o PR

Proteasa E Acida - Neutra - Alcalina

Figura 3. Liberacion de FAN por hidrolisis enzimatica de biomasa de K. marxianus bajo distintas condiciones de pH,
temperatura y proteasa. La linea punteada indica el mejor valor de autolisis. Letras diferentes indican diferencias
significativas segun Tukey (p < 0,05).
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medias mediante la prueba de Tukey, se observo que,
dentro de cada combinacion de pH y temperatura, la
proteasa acida presentd valores significativamente
menores de FAN que las proteasas alcalina y neutra.
En cambio, estas ultimas no mostraron diferencias
significativas entre si en ninguna de las condiciones
evaluadas.

El tratamiento con mayor valor promedio de FAN
correspondid a la proteasa neutra a 55 °C y pH 7,0,
alcanzando 2292,9 mg FAN/L. Sin embargo, este
valor no difirié significativamente del obtenido con
la proteasa alcalina bajo la misma condicién, que
alcanzo 2273,0 mg FAN/L. Ambas proteasas
conformaron el grupo de mayor liberacion de FAN
para esta condicion experimental. También se
registraron valores elevados con las proteasas
alcalina y neutra a 55 °C y pH 9,5, asi como a 45 °C
en pH 7,0 y 9,5, con concentraciones comprendidas
aproximadamente entre 1819,9 y 2092,8 mg FAN/L.

A pesar de que la proteasa acida presentd un
desempefio significativamente menor dentro de cada
condicion evaluada, la magnitud absoluta de FAN
también dependid del pH y de la temperatura de
trabajo. Por ejemplo, esta proteasa alcanzo valores
cercanos a 1000—1150 mg FAN/L a 45 °C y pH 7,0—
9,5, comparables en términos absolutos con los
obtenidos por las proteasas alcalina o neutra bajo
condiciones menos favorables, como pH 4,5. Esto
indica que el rendimiento del proceso no dependid
exclusivamente del tipo de proteasa, sino de la
combinacion entre la preparacion enzimatica y las
condiciones de hidrolisis.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en la
etapa de autolisis, se observo una mejora sustancial
en la liberacion de FAN. El mejor tratamiento
enzimatico, correspondiente a la proteasa neutra a 55
°C y pH 7,0, alcanzé 22929 mg FAN/L, lo que
representd un incremento aproximado del 807 %
respecto del mayor valor medio obtenido por
autolisis, de 252,8 mg FAN/L. A su vez, este valor
correspondid aproximadamente al 35,8 % del valor
maximo estimado para la biomasa utilizada, lo que
indica que la incorporacién de proteasas exdgenas
permitié6 aumentar marcadamente la recuperacion de
nitrégeno soluble como FAN.

Estos resultados sugieren que, bajo las condiciones
evaluadas, la incorporacion de proteasas externas fue
una estrategia efectiva para incrementar la hidrolisis
de la biomasa de K. marxianus.

Optimizacion del tiempo de hidrolisis enzimatica
Se reprodujo la condicion de hidrdlisis enzimatica
previamente seleccionada, correspondiente al uso de
proteasa neutra a 55 °C y pH inicial 7,0, trabajando a
una mayor escala y con una velocidad de agitacion

superior a la utilizada en los ensayos previos. El
seguimiento temporal de la concentracion de FAN

permitié analizar la cinética de liberacion durante el
proceso de hidrélisis.

En la Figura 4 se observa que la hidrolisis de la
biomasa de K. marxianus presenté una fase inicial
rapida, caracterizada por un marcado incremento de
FAN durante las primeras horas de reaccion. A las 6
h de iniciada la hidrolisis, la concentracion de FAN
ya superd el valor correspondiente al mejor
tratamiento obtenido en el ensayo previo de hidrolisis
enzimatica, lo que evidencia una mejora en el
desempefio del proceso bajo las nuevas condiciones
de operacion.
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Figura 4. Evolucion temporal de la concentracion
FAN durante la hidrolisis enzimatica de biomasa de
K. marxianus.

Posteriormente, la liberacion de FAN continud
aumentando, aunque a menor velocidad, alcanzando
2926,47 mg FAN/L a las 8 h y 3601,89 mg FAN/L a
las. 24 h. Estos valores representaron
aproximadamente el 45,7 % y el 56,3 % del valor
maximo estimado para la biomasa utilizada,
respectivamente.

