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INTRODUCCION GENERAL

Subproductos de la Industria alimentaria

La implementacidon de conceptos como economia circular y bioeconomia en Argentina y en varias
partes del mundo refleja un cambio de paradigma en los modelos de producciéon y consumo.
Durante mucho tiempo, el enfoque predominante fue el de una economia lineal, que implicaba
adquirir, utilizar y desechar los materiales sin considerar plenamente su impacto ambiental ni la
posibilidad de reutilizacién. La economia circular busca precisamente cambiar este modelo lineal
hacia uno mas sostenible y eficiente, donde los productos, partes y recursos se mantengan en uso
durante el mayor tiempo posible, se promueva la reutilizacidon y el reciclaje, y se minimice el
desperdicio. Este enfoque no solo tiene beneficios ambientales al reducir la contaminacién y la
generacion de residuos, sino que también puede generar desarrollo econémico y bienestar social
de manera mas equitativa y sostenible (Preciado-Saldafia et al., 2022).

La definicién recientemente ajustada en la Cumbre Mundial de Bioeconomia (Global Bioeconomy
Summit 2018) establece que: “la bioeconomia es la produccidn, utilizacién y conservacion de
recursos bioldgicos, incluido el conocimiento relacionado, la ciencia, la tecnologia y la innovacion,
para suministrar informacion, productos, procesos y servicios en todos los sectores econémicos, en
busca de una economia sostenible” (Nelson & Grayson, 2017).

Las interacciones biomasa/conocimientos/innovacién, asi como la “circularidad” ambiental
implicita, permiten presentar la bioeconomia como un instrumento importante para hacer frente a
los desafios interrelacionados de seguridad alimentaria, agotamiento de recursos y cambio climatico
que hoy se plantean y que, al mismo tiempo, posibilitan un crecimiento econdmico sostenible a
través nuevas actividades y cadenas de valor basadas en bioproductos (Trigo et al., 2015).

Entre las distintas dreas de desarrollo de nuevos procesos que acerquen los esquemas productivos
tradicionales a la economia circular, la produccidn de alimentos es una de las areas en la que se
pueden encontrar multiples posibilidades, tanto desde el lado del desarrollo de bioinsumos que
permitan mejorar los procesos productivos, asi como en la valorizacion de subproductos a partir de
sofisticacion de procedimientos. La transformacion de subproductos de la industria alimentaria en
compuestos de mayor valor agregado presenta un desafio importante tanto para los sectores
productivos como cientificos y tecnolégicos. Estos subproductos pueden ser una buena fuente de
compuestos bioactivos. En este trabajo de Tesis se exploran nuevas alternativas para valorizar dos
importantes subproductos como lo son la melaza y el lactosuero, generados en dos procesos
productivos que por su magnitud e impacto en economias regionales son de importancia econémica

para nuestro pais.
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Melaza de caiia de azucar

La melaza, el efluente final obtenido en la produccién de azicar mediante cristalizacién repetida,
es uno de los desechos y principal subproducto de la industria azucarera y contiene cerca de 50-55%
de azucar fermentable (Kopsahelis et al., 2012), principalmente sacarosa (32%), fructosa (16%) y
glucosa (14%), por lo cual es considerado como un sustrato rico en carbohidratos (Figura I). Ademas,
tiene como caracteristicas principales: alta disponibilidad y bajo costo (Contreras et al., 2022). El
elevado contenido de nutrientes hace que este efluente sea sumamente contaminante, con una alta

demanda bioquimica (DBO) y quimica (DQO) de oxigeno.

 — Emd  Extraccion del jugo
1

Cafia de aztcar |l
A 1\ Extraccion de
azlcar
Jugo de cafia l, Bagazo
'
1 Combustible de caldera

|
Residuos de espuma,
barro y desperdicios

|
|
{ ]

\ &
Azucar Melaza

Figura I: Proceso general de produccion de azlcar y melaza.

La produccién mundial de caiia de azucar se encuentra concentrada principalmente en los paises de
Brasil, India y China. En Brasil, el 52% del procesamiento de caia se utiliza para obtener azlcar y el
resto en la produccién de bioetanol, una opcidn sustituta a los combustibles fosiles (Bordonal et al.,
2018). En nuestro pais, la produccién de azlcar se concentra en las provincias de Tucuman, Salta y
Jujuy y, en menor medida, en Misiones y Santa Fe. Segun el Censo Nacional Agropecuario (CNA) de
2018, Tucuman cuenta con 2.038 explotaciones cafieras mientras que en Jujuy se registraron 76 y
en Salta 26 explotaciones. En los ultimos anos la produccidn de azlcar en Argentina se incrementé

notablemente, estabilizdndose en algo mas de 2 millones de t/afio. Simultaneamente, el mercado
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internacional se presenta con buenas oportunidades, por lo que Argentina tiende a convertirse en
un exportador permanente de azucar, con una base de 600.000 t/afio (Potes & Silva, 2022). La
melaza tiene una multitud de usos como la produccién de bioetanol, biogas, biometano, butanol,
acido succinico y biopolimeros, entre otros (Vandenberghe et al., 2022). También se ha descripto su
utilizacion como ingrediente principal de las dietas de pollos y cerdos, llegando a componer hasta
el 40% de la racién proporcionada (Lauric et al., 2021).

Aun asi, estos usos no resuelven la problematica de los grandes volimenes de melaza producidos a
diario por la industria azucarera y es necesario continuar buscando alternativas para su

revalorizacién a través de procesos que requieran bajo costo y sean amigables con el ecosistema.

Suero de queseria

El suero, es un liquido de color verdoso amarillento y turbio que resulta de la elaboracién de quesos
y que contiene parte de las proteinas solubles, asi como la mayor proporcién de la lactosa presente
en la leche cruda (Figura Il). Segun la técnica utilizada para eliminar la caseina de la leche, el suero
del queso se puede clasificar en suero dulce o acido. El suero dulce (pH alrededor de 5,6) se obtiene
a partir de una mezcla de un complejo enzimatico industrial o cuajo (que contiene la proteasa
quimosina), que conduce a la coagulacién de la caseina. El suero acido (pH = 4,5) resulta de la
precipitacién de la caseina, utilizando una mezcla de acidos organicos (acido lactico) y minerales
(acido clorhidrico o sulfurico), o con la accién de bacterias especificas (Carvalho et al., 2021). Estos
dos tipos de suero presentan diferencias en el contenido de minerales, acidez y volumen de

proteinas (Tabla I).
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Figura Il: Proceso de obtencion de queso y suero de queseria.

Entre los componentes nutricionales mas abundantes en el suero se encuentran: lactosa (45 - 50
g/l), proteinas solubles (6 - 8 g/l), lipidos (0,3-0,5 g/l) y sales minerales (4 - 6 g/1) (Juliano et al., 2017).
Ademas, en su composicidn contiene proteinas de alto valor biolégico como la B-lactoglobulina, a-
lactoalbuimina, lactoferrina, lactoperoxidasa, entre otras. En cuanto al contenido de vitaminas, el
suero presenta cantidades pequefias pero apreciables de las vitaminas A, C, D, E y del complejo B,

el cual es fundamental para la absorcién de minerales, tales como el calcio y el fésforo (Poveda,

2013).

Tabla I: Composicion de tipos de suero. Adaptado de Deshmukh et al., (2024)

Tipo de Suero

Lactosuero dulce (g/L)

Lactosuero acido (g/L)

Coagulacion Enzimatica Mixta o acida
Sélidos totales 63,0-70,0 63,0-70,0
Lactosa 38,0-52,0 40,0 -47,0
Proteina 5,6-10,0 4,5-8,0
Grasa 0,2-0,5 0,18-0,3
Calcio 04-06 1,2-8
Sodio 0,4 0,5
Magnesio 0,07 0,12
Fosfatos 1,0-3,0 2,0-4,5
Lactato 0,7-2 6,4
Cloruros 08-1,1 1,1-1,5
pH 58-64 4,5-5,2
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Una de las alternativas mas conocida hoy en dia para el aprovechamiento de suero es su utilizacion
para la obtencién de concentrados proteicos (WPC) que contienen 35-80% de proteina, o bien con
una posterior purificacion, puede obtenerse lo que se conoce como aislado proteico (WPI) con un
90 % de la proteina presente en el suero. Aun asi, estos procesos generan como producto
secundario el permeado de suero, en cuya composicion se encuentra el 70% de los sélidos y el total
de la lactosa presente en el suero inicial. Segun el Codigo Alimentario Argentino (CAA) el permeado
suero se obtiene extrayendo por filtracion con membranas, la materia grasa y las proteinas lacteas,
pero no la lactosa de la leche, del suero, la crema y/o el suero de manteca y/u otras materias primas
lacteas como el queso. La lactosa remanente en el permeado aun puede ser recuperada y utilizada
para su incorporacién en las formulas para bebés, como excipiente en la industria farmacéutica y
también para producir derivados con adicidn de lactosa, como lactulosa, lactitol, acido lactobidnico,
lactosil urea, galactooligosacaridos y lactosacarosa o bien ser utilizada para la produccién de etanol
por fermentacién con levaduras (Guimardes et al., 2010; Sharma et al., 2018; Alvarez-Cao et al.,
2020;). Alternativamente, la lactosa puede hidrolizarse para originar una mezcla de glucosa y
galactosa en productos lacteos sin lactosa o puede usarse como edulcorante alimentario (Ganzle et
al., 2008).

Se estima que por cada kilo de queso producido se generan 9 litros de suero. Brasil, Argentina, Chile
y Uruguay son los principales paises elaboradores de queso de Sudamérica. Brasil procesa cerca de
36.508 millones de litros de leche al afo de los cuales 22% se destina a la produccién de queso, con
un volumen de 6.800 millones de litros de suero por afio. En Argentina, se procesan 11.553 millones
de litros de leche anuales, pero aqui el 44% se destina a la industria quesera y, por ende, un total de
4.908 millones de litros de suero son producidos al afio. De estos, se estima que el 55% es destinado
a la alimentacién animal o directamente vertido al ambiente sin pretratamiento (Talamoni et al.,
2023), representando un dafio ambiental significativo y una pérdida de la posibilidad de darle mayor
valor agregado.

En la ultima década, Argentina ha experimentado un notable aumento en la utilizacién del suero de
queseria acompafiando la evolucidon en su cadena productiva, pasando de ser considerado
simplemente un "alimento para animales” a ser parte integral de la industria alimentaria (Talamoni
et al., 2023). La tecnologia ha permitido la incorporacion del suero como ingrediente alimenticio en
una amplia variedad de productos como férmulas infantiles, panificados, lacteos, bebidas, snacks,
postres, productos de confiteria y helados, entre otros. Es importante resaltar que los diferentes

derivados del lactosuero requieren distintos niveles de procesamiento, lo que implica la necesidad
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de contar con equipamiento especifico, procesos tecnoldgicos adecuados y conocimientos
especializados.

Las grandes empresas lacteas argentinas procesan mas de 250.000 litros de leche a diario,
obteniendo arriba de 50.000 litros diarios de suero y lo comercializan como producto seco pre-
concentrado, concentrados proteicos o como lactosa. Sin embargo, alrededor del 89% de las
empresas lacteas en nuestro pais procesan menos de 50.000 litros diarios de leche y no generan un
volumen de suero suficiente para producir ingredientes de suero por si solas. Ademas, suelen estar
localizadas a grandes distancias de las plantas procesadoras, con deficientes o nulas tecnologias de
pretratamiento (Figura Ill).

La necesidad de valorizar el lactosuero ha sido identificada por el Instituto Nacional de Tecnologia
Industrial, INTI, como una de las prioridades de la industria lactea (Juliano et al., 2017), a tal punto

gue es una de las demandas identificadas por el sector productivo y planteadas al sistema cientifico.

Pre-concentrado(32%)-
Secado (NHWP,FFWP, D40/D90, WPC 35-60-80, Lactosa)(21%)-
Venta a terceros

Pre-concentrado(22%)- Secado (NHWP,FFWP,
D40(16%)- Venta a terceros-ricota-
Alimentacion animal (8%)

Alimentacion animal (73%)
Medio ambiente- Ricota

Alimentacion animal (57%)
Venta a terceros-Ricota- Pre-concentrado (8%)

M <25.000 litros/dia ™ 25.000 a 50.000 litros/dia
W 50.000 a 250.000 litros/dia > 250.000 litros/dia

Figura Ill: Porcentaje de empresas lacteas clasificadas en funcién del volumen de leche procesado por diay
los principales destinos del lactosuero en cada una de ellas. Adaptado de Talamoni et al., 2023.

Biorrefinerias
El crecimiento de la urbanizacion y la poblacién mundial ha incrementado el consumo de energia

basada en combustibles fésiles, asi como la demanda de materias primas de origen bioldgico, lo que
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a suvez ha generado una mayor produccion de residuos antropogénicos con un impacto significativo
sobre el medio ambiente. En este contexto, la produccién de bioenergia y biomateriales emerge
como un nuevo paradigma industrial con potencial para satisfacer esta demanda. Es asi, que las
biorrefinerias se presentan como una alternativa de invencién tecnoldgica y sostenible para
transformar diferentes tipos de residuos agroindustriales y urbanos, valorados negativamente, en
productos comercializables de mayor valor agregado (Rivera et al., 2019).

Una biorrefineria puede definirse como una entidad que emplea una o varias fuentes de biomasa
y/o residuos para la generacién de diversos materiales, productos y formas de energia mediante la
combinacion de diferentes procesos bioldgicos como la fermentacion, digestion anaerdbica,
procesos enzimaticos, procesos fisicoquimicos, extracciones mecanicas y/o destilacién, entre otros
(Carrillo & Ponce- Sanchez, 2019).

A lo largo del ultimo siglo, gran parte de nuestro progreso econdmico se ha basado en los
combustibles fosiles (carbon, petrdleo y gas) y en los productos quimicos fabricados por el ser
humano. Esto ha conducido a una extraccion, consumo y desecho no sostenible de los recursos
naturales, acelerando el proceso de cambio climatico, la pérdida de biodiversidad y la degradacion
del medio ambiente, perjudicando la salud humana y debilitando el desarrollo a largo plazo. La
bioeconomia pretende romper con este sistema y las biorrefinerias productoras de etanol
combustible aparecieron como una alternativa de gran potencia para disminuir esta problematica,
ya que el etanol producido puede tener un uso farmacéutico o ser empleado como mezcla
combustible sustituyendo a las naftas con ventajas con respecto a las emisiones de C0, y siendo un

recurso renovable.

Levaduras y sus aplicaciones biotecnoldgicas

Las levaduras son microorganismos eucariotas que viven en una amplia variedad de entornos: agua,
suelo, aire, superficie de plantas, frutas y productos fermentados. Estos microorganismos han sido
empleados por el hombre desde hace miles de afios para realizar biotransformaciones de utilidad
en la elaboracion de distintos productos alimenticios.

Las levaduras poseen una serie de caracteristicas fenotipicas ventajosas para multiples aplicaciones
como una elevada capacidad de secrecion, una rapida tasa de crecimiento en una amplia gama de
fuentes de carbono, la habilidad para compartimentar reacciones en organulos, la capacidad de
realizar diversas modificaciones postraduccionales en proteinas, facilidad para su cultivo tanto en

pequefios volimenes como en biorreactores de gran escala, sencilla purificacion del producto y
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ausencia de susceptibilidad a agentes infecciosos como los bacteriéfagos lo que garantiza una mayor
estabilidad en los procesos de produccién (Wagner & Alper, 2016).

Desde una perspectiva tecnoldgica, las levaduras se clasifican en dos grupos principales:
Saccharomyces (fermentadoras de sacarosa) y no-Saccharomyces (no fermentadoras de sacarosa).
S. cerevisiae es la especie mas estudiada y la mas utilizada en la fermentacién de vinos y cervezas
debido a su capacidad fermentativa satisfactoria, rapido crecimiento y facil adaptacion (Querol et
al., 2006). Entre las levaduras no-Saccharomyces mas estudiadas se incluyen distintas especies de
los géneros Candida, Kloeckera, Hanseniaspora, Brettanomyces, Pichia, Lanchacea y Kluyveromyces,
entre otras.

Las levaduras desempefian una variedad de funciones fundamentales durante la fermentacién de
alimentos, abarcando desde la produccion de alcohol hasta la generacién y utilizacion de acidos
organicos, mejorando asi el sabor, aroma y textura de los productos. Ademas, contribuyen a
enriquecer las propiedades nutricionales y a reducir la presencia de toxinas y factores
antinutricionales. En la industria alimentaria, las levaduras son clave en la produccién de alimentos
funcionales, ya que pueden actuar como microorganismos probidticos, aportar constituyentes de la
pared celular (como el B-glucano) con propiedades prebidticas o aportar metabolitos bioactivos.
Asimismo, muchas levaduras son capaces de producir enzimas especificas que facilitan la
biotransformacion de metabolitos alimenticios, generando asi nutracéuticos de alto valor.
Recientemente, la ingenieria metabdlica se ha empleado para desarrollar cepas de levadura mas
eficientes en la produccién de oligosacaridos y compuestos bioactivos como carotenoides,
polifenoles y folatos (Rai et al., 2019). Numerosos trabajos citan la utilizacién de levaduras en la
sintesis bioldgica de anticoagulantes, hormonas de crecimiento y analogos de insulina en la industria
farmacéutica y diferentes enzimas como quimosina, fitasa, hexosas oxidasa y triacilglicerol lipasas

de interés como aditivos alimentarios (Wagner & Alper, 2016).

Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces marxianus fue descrita por primera vez en 1888 por E.C. Hansen y en ese momento
se nombrdé Saccharomyces marxianus en honor a Marx, la persona que originalmente aislé esta
levadura de las uvas (Lodder y Kreger-van Rij 1952). Desde un principio, la formacién de
pseudomicelio y la capacidad de asimilacidn y fermentacién de la lactosa fueron las principales
caracteristicas que la diferenciaron del verdadero género Saccharomyces. Ademas, la mayoria de
las cepas presentan efecto Cabtree negativo lo que les proporciona altas tasas de conversién de

sustrato en biomasa en condiciones aerdbicas (Fonseca, 2022). Si bien estas dos caracteristicas son
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compartidas con la especie Kluyveromyces lactis, el desarrollo de aplicaciones biotecnolégicas con
K. marxianus presenta ventajas respecto a K. lactis debido a que puede crecer en una mayor
variedad de sustratos y con alta tasa de crecimiento a temperaturas superiores (Fonseca et al.,
2008). Otro aspecto interesante es que se han aislado cepas de K. marxianus de habitats muy
diversos tales como leches fermentadas, yogures, quesos, kefir, aguas residuales de ingenios
azucareros y plantas de sisal (Agave sisalana) (Lodder y Kreger-van Rij 1952), un fiel reflejo de su
capacidad de crecer a partir de diferentes sustratos.

A lo largo de los afios, se han explorado diversas aplicaciones de K. marxianus en la industria
farmacéutica y alimentaria, que incluyen la produccién de una amplia gama de enzimas como
inulinasa y la B-galactosidasa, proteinas heterdlogas, compuestos aromaticos y bioingredientes, asi
como la reduccidn del contenido de lactosa en alimentos, la produccidn de bioetanol o proteinas, y
la biorremediacién (Fonseca et al., 2008). Ademas, su capacidad para producir etanol de manera
eficiente y su termotolerancia han impulsado el desarrollo de la fermentacidn a alta temperatura
que previene la contaminacién microbiana y reduce los costos de refrigeracidon (Nurcholis et al.,

2019).

Probioticos

Las levaduras, asi como las bacterias acido-lacticas, se han utilizado desde tiempos remotos para la
conservacién de alimentos y mas recientemente, por su rol en el desarrollo de alimentos
funcionales. La especie humana se ha beneficiado de los microorganismos presentes en los
alimentos y bebidas de diversas formas a lo largo de la historia. Hipdcrates, ya en el afio 76 A. C se
referia a los beneficios de los alimentos fermentados al decir “que el alimento sea tu mejor medicina
y que tu mejor medicina sea el alimento”. Plinio, en el afio 77 D. C., describié que la administracion
leche fermentada era un buen remedio para tratar la gastroenteritis. A comienzos del Siglo XX,
Metchnikoff observd que habitantes de los Montes Balcanes que consumian gran cantidad de
lacteos fermentados eran muy longevos y lo atribuyd a la presencia de lactobacilos en estos
alimentos. El primer uso del término “Probidtico” se atribuye a Vergio, quien en 1954 se refirié a los
efectos negativos que los antibidticos causaban en la microbiota intestinal y decidié que lo que
influyera positivamente sobre la microbiota intestinal, se llamaria “probidtico” (del griego “pro” a
favor y “bios” vida). En 1989, Fuller definié a los probidticos como “un suplemento dietético a base
de microbios vivos que afecta beneficiosamente al animal huésped mejorando su equilibrio
intestinal”. En la ultima década, ante los avances en investigacidn, la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS) busco un consenso y fue asi como la Asociacién Cientifica Internacional de Probidticos
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y Prebidticos (ISAPP), definié a los probidticos como “microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped” (Hill et al.,
2014).

Segun la definicidn de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizaciéon de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAQ), un alimento probiético debe contener un minimo
de 10° UFC/g de organismos activos y vivos en el momento de su consumo (Joint, 2002), aunque
deberia considerarse en cada caso particular la dosis en que el probiédtico resulta efectivo. La
mayoria de los probiéticos disponibles en el mercado para consumo humano son bacterias lacticas
y bifidobacterias. Otras especies bacterianas relevantes cominmente utilizadas como probidticos
son Bacillus spp, Enterococcus spp, Escherichia coli y Weissella spp (Singh et al., 2022). Existe un
interés constante en la busqueda de nuevas cepas de microorganismos probiéticos y, dentro de
ellas, las levaduras constituyen una alternativa atractiva que aun no ha sido explorada
extensamente. El uso de microorganismos probidticos eucariotas, como las levaduras, puede
ofrecer interesantes ventajas ya que, en primer lugar, las levaduras suelen ser menos susceptibles
a los antibidticos cominmente administrados para tratar infecciones por bacterianas entéricas. A
diferencia de las bacterias, las levaduras no transmiten genes de resistencia a los antibiéticos y salvo
excepciones, la translocacion no ha sido reportada (Sen y Mansell, 2020). Ademas, las levaduras
tienen la capacidad de reducir la adherencia de patdgenos a las superficies mucosas y se ha sugerido
que desempefan un papel positivo en enfermedades causadas por un cambio en la microbiota
intestinal sana, como las enfermedades inflamatorias intestinales o las diarreas causadas por
microorganismos oportunistas asociadas a antibioticoterapia (laniro et al., 2014).

Es importante asimismo destacar que, en la produccion industrial de probidticos, es crucial
garantizar su estabilidad tanto en términos de viabilidad como de actividad a lo largo de su vida util
y las levaduras, en general, exhiben una mayor resistencia a los cambios ambientales abruptos tales

como variaciones en el pH y cambios osméticos, en comparacién con otros microorganismos

probidticos como las bacterias lacticas, por ejemplo. También tienen menores requerimientos
nutricionales, lo que puede resultar en una reduccién de costos en los procesos de produccion. Por
otro lado, la mayor tolerancia de las levaduras al acido en comparacién con las bacterias puede ser
una ventaja significativa, tanto durante la fermentacién minimizando el riesgo de contaminacion
bacteriana, como también durante el almacenamiento y consumo de los productos probidticos

(Pang et al., 2022).
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Entre las levaduras probidticas encontramos al género Saccharomyces como el mas ampliamente
estudiado, con Saccharomyces cerevisiae var. boulardii o Saccharomyces cerevisiae Hansen CBS
5926 como la levadura probidtica modelo. Esta levadura ya lleva mas de 30 afios en el mercado y se
ha utilizado para tratar diferentes tipos de diarreas virales y bacterianas, y enfermedades crénicas
a nivel intestinal tanto en animales como en humanos (Kelesidis & Pothoulakis, 2012). Se ha
demostrado que S. boulardii es capaz de unirse y neutralizar bacterias entéricas patégenas (C.
difficile, Escherichia coli, Vibrio cholera, Salmonella y Shigella spp.) y sus toxinas, de ejercer efectos
inmunomoduladores induciendo la secrecién de IgA, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interleuquina (IL)-1B, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-12 o reduciendo los niveles de citoquinas proinflamatorias
IL-6 y TNF-a en modelos de colitis e infeccidn por E. coli patégena (Palma et al., 2015).

Kluyveromyces marxianus, se presenta como una especie no-Saccharomyces con caracteristicas
prometedoras para su utilizacion como probidtico, incluyendo la tolerancia al acido y las sales
biliares, la supervivencia al paso a través del tracto gastrointestinal ,la capacidad
inmunomoduladora y protectora frente al estrés oxidativo (Romanin et al., 2010; Diosma et al.,
2013; Smith et al., 2015; Romanin et al., 2016). Otros estudios han demostrado la produccién de
péptidos inhibidores de enzima convertidora de angiotensina, capacidad de induccién de apoptosis
en diferentes células cancerosas humanas, la capacidad de adhesién a epitelio gastrointestinal,
reduccion de niveles séricos de triglicéridos y colesterol en ratones con hipercolesterolemia

(Macaferri et al., 2012; Li et al., 2015; Xie et al., 2015; Saber et al., 2017).

Esta capacidad dual de la levadura K. marxianus de poseer excelentes cualidades para aplicacion
biotecnoldgica a gran escala fermentando diferentes sustratos y, ademds, su emergente
caracterizacién como microorganismo probidtico, nos permitieron plantear el desarrollo de una
biorrefineria destinada a la obtencidn de bioetanol y biomasa probidtica a partir de la fermentacion
de subproductos de la industria alimentaria tales como son la melaza de cafia de azucar y el suero
de queseria.

Al inicio de esta introduccion hemos abordado la problematica asociada a los subproductos de la
industria azucarera y quesera, y también hemos explorado las alternativas tecnoldgicas disponibles
en la actualidad. No obstante, los considerables volimenes de melaza y lactosuero generados
diariamente en nuestro pais contindan impulsando la necesidad de encontrar soluciones que
mitiguen el impacto ambiental de su eliminacion como residuos. Se busca generar otros

bioproductos que puedan satisfacer una demanda equivalente al volumen de subproducto que se
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pretende tratar. En este sentido, tanto la produccion de bioetanol como la de probidticos para
consumo humano o animal ofrecen la posibilidad de generar bioproductos con una demanda
potencial que podria absorber la totalidad de los desechos industriales a tratar. Sin embargo, un
factor importante a considerar es que el crecimiento en diferentes sustratos y condiciones podrian
afectar la capacidad probidtica de los microorganismos (Foligne et al., 2016), asi como también la
produccién de etanol (Bellaver et al., 2004; Fonseca et al., 2007; Basso et al., 2008, Della-Bianca &
Gombert, 2013). En particular, las condiciones de fermentacién para producir bioetanol implican un
estrés para la biomasa final que podria alterar sus propiedades funcionales. En consecuencia, uno
de los desafios a afrontar en este trabajo de tesis fue evaluar cuidadosamente el efecto del sustrato
y las condiciones de fermentacién para determinar qué combinaciones particulares levadura-
sustrato-condiciones de fermentacién, permiten la produccién simultanea de bioetanol y biomasa

de levadura a ser utilizada como probiética.



OBIJETIVOS

OBIJETIVOS

Considerando el interés mundial y en particular en nuestra regioén por el desarrollo de fuentes
de energia renovables para incrementar el parque energético, la busqueda de alternativas que
permitan incrementar el rendimiento econémico del proceso de produccidn de bioetanol con la
generacién de biomasa con potencial uso como probidtico para mejorar la salud humana y/o
veterinaria es sin duda de gran impacto. Como objetivo general del presente trabajo de Tesis se
pretende evaluar el potencial de un concepto dual de biorrefineria para la obtencién de
probidticos y etanol combustible empleando levaduras y subproductos de la industria

alimentaria como sustrato para la fermentacion.

Para ello, se propusieron como objetivos especificos los detallados a continuacion:

= Evaluar la capacidad de levaduras del género Kluyveromyces de desarrollar y producir
etanol en lactosuero y melaza de caiia.

= Estudiar las caracteristicas probidticas de las levaduras crecidas en los distintos
sustratos, focalizando en la actividad antiinflamatoria del tracto gastrointestinal y
antagonismo contra patogenos.

= Optimizary escalar la produccion de biomasa de la/las cepas seleccionadas.

* Estudiar diferentes métodos de conservacién de la biomasa de levadura con capacidad
probidtica.

* Evaluar los beneficios sobre la salud y parametros productivos al administrar la levadura

obtenida a animales de produccién.



Prueba de concepto: biorrefineria
para la obtencidn de etanol
combustible y biomasa probiética
a partir de subproductos de la
industria alimentaria



CAPITULO 1
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La escasez de energia a nivel global y la urgente necesidad de transitar hacia fuentes de energia
renovable han generado un creciente interés en las biorrefinerias como una alternativa. Estos
procesos utilizan como insumo biomasa proveniente de diversas fuentes, incluyendo deshechos
agricolas, forestales y urbanos, y utilizan distintas tecnologias para producir compuestos quimicos,
biocombustibles, alimentos e ingredientes para piensos, biomateriales y energia a partir de los
mismos. Dentro de este espectro, la produccion de etanol combustible se destaca dado que puede
ser empleado tanto en aplicaciones farmacéuticas como en la industria de combustibles como un
sustituto de las naftas convencionales. Aunque tradicionalmente se ha recurrido a Saccharomyces
cerevisige para la fermentacion de etanol, se han propuesto otras levaduras y bacterias como
alternativas viables (Radecka et al., 2015). El rendimiento en etanol se presenta como el pardmetro
de proceso mas crucial y esta influenciado por diversos factores, incluyendo el sustrato de
fermentacién, la cepa de levadura y las condiciones especificas de fermentacién, como la

temperatura y la agitacién, entre otros.

Como se ha mencionado anteriormente, Kluyveromyces marxianus presenta caracteristicas tales
como alta tasa de crecimiento, metabolizacién de diversos sustratos (azlcares C5, C6 y C12) y
tolerancia a altas temperaturas, toxinas y pH, que la presentan como microorganismo prometedor
para su uso en biorrefinerias no asépticas (Ha-Trand et al., 2020). Uno de los aspectos mas atractivos
de Kluyveromyces sp. es su capacidad de metabolizar la lactosa (Figura 1.1), capacidad que involucra
dos proteinas: la lactosa permeasa (codificada por el gen LAC12) y una B-galactosidasa (codificada

por el gen LAC4).
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Figura 1.1: llustracidén esquematica de la via catabdlica de lactosa y produccién de etanol por K. marxianus.
Adaptado de Bilal et al., 2022.

Por otro lado, la especie K. marxianus presenta propiedades que la muestran como una levadura
potencialmente probidtica (Homayouni-Rad, et al., 2020). Esto afiade un valor adicional para su uso
en biorrefinerias, ya que el excedente de biomasa obtenido podria ser comercializado como
probidtico. Este enfoque ya ha sido propuesto con éxito para las bacterias lacticas como una forma
de generar valor agregado a la biomasa (Mazzoli et al., 2014), pero es nuevo para el caso de las
levaduras.

Los mecanismos mediante los cuales los probiéticos ejercen su efecto son muy diversos y pueden
implicar la modificacion del pH del intestino, antagonizar frente a los agentes patdgenos a través de
la produccién de compuestos antimicrobianos, competir por los nutrientes disponibles y los factores
de crecimiento, intervenir en el metabolismo de la lactosa, desarrollar propiedades anti
mutagénicas, ejercer efecto antitumoral, reducir el colesterol sérico, actuar frente a diversos
desérdenes gastrointestinales y estimular el sistema inmune.

Segun las sugerencias de la Organizacion mundial de la Salud (OMS), la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA), las cepas probidticas deben cumplir criterios de seguridad, funcionalidad, asi como también

aquellos relacionados con su utilidad tecnolégica (Markowiak & Slizewska, 2017). La seguridad de
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una cepa se relaciona con su origen, la ausencia de asociacidn con cultivos patégenos y el perfil de
resistencia a los antibidticos; y los aspectos funcionales refieren a su supervivencia en el tracto
gastrointestinal (resistencia a pH acido, jugos gastricos, bilis), permanencia en el intestino y su
efecto benéfico como por ejemplo la capacidad inmunomoduladora (McFarland, 2015; Siesto et al.,
2022). En cuanto a los requisitos tecnoldgicos, se espera que sean de que la produccién de grandes
cantidades de biomasa sea costo efectiva, que se mantengan viables y estables durante los procesos
de almacenamiento y distribucidn, ademas de estables genéticamente y resistentes a bacteriéfagos
(Lee, 2009).

Los probidticos también deben tener efectos beneficiosos sobre la salud documentados,
consistentes con las caracteristicas de la cepa presente en el producto comercializado, considerando
ademas que las propiedades probidticas son particulares de una cepa en determinada dosis y
pueden a su vez estar influenciadas por la matriz en la que se encuentra (Sanders et al., 2007). En
nuestro pais, el Cédigo Alimentario Argentino ha establecido los requisitos y evaluaciones
necesarias para los probidticos (CAA, Capitulo XVII, Articulo 1389) indicando que para que una cepa
pueda ser utilizada como ingrediente probiético en alimentos debera cumplir con un protocolo de
evaluacidén que incluye: la identificacion de la cepa (Género/especie/subespecie), la caracterizacion
in vitro e in vivo de la resistencia gastrica, a bilis y opcionalmente a lisozima, ensayos in vivo e in
vitro que demuestren el o los efectos probidticos adjudicados y que la cepa sea segura, es decir que
no presente riesgos para la salud, no presente o promueva la translocacidn a otros érganos distintos
del intestino, y no posea resistencia a antibidticos, actividad hemolitica, ni produzca toxinas.

La mayoria de los probiéticos comercializados actualmente son de origen bacteriano entre los que
pueden mencionarse los géneros Lactobacillus spp. (actualmente dividido en 25 géneros, Zheng et
al., 2020), Bacillus spp., Bifidobacterium spp., Streptococcus spp. y Enterococcus spp., que se
encuentran en el tracto gastrointestinal humano y generalmente se ingieren en alimentos
fermentados (Pais et al., 2020). Si bien Saccharomyces boulardii ha sido empleada desde hace varias
décadas en el manejo de diarrea asociada al consumo de antibidticos (Toothaker & Elmer, 1984), el

uso de levaduras probidticas ha cobrado relevancia en los ultimos afnos.

El CIDCA cuenta con una colecciéon de cepas de levaduras aisladas de granulos de kefir (Garrote et
al.,, 2001; Diosma et al., 2014) y otros alimentos como uvas y vinos. El kefir es un producto
fermentado tradicional generado por la fermentacion de leche con granulos de kefir cuya estructura
de polisacérido y proteina encierra en su interior un consorcio polimicrobiano en asociacién

simbidtica. El kefir de agua, también conocido como “aquakefir’ o “sugary kefir” se obtiene por
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fermentacién de agua azucarada adicionada de frutas deshidratadas como higos secos o pasas de
uva con una comunidad microbiana estable contenida en los granulos de kefir de agua, lo que da
como resultado una bebida acida y frutada, con bajo contenido alcohdlico y levemente efervescente
(Bengoa et al., 2020). Cabe destacar, que los granulos de kefir de leche y kefir de agua son diferentes,
no solo macroscépicamente en su matriz estructural sino en su conformacién microbiana. Si bien
existe una diversidad de microorganismos presentes en distintos granulos de kefir, se encuentran
distintas bacterias lacticas (lactobacilos y lactococos), acido-acéticas y levaduras. Los azucares de la
leche son fermentados por distintas vias, fundamentalmente fermentacidn lactica, pero también
acido acética y etandlica, siendo el producto final de acidez variable dependiendo de las condiciones
de fermentacion. Esta dindmica de produccion artesanal no solo ha seleccionado el consorcio
microbiano, sino que ha seleccionado asociaciones estables con capacidad de tolerar muy bien
entornos acidos. Los microorganismos aislados de kefir han demostrado ser seguros y poseer varias
caracteristicas deseables en los microorganismos probidticos. En particular, Kluyveromyces
marxianus es un microorganismo considerado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos (FDA) con estatus GRAS por su sigla en inglés “generally recognized as safe” y
asimismo es una especie designada como QPS “qualified presumption of safety” por la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), que evalua la seguridad para seres humanos, animales y

el medio ambiente.

La influencia de los nutrientes presentes en el medio de cultivo, asi como de las condiciones de
crecimiento pueden modificar la expresion de proteinas de superficie y produccion de metabolitos,
por lo que también podria verse afectada la capacidad probidtica e influir en la produccion de etanol.
Debido a ello, el efecto del sustrato debe evaluarse cuidadosamente para seleccionar la mejor
combinacion cepa de levadura-sustrato para la produccion simultdnea de bioetanol y de biomasa

de levadura probidtica.
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OBIJETIVOS

El Suero de queseria y la melaza de cafa de azucar son dos desechos de la industria alimentaria con
potencial aplicacion como medios industriales por su alto contenido de nutrientes. Considerando
que la capacidad probidtica de un microorganismo depende de parametros fisioldgicos y es
condicionada por variables tales como el sustrato y las condiciones de crecimiento, nuestro objetivo
inicial fue estudiar si las levaduras del género Kluyveromyces pueden ser empleadas en una
biorrefineria para producir etanol combustible y que luego de dicho proceso las mismas conserven

sus propiedades probidticas.
Objetivos especificos

* Evaluar la capacidad de cepas de levadura Kluyveromyces marxianus de desarrollar en
lactosuero, permeado de lactosuero y melaza de cafia en diferentes condiciones de interés
para su aplicacion industrial.

= Seleccionar cepas de levaduras en funcidn de su capacidad para producir etanol al crecer en
lactosuero y permeado de suero de queseria, en condiciones que emulan los procesos
industriales de obtencién de bioetanol.

» Estudiar las caracteristicas probidticas de las levaduras crecidas en los distintos sustratos,
focalizando en la actividad antiinflamatoria del tracto gastrointestinal y antagdnica contra

patdgenos.
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MATERIALES Y METODOS

1.1 Microorganismos y condiciones de cultivo

Se trabajd con las cepas de levaduras NCYC 6, NCYC 100, NCYC 111, NCYC 179, NCYC 587, NCYC 851,
NCYC 970, NCYC 1414, NCYC 2791, NCYC 2887, NCYC 2907, NCYC 3344, NCYC 3396, NCYC 1425,
NCYC 1426, NCYC 1429, NCYC 2597 y NCYC 2575 obtenidas de la National Collection of Yeast
Cultures (NCYC, Norwich, United Kingdom), las cepas CBS 396, CBS 712 y CBS 2359 obtenidas de CBS
Filamentous fungi and Yeast Collection (CBS, Utrecht, The Netherlands), cepas UFV-3 pertenecientes
a la Universidad Federal de Vigosa Collection, (UFV, Vicosa, Brasil), cepa PE-2 cedida por el Prof. Luiz
Carlos Basso (Universidad de Sdo Paulo, Brasil) y las cepas CIDCA 8113, CIDCA 8116, CIDCA 8118,
CIDCA 81111, CIDCA 8153, CIDCA 8154, CIDCA 81104, CIDCA 81105, CIDCA 9121 pertenecientes a la
coleccién del Centro de Investigacidn y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA, La Plata,
Argentina). Las levaduras CIDCA 81111 y CIDCA 9121 fueron depositadas como LPSc 1425 y LPSc
1426 respectivamente en la Coleccion Spegazzini (LPSc, La Plata, Argentina) perteneciente a la
Culture Collection Information Worldwide (WDCM 1001) (Tabla 1.1).

Todas las cepas se cultivaron en medio YPD (ver anexo) a 30 °C por 24 h sin agitacién. Los cultivos

fueron almacenados a -80 °C en caldo YPD con 50% (v/v) de glicerol.
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Tabla 1.1: Cepas de levaduras utilizadas

Propiedades
Especies Identificacion 2 Referencia
relevantes

NCYC 6, NCYC 100 NCYC 111, NCYC 179 NCYC 587,

NCYC 851, NCYC 970, NCYC 1414, NCYC 2791, NCYC

Produccion de etanol,
2887, NCYC 2907, NCYC 3344, NCYC 3396, NCYC Lane et al. (2011)

crecimiento en
1425, NCYC 1426, NCYC 1429, NCYC 2597, NCYC

anaerobiosis
2575

CBS 396, CBS 712 Signori et al.(2014)

Kluyveromyces
Produccion de etanol,

marxianus UFV-3 Silveira et al.(2005)
genoma secuenciado

CIDCA 8113, CIDCA 8116, CIDCA 8118, CIDCA 81111
(LPSc 1425),CIDCA 8153, CIDCA 8154, CIDCA 81104,
CIDCA 81105, CIDCA 9121 (LPSc 1426)

Aisladas de granulos de Garrote et al.(2001);

kefir Diosma et al.(2014)

No crece en
Ishtar Snoek and Yde
Kluyveromyces lactis CBS 2359 condiciones
Steensma (2006)
anaerobicas

Della-Bianca &

Saccharomyces
PE-2 No metaboliza lactosa Gombert (2013);

Nijkamp et al.(2012)

cerevisiae

3 Colecciones microbianas: NCYC, National Collection of Yeast Cultures (Norwich, United Kingdom);
CBS, Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) yeast and filamentous fungal collection (Utrecht, The
Netherlands); UFV-3, Universidad Federal de Vigosa Collection (Universidade Federal de Vigosa, Brazil); CIDCA,
Centro de Investigacidén y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (La Plata, Argentina), LPSc, La Plata
Spegazzini Collection (La Plata, Argentina) y PE-2 (Prof. Luiz Carlos Basso, Universidad de San Pablo, Brasil).

1.2 Ensayo de crecimiento en placa por diluciones seriadas
El ensayo de crecimiento por dilucién seriada en placa se realizd en base al protocolo de Della-
Bianca & Gombert (2013) con modificaciones. Células de levadura pertenecientes a una misma
colonia se transfirieron en forma aséptica desde placas con medio YGC (ver anexo) a un pre-cultivo
con medio YPD y fueron incubadas por 24 h a 30 °C con agitacidn (200 rpm). Luego de la incubacion
las levaduras fueron utilizadas para inocular 5 ml de medio YPD logrando una densidad dptica inicial
de a 600nm (DOeno) de 0,1. Estos nuevos cultivos se incubaron durante 3 h a 30 °Cy 200 rpm (hasta
fase exponencial temprana). Transcurridas las 3 h de incubacidn el cultivo se centrifugé a 5000 g x

5 miny el pellet obtenido se resuspendié en agua destilada estéril a una DOgoo de 0,1 y se realizaron
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cuatro diluciones sucesivas en agua destilada estéril (102, 102, 10 and 10%). Se sembraron gotas
de 5 pl de estas diluciones en placas con medio sélido y se incubaron durante 72 h, realizando un
registro fotografico de las mismas a las 24, 48 y 72 h (Figura 1.2). Las placas fueron preparadas con
diferentes medios sélidos: melaza de cafia de azlcar y suero o permeado de suero de queseria
conteniendo 10% p/v de lactosa. Se testearon diferentes condiciones de estrés de relevancia en la
industria de produccidn de etanol tales como presencia de alcohol, medio acido y baja
concentracién de oxigeno. Para testear el crecimiento de las cepas en presencia de etanol, a los
medios sélidos planteados se le adiciono asépticamente 5 % v/v de etanol 96°. Para preparar las
placas con bajo pH, se adiciond H,SO; 1 mol/L hasta alcanzar un pH 2,5. La incubacion bajo
condiciones de anaerobiosis se llevd a cabo utilizando jarra de anaerobiosis con kit comercial
Anaero-Pack CO, generator (Mitsubishi Gas Chemical Company, Japan). Las placas
correspondientes a anaerobiosis debieron ser preparadas por triplicado para poder realizar el
registro fotografico sin modificar la condicion de incubacidn. La temperatura de incubacidn fue en

todas las condiciones de 37 °C.

S. cerevisiae

K.marxianus

[levaduras]

Figura 1.2: Fotografia esquematica de ensayo de crecimiento en placa por diluciones seriadas. Cada fila es
una cepa de levadura y cada columna pertenece a una dilucidn seriada dispuestas en orden creciente hacia
la derecha.

1.3 Sistema de fermentacion industrial miniaturizado
Se procedi6 siguiendo el protocolo descripto por Raghavendran et al. (2017). Para ello se inoculd
un Erlenmeyer de 500 ml con 100 ml de YPD (4% glucosa) y se incubd a 30°C con agitacién 200 rpm.

Se testearon dos medios industriales de fermentaciéon: suero de queseria y permeado de suero
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ambos resuspendidos en agua destilada al 10% p/v. Luego de 12h de incubacion, el cultivo crecido
fue transferido a Erlenmeyer de 2 L con 1 L de medio industrial estéril correspondiente, para
favorecer la formacion de la biomasa a 30°C en forma estdtica. Luego de 36 h de incubacion, el
cultivo fue centrifugado (5000 g x 5 min) para obtener un pellet con las células de levadura de
aproximadamente 3,6 g (biomasa himeda). El proceso de obtencién de la biomasa himeda se
realizd en tubos falcon estériles de 50 ml previamente pesados, y el pellet obtenido se deja en el
mismo recipiente para iniciar el primer ciclo de fermentacion. La biomasa hiumeda fue resuspendida
con 2 ml de “vinho” (sobrenadante del cultivo anterior) y 2 ml de agua destilada. Lo que se obtiene
es una suspension de levaduras que comunmente se denomina “pe-de-cuba” en los procesos de
obtencidn de etanol de 1G en Brasil (Figura 1.3).El proceso de fermentacion fue llevado a cabo de
dos formas diferentes como cultivo batch alimentado o como cultivo batch; en el primer caso a los
tiempos 0, 2 y 4 horas se adicionaron 9,25 ml de medio industrial fresco y estéril, y para el segundo
se realizd una Unica adicién de 27,75 ml del medio industrial estéril y fresco a tiempo cero. Cada
dos horas, los tubos se agitaron suavemente para liberar el CO; atrapado y se pesaron. Este ultimo
procedimiento de pesado se realizd hasta completar las 10 h de fermentacién. Finalizado un ciclo
de fermentacion, los tubos se dejaron en la mesada a temperatura ambiente semi abiertos durante
15 h. Los los tubos se agitaron y pesaron, luego se homogeneizaron y se tomé una muestra de 1 ml
para el posterior analisis microbiolégico (viabilidad y contaminacion). Los tubos fueron
centrifugados (5000 g x 5 min) y el sobrenadante fue almacenado a -20 °C para analisis de
metabolitos extracelulares por HPLC. El pellet fue tratado con &cido sulfurico 1 mol/L (hasta
alcanzar pH 2,5) durante 1 hora. Finalmente, los tubos se centrifugaron nuevamente para retirar el
acido del cultivo y el pellet obtenido fue utilizado como “pe-de-cuba” del nuevo ciclo de
fermentacién. Este procedimiento fue repetido para cada uno de los 5 ciclos consecutivos de
fermentacién. El ensayo se llevd a cabo a diferentes temperaturas de fermentacion 30°C, 34°Cy
37°C. Cada ensayo se trabajé con duplicados bioldgicos.

Los calculos de rendimiento de produccidon de etanol fueron previamente descriptos por
Raghavendran et al. (2017), donde se emplearon factores de correccion para cultivos de alta
densidad celular. La viabilidad celular fue evaluada mediante la tincién de levaduras con azul de

metileno y recuento al microscopio éptico en camara de Newbauer.
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Ciclo 1
—) 3
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Biomasa levadura levadura
humeda Incubacion -
. humeda i
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sobrenadante

Medio fresco
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Figura 1.3: Esquema secuencial de sistema de produccién de etanol industrial 1G miniaturizado. En total se
realizan 5 ciclos de fermentacidn consecutivos.

1.3.1 Determinacion de metabolitos extracelulares y parametros fisiologicos

Durante el cultivo se tomaron muestras para determinar la absorbancia de la suspensién celular, el
pH del medio y la concentracion de metabolitos consumidos (azucar) o producidos (etanol) por las
levaduras. Para los metabolitos se utilizd un cromatdgrafo liquido de alta resolucién (HPLC Accela -
Thermo Scientific), con la columna analitica BioRad (Hércules, EE.UU.) modelo Hyper REX XP; se
eluyd con solucion de H,SO4 0,0075 M a un caudal de 0,6 ml/min. Los compuestos fueron
detectados por Refractémetro Waters 410 (sensibilidad 32, factor de escala 20), con el limite
minimo de la deteccidn fue: 0,01 g/L para azlcares, 0,025 g/L para etanol, glicerol y acido acético.
Con las determinaciones analiticas realizadas y los datos disponibles durante el cultivo en tubos
cilindricos de 50 ml, se determinaron el rendimiento de etanol realizado de acuerdo con

Raghavendran et al. (2017), como se indica a continuacion:
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Etanol producido ; Etanol;,,-Etanol, ..,
Azlicar consumido Azucar; ;. ,—Azucarg,,

Rendimiento de Etanol =

Etanol,,, = [Etanol (g)en vinho] + [Etanol (g)en biomasa humedal]
Etanoly,, = [vinho - HPLC (g/L) x volume de vinho(L)] + [[0.7 (mL/g)] x [ peso de biomasa humeda(g)] x [Etanol (g/mL)]

Etanol, ., = [Etanol (g) en 2ml de vinho anterior] + [Etanol (g) en biomasa humeda]

Etanol,,., = [2 (volume de vinho agregado en pe-de-cuba)] x [Vinho del ciclo anterior— HPLC (g/mL)] + [0.7
(mL/g)] x [ peso de biomasa hiimeda (g)] x [Etanol del ciclo previo (g/mL)]

Azucar, .., = [Aztcar (g) en medio]

Aztcar, ..., = [Aztcar(g/mL) en medio] x [Volumen de medio agregado (mL)]
Azucary,, = [Azucar(g) en vinho]

Aztcary,, = [Azucar (g/mL) en vinho] x [Volumen de vinho(mL)]

*Aziicar= lactosa

1.4 Ensayo de Resistencia al pasaje gastrointestinal in vitro

Se prepararon las soluciones que simulan fluidos gastrico e intestinal segin describe Grimoud et al.
(2010). Se obtuvo un cultivo en fase estacionaria de cada levadura a testear y los mismos fueron
lavados dos veces con solucion buffer fosfato estéril (PBS, ver anexo) y al finalizar, se
resuspendieron en solucidn gastrica estéril de pH 2,5 (ver anexo) logrando una concentracion de
levaduras de 107 UFC/mL. Las suspensiones fueron incubadas a 37°C con agitacién 200 rpm por 90
minutos. Transcurrido este tiempo las células se lavaron 2 veces con PBS estéril y fueron
resuspendidas en solucién intestinal pH 8 (ver anexo). Las suspensiones fueron incubadas a 37°C
con agitaciéon 200 rpm durante 3h. La viabilidad celular fue determinada mediante recuento en
placa de agar YGC al comienzo del ensayo y luego de cada incubacidn, empleando la técnica de la

gota (Figura 1.4).
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Solucién gastrica Solucion intestinal
pH 2,5 pH 8,0

| Incubacion 1,5 h — Incubacién 3h —
37°C —

levaduras
DO: 0,5
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Suspension de J U — =1 ' — 1

37°C ¢/ agitacion

Determinacién de UFC/ml en
Agar YGC

Figura 1.4: Esquema secuencial de prueba de supervivencia al tracto gastrointestinal in vitro.

1.5 Recuento de microorganismos viables en medio sélido

Para llevar a cabo el recuento de microorganismos viables en medio sélido, se realizaron diluciones
seriadas 1/10 a partir de la muestra seguin corresponda, utilizando eppendorf con 900 pl de solucién
fisioldgica estéril. Se sembraron 100 pl de tres diluciones por duplicado esparciendo el volumen en
la placa con perlas de vidrio estériles. La cantidad de diluciones que se prepararon dependieron del
numero de estimados de microorganismos que se quisieron contar en cada ensayo de modo tal que
luego de la incubacién se pueden contar entre 30 y 300 colonias en al menos una de las diluciones.
Se utilizaron en todos los casos placas de plastico estériles con agar YGC y las condiciones de

incubacién fueron 24h a 30°C.
1.6 Recuento de microorganismo por técnica de la gota

El recuento de levaduras por técnica de la gota se basa en método descripto por Miles & Misra,
(1938). En cada ensayo, a partir de la muestra se realizaron diluciones seriadas 1/10 en solucién
fisioldgica estéril pH 7 y se sembraron 20 pl de cada dilucién por duplicado en placas con medio
solido. Se incubd a 37 °C, se contaron las unidades formadoras de colonias y se expresaron los

resultados como UFC/ml.
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1.7 Ensayo de caracterizacion de respuesta inmunomoduladora de inflamacién intestinal en

células Caco-2 ccl20: Luc in vitro

El sistema reportero Caco-2 ccl20: luc consiste en la linea celular Caco-2 que ha sido transfectada
en estable con el gen de la luciferasa de luciérnaga (Lampryda noctiluca) bajo el control del
promotor de la quimoquina CCL20 (Nempont et al., 2008). CCL20 es una quimoquina atractante de
células dendriticas y en menor medida de macréfagos y cumple un rol importante tanto en la
respuesta inmune intestinal como en la formacidn de epitelio y tejidos linfoides asociados a
mucosas. El promotor de CCL20 es altamente inducible mediante estimulos proinflamatorios como
es el caso de los agonistas de receptores tipo Toll (Toll like receptors, TLR). Por lo tanto, cuando las
células son estimuladas con un agonista de TLR (como la flagelina, LPS, IL-1 8, TNF-a), el promotor
de CCL20 se activa, lo que resulta en un aumento en la expresion de la enzima luciferasa. De esta
manera, la actividad de la luciferasa medida en el sistema es proporcional a la expresion del gen de
CCL20 vy refleja la activacion de la respuesta inmune innata en las células (Romanin et al., 2010).
Se determind la capacidad inmunomoduladora de las cepas de levaduras de Kluyveromyces
marxianus crecidas en medio YPD, en suero o permeado de suero de queseria y en la biomasa de
la cepa CIDCA 9121 obtenida luego de cinco ciclos de fermentacidn en sistema miniaturizado
previamente descripto. Las células Caco-2 ccl20: luc se crecieron en microplacas de 48/96 celdas en
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Minimum Essencial Medium, ver anexo); suplementadas con
15% (v/v) suero fetal bovino inactivado con calor, 1% (v/v) aminodacidos no esenciales y antibidticos
(penicilina 12 Ul/ml, estreptomicina 12pg/ml y gentamicina 50ug/ml). Las células se utilizaron 24 h
postconfluencia.