El perfil obtenido sugiere que la mayor parte de la
liberacion de FAN ocurrié durante las primeras 6—8
h, asociada principalmente a la accion de la proteasa
sobre proteinas solubles y componentes intracelulares
liberados durante el proceso. Si bien la prolongacién
de la hidrolisis hasta 24 h permitié incrementar la
concentracion final de FAN, la ganancia relativa fue
menor luego de las primeras horas. Por lo tanto, no
puede descartarse que concentraciones similares se
alcancen en tiempos intermedios no evaluados. Este
comportamiento resulta relevante para definir el
tiempo de proceso, ya que permite balancear el
rendimiento alcanzado con la duracion total de la
hidrolisis.

Asimismo, el ensayo permitio evidenciar la
importancia de una agitacion adecuada durante la
hidroélisis de biomasa de K. marxianus. Debido a la
carga de solidos y a la viscosidad del sistema, una
mezcla insuficiente podria limitar el contacto entre la
enzima y el sustrato, reduciendo el avance de la
reaccion. En este sentido, una agitaciéon adecuada y
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homogénea resulta clave para favorecer la
distribucion uniforme de la biomasa, mejorar la
transferencia de masa y asegurar un proceso de
hidroélisis mas controlado y reproducible.

Caracterizacion del extracto de levadura

Se compararon dos extractos de levadura producidos
a partir de biomasas de diferente origen: uno
correspondiente a K. marxianus UP810 (LK) y otro
obtenido a partir de biomasa en polvo de S.
cerevisiae (LS).

Como se muestra en la Tabla 1, el contenido de
nitrogeno total de los hidrolizados completos, es
decir, antes de la separacion de los soélidos
suspendidos, fue similar entre ambas muestras, con
valores de 649,6 + 1,0 mg N/100 mL para LK y
660,3 = 1,7 mg N/100 mL para LS. Considerando
una concentracion de 10 g de s6lidos/100 mL, estos
valores  equivalen a  contenidos  proteicos
aproximados de 40,6 % y 41,3 % en base seca,
respectivamente.

Tabla 1. Contenido de nitréogeno total y nitrégeno no
proteico en hidrolizados

Muestra N total (mg N/100 mL) NNP (mg N/100 mL)

LK 649,6 £ 1,0 —
LK-S 646,7 +0,8 642,5+0,6

LS 660,3 + 1,7 —
LS-S 662,7+1,2 636,0+ 1,8

Estos resultados se encuentran dentro del rango
esperado para biomasa de levadura. En particular, se
ha reportado que K marxianus cultivada en

lactosuero puede presentar contenidos de proteina
cruda cercanos al 42 %, mientras que la levadura
residual cervecera suele presentar contenidos
proteicos elevados, generalmente en el rango de 40—
60 % de la materia seca (Paez et al., 2008; Zeko-
Pivac et al., 2023).

Luego de la centrifugacion, la concentracion de
nitrégeno total en los sobrenadantes también fue
similar a la observada en los hidrolizados completos.
Para LK-S, el sobrenadante presentd 646,7 + 0,8 mg
N/100 mL, mientras que para LS-S se obtuvo 662,7 +
1,2 mg N/100 mL. Esto indica que la mayor parte del
nitrogeno presente en ambas suspensiones se
encontré en la fase soluble luego del proceso de
hidrolisis. Ademas, el nitrégeno no proteico
representod el 99,4 % del nitrogeno soluble en LK-S y
el 96,0 % en LS-S, lo que evidencia una hidrolisis
extensa de la fraccion nitrogenada. En este sentido,
ambos extractos pueden considerarse fuentes
altamente  solubles de nitrogeno  organico,
principalmente en forma de péptidos de bajo peso
molecular, aminoacidos y otros compuestos
nitrogenados no proteicos.

Para analizar el perfil aminoacidico relativo, se
calculd el aporte porcentual de cada aminoacido
respecto de la suma total de aminoacidos detectados
en cada muestra. Como se observa en la Figura 5,
ambos extractos presentaron perfiles claramente
diferenciados. En LK, correspondiente al hidrolizado
de K. marxianus, predominaron leucina e isoleucina,
con aportes relativos de aproximadamente 18,1 % y
17,0 %, respectivamente. También se observaron
contribuciones relevantes de lisina, fenilalanina,
treonina, tirosina y ornitina. Este perfil coincide
parcialmente con lo reportado para biomasa de K.
marxianus cultivada en lactosuero, especialmente por
la presencia de lisina y treonina. Ademas, el