La biomasa himeda de levadura se resuspendié en medio DMEM a razén de DOsoonm = 0.5 (~107
CFU/mL). Los cultivos celulares fueron incubados durante 30 min con la suspension de levaduras a
37°C en una atmosfera 5% CO,. Al cabo de esta incubacion se afiadié a las fosas la suspensién de
flagelina de Salmonella tyhimurium (FliC) 1 pg/ml y se incubd durante 5 h en atmosfera 5% CO»
(Figura 1.5). Todos los ensayos incluyeron un control de la actividad basal de las células que no
recibieron ningln tratamiento, solo fueron incubadas con medio DMEM y con este mismo se
obtuvo el 100% de actividad luciferasa. Luego de la ultima incubacién las células son tratadas con
buffer de lisis (Promega, Madison, WI, USA). La actividad luciferasa es determinada mediante la
medicion de luminiscencia con lumindmetro Labsystems Luminoskan TL Plus (Thermo Scientific,

USA) utilizando Luciferase Assay System.
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Los resultados se evaluaron como luminiscencia normalizada con el control y expresada como
porcentaje de luminiscencia + error estdndar de la media (NAL *SEM) de al menos tres

experimentos independientes.

Flagelina

[ I lug/ml
m

1= ‘:‘5."‘-\..1_ : Pre-incubacién N : 5" - Actividad
l! Y 1h 37°C-5%C0, . ®0 000 luciferasa

Suspension de 5h a 37°C- 5%C0,
levadura DO: 0,5

(1x107 UFC/ml)

Figura 1.5: Ensayo de inmunomodulacion in vitro en sistema reportero Caco2 ccl20:luc.

1.8 Ensayos con animales de laboratorio
1.8.1 Animales utilizados y condiciones de alojamiento

Se trabajé con ratones macho Balb/c pertenecientes a la categoria SPF (libre de patdgenos
especificos), de 6 semanas de edad los cuales fueron obtenidos del bioterio de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. Los progenitores de esta cepa se
obtuvieron del National Institute of Health (NIH, EE.UU). Los ratones fueron trasladados al bioterio
del Instituto de estudios Inmunolégicos y Fisiopatoldgicos (IIFP, CONICET-UNLP) en cajas de
transporte 5 dias antes de iniciar el protocolo de manera tal de permitir la aclimatacién de los
animales al nuevo ambiente. Esto permitié reducir el estrés de los animales por el traslado vy el
cambio de las condiciones de alojamiento a la hora de realizar el ensayo. Los ratones fueron
mantenidos en cajas de policarbonato con un lecho de viruta esterilizada en grupos de cinco
animales por caja. Se mantuvieron a una temperatura de 22 + 1 °C, con humedad controlada (60-
80%) y un ciclo de luz/oscuridad de 12 h. Los ratones fueron alimentados ad libitum con una dieta
comercial y agua previamente esterilizadas. El protocolo experimental utilizado en este trabajo fue
evaluado y aprobado por el Comité Institucional para el Uso y Cuidado de los Animales de

Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP (N° protocolo 011-01-15).
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1.8.2 Evaluacion Inocuidad y Resistencia al pasaje gastrointestinal in vivo

Este ensayo se realizd con ratones distribuidos en 2 grupos de 5 animales cada uno, todos ellos
alimentados ad libitum con una dieta comercial (Nuvital, Curitiba, Brasil). El grupo tratamiento
recibié ad libitum una suspensién de levaduras de 10’ UFC/ml K. marxianus CIDCA 9121 en el agua
de bebida durante 7 dias y los animales del grupo control solo recibieron agua. Se recolectaron las
heces de los dias 2, 3y 7, se pesaron y se diluyeron 100 veces con solucidn fisiolégica estéril para
realizar un recuento de UFC /g mediante recuento por técnica de la gota en YGC. Al dia 8, se
sacrificaron 3 animales por grupo por dislocacién cervical y se tomaron porciones de 1 cm de largo
del tracto gastrointestinal (duodeno, ileon, ciego y colon) se disecaron y el contenido intestinal del
lumen se resuspendid en solucion fisiolégica para realizar recuento de levaduras en YGC. Los

resultados fueron expresados como UFC/cm de tejido.
1.8.3 Evaluacion de Traslocacion bacteriana

Para poder determinar si la levadura administrada es capaz de dafiar la pared intestinal y translocar
a otros érganos se tomaron muestras de bazo e higado en forma aséptica y se sumergieron en
medio YPD estéril de manera de obtener 1 g de 6rgano/10 ml de medio. Estas suspensiones fueron
homogeneizadas mecanicamente utilizando perlas de vidrio y vortex para disgregar el tejido y
propiciar la liberacién al medio liquido de los microorganismos presentes en la muestra. Todas las
suspensiones fueron incubadas durante 72 h a 37°C y cada 24 h se tomaron muestras y se

sembraron en placas con medio YGC.

1.8.4 Evaluacion de la capacidad moduladora de respuesta inflamatoria en un modelo

murino de colitis inducido dcido 2,4,6-trinitrobencen-sulfénico (TNBS)

Los animales se dividieron en cuatro grupos (6 animales por grupo) segun la administracién y la
inoculaciéon, de la siguiente manera: Agua/Vehiculo, Levadura/Vehiculo, Agua/TNBS vy
Levadura/TNBS (Figura 1.6). Dos grupos recibieron agua normal y otros dos recibieron una
suspension de levadura K. marxianus CIDCA 9121 que contenia 1x107 levaduras/mL durante cuatro
dias con cambios diarios de la suspensién. Al dia 4 se realizd una Unica administracién intrarrectal
de 2,5 mg de acido trinitrobencenosulfénico (TNBS, Sigma, USA) en 50 % etanol como vehiculo con
un volumen final de 200 uL. Los grupos denominados “vehiculo” al dia 4 fueron inoculados con

etanol 50% en agua destilada (Romanin et al. 2010). Después de 48 h de inoculacion de TNBS, los
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animales fueron sacrificados mediante dislocacidn cervical y se tomaron muestras de colon para

analisis histoldgico.

Agua o agua de

bebida con
levadura
3 dias
Score
histolégico

&

TNBS o

vehiculo

2 dias

Diseccion
toma de

muestra
4 r‘\. ‘ )
.- Hematoxilina y

eosina

Figura 1.6: Ensayo de inmunomodulacién in vivo en modelo murino de colitis inducida por TNBS

1.8.5 Histologia y Score histopatolégico
Los segmentos de recto de los animales se fijaron en paraformaldehido al 10%, se deshidrataron en
un tren de deshidratacion que incluye 3 incubaciones en etanol (50%, 70% y 100%) y dos
incubaciones en Xilol al 100%. El tejido se incluyd luego en parafina fundida a 60°C. Se tomaron
secciones de 7-10 um de espesor utilizando un microtomo, se fijaron las secciones en portaobjetos
con calor y se eliminaron los restos de parafina lavando con xilol. Se rehidrataron los preparados
utilizando el tren de deshidratacion en sentido inverso. Los preparados, lavados con agua destilada
para eliminar los restos de etanol, se sumergieron durante 10 min. en una preparacién de
hematoxilina, se lavaron con etanol y luego con agua destilada hasta eliminar los restos del
colorante. Se sumergieron los preparados en eosina durante 30 segundos y se enjuagaron con agua
destilada, se deshidrataron nuevamente el preparado y se dejaron 10 min. en xilol, Luego del

secado, se montaron el cubreobjetos con resina de montaje (tincion hematoxilina-eosina) y
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extracciéon de ARN. El dafio histopatoldgico se determind siguiendo el criterio de actividad
histopatoldgica descripto Obermeier et al. (1999). Este sistema registra dos puntajes por separado

que luego se suman, seglin como se muestra en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2: Score histopatoldgico utilizado en Modelo murino de colitis por TNBS

Daiio epitelial Infiltrado celular
Ninguno 0 Ninguno 0
Minima perdida de células caliciformes 1 Infiltrado alrededor de la base de las criptas 1
Pérdida importante de células caliciformes 2 Infiltrado en la capa musculares de la 2
mucosa

Pérdida minima de criptas y extensa de 3 Extenso infiltrado en la musculares de la 3
células caliciformes submucosa y edema

Pérdida extensa de criptas 4 Infiltrado en la submucosa 4

El dafio se estimo de forma doble ciego segun el indice de actividad histopatoldgica (HAI) descrito

por Alex et al., (2009).

1.9 Ensayo de Autoagregacion

Se prepararon suspensiones de las levaduras de DOgoo = 0,5 en buffer fosfato pH 7. Se colocaron 2ml
de la suspension bacteriana en cubetas de vidrio cilindricas, se agito y se introdujo la cubeta en el
espectrofotdmetro METROLAB 330. Las medidas se realizaron a temperatura ambiente entre 22 y
24 °C. Inmediatamente se tomd la densidad dptica inicial y luego se midié la disminucién de la

turbidez de las suspensiones cada 10 minutos durante 1 hora.

1.10 Ensayo de Co-agregacion de levadura con Salmonella enterica serovariedad

Enteritidis

Se trabajo con una cepa de Salmonella enterica serovariedad Enteritidis CIDCA 101 (S. Enteritidis)
aislada de una muestra clinica en el Hospital de Pediatria Prof. Juan P. Garrahan, Buenos Aires,
Argentina, fue provista por el Dr. H. Lopardo. La cepa se conservo a -80 °C, se reactivd en caldo
nutritivo y luego se sembrd en agar nutritivo inclinado que se mantuvo a 4 °C. Para todos los

ensayos, se tomod una ansada y se crecié en caldo nutritivo a 37 °C durante 18 horas.
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Para estudiar la co-agregacién se tomd 1 ml de la suspensién de levaduras con una DOg10= 0,6 y 1
ml de la suspensién de S. Enteritidis con una DOs10= 1, se mezclaron durante 10 segundos en vortex,
se introdujo la cubeta con la mezcla en el espectrofotdmetro e inmediatamente se tomé la densidad
Optica inicial. Luego, se realizaron las lecturas de la densidad éptica cada 10 minuto durante 1 hora.

Los resultados se expresaron como cinética de co-agregacion graficando DO vs tiempo.

1.11 Ensayo de Adhesion a células de epitelio intestinal in vitro

La linea celular Caco-2 es un modelo de epitelio intestinal de origen humano proveniente de un
adenocarcinoma de colon (ATCC HTB-37) (Fogh y Orfeo, 1977) que exhibe un patrén de
diferenciacidn estructural y funcional caracteristica de los enterocitos, como por ejemplo ribete en
cepillo, uniones estrechas funcionales y alto nivel de enzimas asociadas al ribete en cepillo como
fosfatasa alcalina, sacarasa isomaltasa y aminopeptidasa.

Se estudio la adhesion de levaduras Kluyveromyces marxianus a monocapas de células intestinales
Caco-2/TC-7 (ver anexo). El ensayo comenzd con el lavado de las monocapas con PBS (Figura 1.7). A
cada fosa se afiadieron 500 pl de una suspension de levadura previamente lavada con PBS, la cual
fue llevada a un valor de DOgoo = 0,5, obtenido de un cultivo en fase estacionaria (0,5-1 x10” UFC/ml),
y resuspendida en DMEM de adhesion (ver Anexo). Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 1
hora en una atmdsfera controlada (5 % CO2 — 95 % aire), sin agitacién. Posteriormente, se lavaron
tres veces con PBS para eliminar las bacterias no adheridas. En cada fosa se afadieron 500 pl de
agua bidestilada estéril y se dejaron durante 1 h a 37 °C para permitir la lisis y desprendimiento de
la monocapa. Se tomé todo el volumen de la fosa, se realizaron diluciones seriadas en solucidon
fisiolégica y se procedid al recuento de microorganismos viables en agar YGC. Las placas fueron
incubadas a 30°C en aerobiosis durante 24 horas, y las levaduras adheridas se expresaron en UFC/ml
como la media de tres replicados en al menos dos ensayos independientes. Ademas, se calculd el
porcentaje de adhesién (%ADH):

levaduras adheridas
%ADH = — x 100
levaduras iniciales
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Figura 1.7: Ensayo de adhesidn de levaduras crecidas en medio YPD o permeado de lactosuero a células del
epitelio intestinal Caco-2 TC7.

1.12 Estudio del antagonismo frente asociacion e invasion de Salmonella Enteritidis a células

Caco-2/TC7

Para evaluar el efecto de las levaduras sobre la asociacion/invasién de S. Enteritidis a las células
epiteliales intestinales, se analizé el comportamiento del patégeno en tres tratamientos diferentes

(Figura 1.8).
1.12 a- Efecto sobre los enterocitos pretratados con levadura

Las células Caco-2 TC7 se preincubaron con 0,5 ml de suspension de levadura en DMEM
(DO610nm=0,5) durante 1 ha 37 2C en 5% CO2 - 95% aire y Luego se lavé tres veces con PBS antes de

agregar la suspensiéon de Salmonella.

1.12 b- Efecto de la coincubacion de Salmonella con la levadura antes de encontrar los

enterocitos

Se mezclaron suspensiones de levadura (10’ UFC/ml) y Salmonella (107 UFC/ml) y se incubaron

conjuntamente en PBS durante 1 h a 372C. Luego, la suspensidn mixta se centrifugd (2900 g durante
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4 min), se resuspendié en el mismo volumen de DMEM vy se agregaron 0,5 ml de la mezcla a cada

pocillo.

1.12 c- Efecto de los metabolitos producidos por la levadura (sobrenadante libre de células)

sobre Salmonella antes del contacto con las células epiteliales

En este caso, el SLC se obtuvo mediante centrifugacidn (4200 g durante 5 min) y filtracidn (diametro
de poro de 0,22 um) de un cultivo de levadura fresco. Salmonella (10’ UFC/mL) se incubé 1 h a 372C
en SLC de levaduras y, luego, la suspensidn se centrifugd, el sedimento se resuspendié en DMEM y
se agregaron 0,5 ml de esta suspensién a cada pocillo. La asociacién e invasién de S. Enteritidis
después de estos tres tratamientos diferentes se determind como se describié anteriormente.

La asociacion e invasion de S. Enteritidis a células Caco-2/TC-7 se evalud segun Zavala et al. (2016)
con modificaciones. Primero, las monocapas confluentes Caco-2/TC-7 se lavaron dos veces con PBS.
Posteriormente se agregaron 0,5 mL de suspension de S. Enteritidis (segin como se detalld
anteriormente) y se incubd 1 h a 37 °C en atmdsfera controlada. Para los ensayos de asociacion, las
monocapas se lavaron tres veces con PBS después de la incubacion y luego se lisaron afiadiendo 0,5
ml de agua bidestilada estéril. EIl numero de S. Enteritidis viables asociadas (adheridas mas
invasoras) con células Caco-2/TC-7 se determind sembrando en placas de agar nutritivo diluciones
seriadas de la cada fosa y contando las colonias después de la incubacién (24 h a 37 °C). El

porcentaje de asociacién de S. Enteritidis se calculé como:

o UFC asc
%Asociacion = TUFCi x 100

donde UFC,s. es el recuento final de S. Enteritidis asociado y UFC; corresponde al recuento inicial

agregado a la fosa.

La invasion de Salmonella se determind contando las bacterias dentro de las células Caco-2/TC-7.
Para este propdsito, las monocapas incubadas con S. Enteritidis como se describié anteriormente,
se trataron con 0,5 ml/pocillo de gentamicina (100 pg/mL de PBS) durante 1 h a 37 °C. Finalmente,
se lisaron las células y se contaron las colonias como se describe anteriormente. El porcentaje de S.

Enteritidis internalizado se calculé como:

_ UFCint
%Invasion = UFCT x 100
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donde UFCi,: representa el recuento final de Salmonella internalizada mientras que UFC; es el

recuento inicial de Salmonella agregado al pocillo.
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Figura 1.8: Estudio del antagonismo frente asociacion e invasion de Salmonella Enteritidis a células Caco-
2/1C7.

1.13 Andlisis estadistico

El analisis de datos se realizé utilizando el software GraphPad Prism versidon 8.02 para Windows
(San Diego, CA, USA). Los resultados se expresan como media + desviacién estandar (DS). Para la
comparacién de medias, se aplicdé un analisis de varianza (ANOVA) seguido del Test de Tukey o
Dunnett. En particular para los ensayos de produccion de etanol en sistema miniaturizado (1.3) para
las comparaciones entre grupos se utilizaron el Test de Student no pareado y Test de Mann

Whitney. Se consideraron diferencias significativas aquellas con un valor de p <0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de cepas de Kluyveromyces marxianus segin su capacidad de crecer en diferentes

medios industriales

La seleccién de cepas de Kluyveromyces marxianus para ser utilizada en un proceso de biorrefineria
que utiliza suero de queseria o melaza de cafa de azicar como medio industrial para la obtencién
de etanol y biomasa probiética comenzé seleccionando cepas basandonos en su capacidad para
crecer en los distintos medios propuestos y las condiciones industriales de interés. Se tomé como
modelo la biorrefineria de produccién de etanol a partir de melaza de cafia de azlcar por
fermentacién con Saccharomyces cerevisiae utilizada en Brasil que plantea una biorrefineria no
aséptica con reciclado de levaduras entre ciclos fermentativos consecutivos. El reciclado de Ia
biomasa de levadura implica un tratamiento con dacido sulfurico para reduccidn microorganismos
contaminantes. Ademas, el proceso fermentativo se lleva a cabo en una atmdsfera anaerobia, ya
que los tanques no tienen ningun tipo de aeracién. Dada la composicion de cada uno de los medios
planteados, las condiciones en las que se lleva a cabo el proceso, y la amplia variabilidad entre cepas
desde el punto de vista genético (Lertwattanasakul et al 2015; Fasoli et al. 2016) como metabdlico
(Rocha et al. 2011; Fasoli et al. 2016), se planted la seleccién de cepas de levaduras Kluyveromyces
marxianus de una coleccién de 28 microorganismos detallados en la Tabla 1.1. La levadura K. lactis
CBS 2359 y S. cerevisiae PE-2 fueron utilizadas como cepas control en este ensayo, la primera es
capaz de consumir lactosa, pero no crece en ausencia de oxigeno (Ishtar Snoek & Yde Steensma
2006), y la segunda no es capaz de crecer con lactosa como Unica fuente de carbono.

El medio agarizado suero de queseria se prepard resuspendiendo suero de queseria comercial de
tal manera que la concentracidn final de lactosa sea de 100g/L (suero comercial 10% p/v). El medio
formulado a base de melaza de cafia de azucar se prepard llevando la concentracion de azlcares
reductores totales a 200 g/L (los detalles de preparacion pueden verse en ANEXO). Dependiendo
del experimento, a los medios se les adiciono etanol al 5% (v/v) y el pH se ajustd a 2,5 con acido

sulfarico.
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Figura 1.9: Ensayo de crecimiento en placa por diluciones seriadas de cepas de Kluyveromyces marxianus
(izquierda a derecha DOsoo: 101, 1072, 103, 10 y 10°) A. Crecimiento de diluciones seriadas en medio suero
de queseria agarizado. B. Crecimiento de diluciones seriadas melaza de cafia de azlcar agarizado. Cada fila
representa una cepa diferente y cada columna una condicién especifica de incubacion. Se muestran 3
registros fotograficos a los tiempos 24, 48 y 72h de incubacidn a 37°C para cada condicion.
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A partir de los resultados que se muestran en la Figura 1.9. Se construyeron tablas con scores
numéricos donde se contabilizé el numero de spots o diluciones en las que cada cepa mostré
crecimiento visible para cada condicién ensayada. Los mayores puntajes fueron para las cepas que
mostraron mejor crecimiento, mayor nimero de gotas y mas rapido en las condiciones ensayada
(Figura 1.10). De esa manera, las levaduras K. marxianus CIDCA 81111, CIDCA 81105, CIDCA 9121,
NCYC 100, NCYC 2887, NCYC 2907, NCYC 3344, NCYC 3396, NCYC 1425 y NCYC 1429 fueron las 10
cepas con mayor puntaje creciendo en suero de queseria y, por otro lado, CIDCA 81111, CIDCA 9121,
CIDCA 8153, NCYC 1425, NCYC 3396, NCYC 3344, NCYC 2907, NCYC 2887, NCYC 111y NCYC 1429 en

medio melaza de cafia de azucar.
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Ntimero de Spots crecidas en cada condicién utilizando suero de queseria como sustrato
. Condicidn Aerobiosis 37°C Aerobiosis Etanol 5% v/v 37 °C ‘ -
- - — Total Posicién
cepas/ tiempo de incubacion
NCYC 2907 2 43 1st
NCYC 2887 2 42 2nd
CIDCA 81111 2 40 3rd
NCYC 100 40 4th
NCYC 3344 29 5th
NCYC 1428 38 6th
NCYC 3396 28 7th
CIDCA 9121 7 8th
NCYC 1425 a7 9th
CIDCA 81105 37 10th
NCYC179 36
CBS 396 36
NCYC 1426 2 25
CIDCA 8153 El 33
NCYC B 2 33
CIDCA 81104 2 23
NCYC 1414 E] 33
CIDCA 8154 2 31
NCYC 2791 g 20
NCYC 970 E] 28
NCYC 851 2 22
NCYC111 2 20
NCYC 2597 2 19
NCYC 587 12
CIDCAB11E8 10
CIDCA 8113 0
NCYC 2575 0

Numero de Spots crecidos en cada condicion usando Melaza de cafia de aziicar como sustrato
Condicidn Aerobiosis 37°C Aerobiosis Etanol 5% v/v 37 °C ‘ .
cepas/ tiempo de incLbacion | 24n 48h 72h agh 72h 24n 72h 24h 48h | 10| Pedden

CIDCABLLL 578 1st
NCYC 1425 574 | ond
NCYC 3396 573 ard
NCYC 3344 56 4th
CIDCA9L2L 552 Sth
NCYC 2007 518 Bth
NCYC 2887 53,5 Tth

NCYC111 53 8th
NCYC 1429 525 Sth
CIDCABIS3 s16 | toth

NCYC 587 | 4 | 515
CIDCABL105 508

NCYC 006 50,2

NCYC 100 491

NCYC179 49,1

NCYC 851 3 485

NCYC 2791 3 483

NCYC 1414 482

NCYC 1426 156

NCYCO70 43

NCYC 2597 43,8
CIDCABI104 402
CIDCABLS4 39

CB53% 373

CIDCABLIE 289
CIDCABLL3 0

NCYC 2575 0

Figura 1.10: Score obtenido para las diferentes cepas en el ensayo de crecimiento en placa por diluciones
seriadas de cepas de Kluyveromyces. Los valores se obtuvieron sumando el nimero de diluciones en las que

se observo crecimiento en medio suero de queseria agarizado (A) y melaza de cafia de azucar (B).

Estas cepas fueron asi seleccionadas y sometidas a un nuevo ensayo donde se emplearon los mismos
medios agarizados, pero combinando las condiciones de incubacion (acidez, presencia de etanol y

anaerobiosis) para seleccionar las cepas que tengan la mejor capacidad para desarrollar en
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presencia de varias condiciones estresantes a la vez. Los resultados de este ensayo pueden

observarse en la Figura 1.11.

A Aerobiosis 37°C Etanol 5%-pH2,5 -Aerobiosis 37°C Etanol 5%-pH2,5 -Anaerobiosis 37°C

ScPE-2
KICBS 2359

CIDCAB113 4 \l
CIDCA 8116 \
CIDCA 81111

CIDCA 8154

CIDCA 81104

ScPE-2

K| CBS 2359
CIDCA 81105
CIDCA 9121
NCYC 2887
NCYC3396
NCYC 1425

ScPE-2
KICBS 2359
NCYC 1429
NCYC 2575
UFV-3

ScPE-2
KICBS 2359
CIDCAB113
CIDCAB116
CIDCA81111
CIDCAB154
CIDCAB1104

ScPE-2
KICBS 2359
CIDCA 81105
CIDCA9121
NCYC 2887
NCYC 3396
NCYC 1425

ScPE-2
KICBS 2359
NCYC 1429
NCYC 2575
UFV-3

Figura 1.11: Ensayo de crecimiento en placa por diluciones seriadas de cepas de Kluyveromyces marxianus
(izquierda a derecha DOgoo: 102, 102, 1073, 10 y 10°°) A. Crecimiento de diluciones seriadas en medio suero
de queseria agarizado B. Crecimiento de diluciones seriadas melaza de cafia de azlcar agarizado. . Cada fila
representa una cepa diferente y cada columna una condicidn especifica de incubacidn. Se muestran 3 registros
fotograficos a los tiempos 24, 48 y 72h de incubacidn a 37°C para cada condicidn.

En general podemos decir que las cepas que mostraron buena capacidad de crecimiento frente a un
Unico agente estresor mantuvieron también esta capacidad al enfrentarse a situaciones de
combinacion de los agentes.

En estos estos ensayos de crecimiento en placa, del total de cepas testeadas se seleccionaron diez
por su capacidad de crecimiento en suero de queseria: K. marxianus CIDCA 81111, CIDCA 81105,

CIDCA 9121, NCYC 100, NCYC 2887, NCYC 2907, NCYC 3344, NCYC 3396, NCYC 1425 y NCYC 1429. A
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continuacién, para este grupo de cepas se evalud la capacidad de desarrollo en medio permeado de

suero de queseria.

El permeado de suero es un producto secundario derivado de la obtencién de concentrados
proteicos (WPC) a partir del suero. Este liquido que contiene la mayor cantidad de la lactosa
presente en el suero resulta de interés en este trabajo debido a que puede ser utilizado como medio
de fermentacidn en una biorrefineria que plantea la comercializacidn de proteinas de suero, etanol
combustible derivado de la fermentacién del permeado y biomasa de levadura probidtica. Para
preparar el medio agarizado a base de permeado de suero y para el resto de los ensayos mostrados
en este trabajo se utilizé6 permeado de suero en polvo de ARLA Foods Ingredients S.A. tal como se
muestra en el Anexo.

El desarrollo de las cepas seleccionadas en medio permeado de suero agarizado puede observarse
en la Figura 1.12, teniendo en cuenta que el color del medio es amarillo claro, pero para una mejor

visualizacién de las colonias se colocd un fondo oscuro para tomar las fotografias.
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josi Aerobiosis
A. Aerobiosis 37°C Aeroblos:]s o
pH 2,5 37°C ETOH 5% v/v 37°C

ScPE-2
KICBS 2359
CIDCAB1111
CIDCAB1105
CIDCAS1Z21
NCYC 100
NCYC 2887
SCPE-2

KICBS 2359

NCYC 2807
NCYC 3344
NCYC 3396
NCYC 1425
NCYC 1429

Anaerobiosis Anaerobiosis
F— 0
Anaerobiosis 37°C pH 2’5 37°C ETOH 5% VIV 37°C
Y = N =

ScPE2

KICBS 2359

CIDCAB1111

CIDCAB1105

CIDCA9121

NCYC 100

NCYC 2887 e

b ’

SCPE-2 4

KICBS 2359

NCYC 2907

NCYC 3344

NCYC 3396

NCYC 1425

NCYC 1429

B de Spots idas en cada condicién utilizando permeado de suero de queseria como sustrato
* Aerobic37°C AerobicpH2.537°C | Aerobic E;'::::"" SV | aerobic37°C AnaerobicpH2.537°C | ""erobic :‘7'::""' SR/
48h | 72h | Total | Position

CIDCA 9121 57 st
CIDCA 81111 53 2nd
CIDCA 81105 53 3rd

NCYC 2887 52 4th

NCYC 2907 47 Sth

NCYC 3396 46 6th

NCYC 1429 3 45 7th

NCYC 3344 4 45 8th

NCYC 1425 3 42 Sth

NCYC 100 3 37 10th

Figura 1.12: A. Crecimiento en placa por diluciones seriadas de cepas de Kluyveromyces marxianus en
permeado de suero de queseria agarizado (izquierda a derecha DOg00:10%,102,103, 10* y 10°). Cada fila
representa una cepa diferente y cada columna una condicién especifica: incubacion a pH 2,5 y etanol 5% v/v
en aerobiosis o anaerobiosis. Los registros fotograficos fueron tomados luego de 24 h, 48 h'y 72 h de
Incubacidn a 37 °C B. Score obtenido para las diferentes cepas ensayadas. Los valores se obtuvieron sumando
el nimero de diluciones en las que se observo crecimiento visible.
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Las cepas CIDCA 81111, CIDCA 9121, NCYC 2907 y NCYC 1429 fueron seleccionadas especialmente
por su desarrollo en permeado de suero agarizado bajo condiciones anaerdbicas. Las cepas CIDCA
81111 y 9121 mostraron buena capacidad de crecimiento en la mayoria de las condiciones
testeadas, acumulando los scores mas altos del total de cepas analizadas, mientras que las cepas
NCYC 2907 y 1429 mostraron buena velocidad de crecimiento en condiciones anaerdbicas y de bajo

pH.

Esta primera seleccidon en medio sélido no tuvo en cuenta caracteristicas productivas de las cepas,
a nivel de rendimiento de etanol o bien caracteristicas probidticas de las mismas, sin embargo,
permitid reducir el nimero de cepas potencialmente capaces de implementarse en una
biorrefineria que utilice como medio de fermentacion tres desechos industriales altamente
contaminantes como son suero de queseria, permeado de suero de queseria o melaza de cafia de

azlcar.

Evaluacién de produccion de etanol de levaduras seleccionadas en sistema de fermentacion

industrial miniaturizado

El siguiente paso fue testear individualmente cada una de estas 4 cepas de Kluyveromyces
marxianus seleccionadas segun su capacidad de producir etanol en un sistema miniaturizado
validado que simula la produccién de etanol combustible a escala industrial a partir de melaza de
cafia de azlcar con Saccharomyces cerevisiae (Raghavendran et al. 2017). Este sistema permitio el
registro del rendimiento de cada cepa de levadura durante ciclos de fermentacién consecutivos,
una caracteristica que no se puede recrear utilizando sistemas de cultivo convencionales de
laboratorio. La biomasa formada al final de un ciclo de fermentacién se traté con acido sulfurico
como medida de sanitizacion habitualmente usada en las condiciones industriales de biorrefineria
aséptica y se utilizé como indculo para el siguiente, y los parametros evaluados fueron la viabilidad
celular y el rendimiento de etanol.

Se determind que todas las cepas ensayadas mostraron capacidad para realizar cinco ciclos
consecutivos de fermentacidon en este sistema, con aproximadamente el 99% del consumo de

lactosa en cada ciclo de 10 h (Tabla 1.3).
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Tabla 1.3: Utilizacién de lactosa y produccidn de etanol durante 5 ciclos de fermentacién de suero de queseria
con cepas de Kluyveromyces marxianus y reciclado de células entre ciclos. Los valores numéricos denotan el
promedio de duplicados bioldgicos + el desvio estandar de la media.

Cepas Lactosa inicial Lactosaresidual Etanol producido Tiempo
(g.L7) (g.L) (g.L?)® (horas)
CIDCA 81111 111,6 1,38+0,02 355+%0,5 10
CIDCA 9121 111,6 1,28 +0,01 39,7+0,5 10
NCYC 2907 111,6 1,13+0,01 348+0,3 10
NCYC 1429 111,6 1,09+0,03 39,5+0,5 10

@ Méaxima concentracién de etanol detectada en los ciclos de fermentacién

Dependiendo de la cepa, la concentracidn final de etanol fue de alrededor del 3,5 al 4,0 % v/v. En la
Figura 1.13 (panel A), se puede observar que el rendimiento de etanol varia entre el 80y el 91% del
maximo tedrico (0,511 gramos de etanol formado por gramo de equivalente de hexosa consumido),
y que la viabilidad de la levadura se mantiene alta (por encima 89%) para K. marxianus CIDCA 9121
y NCYC 1429 (Figura 1.13, B). Ademas, estas dos cepas mostraron las menores variaciones ciclo a

ciclo y fueron seleccionadas para estudios posteriores.
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Figura 1.13: (A) Rendimiento de etanol y (B) viabilidad celular de cepas de K. marxianus CIDCA 81111, CIDCA
9121, NCYC 2907 y NCYC 1429 luego de cada ciclo de fermentacidn en permeado de suero a 34°C en sistema
miniaturizado. El rendimiento de etanol esta expresado como porcentaje del rendimiento de etanol maximo
tedrico para las cuatro cepas de cinco ciclos fermentativos consecutivos. La viabilidad celular luego de cada
ciclo fue expresada como porcentaje de levaduras viables sobre el total de levaduras presentes. Se
representan el valor medio para las réplicas bioldgicas independientes. Las diferencias significativas entre
ciclos se obtuvieron mediante ANOVA con test de Dunnet de multiples comparaciones * p < 0,0332; ** p <
0,0021; *** p < 0,0002.

Considerando que la temperatura (30°C o0 37°C) y/o la composicién del medio (suero o permeado
de suero) podrian tener alguna influencia en el rendimiento del proceso, se midieron el rendimiento
de etanol y la viabilidad celular después de cada uno de los cinco ciclos de fermentacién
consecutivos, para las dos cepas seleccionadas (Figura 1.14) y se observd que para ambas cepas, la
fermentacién a 37 °C dio como resultado un rendimiento de etanol ~10% mayor, en comparacion
con el rendimiento a 302C (Figura 1.14, paneles Ay C p <0,001). Este resultado a nivel industrial se

traduce en una reduccién de costos relacionados con el enfriamiento del fermentador, en términos
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de compra y mantenimiento de equipos y uso de agua fria. Asimismo, a 372C el rendimiento en
etanol fue mayor utilizando permeado como sustrato también para ambas cepas probadas (Figura
1.6, paneles Ay C p < 0,001). Ademas, la viabilidad celular estuvo menos influenciada que el
rendimiento de etanol por la temperatura (Figura 1.14, paneles B y D), mostrando sélo una mayor
viabilidad en el caso de la cepa CIDCA 9121 que crecié en suero a 379C (Figura 1.14, panel B p <
0,05). En consecuencia, se selecciond la fermentacidn del permeado de suero a 37°C como condicién
para experimentos posteriores.

K. marxianus CIDCA 9121
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Figura 1.14: Rendimiento de etanol y viabilidad celular de K. marxianus CIDCA 9121 (Ay B) y NCYC 1429 (Cy
D) luego de cada ciclo de fermentacién a 30 y 37 °C utilizando Suero o Permeado de Suero como sustrato. El
rendimiento de etanol esta expresado como porcentaje del rendimiento de etanol maximo tedrico para las
cuatro cepas en cinco ciclos fermentativos consecutivos. La viabilidad celular luego de cada ciclo fue expresada
como porcentaje de levaduras viables sobre el total de levaduras presentes. Se representan el valor medio
para las réplicas biolégicas independientes. La comparacion pareada del rendimiento se evalué mediante
ANOVA con prueba T- Test de Mann Whitney * p < 0,0332; ** p < 0,0021; ***p < 0,0002
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Los ensayos mostrados fueron realizados siguiendo el protocolo original publicado por
Raghavendran et al (2017), donde las fermentaciones son realizadas en batch alimentado con
adiciéon de medio en 3 partes, a fin de evitar altas concentraciones de azlcar y efectos no deseados
de la represion de la glucosa que se sabe que afectan a S. cerevisiae. No obstante, se conoce que
varias cepas de la especie K. marxianus no presentan efecto “cabtree” y que ademas el medio
utilizado presenta una concentracién inicial que contiene un 50% menos de azucares totales en
comparaciéon a melaza de cana de azucar utilizada en la produccién de etanol con S. cerevisiae.
Teniendo en cuenta estos dos aspectos, se decidié evaluar los efectos de usar fermentaciéon en
cultivo batch, observandose que la viabilidad celular de K. marxianus CIDCA 9121 no se vio afectada
y se mejord el rendimiento de etanol (p < 0,001), lo que indica que el proceso también se puede

llevar a cabo utilizando este método mas simple (Figura 1.15).
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Figura 1.15: Rendimiento de etanol (A) y viabilidad celular (B) de K. marxianus CIDCA 9121 después de cada
ciclo de fermentacidn utilizando permeado como sustrato en procesos batch y batch alimentado.
Rendimiento de etanol como porcentaje del maximo tedrico durante los cinco ciclos de fermentacion. La
Viabilidad celular durante los cinco ciclos medida como el porcentaje de células viables en una poblacion de
células viables y no viables. Se presentan los valores medios de réplicas bioldgicas independientes. La
comparacion pareada del rendimiento obtenido en diferentes condiciones se evalué mediante el test T de
Mann Whitney. ***p < 0,0002.

De esta manera, se pudo evidenciar que las cepas seleccionadas, y en particular K. marxianus CIDCA
9121, fueron capaces de producir etanol en medio a base de suero de queseria o permeado de
lactosuero con un alto rendimiento incluso luego de cinco ciclos de fermentacién con reciclado de

células entre ciclos, obteniendo valores de concentracién final de etanol comparables a los
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obtenidos por otros autores. Por ejemplo, Carvhalo et al. (2021) compilaron informacién de
diversos estudios sobre la produccién de etanol a partir de suero de queseria utilizando distintas
cepas de K. marxianus, observando que los valores de etanol varian significativamente, oscilando
entre 0,58% y 10,3% v/v. Esta variabilidad se atribuye principalmente a la concentracion inicial de
lactosa en el medio (que va desde 35 g/L hasta 200 g/L), el tiempo de fermentacion (de 8 a 60 horas)
y el tipo de cultivo, ya sea células inmovilizadas, batch o continuo. Koushki et al. (2012) llevaron a
cabo ensayos comparativos de fermentacion utilizando suero de queseria crudo (con una
concentracién de lactosa de 48 g/L) y suero concentrado (con una concentracion de lactosa de 98
g/L) en diversas condiciones de temperatura y pH, y observaron que bajo condiciones dptimas de
cultivo (pH 4,8 y 30°C), se alcanzd una produccidn de etanol del 4,8% v/v para una cepa de K.
marxianus en medio con suero concentrado. Siguiendo esta linea, Murari et al. (2019) realizaron un
analisis de optimizacién de condiciones para la produccion de etanol a diferentes escalas utilizando
la cepa K. marxianus URM 7404 y obtuvieron valores maximos de 2,8 % v/v de etanol después de
10 horas de cultivo a 33°Cy pH 5, partiendo de una concentracion inicial de lactosa en suero de 60
g/L.

Cabe mencionar que a nivel industrial y comercial la destilacion de etanol es econdémicamente
rentable a partir de valores que superen los 70 g/L, en este sentido, los valores de etanol obtenidos
aun estan por debajo de este requisito. Algunos investigadores han logrado obtener valores
superiores a 7%v/v mediante la utilizacién cultivos con levaduras inmovilizadas, aplicacion de
ingenieria evolutiva (Karim et al., 2020), mediante la suplementacién del medio base con factores
de crecimiento u otras fuentes de nitrégeno o adicidon de melaza de cafa de azucar al medio inicial
(Carvhalo et al., 2021), o bien trabajando con cultivos mixtos de K. marxianus y Saccharomyces

cerevisiage (Saratale et al., 2017; Beniwal et al., 2018).

Ensayo de caracterizacion de respuesta inmunomoduladora de inflamacidn intestinal en células

Caco-2 ccl20: luc in vitro

Hasta el momento, la seleccidn de levaduras candidatas a ser utilizadas en una biorrefineria a base
de suero de queseria para la obtencién de proteinas de suero, etanol combustible y biomasa
probidtica tuvo en cuenta solo los aspectos de capacidad de desarrollo y produccién de etanol en

los medios industriales propuestos. Sin embargo, como se sabe que la capacidad probidtica puede
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verse modificada por las condiciones de cultivo, es de vital importancia validar que la biomasa de
levadura obtenida luego del proceso fermentativo conserve sus propiedades.

Un microorganismo probidtico puede presentar diferentes mecanismos o funciones biolédgicas que
mejoren la salud del hospedador, y una de ellas puede ser la modulacidn de la respuesta
inflamatoria innata a nivel intestinal. Para evaluar la actividad antiinflamatoria de las cepas de K.
marxianus se utilizé un sistema reportero de células intestinales Caco-2 ccl20:luc (Rumbo et al.
2004, Romanin et al., 2010) donde el gen de la luciferasa fue transfectado en estable bajo control
del promotor de la quimoquina proinflamatoria CCL20. La expresidén de esta proteina responde al
estimulo con flagelina aislada de Salmonella (FIiC), por lo tanto, existe una correlacion directa entre
el aumento de la actividad de la luciferasa y el aumento de la respuesta inflamatoria, como lo
describe Nempont et al (2008).

Se estudié la actividad inmunomoduladora in vitro de las 4 cepas de levadura seleccionadas (CIDCA
81111, CIDCA 9121, NCYC 2907 y NCYC 1429) crecidas en permeado de suero, observandose que
todas ellas presentan una fuerte capacidad para reducir la actividad luciferasa de las células Caco-2

a niveles basales (Figura 1.16).
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Figura 1.16: Porcentaje de activacion de la expresion de luciferasa en células Caco-2 CCL20: luc estimuladas
con flagelina previamente tratadas con suspensién de levadura CIDCA 81111, CIDCA 9121, NCYC 2907, NCYC
1429 crecidas en medio permeado de lactosuero 10% p/v. Células preincubadas con medio DMEM fueron
utilizadas como control. Las barras () indican la condicién basal y las barras () indican condicién estimulada

con FliC 1ug/ml. Diferencias significativas (*** p<0,0002) respecto al control.
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Asimismo, se evalud la actividad inmunomoduladora de la cepa K. marxianus CIDCA 9121 sometida
a las condiciones de una fermentacion en el entorno industrial miniaturizado detectandose que se
mantiene luego de 4 ciclos fermentativos (Figura 1.17).
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Figura 1.17: Porcentaje de activacion de la expresion de luciferasa en células Caco-2 CCL20:luc estimuladas
con flagelina previamente tratadas con suspension de levadura CIDCA 9121 después de 0O, 2 y 4 ciclos de
fermentacion de permeado de suero a 37 °C en un sistema miniaturizado. Células preincubadas con medio
DMEM fueron utilizadas como control. Las barras () indican la condicidn basal y las barras (¢) indican
condicién estimulada con FliC 1pg/ml. La progresién de la fermentacidon en cada ciclo fue monitoreada
mediante la generacién de CO.. Los resultados mostrados son la media de triplicados independientes.
Diferencias significativas (*** p<0,0002) respecto al control.

Ensayo de Resistencia al pasaje gastrointestinal in vitro

Para ejercer el efecto inmunomodulador sobre el epitelio intestinal, la levadura debe sobrevivir al
pasaje por el tracto gastrointestinal, por ello se evalué la resistencia de las cepas K. marxianus

CIDCA 9121, NCYC 1429, CIDCA 81111 y NCYC 2907 crecidas en permeado de suero y también de
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las mismas post ciclo de fermentacion para simular el escenario de la biorrefineria propuesta. Las
cuatro cepas mostraron buena tolerancia a las condiciones gastrointestinales in vitro (Figura 1.18).
Existen en bibliografia diferentes protocolos para evaluar la sobrevida de microorganismos a las
condiciones gastrointestinales in vitro (Pennacchia et al., 2008; Diosma et al., 2014; Gil-Rodriguez
et al., 2015; Fadda et al.,2017; Moradi et al., 2018). A esto se le debe sumar la respuesta cepa
dependiente, el medio de cultivo donde fue crecida, el ambiente de donde fue aislada la cepa de
levadura, entre otros. Pennacchia et al. (2008) establecieron un porcentaje de supervivencia del
70% para seleccionar cepas de levadura como potenciales probidticos. En este estudio, el
porcentaje de sobrevida varié entre un 74% para la cepa NCYC 2907 y un 80% en el mejor de los
casos, para la cepa CIDCA 9121. De todos modos, las cepas redujeron sus recuentos en solo un
logaritmo (cepas CIDCA 81111 y CIDCA 9121) o 1,5 logaritmos (cepas NCYC 2907 y NCYC 1429)
demostrando que podrian alcanzar en el intestino una concentracién adecuada para ejercer su

accién benéfica si se ingieren en dosis adecuadas.
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Figura 1.18: Viabilidad de cepas de K. marxianus después de cinco ciclos consecutivos de fermentacidn en un
proceso industrial miniaturizado, posteriormente sometido a un tratamiento gastrointestinal simulado.
Supervivencia de CIDCA 81111, CIDCA 9121, NCYC 2907 y NCYC 1429 después del paso por condiciones
gastricas simuladas (gris claro) e intestinales posteriores (gris). Los recuentos bacterianos iniciales se muestran
en barras negras. Los resultados se expresan como media *+ SEM de dos experimentos independientes.
UFC/mL: unidades formadoras de colonias por mililitro.
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Los ensayos descriptos anteriormente fueron realizados en colaboracién con un grupo de
investigacion a cargo de Prof. Andreas Gombert en el Laboratorio de Ingenieria Metabdlica y
Bioprocesos de la Universidad de Campinhas, Sao Pablo, Brasil quienes aportaron sus conocimientos
en el area de ingenieria metabdlica microbiana en especial en el proceso de obtencién de etanol a
partir de melaza de cafa de azucar y levaduras Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces
marxianus. Esto explica la metodologia de trabajo utilizada al comienzo de este capitulo y el modelo
a seguir para plantear el proceso de produccién de etanol no solo aplicado a melaza de cana de
azucar sino también a suero de queseria. Luego decidimos poner el foco en la utilizacion
primariamente de suero de queseria teniendo en cuenta el impacto de ese subproducto de la
industria alimentaria en Argentina y en particular en la regién bonaerense, donde fue desarrollado

este trabajo de tesis.

Resistencia al pasaje gastrointestinal in vivo

Debido a su buen desempefio en los ensayos de crecimiento y produccién de etanol en suero y
permeado de suero de queseria, la levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 fue seleccionada
para realizar los ensayos de caracterizacién probidtica en modelos animales.

Para evaluar la resistencia al pasaje por el tracto gastrointestinal se administré a ratones una
suspension de 1,33 + 0,95 107 UFC/ml de K. marxianus CIDCA 9121 obtenida después de cinco ciclos
de fermentacion simulando el proceso industrial. Previo a realizar este ensayo se evalud la viabilidad
de la levadura en el agua de bebida tal como se les administrd a los ratones y se corroboré que la
levadura se mantiene viable en agua de bebida incluso con 7 dias de almacenamiento de 4°C.

En el experimento in vivo la levadura fue administrada durante 7 dias y se determind su
concentracién en heces. Los resultados confirmaron que la levadura CIDCA 9121 presenta capacidad
para resistir condiciones gastrointestinales ya que se encontrd en heces en concentracién de 1,12 +
0,44 10’ UFC/g, 2,22 + 1,9 10’ UFC/g y 2,26 + 0,8 10’ UFC/g al cabo de dos, tres y siete dias de

administracién oral, respectivamente.
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Figura 1.19: Imagenes de Ensayo de resistencia de pasaje por tracto gastrointestinal en ratones de la levadura
CIDCA 9121 luego de ser sometida a cinco ciclos de fermentacidn en sistema industrial miniaturizado.

Finalmente se analizod el contenido intestinal de diferentes porciones del intestino de ratones para
determinar la distribucién de la levadura, detectandose una alta concentracién en las porciones
distales (ileon y colon). Ademds, cabe destacar que no se observé translocacién a los
compartimentos sistémicos, ya que no se recuperaron levaduras de higado ni bazo, lo cual pone en

evidencia la inocuidad de la administracidn oral de la cepa.

Evaluacion de la capacidad moduladora de respuesta inflamatoria en un modelo de colitis

inducido por TNBS

Uno de los modelos mas utilizados de inflamacidn intestinal en ratones es la induccién de colitis por
la administracién intrarrectal de TNBS. Este modelo experimental ha sido aceptado como modelo
de enfermedad de Crohn, ya que el mismo genera inflamacién en la mucosa con un perfil de
activacion tipo Th1 y una excesiva produccién de citoquinas proinflamatorias como IFN-y, TNF-a, IL-
1B e IL-6. La principal lectura de este modelo es la histopatologia del recto. El dafio tisular se evalua
mediante un score que considera el edema en la capa submucosa, el infiltrado inflamatorio, las
alteraciones en la mucosa y el dafio epitelial.

Para evaluar la capacidad de la cepa CIDCA 9121 obtenida en un entorno industrial miniaturizado
de mitigar el dafio tisular en un modelo de colitis aguda, se les administré a ratones BALB/c una
suspension de la levadura obtenida después de cinco ciclos de fermentacidn en permeado de suero.

La suspension de levadura se preparo fresca diariamente. Los ratones de grupo control recibieron
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agua normal y ambos grupos recibieron comida normal durante la experiencia. Después de 24 y 48

h de instilacion TNBS, se observé una disminucion en el peso corporal en todos los animales siendo
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Figura 1.20: Los ratones se trataron con suspensiones de levadura o agua 4 dias antes de la instilacion de TNBS
o vehiculo (VEH) y 48 h después se recogio tejido para analisis histopatoldgico. Se muestran los resultados de
18 animales por grupo. (A)IAH: indice de actividad histopatoldgica asignado a diferentes grupos
experimentales. Las diferencias significativas entre grupos se indican en el grafico. (B) Fotomicrografia de una
seccién transversal tefiida con hematoxilina y eosina del célon distal de un ratén representativo de cada grupo
experimental. La comparacion pareada del rendimiento obtenido en diferentes condiciones se evalué
mediante la prueba T con la prueba de Mann Whitney. *p < 0,0332; ***p < 0,0002.

mas moderada en los tratados con levadura. Esta diferencia se correlaciona con el dafio

IM

histopatoldgico presente en el colon, que es el “gold standard” para evaluar la proteccion en este
modelo. Los animales que recibieron el tratamiento con levadura mostraron menos dafo en el
epitelio y menos infiltracién en la submucosa en comparacion con el grupo TNBS/agua (p <0,04,
Figura 1.20).

Estos resultados indican que la administracion de CIDCA 9121, incluso después de haber sido
cultivada en condiciones simuladas de produccién industrial de etanol, protege contra el dafio

histopatoldgico inducido por TNBS en un modelo animal agudo de colitis (p <0,05).

Adhesién de levaduras a células de epitelio intestinal Caco2/TC7

La capacidad de adhesion al epitelio intestinal, aunque sea temporal es considerado un criterio de
seleccidn de cepas probidticas debido a que la adherencia esta asociada con un mayor tiempo de

residencia en el tracto gastrointestinal y una mayor posibilidad de ejercer efectos
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inmunomoduladores, asi como de inhibir la adhesidn de patdgenos al epitelio intestinal (Xu et al.,
2009; Macaferri et al., 2012; Fadda et al., 2017). Por este motivo se caracterizé la adhesidon de cepas
de Kluyveromyces marxianus seleccionadas crecidas en medio YPD y permeado de suero de queseria
a células Caco-2/TC7. La cepa CIDCA 8154 se incluyé como referencia, por estar caracterizada
previamente por nuestro grupo (Romanin et al., 2010; Diosma et al., 2014).

Tabla 1.4: Adhesidn de K. marxianus CIDCA 8154 y CIDCA 9121 crecidas en medio YPD y en medio permeado

de lactosuero al 10% p/v células Caco-2/TC7. Adhesién (%): (células adheridas/células agregadas por fosa)
x100. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).

Inéculo (UFC/ml) Adhesion (UFC/ml) % Adhesidn

Levaduras crecidas en YPD

K. marxianus CIDCA 8154 8,5+2,8 x10¢ 1,0810,2 x10° 12,3 a
K. marxianus CIDCA 9121 1,28+1,27 x10¢© 2,0210,4 x10° 150 ab
K. marxianus CIDCA 81111 710,35 x10° 9,31+0,26 x10% 13,3 ab
K. marxianus NCYC 2907 ND ND ND

K. marxianus NCYC 1429 ND ND ND
Levaduras crecidas en permeado

K. marxianus CIDCA 8154 2,810,6 x106 9,4210,6 x10° 33,6 ¢
K. marxianus CIDCA 9121 6,67+0,14 x106° 2,75%0,14 x106 41,3 ¢
K. marxianus CIDCA 81111 1,83+0,69 x10¢ 7,19+1,15 x10° 39,2 ¢
K. marxianus NCYC 2907 7,511,13 x106 1,3510,31 x10° 18,1 ab
K. marxianus NCYC 1429 5,67t0,57 x10° 1,4310,12 x10° 253 b

Todas las levaduras ensayadas mostraron capacidad de adherirse a células Caco-2/TC7 en un 12-
41%. Como se observa en la Tabla 1.4, la capacidad de adhesiéon de las levaduras vario
significativamente tanto a nivel de cepa como de acuerdo con el medio de cultivo en el que fueron
crecidas, registrandose los valores mas bajos cuando las cepas son crecidas en YPD.

Autores como Kumura et al. (2004) y Londero et al. (2012) ya habian explorado la capacidad de
adhesidn de levaduras aisladas de kefir entre ellas cepas de K. marxianus obteniendo valores del 4
al 8%. Estos valores fueron coincidentes con trabajos mas recientes como Fadda et al., (2017) donde
se ha evaluado la capacidad de adhesién de cepas Kluyveromyces aisladas de queso sardo, y en
particular, cepas de K. marxianus mostraron valores de adhesion de 4-13%, similares a los obtenidos
en este trabajo cuando las cepas fueron crecidas en medio YPD.

Cabe destacar que el porcentaje de adhesién de K. marxianus CIDCA 8154, CIDCA 9121 y CIDCA
81111 aumentd significativamente cuando estas cepas fueron crecidas en permeado de lactosuero,
alcanzando un maximo de 41% para CIDCA 9121, que resulta superior al 26,7% descripto para la

cepa probidtica comercial Saccharomyces boulardii (Fernandez-Pacheco et al., 2021). Esto resulta
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relevante para este estudio, debido a que simula el escenario mas parecido al que se daria en una
biorrefineria donde la biomasa de levadura probidtica se obtendria por crecimiento en un medio a

base de permeado de lactosuero.