. K. marxianus . S.cerevisiae

18.1
17.0

6.8
6.0

Prolina

Leucina
Isoleucina
Ac. aspartico

Lisina

Fenilalanina
Treonina
Tirosina
0.0 | Sulf. de metionina
Ornitina
Ac. glutamico

Serina
Valina

Alanina

Glicina

Histidina
Triptofano

Aporte relativo a la masa total de aminoacidos (%)

Figura 5. Perfil aminoacidico relativo de los extractos obtenidos a partir de K. marxianus y S. cerevisiae.
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predominio relativo de aminoacidos ramificados
podria estar asociado, al menos en parte, al origen de
la biomasa, ya que productos derivados de la fraccion
proteica del lactosuero presentan contenidos
relevantes de aminoéacidos esenciales y ramificados,
incluyendo leucina, isoleucina y valina (Gilmour et
al., 2024). Sin embargo, debe considerarse que el
analisis realizado corresponde a la fraccion soluble
del hidrolizado y no al perfil aminoacidico total de la
biomasa, por lo que el resultado también puede estar
condicionado por la hidrolisis enzimatica y la
solubilizaciéon  diferencial de los compuestos
nitrogenados.

En LS, correspondiente al hidrolizado de S.
cerevisiae, el perfil estuvo fuertemente dominado por
prolina, que representd aproximadamente el 27,7 %
del total de aminodcidos detectados. También se
destacaron acido aspartico, sulféxido de metionina,
lisina, treonina, serina, leucina y fenilalanina. La
elevada proporcion de prolina diferencié claramente
a LS de LK y no deberia atribuirse tinicamente a la
especie de levadura, ya que el perfil aminoacidico de
un extracto puede estar condicionado por el origen de
la biomasa, el sustrato fermentativo previo y la
fraccion soluble recuperada luego de la hidrolisis. En
este sentido, la elevada proporcion de prolina
observada en LS podria ser compatible con biomasa
de S. cerevisiae proveniente de procesos cerveceros.
El mosto cervecero, derivado principalmente de
malta de cebada, presenta un perfil de aminoacidos
libres en el que la prolina se encuentra entre los
compuestos predominantes, junto con alanina,
arginina y tirosina (Ferreira et al., 2018). Ademas, la
prolina es una fuente de nitrégeno poco utilizada por
S.  cerevisiae bajo condiciones tipicas de
fermentacion cervecera, debido a que su metabolismo
requiere condiciones mas oxidativas que las
presentes durante la fermentacion alcohodlica (Hill y
Stewart, 2019; Koller et al., 2022). Por lo tanto, el
perfil observado en LS podria reflejar no soélo
caracteristicas propias de la biomasa de S. cerevisiae,
sino también el historial del sustrato, del proceso
fermentativo previo y de las condiciones de
procesamiento de la biomasa.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos indican que la biomasa de
K. marxianus cultivada en lactosuero constituye una
materia prima adecuada para la obtencion de
extractos nitrogenados mediante hidrolisis
enzimatica. La autolisis por si sola presentd6 una
capacidad limitada para liberar FAN, mientras que la
incorporacion de proteasas exdgenas permitio
incrementar significativamente la concentracion de

FAN en la fraccion soluble. Entre las condiciones
evaluadas, el tratamiento con proteasa neutra a 55 °C
y pH inicial 7,0 presentd el mayor valor promedio de
FAN y fue seleccionado para el ensayo temporal,
aunque no difiri6 significativamente de la proteasa
alcalina bajo la misma condicion. La evaluacion
temporal del proceso mostréd una liberacion rapida de
FAN durante las primeras horas de reaccion, seguida
por una etapa de menor incremento hacia tiempos
prolongados. El mayor valor se alcanzo a las 24 h,
con 3601,9 mg FAN/L, equivalente al 56,3 % del
valor potencial estimado para la biomasa utilizada.
Sin embargo, a las 8 h ya se habia alcanzado el 45,7
% de dicho valor, lo que sugiere que futuros ensayos
deberian evaluar tiempos intermedios entre 8 y 24 h
para optimizar la duracién del proceso y mejorar la
relacion entre rendimiento y tiempo de hidrolisis. Los
analisis complementarios de nitrogeno y perfil
aminoacidico confirmaron la obtencion de una
fraccién soluble rica en compuestos nitrogenados,
con presencia de aminoacidos de interés nutricional y
tecnologico. En conjunto, el trabajo permitié definir
una estrategia simple y efectiva para valorizar
biomasa de K. marxianus obtenida a partir de
lactosuero, generando un extracto con potencial
aplicacion como fuente de nitrégeno organico en
medios de cultivo.
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