Capacidad de autoagregacion de levaduras y co-agregacion con Salmonella enterica serovar

Enteritidis CIDCA 101

Aunque se ha demostrado que la capacidad de adhesién de los probidticos a la mucosa intestinal
interfiere en la adherencia de patdgenos a través de mecanismos de exclusion competitiva
(Jankowska et al., 2008), se ha observado que incluso las cepas de levadura con baja capacidad de
adherencia podrian ser efectivas en la reduccién de la adhesidn de bacterias patégenas tales como
Salmonella y Eschericchia coli mediante otros mecanismos de accion que se vinculan a la captura
del microorganismo patégeno en la superficie de la levadura (Tiago et.al 2012). Es por este motivo
que resultd de interés profundizar en el estudio de la capacidad de agregacidn de las levaduras. Tal
como se observa en la Figura 1.21, la densidad éptica de las suspensiones de levaduras en PBS
disminuyd en el tiempo, demostrando que ambas cepas de K. marxianus CIDCA 9121 y CIDCA 8154

tienen capacidad de autoagregar al cabo de una hora.
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Figura 1.21: Cinéticas autoagregacion de K. marxianus CIDCA 9121 (A) y CIDCA 8154 (A).

El tipo de interaccion célula-célula, denominada autoagregacion se define como la capacidad de
adhesién entre células del mismo tipo, mientras que la co-agregaciéon se caracteriza por el
reconocimiento especifico y adherencia de diferentes especies de microorganismos entre si
(Tomici¢ et al.,, 2022). Este proceso depende de varios aspectos, como las propiedades
fisicoquimicas de la superficie celular, la presencia de Ca*? 0 manosa en el medio (Touhami et al.,

2003), la presencia de cualquiera de los genes FLO que codifican proteinas similares a las lectinas
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conocidas como adhesinas, zimolectinas o floculinas (Van Mulders et al., 2010) o bien a la fase de
crecimiento. La autoagregacion estd mediada por moléculas de la superficie celular y, por tanto, se
ve afectada por la diferente composicién de la pared celular y/ o apéndices de cada cepa (Touhami
et al., 2003), es por esto que podria esperarse que diferentes especies o incluso cepas de levadura
tengan un comportamiento de agregacion distinto segin se modifiquen alguno de los aspectos

mencionados.

Al estudiar la coagregacidon de K marxianus con S. Enteritidis, no se observaron diferencias en el
descenso de la densidad éptica para las suspensiones de levaduras en presencia o ausencia del
patdgeno al cabo de 1 hora, lo cual podria atribuirse a la sedimentacién de las levaduras y no a la

formacién de coagregados con Salmonella (Figura 1.22).

K. marxianus CIDCA 9121 K. marxianus CIDCA 8154
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Figura 1.22: Cinéticas de co-agregacion de K. marxianus CIDCA 9121 y CIDCA 8154 con S. Enteritidis (e).
Ademas, se muestran las cinéticas de autoagregacion de las levaduras (® ) y de S. Enteritidis (4 )

Sin embargo, no puede descartarse la existencia de coagregacion entre estos microorganismos a
tiempos mas prolongados. Muchos trabajos han evaluado el efecto de coagregacion entre cepas de
levaduras, entre ellas S.boulardii y diferentes patdgenos tales como S.aureus, E.coliy S. typhimurium
y encontraron que la capacidad de coagregacién aumenta al cabo de 24h de incubacién (Chelliah et
al., 2021). Pese a esto, este trabajo se focalizd en la evaluacién de la interaccidn probidtico-patégeno
durante una hora para simular lo que ocurre durante la incubacién de los mismos en ensayos de

evaluacion de la asociacion-invasion de Salmonella a células Caco-2 TC/7.
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Evaluacion del efecto antagdnico de levaduras sobre la asociaciéon e invasion de Salmonella

Enteritidis

La asociacion e invasidon de Salmonella spp. al epitelio intestinal representan un paso critico para
iniciar la infeccidén. Se evalué la capacidad de cepas de levadura K. marxianus para proteger el
epitelio intestinal contra el dafo causado por S. Enteritidis mediante tres estrategias: la presencia
de células de levadura, el pretratamiento de Salmonella con levadura y el pretratamiento de
Salmonella con sobrenadante de cultivo de levaduras libre de células.

Se adicionaron cultivos de levaduras en permeado de lactosuero a células Caco-2/TC7. Luego de una
incubacién de 1 h a 37 °C se agregd Salmonella Enteritidis CIDCA 101 y se evalud su asociacién e

internalizacion a los enterocitos.
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Figura 1.23: Efecto de la presencia de levaduras Kluyveromyces marxianus sobre la asociacion e invasidn de
Salmonella enterica serovar. Enteritidis CIDCA 101 a células Caco-2/TC7. Porcentaje de Salmonella asociada
(') e internalizada (°) a monocapas de células Caco-2/TC7 tratada 1 h con suspensién de levaduras K.
marxianus CIDCA 8154, CIDCA 81111, CIDCA 9121, NCYC 2907 y NCYC 1429 crecidas en permeado de suero.
La linea punteada indica el porcentaje de asociacidn e invasién obtenidos en fosas control. Los valores
corresponden al promedio de dos ensayos independientes. Las diferencias significativas ** p < 0,0021; ***p
< 0,0002 respecto al control.

Uno de los mecanismos a través del cual los probidticos pueden proteger al hospedador frente a
patdgenos intestinales es mediante el denominado “efecto barrera” haciendo referencia al proceso
mediante el cual los microorganismos asociados a la monocapa impiden el contacto del patégeno
con las células epiteliales evitando asi su asociacion e invasion. Se observé que solo las cepas CIDCA

8154 y CIDCA 9121 disminuyeron significativamente la invasion de Salmonella a células Caco-2/TC7
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(Figura 1.23). EI mismo ensayo fue realizado con las levaduras crecidas en medio YPD no

detectandose diferencias significativas en el comportamiento (Figura 1.24)
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Figura 1.24: Porcentaje de Salmonella enterica serovar. Enteritidis CIDCA 101 asociada (A) e internalizada (B)
a monocapas de células Caco-2/TC7 sin tratamiento (control) y monocapa tratada 1 h con suspension de
levaduras K. marxianus CIDCA 8154, CIDCA 9121 crecidas en YPD (barras lisas)y crecidas en permeado. Los
valores corresponden al promedio de dos ensayos independientes. Las diferencias significativas *p< 0,0332;
** p <0,0021; ***p < 0,0002 respecto al control.

Los probidticos también pueden interaccionar superficialmente con los patégenos antes de su union
al epitelio intestinal afectando su asociacidn por interferencia con receptores o estructuras de
adhesién implicadas en el proceso. Se estudid por consiguiente si la incubacién previa de Salmonella
Enteritidis con K. marxianus CIDCA 9121 y CIDCA 8154 afecta la capacidad del patégeno de asociarse
y/o invadir la monocapa de células Caco-2/TC7. Para esto, se preincubd Salmonella durante 1 h a

37°C con una suspension de levadura y luego la mezcla se colocd sobre la monocapa.
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Figura 1.25: Efecto de la co-incubacion de Salmonella Enteritidis con levaduras previo al encuentro con
enterocitos. Porcentaje de Salmonella asociada () e internalizada (¢) a monocapas de células Caco-2/TC7
luego de ser preincubada con una suspension de levadura K.marxianus CIDCA 8154 y CIDCA 9121 durante 1h.
Salmonella preincubada con PBS fue usada como control (linea punteada). Los valores corresponden al
promedio de dos ensayos independientes. Las diferencias significativas ****p < 0,0001 respecto al control.

Se pudo observar que la co-incubacién de Salmonella con una suspension de levadura CIDCA 8154
y CIDCA 9121 previa al contacto con la monocapa de células intestinales, disminuye notablemente
el proceso de invasion del patdgeno a los enterocitos en un 96 y 85 %, respectivamente (Figura
1.25).

Para evaluar el efecto de los sobrenadantes de cultivos de levaduras sobre la asociacion e invasién
de Salmonella Enteritidis, se preincubd una suspension de 107 UFC/ml del patégeno (misma
concentracién que se utilizd en los ensayos anteriores) con sobrenadantes obtenidos por
centrifugacion de cultivos de levadura K. marxianus CIDCA 9121 y CIDCA 8154 crecidas 24 h a 30°C

en permeado de lactosuero 10% p /v (Figura 1.26).
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Figura 1.26: Efecto de los sobrenadantes de cultivos de levaduras crecidas en permeado de suero sobre la
asociaciéon e invasion de Salmonella Enteritidis a células Caco-2/TC7. Porcentaje de asociada () e
internalizada (¢) a monocapas de células Caco-2/TC7 luego de ser preincubada con sobrenadantes de cultivos
independientes de K. marxianus CIDCA 8154 y CIDCA 9121 durante 1 h. Salmonella preincubada con PBS fue
usada como control (linea punteada). Los valores corresponden al promedio de dos ensayos independientes.
Las diferencias significativas * p< 0,0332 respecto al control.

Tal como se observa, la pre-incubacion de Salmonella con los sobrenadantes de cultivo de las
levaduras no afectd la asociacion del patégeno a las células Caco-2/TC7, pero si disminuyd la
invasién cuando se preincubd con el sobrenadante de K. marxianus CIDCA 9121 (Figura 1.26).

Se ha descripto que S. boulardii ejerce un biocontrol contra Clostridium difficile a través de actividad
proteolitica e impedimento estérico (Tasteyre et al., 2002), otros estudios han demostrado la
capacidad de S. boulardii para unirse a patdgenos bacterianos asociado con la presencia de mananos
y polisacaridos de la pared celular de la levadura (Tiago et al. 2012). Por otro lado, Fu et al. (2023)
sugieren que la actividad antibacteriana de las levaduras puede originarse a partir de metabolitos
como ciertas enzimas, toxinas o micocinas y acidos organicos. Si bien, en el presente trabajo se
evidencio que la levadura K. marxianus CIDCA 9121 disminuye la capacidad de asociacion e invasion
de Salmonella Enteritidis in vitro, resta aun dilucidar el o los mecanismos a través de los cuales ejerce

este efecto antagonico.
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CONCLUSIONES

v las cepas Kluyveromyces marxianus CIDCA 81111, CIDCA 9121, NCYC 2907 y NCYC 1429
mostraron capacidad para desarrollar en tres medios industriales formulados a partir de
desechos de la industria alimentaria como son: melaza de cafa de azUcar, suero de queseria

y permeado de suero de queseria.

v Las cuatro cepas seleccionadas produjeron etanol a partir de suero y permeado de suero de
gueseria con un alto rendimiento en el consumo de lactosa durante cinco ciclos de
fermentacidn consecutivos en un sistema miniaturizado, y en particular, la cepa CIDCA 9121

mostré una mayor estabilidad ciclo a ciclo.

v K. marxianus CIDCA 9121 crecida en permeado de lactosuero sobrevivié a las condiciones
del tracto gastrointestinal in vitro e in vivo; presentd capacidad moduladora de la respuesta
inmune innata de epitelio intestinal in vitro y actividad antiinflamatoria en un modelo
animal de inflamacidn intestinal aguda, luego de ser sometida a un proceso industrial

simulado.

v El modelo de monocapa de células epiteliales intestinales Caco-2/TC7 permitié poner en
evidencia la capacidad de adhesién de las levaduras CIDCA 81111, CIDCA 8154, NCYC 2907
y NCYC 1427, siendo K. marxianus CIDCA 9121 la que mostré mayor adherencia al epitelio

intestinal al crecer en permeado de lactosuero.

v La levadura CIDCA 9121 mostré capacidad de autogregacidon pero no co-agregd con

Salmonella enterica serovar Enteritidis al cabo de una hora de incubacion.

v La presencia de K. marxianus CIDCA 9121, asi como el pretratamiento de S. Enteritidis con
la levadura o su sobrenadante, redujeron significativamente la invasién del patdgeno a

células del epitelio intestinal Caco-2/TC7.
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INTRODUCCION

La problematica de la generacién de grandes cantidades de lactosuero como un coproducto de
la produccién quesera en la Argentina sigue siendo un tema que representa una pérdida de valor
con especial impacto en pequeinos y medianos productores. Casi un 50% del suero producido en
nuestro pais es generado por pequenas y medianas empresas donde los litros producidos
diariamente rondan entre los 5.000 y 50.000 litros. Este suero es utilizado mayormente para
alimentacién animal o volcado al ambiente con tratamientos no dptimos. Solo algunos
establecimientos lo emplean para otros fines de mejor rendimiento econdmico y menor impacto
ambiental. La principal causa de esta situacion es la falta de equipamiento e inversién para el
pretratamiento del suero o bien las falencias en dicho proceso, lo cual restringe en gran medida
las posibilidades de aplicacién de otros procesos tecnoldgicos de industrializaciéon. En cambio,
aquellas empresas que industrializan mas de 50.000 litros de leche por dia poseen mayores
oportunidades de negocio debido a que por lo general cuentan con un respaldo econdmico
suficiente como para acceder a equipos y tecnologias que les permiten aprovechar de manera
mas eficiente el lactosuero que producen.

Recientemente en nuestro grupo de trabajo hemos realizado un estudio de factibilidad
econdmica con tres modelos de negocios planteados para la implementacién de una planta
industrial que acopie suero proveniente de PyMEs queseras y a partir del cual se obtengan
concentrado proteico WPC35 (Whey Protein Concentrated 35%), etanol a partir de la

fermentacién del permeado de suero remanente con levadura Kluyveromyces marxianus y

biomasa de levadura probidtica. El andlisis llevado a cabo bajo la herramienta Bussines Model
Canvas, concluyd que la produccién de concentrados proteicos y en especial el de WPC35
constituye un modelo de negocios consolidado, con una posicion de desarrollo favorable
respecto al bioetanol. Tanto en Argentina como en el mundo existen competidores bien
afianzados que producen etanol empleando modelos productivos ya desarrollados a partir de la
industria azucarera, por lo que desde esta perspectiva se presentan barreras que dificultan la
insercidn de este producto en el mercado bajo las condiciones planteadas en este tipo de
biorrefineria. Por otra parte, desde el punto de vista de modelo de negocios la produccién de
biomasa microbiana de levadura Kluyveromyces marxianus no se encuentra desarrollada en el
mercado local de aditivos probiéticos para consumo humano o animal, por lo que representa un
gran desafio y a su vez una gran oportunidad con mucho potencial por explorar. Existen en
Europa y Estados Unidos empresas que se dedican a la produccién de cepas de K. marxianus

como probidticos tanto para animales como para humanos, siendo esta una de las primeras

levaduras no Saccharomyces aceptada por normativa EFSA y FDA para estos fines.
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Kluyveromyces marxianus fragilis B0399 fue la primera levadura no Saccharomyces aprobada
como probidtico para la alimentacién animal y el consumo humano. Esta cepa ha sido
recomendada como agente bioldgico afiadido a alimentos y piensos en la lista de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA 2013) (Moradi et al.,2018).

Estudios presentados en el capitulo 1 evidenciaron que la cepa K. marxianus CIDCA 9121 es
capaz de fermentar eficientemente la lactosa presente en el permeado de suero de queseria
para obtener etanol. Asimismo, la biomasa remanente de este proceso tiene propiedades
probidticas, permitiendo asi un proceso integrado para la obtenciéon de proteinas de suero,
etanol y levadura probidtica a partir del suero de queseria (Penddn et al. 2021). Teniendo en
cuenta los andlisis de factibilidad, se decidié avanzar hacia la optimizacidn de la produccién de
biomasa probidtica y el escalado en volumen como paso previo a cualquier aplicacion y
transferencia tecnoldgica de la biorrefineria descripta. El escalado es un paso esencial para
pensar en una potencial transferencia tecnolégica ya que permite verificar que las propiedades
del producto (el efecto inmunomodulador en este caso), asi como los parametros de cultivo
sean los mismos en la escala de laboratorio como en condiciones de cultivo no ideal. Existen, en
principio, dos pasos en el escalado de un bioproceso. El primero es el cambio de geometria,
frasco Erlenmeyer a biorreactor. En este primer salto se verifican cambios del proceso,
principalmente a las mejoras en la agitacién que trae consigo cambios en el mezclado, la
transferencia de O, y los esfuerzos de corte. El segundo paso es el aumento de escala, pasando
de reactores de voliumenes menores a 10 litros, que poseen comportamiento ideal, a reactores
de escala piloto (idealmente de 50 litros o mas) que tienen comportamiento no ideal, mas
semejante a lo que serd un reactor de produccion. Por razones de equipamiento, en esta tesis

solo se pudo llegar a una escala de 15 litros.
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OBIJETIVOS

Los estudios previos evidenciaron que Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 es capaz de crecer
en permeado de lactosuero al 10% p/v bajo condiciones industriales simuladas de interés para
la produccidn de etanol. Se plantea a continuacién como objetivo central de este capitulo el

estudio del aumento de escala en la produccidn de biomasa de la levadura probidtica
Los objetivos especificos son:

= Determinacién de los parametros de crecimiento de K. marxianus CIDCA 9121 en
permeado de lactosuero.

= Cambio de escala en la produccidon de biomasa de levadura: optimizacion de medio de
cultivo.

* Estudio de la capacidad inmunomoduladora de la biomasa producida en distintas

condiciones.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Microorganismos

K. marxianus CIDCA 9121 conservada a -80 °C en YPD con glicerol estéril al 50 % fue reactivada
en caldo YPD (ver anexo) e incubada en aerobiosis a 30 °C durante 24 h sin agitacién. Ademas,

se mantuvo un cepario activo en agar YGC inclinado a 4°C.
2.2 Determinacion de parametros de crecimiento

Para estudiar la cinética de crecimiento de K. marxianus CIDCA 9121 en permeado de lactosuero
100 g/L, se partio de un indculo de la levadura creciendo en medio YPD 24h a 309C, tal como se
muestra en la figura 2.1. Se construyd una curva de crecimiento tomando medidas de DOeio
durante 24h y a partir de esta se calcularon los pardmetros la definen: tiempo de latencia,
velocidad de crecimiento, tiempo de generacion y cosecha maxima a las 24h. Se incubd a 302C
y con agitacion a 150 rpm. La densidad éptica se determiné a una longitud de onda de 610 nm
(DO610), sobre alicuotas de los cultivos y empleando un espectrofotometro Metrolab 330

(Metrolab, Argentina).

2.3 Efecto de la utilizacion de permeado de lactosuero en reemplazo de YPD para indculo
inicial

Se utilizaron dos Erlenmeyer de 500 ml con 150 ml de permeado de lactosuero 100 g/L estéril.

Cada uno de estos, se inoculd con 15 ml de la levadura crecida en medio YPD o medio permeado

de lactosuero 100 g/L durante 24h a 30°C. Se construyd una curva de crecimiento tomando

medidas de DOg1o durante 24h y a partir de esta se calcularon los pardmetros que la definen tal

como se indicd anteriormente.

2.4 Efecto de la fuente de nitrégeno sobre el crecimiento

Para realizar este ensayo se emplearon Erlenmeyer de 500 ml con 150 ml de medio formulado
a base de permeado de lactosuero 20 g/L, al que se le adicionaron diferentes fuentes de
nitrégeno: peptona de carne, extracto de levadura y sulfato de amonio segln se muestra en la
tabla 2.1. Se incluyé entre las variables un medio de cultivo sin agregados de fuente de

nitrégeno.
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Tabla 2.1: Composicion de medios formulados a base de permeado de lactosuero y diferentes fuentes de

nitrégeno.
Formulaciones Permeado Sulfato de amonio Peptona de carne Extracto de levadura
PS 20 g/L 7g/L - -
PSE 20 g/L 7g/L - 10g/L
PPE 20g/L - 20 g/L 10g/L
P s/aditivos 20 g/L - - -

Cada Erlenmeyer fue sembrado con un indculo 15 ml de K. marxianus CIDCA 9121 crecida en
YPD 24h a 30°C, previamente centrifugado a 5000 g durante 5 min y lavado una vez con PBS
estéril. Se tomaron medidas de DOg10 cada una hora durante 8 h y un punto final a las 24h de
incubacién a 30°C con agitacion 150 rpm. Ademas, a los mismos tiempos se recolectaron
muestras para medida de lactosa remanente en el medio por método de Antronay pH. Alas 24
h, se centrifugd la totalidad del volumen, se pesd la biomasa hiumeda obtenida y se realizd

recuento de levaduras viables por técnica de la gota.

Figura 2.1: Fotografias del ensayo de efecto de fuentes de nitrégeno sobre la produccién de K. marxianus
CIDCA 9121. Medios antes de ser inoculados con la levadura (izquierda) y al finalizar el cultivo (derecha).

2.5 Efecto de la utilizacion de hidrolizado de levadura en reemplazo de extracto de

levadura comercial sobre la produccion de biomasa de K. marxianus CIDCA 9121

Para este ensayo se utilizaron Erlenmeyer de 500 ml con 150 ml de medio formulado a base de
permeado de lactosuero 20 g/L, a los que se les adiciond 10 g/L extracto de levadura o
hidrolizado de levadura de grado alimentario MELAR (levadura de cerveza en polvo) . Como
control se utilizé un Erlenmeyer conteniendo permeado de lactosuero sin aditivos. Todos los
cultivos se iniciaron con el mismo volumen de in6culo de la levadura obtenido en medio YPD 24
h a 30°C, centrifugado y lavado con PBS estéril. Los cultivos se incubaron en agitacién 150 rpm
a 30°C durante 24h y se tomaron medidas de DO a 610 nm y pH, al inicio y al final de la

incubacién. Al cabo de 24h, |a totalidad del volumen del cultivo se centrifugd a 5000 g durante



CAPITULO 2

5 min, se pesé la biomasa obtenida y se realizo el recuento de levaduras viables por técnica de
la gota.

Los medios utilizados en este ensayo se prepararon pesando los ingredientes, resuspendiendo
en agua destilada y esterilizando por calor humedo a sobrepresidn. En el caso del agregado de
hidrolizado de levadura de grado alimentario se testearon dos procedimientos distintos para el
acondicionamiento correcto. Uno de los tratamiento comenzd con la resuspension de la
cantidad de levadura en polvo en agua destilada seguido de esterilizacién por vapor fluente
durante 20 min y centrifugacion para trabajar con el sobrenadante, y otro, donde se partié de
la resuspensidn de levadura en agua seguido de esterilizacidn en autoclave por calor himedo a

sobrepresidon durante 15 min y decantado de residuos sin centrifugacion.

2.6 Cultivo a escala de Biorreactor de 5L

Se empled un biorreactor con capacidad de 5L Inceltech LH 210 (Figura 2.2) y se diseiid un

ensayo en dos etapas, una etapa de cultivo batch y una etapa bacth alimentado.

2 Indculo: se transfirieron colonias de K. marxianus CIDCA 9121 crecidas en YGC a un
Erlenmeyer de 1L con 300 ml de YPD. Se incubd 24 h a 30°C. Al cabo de 24 h, el inoculo fue
transferido al biorreactor. En los ensayos donde se utilizd medio optimizado con sulfato de
amonio /hidrolizado de levadura, la totalidad del volumen del inéculo se centrifugé a 6500 rpm
durante 5 min y se lavd con PBS estéril; el pellet obtenido se resuspendié en 300 ml de PBS
estéril para sembrar el biorreactor.

= Cultivo batch: se utilizaron 2,7 L de medio a base de permeado de lactosuero 20 g/L con
adicion o de una fuente de nitrégeno como peptona de carne o sulfato de amonio, y factores de
crecimiento aportados por extracto de levadura o hidrolizado de levadura comercial en las
concentraciones descriptas para cada ensayo. La duracion de la etapa batch varid entre 14y 19h.

-2 Cultivo batch alimentado: se utilizaron 1,5 L de medio a base de permeado de lactosuero
150 g/L con adicion o de una fuente de nitrégeno como peptona de carne o sulfato de amonio,
y factores de crecimiento aportados por extracto de levadura o hidrolizado de levadura
comercial en las concentraciones descriptas para cada ensayo. La duracion de la etapa batch

vario entre 23 y 25 h. La velocidad de alimentacion fue seteada entre 0,075 L/h —0,1 L/h.

El equipo posee control de temperatura, pH y medida de oxigeno disuelto ( electrodo pH Ingold
y electrodo de oxigeno Mettler). La temperatura de fermentacién fue de 30°C. A diferentes
tiempos se tomaron muestran para determinaciones analiticas tales como densidad 6pticaa 610

nm, peso seco y lactosa remanente en sobrenadante de cultivo.
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Al finalizar la alimentacidn el total del cultivo se coseché en forma estéril y se centrifugd a 6800g
durante 10 min en centrifugas Sorvall Instruments Du Pont modelo RC5-C y RC5-B para obtener
la biomasa humeda a la que le realizé un recuento de levaduras viables por técnica de la gota.

La biomasa fue almacenada en heladera a 4°C para demds determinaciones.

Figura 2.2: Biorreactor 5L Inceltech LH 210.

2.7 Cultivos a escala de Biorreactor de 15L
Se trabajé con un biorreactor de capacidad maxima de 15L, con un sistema de monitoreo de 0,
y pH.

= Indceulo: se transfirieron colonias de K. marxianus CIDCA 9121 crecidas en medio YGC a
dos Erlenmeyer de 1L con 500 ml de YPD. Se incubd 24 h a 30°C y antes de sembrar en
biorreactor se centrifugd la totalidad del volumen a 5000 g durante 5 min y se lavd con PBS
estéril una vez. El pellet obtenido se resuspendid en 1L de PBS estéril y de esta forma se sembrd
en el biorreactor.

= Cultivo batch: se utilizaron 10 L de medio a base de permeado de lactosuero 20 g/L
adicionado con 7 g/L de sulfato de amonio y 1 g/L de hidrolizado de levadura. La duracién de la
etapa batch fue de 12 h.

= Cultivo batch alimentado: se utilizaron 3 L de medio a base de permeado de lactosuero
150 g/L con adicion de 7 g/L de sulfato de amonio y 7 g/L de hidrolizado de levadura. La velocidad
de alimentacion fe seteada entre 0,125 L/h y la duracidn de esta etapa fue de aproximadamente

24 h.

El equipo posee control de temperatura, pH y medida de oxigeno disuelto ( electrodo pH Ingold
y electrodo de oxigeno Mettler). La temperatura de fermentacion se mantuvo en 30°C. Se utilizd
antiespumante siliconado de grado microbioldgico. A diferentes tiempos se tomaron muestras

para determinaciones analiticas tales como DO a 610 nm y peso seco.
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Al finalizar la alimentacién, el total del volumen de cultivo se cosechd en forma estéril y se

procedié como se indicé anteriormente para el biorreactor de 5L.

Figura 2.3: Biorreactor 15L Bromma, Modelo LKB.

2.8 Determinaciones analiticas
= Determinacion de Absorbancia a 610 nm

La densidad dptica se determind a una longitud de onda de 610 nm sobre alicuotas de los

cultivos y empleando un espectrofotémetro Beckman DU 640.
= Determinacion de lactosa remanente por Método Antrona

Se utilizd el método de Antrona/sulfurico (Southgate, 1976) con modificaciones. La mayoria de
los carbohidratos dan la reaccién de la Antrona/sulfirico en alguna medida, pero en las
condiciones descriptas es especifica para hexosas. Todos los polisacaridos reaccionan en medio
acido fuerte dando un cromdgeno (furfural y derivados) que condensan con el cromdforo
(reactivo) para dar color. A diferentes tiempos de cultivo se tomaron muestras, se centrifugaron
a 6500 rpm durante 5 min y el sobrenadante obtenido se separd para la determinacion. Se
prepararon las diluciones correspondientes con agua bidestilada y en tubos de vidrio con tapa
se mezclaron 200 pl de la muestra a analizar con 2 ml de reactivo de Antrona (ver Anexo). A
continuacion, se homogeneizaron por inversién y se colocaron en un bafio de agua a 100 °C
durante 15 min. Se enfriaron en un bafio de agua a temperatura ambiente y se dejaron en la
oscuridad durante 30 minutos. Finalmente, 200 ul de las muestras fueron transferidos a una
placa de 96 fosas y se realizd la medida de la absorbancia a 620 nm en un lector de placas
(SYNERGY HT-SIAFRT™, Winooski, VT, USA). Para determinar la concentracion de azucares

totales se empled una curva de calibracion con soluciones de glucosa (50-500 pg/ml).
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= Determinacion del peso seco

A diferentes tiempos se tomaron muestras de 10 ml, se centrifugd a 6500 rpm durante 5 min. El
pellet obtenido se lavd dos veces y se resuspendid en agua destilada para ser transferido a
frascos de vidrio limpios y secos, previamente tarados. Las muestras se llevaron a estufa a 105°C

hasta peso constante.

= Recuento de levaduras viables por técnica de la gota

El recuento de levaduras por técnica de la gota se llevd a cabo como se detalld en el capitulo 1.
En cada ensayo, a partir de la muestra se realizaron diluciones seriadas 1/10 en solucidn
fisioldgica estéril pH 7 y se sembraron 20 ul de cada dilucién por duplicado en placas con YGC.
Luego de la incubacién durante 24h a 30 °C se contaron las colonias y se expresé la

concentracion de levaduras viables como UFC/g de biomasa himeda.
2.9 Determinacion de capacidad inmunomoduladora a nivel intestinal

El sistema reportero Caco-2 ccl20:luc detallado en el Capitulo 1 se empled para la determinacién
de la capacidad inmunomoduladora de la biomasa obtenida en las diferentes condiciones y
escalas de trabajo ensayadas. Una suspension de flagelina de Salmonella tyhimurium (FliC) 1
ug/ml se empled como estimulo proinflamatorio y para las medidas de luminiscencia se utilizé
el kit comercial Luciferase Assay System y un lumindmetro Labsystems Luminoskan TL Plus
(Thermo Scientific, USA).Todos los ensayos incluyeron un control de la actividad basal de las
células que no recibieron ningun tratamiento y con este mismo se obtuvo el 100% de actividad
luciferasa. Los resultados se expresaron como porcentaje de luminiscencia + error estdndar de

la media (NAL £SEM) de al menos tres experimentos independientes.

2.10 Andlisis estadistico

El andlisis de datos se realizé utilizando el software GraphPad Prism version 8.0.2 para Windows
(GraphPad®, EE.UU.). Los resultados se expresan como media + desviacion estandar. Para la
comparacién de medias, se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) seguido del Test de Tukey.

Se consideraron diferencias significativas aquellas con un valor de p <0,05
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RESULTADOS Y DISCUSION

Considerando la madurez tecnoldgica que tiene el proceso de produccion de bioetanol a partir
de melaza, el analisis econdmico realizado sobre los distintos modelos de negocio derivados de
la biorrefineria desarrollada en el capitulo 1 mostré que la mayor competitividad de la misma se
puede lograr maximizando la produccién de biomasa probidtica. En este escenario alternativo a
la produccién de etanol, se planted estudiar otra condicién de crecimiento de la levadura
totalmente diferente, manteniendo maxima la aireacion por agitacién mecanica y/o burbujeo
de aire de manera de maximizar el metabolismo oxidativo. En estas condiciones se maximiza el
crecimiento y la generacion de biomasa, siendo minima la produccion de bioetanol. En términos
econdmicos, esta alternativa puede ser interesante, siendo que la rentabilidad de la produccion
de probidtico puede ser mayor que la de generacion de bioetanol. Por otra parte, en estas
condiciones, el estrés al que son sometidas las levaduras al final del cultivo es mucho menor,
siendo todavia mayores las chances de conservacidon de las propiedades probidticas. Esta
segunda modalidad de cultivo fue analizada como alternativa, tanto para disminuir el riesgo de
pérdida de propiedades probidticas como para determinar el rendimiento en produccion de
biomasa a fin de determinar la rentabilidad del proceso cuando se maximiza la cantidad de
levadura probidtica obtenida a expensas de la generacidn de bioetanol.

En la microbiologia industrial, la transferencia de un proceso a pequefia escala en el laboratorio
a un equipo comercial o gran escala se denomina escalado. Los primeros pasos del escalado se
realizan en el laboratorio donde se evidencian indicios de que un proceso de interés industrial
es factible. Es asi que, el procedimiento empleado para la produccién de biomasa de levadura
CIDCA 9121 a partir de permeado de lactosuero se inicié en Erlenmeyer, tal como se muestra en
la figura 2.4. En estas condiciones el rendimiento en gramos de biomasa a partir de los litros de
medio empleados para su crecimiento fue de 20 g/L. Esta metodologia nos permitié obtener
biomasa de levadura viable para la caracterizacién probidtica detallada en el Capitulo 1 v,
ademas, validar la operatividad de un proceso de obtencion de biomasa de levadura probidtica

a partir de permeado de lactosuero.
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Figura 2.4: Esquema de produccién de biomasa de levadura K. marxianus CIDCA 9121 a escala laboratorio

Para iniciar proceso de escalado es de vital importancia conocer los pardmetros de crecimiento
del microorganismo al que se le quiere asignar una aplicacién industrial. Es por esto que se
determinaron los parametros de crecimiento de K. marxianus CIDCA 9121 en permeado de
lactosuero partiendo de un inéculo de la levadura crecida en YPD 24h a 309C. A partir de la
grafica de la curva de crecimiento de Ln DO vs tiempo se identificaron las fases de crecimiento
correspondientes a la latencia, exponencial y estacionaria. El tiempo de latencia fue de 90 min,
la cosecha maxima alcanzada fue de DO: 6,53 a las 24h, y la velocidad de crecimiento tuvo un
valor de 0,48 h! (Figura 2.5). Este dltimo valor concuerda con lo observado por otros autores
como Bellaver et al. (2004) que obtuvieron una velocidad maxima de 0,44 h! cuando la levadura
K. marxianus CBS 6556 fue crecida en cultivo batch con lactosa como unica fuente de carbono.
En otros trabajos, como el de Fonseca et al. (2007), la velocidad maxima obtenida fue de 0,49
h"*para una cepa de K. marxianus creciendo en cultivo batch, pero en un medio mineral liquido
con glucosa como Unica fuente de carbono. Por su parte, Lane et al. (2011) evaluaron el
crecimiento de varias cepas de K. marxianus en un medio con extracto de levadura, peptonay
lactosa, y los valores de velocidad méxima obtenidos estuvieron en un rango un de 0,50 hly

0,99 hlpara para diferentes cepas de K. marxianus.
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Figura 2.5: Curva de crecimiento de K.marxianus CIDCA 9121 A. Cinética de crecimiento en permeado de
lactosuero 100 g/L a 30°C durante 24h B. Regresion lineal para puntos en fase exponencial de crecimiento.
Se detalla la ecuacién de la recta de la cual se desprenden algunos parametros.
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Tal como se detallé anteriormente (Figura 2.4), el proceso de obtencidon de biomasa comienza
con la produccién de un indculo inicial de la levadura en YPD. Este medio es ampliamente
utilizado para el cultivo de levaduras en el laboratorio; tiene como fuente de carbono principal
una dextrosa, en nuestro caso D-glucosa 20 g/L, peptona de carne 20 g/L que ademas de aportar
fuente de carbono alternativa y fuente de nitrégeno, también presenta capacidad buffer y
extracto de levadura 1(0 g/L), que aporta factores de crecimiento especialmente vitaminas del
grupo B. El hecho de que el indculo utilizado represente un 10% del volumen del cultivo final
cuando trabajamos con voliumenes pequefos de 1L a escala laboratorio no es relevante, pero
los recipientes de fermentacidn que se emplean a mayor escala tienen una capacidad que oscila
entre los 40.000 y los 200.000 litros y ese volumen de inéculo adquiere valores de 4.000-20.000
litros respectivamente, con lo cual comienza a tomar relevancia en los costos finales del proceso.
Por esta razdn, se evaluo el efecto de reemplazar el medio YPD por permeado de lactosuero en

el desarrollo del indculo inicial.

Tabla 2.2: Efecto del medio de cultivo utilizado para el inéculo.

Cepa Inéculo Tlat (h) Hmaxlh™) g (h) A (DO610nm)
K. marxianus YPD 1,50 0,48 1,44 6,53
CIDCA 5121 Permeado 100 g/L 1,50 0,34 2,13 2,15

En la tabla 2.2 se puede observar que los parametros de crecimiento de la levadura CIDCA 9121
son afectados por el medio utilizado para obtener el indculo inicial. En particular, la velocidad
de crecimiento mostré una disminucidn del 29% y la cosecha maxima de un 66%. Esto tiene
sentido si tenemos en cuenta que con el agregado del indculo estamos aportando el excedente
de nutrientes del medio en el que se formuld, es decir, un indculo que fue desarrollado en medio
YPD podria estar aportando al momento de siembra excedentes de peptona de carne, extracto

de levadura al medio fresco a base de permeado de lactosuero.
Efecto de la fuente de nitrégeno sobre la produccion de biomasa de K. marxianus CIDCA 9121

El disefio de un medio de cultivo debe tener en cuenta lo requerimientos nutricionales del
microorganismo. Una primera aproximacion con respecto a las cantidades a utilizar de las
diferentes fuentes de nutrientes lo da el conocimiento de la composicion de biomasa del
microorganismo a ser empleado. No obstante, cuando el medio de cultivo esta constituido por

fuentes nutricionales no convencionales resulta imperativa su optimizacion, la cual debe
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ademads considerar la disponibilidad real de los nutrientes, estabilidad quimica y costo (Ertola et
al., 2006).

El sulfato de amonio (NH4),SO4 es una sal inorganica con varios usos comerciales que contiene
21% de nitrégeno y 24% de azufre. Debido a su naturaleza idnica, el sulfato de amonio es muy
soluble en agua lo que le da versatilidad en su uso en diferentes aplicaciones agricolas e
industriales. Se utiliza principalmente como fertilizante para suelos alcalinos, en biologia
molecular para precipitar proteinas solubles y también como aditivo alimentario, generalmente
reconocido como seguro (GRAS) por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EE.
UU. Todas estas caracteristicas lo hacen un ingrediente atractivo para su utilizacién como fuente
de nitrégeno para medios de cultivos a gran escala ya que su costo es muy inferior al de las
peptonas y/o extractos de levadura.

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento y produccién de biomasa de levadura CIDCA
9121 fueron a base de permeado de lactosuero que aporta principalmente lactosa como fuente
de carbono al que se le adiciond peptona de carne como fuente de nitrégeno. Este ultimo
ingrediente resulta costoso a la hora de ser implementado escala industrial, y por esto se estudio
el efecto del uso de sulfato de amonio como fuente de nitrégeno alternativa. Para ello se
analizaron a escala laboratorio los parametros de crecimiento de la levadura, rendimiento de
produccién de biomasa y recuento de levaduras viables al final del cultivo en permeado de
lactosuero (P), permeado y sulfato de amonio (PS), permeado, sulfato de amonio y extracto de
levadura (PSE) y permeado, peptona de carne y extracto de levadura (PPE) tal como se muestra
en la tabla 2.3. Ademas, para evitar la incorporacion de nutrientes a partir del indculo en caldo
YPD, el cultivo inicial se centrifugd y lavé con PBS.

Tabla 2.3: Parametros de crecimiento de K. marxianus CIDCA 9121, rendimiento de produccién de

biomasa y recuento de levaduras viables al final del cultivo en los diferentes medios. Se muestran los
valores promedios de dos ensayos independientes.

Tiempo de latencia W (h-1) g (h) Cosecha maxima Rendimiento produccién  Levaduras viables
(h) (DO610nm) de biomasa (g/L) (UFC/g)
P 1,26 0,37 1,86 3,91 7,27 4,53 x10°
PS 1,47 0,43 1,63 4,90 12,91 2,18 x1010
PSE 1,19 0,48 1,44 5,55 14,48 1,10 x101°
PPE 1,14 0,50 1,38 6,61 17,38 1,59 x1010

*P: permeado de lactosuero; PS: permeado y sulfato de amonio; PSE: permeado, sulfato de amonio y extracto de
levadura y PPE: permeado, peptona de carne y extracto de levadura.

Los resultados obtenidos demostraron que la levadura K. marxianus CIDCA 9121 es capaz de

crecer en las cuatro formulaciones propuestas. Sin embargo, el crecimiento de la levadura en un
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medio formulado solo con permeado de queseria mostré una menor velocidad de crecimiento,
asi como una disminucion de casi un 50% en la cosecha maxima al cabo de 23 h de cultivo a
30°C, acompafiado también de una disminucidn significativa en la produccidn de biomasa al final
del cultivo traducida en un rendimiento de 7,27 g de biomasa/litro de cultivo (Tabla 2.3). La falta
de una fuente de nitrégeno y factores de crecimiento causan una disminucion significativa en
los parametros de crecimiento y produccién de biomasa tal como se observé en el ensayo de
utilizacién de permeado para el indculo inicial (Tabla 2.2). En este sentido, la adiciéon de una
fuente de nitrégeno como sulfato de amonio o peptona de carne al medio base de permeado
mejord significativamente el rendimiento de biomasa y la velocidad de crecimiento de la
levadura, alcanzando una velocidad de crecimiento de 0,43 h' para una formulacién PS
(permeado al 20 g/L y sulfato de amonio 7 g/L) y un valor de 0,48 cuando ademas se le adiciona
extracto de levadura al 10 g/L (PSE).

Es pertinente resaltar, que el medio formulado con adicion de peptona de carne y extracto de
levadura (PPE) representa las condiciones de crecimiento que se estaban utilizando hasta el
momento para el desarrollo de la levadura, es asi que los valores de velocidad de crecimiento
de 0,5 h-1, cosecha maxima de DO 6,61 y rendimiento de biomasa de 17,4 g/L coinciden con los
obtenidos en los ensayos anteriores. Por el contrario, el medio formulado con permeado de
lactosuero (p) sin aditivos representa la situacion mas drastica de crecimiento, y los valores
obtenidos fueron coincidentes con los observados para el crecimiento de la levadura en el
ensayo de formulacidn de indculo a partir de permeado de lactosuero.

En la Figura 2.9, podemos observar que para los medios PS y PSE el descenso de pH alcanzé
valores de 3y 3,37, respectivamente; mientras que cuando no se agregd sulfato de amonio el
pH se mantuvo en valores de 4,5, esto puede explicarse porque disolucién de sulfato de amonio
en un el medio acuoso aporta iones amonio catidnico y sulfato aniénico: 2NHz + H,SO,4 =>
(NH4)2S04, lo que se traduce en una disminucion del pH a medida que el microorganismo utiliza
al NH; como fuente de nitrégeno. Si bien esta situacidén puede corregirse con el agregado de
una base, es conveniente tener conocimiento del comportamiento del microorganismo frente a
los niveles de pH que se pueden alcanzar y podemos observar que aun cuando se alcanzaron
valores de pH minimos de 3, la viabilidad de la levadura no se vio afectada significativamente

(Tabla 2.3).
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Figura 2.6: A. Evolucidon de pH en el tiempo B. Medida de lactosa remanente en el tiempo para
K.marxianus CIDCA 9121 creciendo en medio P (e), PS (), PSE () y PPE (e).

La lactosa es el principal hidrato de carbono presente en los medios formulados, aportado
exclusivamente por el permeado de suero. La concentracion inicial de lactosa fue de 20+0,4 g/L
y en todos los medios la levadura CIDCA 9121 logrd un consumo de entre el 80-97%, excepto
para el medio formulado solo con permeado de lactosuero donde el consumo fue del 67% al
cabo de 23h de cultivo (Figura 2.6, B). Esta ultima observacion puede explicarse debido a que, al
agotarse la fuente de nitrégeno del permeado, el crecimiento de la levadura se detiene y con
ello deja de consumirse la fuente de carbono y energia.

Cabe mencionarse que bien el rendimiento de biomasa se vio afectado por el cambio de
formulacion de los medios ensayados, la concentracion de microorganismos viables alcanzada
fue similar en los cuatro casos. De esta manera, pudimos concluir que es posible utilizar un
medio de cultivo a base de permeado de lactosuero y sulfato de amonio como fuente de

nitréogeno para la produccidn de biomasa de levadura K. marxianus CIDCA 9121.

Efecto de utilizacion de hidrolizado de levadura sobre la produccién de biomasa de K.

marxianus CIDCA 9121

Se conoce que las levaduras requieren de la adicidn de vitaminas del grupo B como la biotina,
tiamina, dcido pantoténico, entre otras, al medio de cultivo para su correcto crecimiento (Ertola
et al., 2006). Esto quedd demostrado en los resultados mostrados en la Tabla 2.3, donde
podemos observar que tanto la cosecha maxima como el rendimiento de biomasa aumenté
conforme se adiciond extracto de levadura a los medios de cultivo. El extracto de levadura es un
autolisado de células de levadura que se utiliza en la preparacién de medios de cultivo

microbiolégicos como fuente de nitrégeno y factores de crecimiento en un entorno de
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laboratorio; la autdlisis se controla cuidadosamente para preservar las vitaminas del complejo
B de origen natural. Al igual que las peptonas la utilizacion de extracto de levadura es una
practica que implica un costo elevado pensando en una aplicacién en grandes voliumenes de
cultivo; por este motivo, se estudid el efecto de la adicidon de levadura hidrolizada de grado
alimentario sobre el crecimiento y produccién de biomasa de K. marxianus CIDCA 9121.

Los resultados obtenidos mostraron que es posible reemplazar el extracto de levadura comercial
por levadura seca de grado alimentario sin modificar drasticamente el parametro productivo de

obtencién de biomasa de levadura CIDCA 9121 y su viabilidad al final del proceso (Tabla 2.4).

Tabla 2.4: Produccion de levadura CIDCA 9121 en biorreactor de 5L en medios de cultivo de diferente

composicion

pH Produccién de Levaduras viables
Medio base Aditivo final biomasa (g/L) (UFC/g)
2,63 13,9 1,02x10%°
Permeado 20 g/L Extracto de levadura comercial
Sulfato de amonio 7 g/L 10 g/L 2,8 15 1,07x1010
Hidrolizado de levadura 10g/L 2,68 16 6,75x10°

Una de las principales desventajas que presentd la utilizacidon de hidrolizado de levadura en
polvo con respecto al extracto comercial es que tiene baja solubilidad en medio acuoso y ademas
requiere de un tratamiento térmico de esterilizacién, seguido de una etapa de separacion de
impurezas por decantacion o centrifugacion, lo cual resulta en un procedimiento complejo para
llevar a cabo a nivel industrial. De todas maneras, se probaron dos tratamientos distintos para
la incorporacidon del hidrolizado al medio del cultivo, uno partiendo de resuspensién en agua
destilada, luego esterilizacién por vapor fluente durante 20 min y centrifugacién para trabajar
con el sobrenadante, y otro, donde se partié de la resuspensién de levadura en agua seguido de
esterilizacidon en autoclave por vapor humedo a sobrepresion durante 15 min y decantado de
residuos sin centrifugacion. Los dos tratamientos resultaron efectivos en el acondicionamiento
del hidrolizado de levaduras y no modificaron el crecimiento de la levadura. Si bien estos pasos
de separacion de restos de levadura del hidrolizado son esenciales en este estudio ya que se
debe asegurar que el efecto probidtico se deba a la cepa en estudio, al momento de producirlo
industrialmente para alimentacién animal, este paso de separacion de sélido podria evitarse,

aceptando que algo de restos de levadura podria ir en el producto final.
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Produccion de biomasa de levadura en biorreactor de 5L

El recipiente en el que se lleva a cabo un proceso de microbiologia industrial se denomina
bioreactor. El tamafio de los bioreactores varia desde los pequefios recipientes a escala de
laboratorio, con capacidades de 5 a 10 litros, hasta recipientes a escala industrial con capacidad
de 500.000 litros. En la practica, los bioreactores industriales se pueden dividir principalmente
en dos tipos: los que se emplean en procesos anaerdbicos y los que se utilizan en procesos
aerdbicos. La produccién de biomasa de levadura es un proceso que requiere disponibilidad de

oxigeno y por lo tanto se utilizaron fermentadores de tanque agitado.

Vapor — — Controlador de pH
Contenedor y bomba
de acido/base
l Desecho
Impulsor ——
Salida de agua
de enfriamiento
4 Chaqueta ——
Entrada para e
alimentacion Mezd cultivo
— Entrada de
\ Entrada y salida de agua aguade —- | Distribuidor de
| Sistema termostatizador | enfriamiento ) burbujas de aire

Bomba automatica- \
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1 |

-+— Aire estéril

corte
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Figura 2.7: Biorreactor de tanque agitado. A. Fermentador de 5L utilizado en los ensayos. B. Esquema de
la estructura de un fermentador y los dispositivos de aireacion y control del proceso (Madigan et al.,
2003).

El biorreactor de 5L utilizado en el ensayo se muestra en la Figura 2.7. El mismo consta de un
recipiente cilindrico de vidrio con base plana. En la parte superior una tapa de acero con cierre
hermético y sistema de entradas y salidas para insercion de controladores de pH, oxigeno,
entrada de medio de alimentacidn, indculo, entre otros. El mantenimiento de la temperatura en
forma constante y homogénea se realizé por medio de un sistema donde circula agua
proveniente de un bafio termostatizado a diferencia del fermentador mostrado en el esquema

donde circula el agua por una camisa o chaqueta.
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Entre las funciones que debe cumplir un biorreactor podemos mencionar mantener las células
uniformemente distribuidas en todo el volumen de cultivo a fin de prevenir la sedimentacién o
la flotacién, mantener constante y homogénea la temperatura, minimizar los gradientes de
concentracién de nutrientes y suministrar oxigeno a una velocidad tal que satisfaga el consumo.
Para ello, el biorreactor consta de un dispositivo de aireacion llamado difusor por donde el aire,
esterilizado por filtracidn, ingresa al dispositivo y un dispositivo de agitaciéon mediado por
paletas que mezclan el medio y rompen las burbujas de aire y deflectores cuya funcién es
romper el movimiento circular que genera las turbinas y generar mayor turbulencia y mejor
mezclado.

Para evaluar la bondad del proceso de produccién de biomasa de levadura K. marxianus CIDCA
9121 descripto en la Figura 2.4 en un fermentador de 5L, se disefidé un proceso en tres etapas:
obtencidn del inéculo inicial en Erlenmeyer con agitacion y etapas de cultivo en batch y batch
alimentado en el biorreactor. Esta manera de trabajar en multiples etapas es muy comun en la
produccién de levadura para panificacién (Lukondeh et al.,2005; Gémez-Pastor et al., 2011). El
medio utilizado para el inéculo fue YPD, para el cultivo batch se formuldé con permeado de
lactosuero (20 g/L de lactosa) y el medio de alimentacion utilizado contenia permeado de
lactosuero 150 g/L y peptona de carne 20 g/L. La alimentacidn se inicié cuando la concentracion
de lactosa presente fue cercana a cero. El rendimiento de produccién de biomasa suele estar
muy regulado por la tasa de alimentacién y el control del oxigeno disuelto imprescindible para
garantizar el consumo del azlcar a través de la respiracion y minimizar el proceso fermentativo.
Los elevados niveles de azucares disparan respuestas celulares como el efecto Crabtree en las
levaduras del género Saccharomyces sp; si bien las levaduras Kluyveromyces en su mayoria no
presentan este efecto, la acumulacion de sustrato puede desencadenar otro tipo de respuestas
metabdlicas mediadas por la denominada via de ras/AMPc/PKA que favorece el metabolismo
fermentativo al respiratorio con produccidn de etanol (Pérez-Torrado et al., 2015). En este caso,
la velocidad de alimentacién estuvo seteada entre 0,075 L/h y 0,1 L/h. En lo que respecta a las
condiciones de agitacién, se comenzd con 360 rpm y a partir de comienzo de la alimentacion se
subié a 700 rpm.

Tal como se observa en la Figura 2.8, el pH se mantuvo en valores de 4,6 £ 0,5 sin necesidad de
adicion de ningun alcalinizante. Al cabo de 43 h de cultivo se alcanzé una DOgionm de 50,6 y 23
g/L de levadura expresada en peso seco. Cabe destacar que en un cultivo batch alimentado se
estima que el valor final de biomasa en peso seco debe estar entre 10 y 30 g/L, tal como se

obtuvo en este ensayo.
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Figura 2.8: Produccion de biomasa de K. marxianus CIDCA 9121 en biorreactor 5L: Ln DOs10nm (circulo),
pH (cuadrado) y peso seco de levadura (triangulo) en funcidn del tiempo. La flecha gris indica el comienzo
de alimentacion.

Para la cosecha de biomasa se centrifugd la totalidad del cultivo y se obtuvieron 242 g de
levadura K. marxianus CIDCA 9121 con una concentracién de 4x10° UFC/g.

Figura 2.9: Cosecha de K.marxianus CIDCA 9121 al finalizar la fermentacion en biorreactor de 5L (izq.) y
apariencia de biomasa hiumeda obtenida.

De esta forma se determind que la produccién de levadura en las condiciones empleadas en el
biorreactor aumentd 3 veces el rendimiento de biomasa himeda con respecto a lo obtenido en

cultivo batch a escala laboratorio, pasando de un valor de 20 g/L a 60,5 g/L.

Con los datos obtenidos, se evalud la produccién de biomasa de levadura K. marxianus CIDCA
9121 en biorreactor de 5L empleando los medios de cultivo que se describen en la Tabla 2.5.
Para las tres condiciones ensayadas se partié de inéculos de levaduras obtenidos en Erlenmeyer
agitado con medio YPD centrifugado y lavado, seguidos de un cultivo batch y un cultivo batch

alimentado.
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Tabla 2.5: Composicion de medios de cultivo utilizados en la produccién de biomasa de levadura K.
marxianus CIDCA 9121 en biorreactor de 5L.

Bioreactores de 5L Medio bacth Medio batch alimentado
Permeado 20 g/L- peptona de carne 20 g/L -
PPE extracto de levadura 10 g/L Permeado 150 g/L- peptona de carne 20 g/L
PS Permeado 20 g/L- sulfato de amonio 7 g/L Permeado 150 g/L- sulfato de amonio 7 g/L
PSH Permeado 20 g/L- sulfato de amonio 7 g/L- Permeado 150 g/L- sulfato de amonio 7 g/L-
hidrolizado de levadura 10 g/L hidrolizado de levadura 7 g/L

En la figura 2.10 se muestran las cinéticas obtenidas para la levadura creciendo en el medio PS.
En estas condiciones, la cepa CIDCA 9121 crecié satisfactoriamente, consumiendo hasta un 98%

la lactosa presente en el medio. El pH se mantuvo cercano a 5 con agregado de solucién NaOH
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Figura 2.10: Evolucion de la Ln DOs10nm en funcién del tiempo (circulo blanco), el pH (cuadrado), lactosa
remanente en g/L (rombo) y peso seco en g/L (tridngulo) en el biorreactor durante la produccién de
biomasa de K. marxianus CIDCA 9121 en medio de cultivo con permeado y sulfato de amonio.

Los rendimientos de produccion de biomasa humeda de levadura CIDCA 9121 obtenidos en las
distintas formulaciones fueron significativamente diferentes (Figura 2.11 A). Sin embargo, se

observd que la viabilidad de la levadura en la biomasa, por el contrario, no se vio afectada
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negativamente al reemplazar de peptona de carne y extracto de carne por sulfato de amonio e

hidrolizado de levaduras en los medios de fermentacidn (Figura 2.11 B).
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Figura 2.11: A. Rendimiento de producciéon biomasa de levadura K. marxianus CIDCA 9121 en g/L en
biorreactor de 5L con medios formulados a base de permeado de lactosuero con adicién sulfato de
amonio (PS), sulfato de amonio e hidrolizado de levadura (PSH) o peptona de carne y extracto de levadura
(PPE). B. Recuento de levaduras viables en placas de YGC en la biomasa obtenida al final del cultivo de
cada biorreactor. Diferencias significativas *p<0,03, **p<0,002 con respecto a PPE.

En el capitulo 1, hemos demostrado que la levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 es
capaz de modular la respuesta inflamatoria inducida por la flagelina de Salmonella en células del
epitelio intestinal utilizando células Caco-2 ccl20: luc. En diversos trabajos se ha descripto que
cambios en las fuentes de nitrégeno, carbono y suplementacidon con diferentes aminoacidos
pueden conducir importante cambios en las propiedades bioldgicas de los microorganismos
como la resistencia al estrés térmico y oxidativo mediante la regulacién transcripcional de genes
(Zhang et al., 2022 a,b). Es asi, que todas estas modificaciones en las condiciones de crecimiento
pueden influir de manera significativa en las propiedades probidticas de la levadura y es por este
motivo que resulta importante confirmar que la biomasa de levadura obtenida en cada
biorreactor aun conserva sus propiedades funcionales. Es asi, que se evalué la capacidad
inmunomoduladora de la biomasa producida en el biorreactor de 5L bajo diferentes
formulaciones de medio y se evidencié que todas las biomasas obtenidas lograron un descenso
significativo de la respuesta inflamatoria intestinal con una disminucidon de la actividad luciferasa

del 87-57% (Figura 2.12).
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Figura 2.12: Porcentaje de activacion de la expresion de luciferasa en células Caco-2 CCL20: luc
estimuladas con flagelina previamente tratadas con suspensidon de biomasa de levadura CIDCA 9121
obtenida por centrifugacion al final del cultivo en biorreactores con medio PPE, PS y PSH. Las barras ()
indican la condicion basal y las barras (e) indican condicidon estimulada con FliC 1ug/ml Diferencias
significativas ***p<0,0002, ****p<0,0001 respecto al control

Las propiedades originales utilizadas en la seleccién de cepas probidticas especificas pueden
estar influenciadas por los procesos y condiciones de produccién industrial. Garantizar que las
propiedades originales de la cepa se mantengan al final del proceso de fabricacién de un
probidtico es de vital importancia (Grzeskowiak et al., 2011).

Estos resultados tomados en conjunto nos permiten concluir que es posible plantear un proceso
de produccién de biomasa de levadura K. marxianus CIDCA 9121 con capacidad probidtica en
un medio a base de permeado de lactosuero suplementado con hidrolizado de levaduras y

sulfato de amonio como fuente de nitrégeno.
Produccion de biomasa de levadura en biorreactor de 15 L

Con la finalidad de probar la robustez de este proceso, se realizd un escalado a un biorreactor
de 15L como el que se muestra en la Figura 2.2. Para ello se utiliz6 un proceso llevado a cabo en
etapa bacth y batch alimentado tal como se hizo en biorreactor de 5L, utilizando los medios
optimizados conteniendo20 g/L permeado, 7g/L sulfato de amonio y 1g/L hidrolizado de
levaduray a continuacion un cultivo batch alimentado en medio 150 g/L permeado, 7g/L sulfato
de amonio y 7g/L hidrolizado de levadura. El proceso se llevé a cabo durante 40 h a 30°C, caudal
de oxigeno de 5 L/h y 500 rpm. El pH se mantuvo en 5 + 0,4 con adicion de NaOH 1M.

El rendimiento en la produccion de biomasa fue de 45,8 * 2,8 g/L con una concentracion de
microorganismos viables de 2,20 + 1,46 x10%° UFC/g. A las levaduras obtenidas de esta manera,
se les determind su actividad inmunomodulatoria en el sistema reportero Caco-2 ccl20: luc

observandose una disminucion de la actividad luciferasa del 79+5%,
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Figura 2.13: Cosecha de Biorreactor de 15L y apariencia de biomasa de levadura K. marxianus CIDCA 9121
luego de centrifugacion del cultivo cosechado.
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Figura 2.14: Porcentaje de activacion de la expresidon de luciferasa en células Caco-2 CCL20: luc
estimuladas con flagelina previamente tratadas con suspension de biomasa de levadura CIDCA 9121
obtenida en biorreactor de 15L. Células preincubadas con medio DMEM fueron utilizadas como control.
Las barras () indican la condicién basal y las barras (e) indican condicion estimulada con FliC 1pg/ml.
Diferencias significativas ****p<0,0001 respecto al control.

Los resultados obtenidos a lo largo de los ensayos expuestos en este capitulo validan la idea de
obtener biomasa de levadura probidtica K. marxianus CIDCA 9121 a partir la utilizacién de
permeado de suero de queseria como sustrato principal en la fermentacion y la suplementacion
con fuentes de nitrégeno de costo reducido para su aplicacion a escala industrial. Los

parametros de produccidn obtenidos son prometedores para la continuacién en el escalado a
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mayores volumenes y la optimizacién de otras variables de este proceso, para atender a las altas
demandas de produccion de suero de queseria que necesitan ser revalorizado. Cabe destacar,
que a lo largo de este recorrido se realizaron multiples producciones de biomasa en biorreactor
de 5L y 15L y en algunos casos la levadura enfrenté diferentes situaciones de estrés como
limitaciones en O, y periodos prolongados a pH 3, y a pesar de esto, la biomasa cosechada al
final de cada cultivo presentd actividad inmunomoduladora in vitro. Esto refleja la robustez del

sistema, y representa una ventaja para futuras transferencias.
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CONCLUSIONES

v El reemplazo de peptona de carne y extracto de levadura en la formulacién del medio
de cultivo por sulfato de amonio e hidrolizado de levadura comercial provocé una
disminucién en el rendimiento de biomasa de la levadura CIDCA 9121, pero no afecté la

viabilidad de la misma ni su capacidad probidtica.

v Se validé la produccién de biomasa de levadura K. marxianus CIDCA 9121 en un
biorreactor de 5L con agitacién y aireacién a 30°C mediante un proceso llevado a cabo
en dos etapas: un cultivo batch y un cultivo batch alimentado en un medio industrial a

base de permeado de lactosuero.

v Se evalud la robustez del proceso de obtencion de biomasa de levadura probidtica en
biorreactor de 15L, confirmando que es posible la produccién de levadura K. marxianus
CIDCA 9121 a mayor escala con actividad moduladora de la respuesta inmune innata de

epitelio intestinal al final del proceso.
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INTRODUCCION

Un cultivo de aplicacidon industrial debe contener el maximo nimero de células viables, estar
libre de contaminantes y ser activo en las condiciones de procesamiento. Por esta razon, es de
suma importancia la seleccién de una metodologia de conservacion que permita mantener las
caracteristicas por las cuales el microorganismo fue seleccionado (Stambury et al., 1995). De
este modo, para la obtencion de concentrados de levaduras probidticas es necesario, ademas
de las cepas apropiadas, contar con tecnologias que permitan su elaboracidn a nivel industrial.
Dichas levaduras deberan tener la capacidad de resistir los procesos tecnoldgicos requeridos
para su produccién, manteniendo la viabilidad y las propiedades benéficas, no solamente luego

del proceso de elaboracidn, sino que también durante el almacenamiento (Cassani et al., 2020).

Dentro de las estrategias comunmente empleadas en la preservacién de microrganismos
pueden mencionarse la refrigeracidn y congelacion (criopreservacion), la deshidratacion (secado
por spray, extrusién) y también métodos que combinan por ejemplo congelacién vy

deshidratacion (liofilizacién) (Kieps, J., & Dembczynski, R. 2022).

La criopreservacion se utiliza para preservar y almacenar cultivos microbianos en el laboratorio
mediante el almacenamiento de repiques en medios sdlidos a 4°C es usualmente empleado para
el mantenimiento de stocks de trabajo durante semanas, mientras que la conservaciéon a menor
temperatura entre -20°C y — 80°C es empleada para preservacion durante periodos mas
prolongados. Desde un punto de vista comercial, estos métodos tienen desventajas, que
incluyen principalmente altos niveles de consumo de energia y la necesidad de mantener y

transportar las muestras a temperaturas bajo cero.

El secado en spray es un proceso donde el liquido es atomizado en forma de gotas dentro de
una camaray transformado en “polvo” por accién del calor y el agua contenida en la muestra se
elimina por evaporacion por contacto con una fase gaseosa a alta temperatura. Ademas de ser
una técnica empleada a gran escala para la elaboracion de productos alimenticios, como leche
en polvo, bebidas deshidratadas, sopas y café instantaneo, es un proceso muy utilizado y con
muchas ventajas para la produccidon de deshidratados microbianos. Esta metodologia se ha
empleado para deshidratar y conservar bacterias lacticas, para ser usadas como cultivos starters
(para yogurt o queso), cultivos productores de bacteriocinas y cultivos probidticos (Gardiner et
al., 2000; Silva et al., 2011; Huang et al., 2017; Tejeiro et al., 2018; Kieps, J., & Dembczyniski, R.
2022)
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El proceso de secado spray se puede dividir en varias etapas. En la primera, la suspensién liquida
es bombeada hacia una tobera donde se atomiza al entrar en contacto con un gas a alta presion.
En una segunda etapa, la suspension atomizada en pequefias gotas entra en contacto con un
aire caliente. Aqui, se pueden aplicar tres patrones de flujo de pulverizacion dependiendo de la
direccion en la que el aire caliente y el liquido entran en la cdmara de secado: co-corriente,
contracorriente y flujo mixto, siendo la co-corriente la elegida para microorganismos sensibles
al calor. En este patrén, las gotas mas hiumedas entran en contacto con la temperatura mas alta
y las particulas mas secas con temperaturas inferiores, minimizando asi el riesgo de dafo por
calor a los microorganismos. Durante el proceso, las gotas van perdiendo agua por evaporacion
hasta quedar los sélidos remanentes como particulas secas. En una tercera y Ultima etapa, las
particulas gruesas y pesadas quedan en la base de la camara de secado por fuerza gravitacional
y las particulas finas se separan usando ciclones y filtros de bolsa (Broeckx et al., 2016). El polvo
recogido en el recipiente recolector es un polvo listo para usar.

Las condiciones operativas seleccionadas para la realizaciéon del deshidratado, como son la
temperatura de entrada, la temperatura de salida, la presidon de atomizaciéon son parametros
muy importantes porque determinan la viabilidad del microorganismo. Ademas, las condiciones
operativas determinan el contenido de humedad del producto final y con ella la calidad del
polvo. Autores como Zayed & Roos (2004), indican que la humedad debe ser préxima al 3,5%
para asegurar un producto seco estable en el tiempo.

La principal ventaja que presenta este tipo de tecnologia es la posibilidad de obtener grandes
cantidades de producto deshidratado con un costo relativamente bajo, que puede ser
transportado facilmente y almacenado a temperatura ambiente durante largos periodos

(Gardiner et al., 2000; Silva et al., 2011; Kieps, J., & Dembczynski, R. 2022).

La extrusidn es un proceso que combina diversas operaciones unitarias como el mezclado, la
coccién, el amasado y el moldeo y permite a partir de ingredientes bdsicos y variados, obtener
alimentos de distinta forma, textura y color. Como ejemplo pueden mencionarse la obtencion
de pastas, cereales, productos de confiteria, algunos alimentos para bebés, proteina vegetal
texturizada, piensos, alimentos balanceados para animales de produccién y mascotas. La
peletizacion es un proceso de extrusion forzada (presidon) de una mezcla previamente
acondicionada en cuanto a humedad y temperatura, a través de un molde o matriz con orificios
que le da la forma cominmente cilindrica. Se obtienen asi pequefias porciones de material
aglomerado o comprimido conocidas en el mercado como pellet, del latin “pila, bola o pelota”.

Esta metodologia es utilizada en la fabricacién de productos muy diversos, desde plasticos,
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insecticidas hasta alimentos balanceados. Segun el producto que se quiera obtener se definen
los pasos del proceso, en el caso de alimentos balanceados, durante el mezclado de ingredientes
se afiade vapor, que ademas de agregar humedad a la mezcla implica una etapa de coccién que
favorece la destruccion de inhibidores enzimaticos y microorganismos sensibles al calor y
mejoras en la digestibilidad del alimento. Sin embargo, no todos los procesos de peletizacion
requieren de la inyeccidn de vapor caliente, en algunos casos, se prepara una pasta con
inyeccién de agua en estado liquido y luego se utilizan mezcladoras en vacio para realizar la
homogenizacién sin incorporar aire y generar una masa de fluidez suficiente. La masa es
arrastrada por un tornillo que atraviesa el dado, sale con la forma determinada por el orificio y
es cortada por cuchillas que pueden graduarse a velocidad. A continuacién, el pellet generado

es transportado por tineles de secado (Jacobsen et al., 2020; Amin et al., 2023).

La liofilizacion es un método de desecacidn en el que se elimina el agua por congelacién y
posterior sublimacién del hielo, en condiciones de vacio. Por lo tanto, el agua pasa directamente
de un estado sdlido al estado de vapor (Casp & Abril 1999). Es una de las técnicas mas
generalizadas para la deshidratacién de probidticos y cultivos lacticos. Este método presenta
numerosas ventajas debido principalmente a que el producto se somete a temperaturas de
congelacién que pueden variar entre -45 y -80°C, pero no son calentadas como en el caso del
proceso de secado spray o extrusion y se obtienen productos secos con una humedad residual
baja, con buena estabilidad durante el almacenamiento por largos periodos y sin necesidad de
cadena de frio para su distribucién. Por el contrario, este suele ser un proceso de alto costo que
deriva de los equipos que se utilizan, la elevada energia empleada y el tiempo que insume el
mismo (Johnson & Etzel, 1995).

Los productos liofilizados vuelven a su estado original luego de la rehidratacion y por eso es un
método apropiado para conservar microorganismos y su actividad biolégica. Entre las
aplicaciones mds comunes se pueden mencionar: elaboracién capsulas de administracién oral,
cultivos iniciadores en la industria, kéfir, levaduras y otras bacterias del acido lactico;
suplementos funcionales en productos alimenticios, por ejemplo, levadura de cerveza y
probidticos y agentes de biocontrol como biopesticidas y bioconservantes, por ejemplo,
Lactobacillus plantarum, Bacillus thuringiensis ssp. aizawai, y Beauveria brongniartii (Horaczek
& Viernstein, 2004; Fu & Chen 2011). En comparacion con un cultivo liquido, el cultivo en forma

seca ofrece ventajas como un transporte mas facil y un mejor control de calidad.

Durante los procesos de deshidratacion, los microorganismos estan expuestos a diferentes tipos

de estrés, entre ellos el estrés térmico, osmotico, oxidativo y el dafio mecanico por formacién
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de cristales de hielo, entre otros. En la actualidad numerosos trabajos presentan diferentes
estrategias para abolir los dafios causados por estas situaciones de estrés, entre las cuales
podemos citar: 1) la seleccion de los parametros mas adecuados del proceso, 2) adaptacion del
microorganismo a los factores de estrés previo al secado y 3) la utilizacion de sustancias
protectoras. Estas medidas preventivas afectan la supervivencia de los microorganismos
probidticos directamente durante secado, asi como después del secado durante el
almacenamiento (Kieps & Dembczynski, 2022). De acuerdo con el tipo de proceso elegido, el
microorganismo y la matriz utilizada, se selecciona la estrategia mds adecuada de trabajo. En lo
que respecta a la utilizacién de sustancias protectoras, se pueden mencionar mono y di-
sacaridos, leche desnatada, proteinas del suero, inulina, trehalosa, oligosacaridos y polimeros,
como la goma arabiga, entre otros (Zhao & Zhang, 2005, Gaidhani et al., 2015, Broeckx et al.,
2016). La micro/nano encapsulacion es otras de las estrategias que se presenta como una
alternativa en la preservacién de microorganismos viables no sélo durante el procesamiento de
los alimentos, el almacenamiento, sino también durante el posterior delivery en el consumidor.
(Kwak et al., 2014; Braber et al., 2020). En la microencapsulacion los probidticos quedan
recubiertos completamente por una matriz o pared. Para generar estos revestimientos se
pueden utilizar diversos biopolimeros, como goma arabiga, alginato, proteinas de leche o suero,
proteina de soja, gelatina, gluten, fibras dietéticas como almidén resistente, almidén de maiz,
polisacaridos microbianos y animales como quitosano, xantano , entre otros (Braber et al., 2020;

Rajam et al., 2022).

La conservacidon de microorganismos implica garantizar su viabilidad, pureza y estabilidad
genética por lo que establecer un buen método resulta relevante para cada cepa en particular.
En el caso de los probidticos, el hecho de que una cepa crezca bien en condiciones de laboratorio
no significa que vaya a suceder lo mismo en condiciones industriales. En este sentido, la
produccidn de un concentrado de levaduras probidticas debe, ademas de obtener gran cantidad
de biomasa de forma econémicamente rentable, enfrenta el desafio tecnoldgico de que la
concentracidn de microorganismos viables sea la necesaria para ejercer el efecto beneficioso y

se mantenga hasta el final de la vida util del producto.
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OBJETIVOS

Los procesos a los que son sometidos los microorganismos durante la produccién de alimentos
pueden alterar su funcionalidad biolégica. Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 crecida en
permeado de suero de queseria resiste las condiciones adversas del tracto gastrointestinal y
presenta capacidad inmunomoduladora de la respuesta inmune innata, entre otras
caracteristicas atractivas para su empleo como probiético. El objetivo del presente capitulo fue
seleccionar un método que permita obtener un producto deshidratado a base de levadura

probidtica para ser utilizado solo o como suplemento de un nuevo alimento funcional.

Objetivos especificos

= |nvestigar la supervivencia de Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 sometida a
diferentes métodos de conservacién: refrigeracidon, secado spray, extrusion vy
liofilizacion.

= Optimizar el proceso de deshidratacién de levaduras probidticas mediante la utilizacion
de compuestos con actividad termoprotectora.

=  Monitorear el comportamiento de los distintos productos deshidratados respecto a su

viabilidad microbiana y actividad inmunomodulatoria durante el almacenamiento.



CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1.Obtencion de biomasa humeda
Se obtuvo biomasa himeda de K. marxianus CIDCA 9121 siguiendo las condiciones propuestas

para los procedimientos de obtencion en fermentador de 5y 15 L detallado en Capitulo 2.

3.2.Ensayo de conservacion a 4°C
Se evalud la viabilidad de la levadura CIDCA 9121 durante el almacenamiento a 4°C. La biomasa
de levadura obtenida por centrifugacién luego de crecimiento en permeado de lactosuero (ver
detalles Capitulo 2), se conservd en tubos falcon de 50 ml estériles en heladera a 42C y se

realizaron recuentos de levaduras viables por técnica de la gota durante 3 meses.

3.3.Secado Spray
Los ensayos se llevaron a cabo utilizando un equipo BUCHI Mini Spray Dryer B-290, que posee
un funcionamiento co-corriente (Figura 3.1). Las condiciones operativas de secado fueron:
temperatura de entrada de 135°C con un flujo de aire de 473 I/h y un flujo de alimentacién de
10 ml/min con un flujo de aire de aspirador de 100% y caudal de alimentacion de 30%, con una

temperatura de salida de 69+4°C.

Figura 3.1: Fotografia del equipo para secado spray escala laboratorio utilizado para el presente trabajo
de tesis BUCHI Mini Spray dryer B-290.

Las muestras sometidas al proceso de secado se prepararon resuspendiendo 0,1, 1y 10 g de
biomasa de levadura K. marxianus CIDCA 9121 crecida en permeado de lactosuero resuspendida

en solucion fisioldgica o permeado de lactosuero al 20% p/. Las suspensiones se homogenizaron
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agitando vigorosamente y se termostatizaron a temperatura ambiente. Se realizd recuento de
levaduras viables por técnica de la gota en las suspensiones antes del secado y en los polvos
obtenidos inmediatamente después del proceso y durante almacenamiento a 2592C. Ademas, se
determind la actividad acuosa y la humedad porcentual de la biomasa hiumeda y de los polvos

secos.

3.4.Extrusion
3.4.1 Seleccion de agente termoprotector

Se trabajé en primer instancia en un proceso de extrusado a escala laboratorio a fin de
seleccionar distintas combinaciones de termoprotectores que luego serian llevados a prueba a
mayor escala. El proceso de extrusado se realizd sobre una base de masa generada a partir de
harina de grano de trigo entero y agua tal como la empleada en procesos industriales de
extrusién de microorganismos de uso en agricultura. Se trabajé mediante extrusion manual
empleando una jeringa de 20 mL de capacidad como emulacién de un extrusado industrial,
procediendo luego al secado del producto en distintas condiciones. Empleando este sistema, se
evaluo el efecto termoprotector de ocho compuestos: sacarosa, maltosa, maltodextrina, suero,
gelatina, polietilenglicol (PEG), polivinilpirrolidona (PVP) y glicerol. El ensayo se llevd a cabo
utilizando un Disefio de Cribado definitivo, donde se analizaron 3 concentraciones (alta, baja e
intermedia) y se utilizé el disefio experimental de Plackett-Burman para evaluar la importancia
de multiples variables en las composiciones sobre la supervivencia del probidtico. Los factores y
niveles evaluados se presentan en la Tabla 3.2 para los ocho compuestos (pardmetros) y en total
se realizaron 17 corridas. Las masas se formularon con el mismo contenido de levadura inicial y
se sometidé a un proceso de extrusion simulado con jeringa. Los pequefios bastones obtenidos
se secaron en estufa a 37°C durante 17 horas. Se evalué la viabilidad de las levaduras antes y
después del proceso térmico mediante recuentos de UFC/g de masa utilizando la técnica de
recuento en gota en medio YGC (Figura 3.2).

Posteriormente, en un nuevo experimento se utilizé un Disefio de Box Behnken con superficie de
respuesta en el que se evalud la actividad termoprotectora de sacarosa, maltosa y maltodextrina
Se utilizd este disefio experimental con el fin de ajustar las concentraciones de los agentes
termoprotectores seleccionados, utilizando los mismos procedimientos, pero con una condicién

de secado a 60 2C durante 60 minutos.
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Figura 3.2: Ensayo de seleccion de termoprotector mediante proceso simulado de extrusion y secado a
escala laboratorio.

3.4.2. Extrusion en planta industrial
Los termoprotectores y condiciones seleccionadas en los ensayos de laboratorio se probaron en
un equipo industrial de generacién de extruidos comerciales. El proceso de extrusion y secado
se llevd a cabo en la planta industrial AgriGlobal Crop Solutions (ACAY AGRO S.A., Balcarce,
Buenos Aires). Se empled una técnica registrada “Técnica de extrusion Agriglobal” que consta
de una extrusién humeda, donde la pasta a extrusar se prepara en mezcladoras de cinta con
vacio, una vez homogeneizada es arrastrada por tornillo simple hasta un dado con perforaciones
de 1,5 mm de diametro y el pellet generado es transportado por cintas por tuneles de secado.

Los pellets obtenidos se secaron en horno de tunel continuo a 60°C durante 150 min.

3.5. Liofilizacion
Se prepararon suspensiones de biomasa de levadura K. marxianus CIDCA 9121 en diferentes
concentraciones de permeado de lactosuero 0, 10 y 20% p/V y se liofilizaron en un equipo FIC L-
I-E300-CRT con presion de vacio <13.32Pa, temperatura del condensador -35°C y de los estantes
22°C (Figura 3.3, A). Los liofilizados obtenidos se almacenaron en tubos falcon estériles de 50 ml
a temperatura ambiente y se realizaron recuentos de levadura viable a diferentes tiempos. La
liofilizacion se llevd a cabo empleado diferentes equipos de liofilizacién (Figura 3.3) de acuerdo

con el volumen de biomasa a procesar.
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3.5.1 Seleccion de agente lioprotector

Se evalud el efecto de la adicién de sacarosa, maltosa, maltodextrina y suero de queseria sobre
la viabilidad de la levadura durante el proceso de liofilizacidn. Las formulaciones ensayadas se
prepararon mezclando 5g de biomasa de levadura CIDCA 9121 con 10 ml de suspensién de cada
compuesto al 20%. Como control, se preparé una mezcla de biomasa con agua destilada. Las
cinco formulaciones obtenidas se liofilizaron en un equipo de escala piloto RIFICOR L-I-E260- CR
(Figura 3.3,B) con presion de vacio de 16 Pa y temperatura de condensador de -35°C. Las
muestras se retiraron del liofilizador cuando se alcanzé una temperatura constante. Se
realizaron recuentos de levadura en medio YGC por técnica de la gota en las muestras antes,
después del proceso de liofilizacién y a diferentes tiempos durante su almacenamiento de

temperatura ambiente.

3.6. Determinacion de actividad acuosa
La actividad de agua (aw) de los polvos obtenidos tras el proceso de secado se midié utilizando
un equipo Aqualab 4TEV (Decagon Devices, EE.UU), mediante el método del punto de rocio a
25°C. Las muestras se estabilizaron a temperatura ambiente antes de llevar a cabo las
mediciones. Para la calibracién del equipo, se emplearon soluciones estandar proporcionadas

por el fabricante.

3.7.Determinacion de humedad porcentual
El contenido de humedad se determiné colocando 2 g de muestra en cajas de vidrio previamente
pesadas. Para la muestra de biomasa humedad ademas se adiciond 1 g de arena previamente
lavada y calcinada y se homogeneizé bien con la pasta para que el desprendimiento de agua sea
mas rapido y uniforme. Luego se llevaron a estufa a 105°C hasta peso constante y se calculé la

humedad porcentual con la siguiente férmula:
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(pi —pf) .

- 100
pi

%Humedad =

Donde pi y pf son los pesos de las muestras antes y después de la deshidrataciéon a 105°C,

respectivamente.

3.8. Capacidad inmunomoduladora de levadura deshidratada

Se evalud la capacidad inmunomoduladora de la levadura CIDCA 9121 luego de ser sometida a
los diferentes métodos de deshidratacion. En todos los casos se incluyd en un control de
biomasa hiumeda de levadura CIDCA 9121. Todos los experimentos se llevaron a cabo siguiendo
el protocolo detallado en el Capitulo 1, ajustando las suspensiones de levadura a una
concentracion de 1x107 UFC/ml.

Los productos deshidratados fueron resuspendidos en solucidn fisioldgica y homogeneizados
durante 1 hora. Luego se prepararon diluciones en medio DMEM vy se agregaron a las fosas con
células Caco-2 ccl20:luc. En el caso de la levadura extrusada, el ensayo se realizé a partir de

colonias crecidas en medio YGC de levadura CIDCA 9121 recuperadas de los pellets obtenidos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tal como se menciond en la introduccién existen diversas técnicas para conservar
microorganismos, sin embargo, los trabajos acerca de la preservacién de probidticos se dedican
en su mayoria a bacterias y en especial a lactobacilos (Broeckx et al., 2017; Ningtyas et al., 2019;
Bhagwat et al., 2020; Kieps & Dembczynski, 2022). En este trabajo se exploraron distintas

estrategias para optimizar el rendimiento en la conservacién de la levadura probidtica.
Ensayo de criopreservacion de K. marxianus CIDCA 9121

La conservacion de levaduras por refrigeracion a 4°C es una de las técnicas mds ampliamente
utilizadas en el almacenamiento de cepas en el laboratorio e industrialmente para la
comercializacion de levaduras para panificados, por ejemplo. Es una metodologia que presenta
ciertas ventajas para su implementacion debido a que no requiere de la utilizacion de equipos
sofisticados y tampoco implica tratamientos térmicos que puedan tener un impacto negativo en
la fisiologia del microorganismo. Sin embargo, no todos los microorganismos son capaces de
sobrevivir largos periodos de almacenamiento a 4°C, por lo que fue necesario el estudio de la
sobrevida de Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 obtenida como se detallé en el Capitulo 2.
Los resultados presentados en la Figura 3.4 muestran que la biomasa de la levadura CIDCA 9121
puede conservarse refrigerada sin modificar significativamente el recuento de viables

manteniendo en un valor de 3,8 x 10° UFC/g durante 3 meses de almacenamiento a 4°C.
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Figura 3.4: Supervivencia de K. marxianus CIDCA 9121 almacenada a 4°C.

El método de conservacion elegido para una levadura con capacidad probidtica debe garantizar
que la viabilidad y las propiedades funcionales no se pierdan durante el almacenamiento.
Debido a esto se evalud la respuesta inmumoduladora a nivel intestinal in vitro utilizando el
sistema reportero Caco-2 ccl20:luc, detallado en el Capitulo 1. Los resultados obtenidos

demostraron que la biomasa de levadura CIDCA 9121 no solo mantiene su concentracién de
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células viables, sino que también logra disminuir en un 80% la respuesta inflamatoria intestinal

in vitro al cabo de 3 meses de almacenamiento a 4°C.

Si bien la criopreservacién permitié la conservacion de la biomasa hiumeda de K. marxianus
CIDCA9121 por varios meses sin fluctuaciones significativas en la concentracion de viables ni
alteraciéon de su actividad probidtica , este método presenta ciertas desventajas que incluyen
los altos niveles de consumo de energia y la necesidad de transporte y mantenimiento a bajas
temperaturas, lo que implica un alto costo desde el punto de vista comercial (Kieps &
Dembczynski, 2022). Es asi, que se explord el uso de procesos tecnolégicos alternativos que
permitan una conservacién a largo plazo (meses- afios) y con menor costo de produccidon y

mantenimiento.

Evaluacion de la deshidratacion de K. marxianus CIDCA 9121 por secado spray

El secado spray es una técnica rdpida y relativamente econédmica que permite obtener particulas
de polvo secas, con buenas propiedades de flujo, forma uniforme, y distribucion del tamafio de
particulas (Dos Santos et al., 2014). Como se menciond en la introduccidn, el principal factor de
estrés que afecta la viabilidad de los microorganismos sometidos a proceso de secado spray es
el estrés térmico, causado principalmente por la temperatura de salida (Kiep$ & Dembczyniski,
2022; Vorlander et al., 2023). En trabajos previamente publicados se ha registrado que levaduras
aisladas de kefir son drasticamente afectadas por la deshidratacién por secado spray, pero no
asi las bacterias lacticas presentes. Esto da cuenta, que el éxito del proceso va a estar
determinado no solo por las condiciones seleccionadas sino también por la termotolerancia de
los microorganismos con los que se esté trabajando. (Golowczyc et al.,2009). Para minimizar el
dano y obtener productos mas estables, habitualmente se utilizan diversos termoprotectores
como proteinas de suero, trehalosa, glutamato monosddico, sacarosa, glucosa, inulina, lactosa
y oligosacdridos para aumentar la supervivencia de las bacterias durante este proceso (Corcoran
et al., 2004; Desmond et al., 2002; Sunny-Roberts & Knorr, 2009; Teijero et al., 2018)

La levadura K. marxianus CIDCA 9121 aislada de kefir de agua crecida en permeado de lactosuero
fue sometida a proceso de secado spray bajo las siguientes condiciones: temperatura de entrada
de 1359C, un caudal de alimentacidon de alimentacion del 30%, flujo de aire de 100%
(aproximadamente 30 m3/h) para garantizar una correcta separacion de las particulas en el
ciclén y un air Flow que se mantuvo lo mas alto posible (473 I/h) para asegurar la correcta

atomizacién en la tobera. En estas condiciones la temperatura de salida fue de 69+4°C.
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Para evaluar el efecto termoprotector de permeado de lactosuero se prepararon suspensiones
con igual concentracion inicial de biomasa de levadura (1x10'° UFC/g) en 100 ml de solucién
fisioldgica o en 100 ml de solucidn permeado de lactosuero 20% p/v, y se sometieron al proceso
de secado spray en las condiciones previamente descriptas. Tal como se muestra en la Figura
3.5 A, la deshidratacidn por secado spray sin el empleo de sustancias protectoras produce un
impacto negativo en la viabilidad de la levadura K. marxianus CIDCA 9121, que desciende 6
unidades logaritmicas al final del proceso. La adicién de permeado al 20% a la suspension
sometida al secado mejord significativamente la supervivencia de la levadura, con una

disminucién de tan solo 2,5 unidades logaritmicas al final del proceso.
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Figura 3.5: A) Recuento de levadura viable K. marxianus CIDCA 9121 antes (barras oscuras) y después
(barras claras) del secado spray para suspensiones de levaduras preparadas en solucion fisiologica (0%) y
en permeado de lactosuero al 20%. B) Supervivencia de levadura K. marxianus CIDCA 9121 en los
productos deshidratados formulados a partir de suspensiones de 0,1g, 1g y 10 g de biomasa de levadura
en 100 ml de permeado de lactosuero al 20% expresados como diferencia logaritmica entre recuento final
e inicial. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).

Ademas, se observd que el aumento en la concentracién de levaduras iniciales en las
suspensiones no produce una mejoria en la sobrevida de la levadura al secado, obteniéndose
menores descensos en la viabilidad cuando la suspension fue preparada a partir de 0,1 g de

biomasa (10’ UFC/ml de solucién permeado al 20% p/v) (Figura 3.5, B).

Luego de la deshidratacién por secado spray los polvos de levadura obtenidos alcanzaron un
valor de humedad fue 12-18%, y una actividad acuosa de 0,22- 0,28. Teniendo en cuenta que la
biomasa himeda de levadura CIDCA 9121 obtenida por centrifugacién contiene una humedad
del 72% vy una actividad acuosa de 1, podria decirse que el proceso de deshidratacion fue
efectivo en la eliminacién de agua. Generalmente, los alimentos con aw<0,6 se consideran

microbiolégicamente estables y si se produce algin deterioro, es inducido por reacciones
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guimicas en lugar de por microorganismos (Quek et al., 2007). Otros autores, han reportado que
la actividad del agua debe ser inferior a 0,25 y el contenido de humedad debe estar entre valores
de 4 y 7% para un almacenamiento seguro de polvos con microorganismos probiéticos (Ananta
et al., 2005; Chavez & Ledeboer, 2007; Reale et al., 2019). Si bien los valores de a, obtenidos
estan dentro del rango esperado, aun el contenido de humedad es elevado y esto puede traer
implicancias negativas en la estabilidad de la levadura seca durante el almacenamiento por
periodos prolongados. La importancia de obtener productos con bajo contenido de humedad y
actividad acuosa esta relacionada con la temperatura de transicion a fase vitrea (Tg). Cuando la
temperatura de almacenamiento es superior a la Tg, el producto cambia de un estado vitreo a
un estado gomoso, y la movilidad de las moléculas y la velocidad de las reacciones quimicas
estan menos restringidas. Este aumento de la movilidad molecular desestabiliza el material
biolégico conduciendo a una pérdida de viabilidad de los microorganismos probidticos y a una
disminucién de la vida util del producto almacenado (Cerruti et al., 2000; Schutyser et al., 2012;
Teijeiro et al.,2018; Ribert et al, 2021). Es asi, que productos con menor contenido de humedad
y actividad acuosa presentan una mayor Tg, con lo cual permiten su almacenamiento a
temperaturas mas elevadas, tales como T° ambiente empleado en este trabajo. En la Figura 3.6
se muestran los resultados del estudio de estabilidad al almacenamiento de los polvos de
levadura CIDCA 9121 obtenidos por secado spray. Este ensayo permitié determinar que la
adicién de permeado de lactosuero a las formulaciones ensayadas mejord significativamente la
sobrevida de la levadura en los polvos deshidratados, observandose un descenso maximo de 1,9

unidades logaritmicas al cabo de 42 dias de almacenamiento a 25°C.
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Figura 3.6: Estabilidad de levadura en polvos deshidratacion durante almacenamiento a 25 °C durante
42 dias. Recuento de levadura viable K. marxianus CIDCA 9121 en polvos deshidratados obtenidos a partir
de formulaciones con concentracién inicial de 10’UFC/ml (circulo vacio), 108 UFC/ml(circulo azul) y 10°
UFC/ml con permeado de lactosuero al 20% p/v (tridngulo) y una formulacién de concentracién 108
UFC/ml sin permeado de lactosuero (cuadrado).
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El gran desafio del secado spray de microorganismos probidticos sigue estando en la
optimizacion de las condiciones del proceso, en especial, la temperatura de salida, que debe ser
lo suficientemente alta para generar una buena deshidratacién de la muestra, pero a la vez que
no produzca dano celular. La importancia de este breve recorrido realizado utilizando esta
técnica de deshidratacidn nos permitié registrar que es posible la obtencién de un producto
deshidratado por secado spray con levadura K marxianus CIDCA 9121 con una concentracion
final de 107 UFC/g utilizando permeado de lactosuero 20% p/v como agente termoprotector. El
uso de permeado de lactosuero ademads de mejorar significativamente la supervivencia de la
levadura K. marxianus CIDCA 9121, mejord la estabilidad de la levadura durante 42 dias de
almacenamiento a 25°C. Aln queda continuar con ensayos que permitan dilucidar el mecanismo
mediante el cual este agente ejerce su proteccidn y evaluacidn de actividad probidtica de la

levadura deshidratada en estas condiciones.

Estudio de factibilidad de la extrusion y peletizado de K. marxianus CIDCA 9121

La importancia de poder explorar la extrusion y peletizado como metodologia de secado radicé
fundamentalmente en vista de la implementacién de la levadura K. marxianus CIDCA 9121 como
probidtico en la industria de produccidon animal. En general, la mayoria de las levaduras
probidticas de uso animal disponibles en el mercado aparecen como aditivos en forma de polvo
seco, generado por secado spray o liofilizacion. Este formato es apropiado para la
suplementacién bovina o porcina, sin embargo, para otras aplicaciones como acuicultura o
produccidn avicola, es deseable el uso de alimento granulado y la inclusién del probidtico en los
granulos (Massuquetto et al., 2019, 2020; Sribounoy et al., 2021). Durante este proceso, las altas
temperaturas y también la desecacién pueden afectar la viabilidad de los microorganismos vy, en
consecuencia, sus caracteristicas probidticas. La deshidrataciéon de microorganismos incluso a
baja temperatura puede tener efectos importantes ya que las moléculas de agua son esenciales
para el mantenimiento de diferentes estructuras bioldgicas (Ananta et al., 2005; Oliver et al.,
1998). Por este motivo se evalud la capacidad de diferentes compuestos termoprotectores
putativos en la obtencién de K. marxianus CIDCA 9121 en un proceso de extrusién y peletizado
simulado a escala laboratorio.

En un primer ensayo, se utilizé un disefio de Placket- Burmann considerando ocho candidatos
termoprotectores en tres concentraciones o niveles diferentes, lo que resulté en 17 condiciones

de prueba. Las masas se secaron a temperatura constante de 372C y se contaron las levaduras
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viables después de 17 horas de secado. Los resultados de la levadura viable recuperada en cada

condicidon se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2: Recuentos de levadura recuperada (log UFC/g) en los diferentes ensayos del disefio Placket
Burman. Cada ejecucién numerada del 1 al 17 implica una combinacién diferente de supuestos agentes
termoprotectores; +/-/0 indica la concentraciéon mas alta/minima/intermedia de los diferentes agentes.

N° Sacarosa Glicerol Maltosa Maltodextrina Suero Gelatina PVP PEG Log CFU/g

1 - - o 0 + = + + 4,09
2 - + - + + - 0 -

3 + + - - - 0 + + -

4 + + + 0 - + - - 7,44
5 - - + + + 0 - - 5,15
6 - - + - - + 0 + 4,22
7 + 0 + - + - - + 6,16
8 0 + + + + + + + 4,36
9 - + 0 + - - - + 3,35
10 + + - + + - 0 - 7,77
11 + - + 0 + - + 5,81
12 - + + - 0 - + - 6,74
13 - 0 - + - + + - 6,34
14 0 0 0 0 0 0 0 0 6,17
15 0 - - - - - - - 5,99
16 + - 0 - + + + - 6,93
17 + - + + = = + 0 7,21
18 Control levadura 6,62
19 control -

Considerando que la concentracidn inicial de levadura en cada masa fue de 7,35 unidades
logaritmicas de UFC/g, podemos observar que varias condiciones permitieron recuperar casi la
totalidad de la levadura viable (corridas 4, 10 y 17). Algunas combinaciones de aditivos incluso
mejoraron la recuperacidn de levaduras viables en el producto final en comparacidn al control
sin aditivos (corridas 4, 10, 12, 16 y 17), mientras que otras combinaciones, , mostraron un
efecto negativo sobre este parametro (corridas 2, 3, 6 y 9). El analisis de regresion realizado con
Minitab dio como resultado la siguiente ecuacién que es valida en los rangos de concentraciones

y condiciones utilizadas en el experimento:

Viabilidad = 5,17 + 0,0908x Sacarosa — 0,0757x Glicerol + 0,176x Maltosa +
0,155x Maltodextrina — 0,0008x Suero — 9,7x Gelatina + 2,8x PVP — 0,580x PEG

En este caso, sdlo la contribucion lineal de cada factor se ajustd adecuadamente a los datos

generados. Esta contribucidn es positiva o negativa segun su impacto en la ecuacién y el impacto
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relativo se puede evaluar seglin la magnitud de cada coeficiente. Para determinar qué tan
significativa fue la contribucién de cada factor, se realizé un andlisis de Pareto (Figura 3.7) donde
pudo observarse que la contribucién mas significativa fue el impacto negativo del PEG.
Curiosamente, varios factores como la sacarosa, la maltosa y la maltodextrina tuvieron una
contribucion positiva que, aunque no fue significativa, las postulé como interesantes candidatos

para un andlisis mas profundo.

PEG
Sacarosa

Maltosa
Maltodextrina
Glicerol

Gelatina

PVP

Suero
X=2,306 X=2,306

Figura 3.7: Analisis de Pareto del experimento de disefio de Plackett-Burman. Se indica el nivel de
significancia correspondiente a un valor absoluto de 2,306.

En consecuencia, decidimos evaluar el aporte de estos tres aditivos utilizando un disefio Box-
Behnken y realizando la operacién de secado a una temperatura mds estricta, equivalente a las
condiciones industriales. En este experimento, el rango de concentraciones probadas para los
tres aditivos se amplié en comparacion con nuestro experimento inicial. La concentracion media
utilizada para cada agente termoprotector fue la concentracién mas alta utilizada en el
experimento anterior y el secado se realizé a 60 °C durante 60 minutos.

Los recuentos de levadura recuperada en cada condicién se muestran en la Tabla 3.3.
Considerando que la concentracién de levadura en la masa antes del secado fue de 7,83 log
UFC/g, se obtuvo una recuperacién de mas del 50 % luego del secado (corridas 4 y 10) y en varias
condiciones, se observé un efecto positivo de los agentes termoprotectores (corridas1,3a 12y

15) con respecto al control sin aditivos de la corrida 16.



CAPITULO 3

Tabla 3.3: Recuento de levadura recuperada. Cada ejecucion implica una combinacion diferentes agentes
termoprotectores; -1/0/+1 indica respectivamente la concentracién mas baja/intermedia/mas alta de los
diferentes agentes empleados.

N° Maltosa Maltodextrina Sacarosa Log UFC/g
1 0 0 0 7,35
2 0 -1 -1 6,60
3 0 1 -1 7,12
4 0 -1 1 7,51
5 1 -1 0 7,34
6 -1 1 0 7,17
7 1 0 1 7,40
8 0 0 0] 7,31
9 -1 0 -1 7,15
10 -1 0 1 7,52
11 0 0 7,41
12 1 1 0 7,20
13 0 1 1 6,99
14 -1 -1 0] 7,43
15 1 0 -1 7,36
16 Control levadura 7,02
17 control -

En este caso, el analisis de regresion de las diferentes combinaciones incluyd interacciones de
segundo orden entre las diferentes variables ensayadas, dando como resultado la siguiente

ecuacioén que representa los resultados generales:

Viabilidad = 7,355 + 0,0047x Maltosa — 0,0482x Maltodextrina +
0,1471x Sacarosa + 0,1157x Maltosa * Maltosa — 0,1868x Maltodextrina *
Maltodextrina — 0,1136x Sacarosa * Sacarosa — 0,2591x Maltodextrina * Sacarosa

El analisis de Pareto revelé contribuciones positivas y negativas de los compuestos
individualmente e interacciones de primer y segundo orden con efectos positivos y negativos

(Figura 3.8).
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Figura 3.8: Andlisis de Pareto del experimento de disefio Box-Behnken. Los efectos con méddulos
superiores a 1,895 se consideraron con impacto significativo.

Los efectos de las diferentes variables analizadas también se pudieron visualizar en graficas de
superficie de respuesta, donde la curvatura en las graficas muestra el efecto de las interacciones
no lineales entre los diferentes agentes (Figura 3.9). Los resultados generales indicaron que
podria haber diferentes condiciones que muestren efectos positivos. Sin embargo, dado que el
efecto de un solo termoprotector muchas veces mostré un impacto negativo, se concluyd que

las condiciones que implican un mejor desempefio deben incluir una combinacion de ellos.
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Figura 3.9: Superficie de respuesta de la viabilidad trazada frente a dos agentes protectores diferentes a
la vez. A.Efecto de los cambios en las variables maltosa y sacarosa en dos representaciones diferentes de
la misma superficie de respuesta con una rotacion de 180 entre si. B.Efecto de los cambios en las variables
maltodextrina y sacarosa en dos representaciones diferentes de la misma superficie de respuesta con
una rotacién de 180° entre si. Los valores 1/0/+1 indican la concentraciéon bajo/intermedio/alta los
diferentes agentes empleados, respectivamente.

Se seleccionaron, entonces, dos combinaciones de maltosa, maltodextrina y sacarosa para
probar en una extrusora de planta piloto industrial. Las condiciones de extrusién llevadas a cabo
en la planta implicaron una exposicidon breve a 80°C y presiones mas altas que las condiciones
empleadas en experimentos a escala laboratorio. Aun asi, en experimentos exploratorios que se
realizaron en la misma planta se observé que la operacién de extrusion tiene un impacto minimo
en la viabilidad de la levadura, siendo la operacidn de secado responsable de la disminucién en
los recuentos de levadura. Las formulaciones ensayadas incluyeron: maltosa 15%, maltodextrina
4% y sacarosa 30% p/v (Pellet 1), maltosa 5%, maltodextrina 5% y sacarosa 30% p/v (Pellet 2) y

una tercer condicién sin aditivos que se utilizé como control. Las formulaciones se prepararon



CAPITULO 3

con una concentracién inicial de 1,8x108 UFC/g de levadura. Los extrusados se secaron en un
tunel durante 150 min a 60 °C. Los recuentos microbianos y la humedad relativa alcanzada se
muestran en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4: Levadura recuperada al pelletizar diferentes formulaciones en planta piloto. El recuento se
realizd una semana después de granular las diferentes formulaciones

Formulacion Recuento levaduras inicial Recuento levaduras pellet % Humedad
Pellet 1 2,4+0,8x102 1,040,1x103 7,33
Pellet 2 2,1+0,4x108 1,9+1,5x104 7,83

Pellet s/aditivos 3,1+1,6x10° 5,5+ 0,5x10°? 8,11

La recuperacidon de levadura en el producto final obtenido fue, en general, menor en
comparacion a los resultados anteriores, posiblemente debido a la condicion tiempo-
temperatura mds estricta de secado de este experimento. La combinacién maltosa 5%,
maltodextrina 5% y sacarosa 30% p/v utilizada en el pellet 2 mostré un efecto protector positivo,
generando una concentracidn tres veces mayor de levaduras viables en comparacion con la
condicidn de control. A pesar de que la ecuacién obtenida en el experimento de Box-Behnken
predijo un resultado similar para las dos formulaciones probadas, quedé demostrado que el uso
de niveles mas altos de maltosa tiene un impacto negativo en la viabilidad (Tabla 3.4). Cabe
destacar que, en cuanto al almacenamiento de los pellets a temperatura ambiente, el recuento
de levaduras viables se mantuvo sin cambios significativos hasta 30 dias después de su

produccion.

Figura 3.10: Aspecto macroscopico de pellet obtenido.
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Ademads, se estudio la actividad antiinflamatoria de las colonias de levadura obtenidas a partir
de pellets producidos en condiciones industriales en el sistema reportero de células intestinales
Caco-2 ccl20:luc. Pudo observarse que todas las colonias analizadas mostraron capacidad para
reducir la activacién de las células Caco-2 inducida por FliC en un 40% (Figura 3.11, P <0,01). No
hubo diferencias en la capacidad de inmunomodulacién mostrada entre los pellets extruidos de
K. marxianus CIDCA 9121 con y sin aditivos. Es importante sefialar que esta capacidad se
mantuvo también luego de almacenar los pellets durante 30 dias a temperatura ambiente (datos

no mostrados).
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Figura 3.11: Porcentaje de activacion de la expresion de luciferasa en células Caco-2 CCL20:luc
estimuladas con flagelina previamente tratadas con suspension de colonias de levadura CIDCA 9121
recuperada de pellet con la formulacion 2 (pellet con aditivos) y pellet de formulacion 3 (pellet sin
aditivos). Células preincubadas con medio DMEM fueron utilizadas como control. Las barras (- )indican la
condicién basal y las barras () indican condicidon estimulada con FIiC 1ug/ml. Se sefialan las diferencias
significativas (*p<0,01) respecto al control.

Estos estudios por primera vez mostraron que una levadura puede mantener su viabilidad y
propiedades probidticas pospelletizado. Si bien la perdida de viabilidad es importante, aun
quedan diferentes estrategias que pueden aplicarse para mejorar la productividad del proceso

y que seran evaluadas en ensayos futuros.
Analisis de la obtencién de K. marxianus CIDCA 9121 liofilizada

Desde hace décadas, la liofilizacidn, es el método mds conveniente y ampliamente utilizado para
la eliminacién de agua y mejorar la estabilidad de almacenamiento de los probidticos (Broeckx
et al., 2016). Durante el proceso de secado, los microorganismos estan expuestos a diversos
factores de estrés causados principalmente por la congelacién y la sublimacién del hielo. La
congelacién puede contribuir a la perdida de viabilidad celular por dos mecanismos principales,
por un lado, el dafio mecanico producido por la formacién de cristales de hielo, y por el otro,

estrés hiperosmoético. El tamafo de los cristales de hielo estd determinado por la velocidad y
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temperatura de formacién. Por lo general, se prefiere un congelado rapido que deriva en la
formacion de calibre mds pequefio y por consiguiente menor dafio celular. Sin embargo, una
congelacién rapida en medios acuosos implica una disminucién brusca del agua libre y por
consiguiente un estrés hiperosmotico. Luego, durante la etapa de sublimacidn, la eliminacion
del agua unida a las células conlleva a cambios en la estructura celular y dafios en los sistemas
enzimaticos (Broeckx et al., 2016; Kiep$ & Dembczynski, 2022).

Se estudid la obtencion de levadura liofilizada a partir de la biomasa de K. marxianus CIDCA
9121 resuspendida en diferentes concentraciones de permeado de lactosuero 10y 20% p/V. Las
diferentes suspensiones de levadura se sometieron al proceso de liofilizaciéon utilizando el
equipo de laboratorio mostrado en Figura 3.3, A y se obtuvieron polvos con un recuento de
levaduras viables 1,2 x10°, 7,5 x10°y 8,4 x10” UFC/g cuando la concentracién de permeado fue

de 0, 10 y 20%, respectivamente (Figura 3.12).
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Figura 3.12: A. Recuento de levadura K. marxianus CIDCA 9121 viable antes (®) y luego de la liofilizacion
(») para suspensiones de levadura formuladas con diferente concentracion de permeado de lactosuero.
Letras distintas indican diferencias significativas (p <0.05) B. Evaluacidon de estabilidad de polvos
liofilizados obtenidos con permeado de lactosuero al 20% (@) y sin permeado de lactosuero (A) durante
el almacenamiento de 25°C.

Se estudio el almacenamiento a 25°C de los polvos obtenidos y se observd que las muestras
fueron estables durante 40 dias independientemente del agregado de permeado (Figura 3.12,
B). Cabe destacar que el recuento de levaduras viables en el polvo obtenido empleando

permeado al 20% fue de 4 x10° UFC/g luego de 75 dias de almacenamiento a 25°C.
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Seleccion de agentes lioprotectores

Se evalud el uso de sacarosa, maltosa, maltodextrina y lactosuero como agentes lioprotectores.

(Figura 3.13).
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Figura 3.13: Aspecto K. marxianus CIDCA 9121 liofilizada empleando diferentes lioprotectores. De

izquierda a derecha: control, sacarosa, maltosa, maltodextrina y suero.

Las formulaciones con maltosa, maltodextrina y suero lograron disminuir significativamente la
pérdida de viabilidad respecto a la formulacidn control sin lioprotector (Figura 3.14 A). La
concentracion de levadura viable en los liofilizados fue de 9,75 x10” UFC/g para la formulacién
control (sin aditivos), 2,37 x108 UFC/g para formulacidén con sacarosa, 4,27 x10° UFC/g para
formulacién con maltosa, 3,3 x108 UFC/g en el caso de adicién de maltodextrina y 2,23 x10°
UFC/g para el liofilizado con lactosuero como aditivo. Estos resultados son comparables a los
obtenidos por otros autores tales como Guowei et al. (2019), con polvos liofilizados de
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii de 9,5 x10° UFC/g utilizando lactosa, trehalosa y alginato
de sodio como crioprotectores. Arslan et al. (2015), obtuvo polvos liofilizados del mismo
microorganismo con recuentos de 7,4 x10% UFC/g y 4,1 x10® UFC/g mediante la encapsulacidn

de la levadura con proteinas de suero al 20%p/v o maltodextrina al 20% p/V, respectivamente.
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Figura 3.14: A. Perdida porcentual de viabilidad de la levadura CIDCA 9121 en los liofilizados. Se muestran
las diferencias significativas respecto al control ** p<0,001, **** p<0,0001. B. Recuentos de levaduras en
los liofilizados obtenidos en funcién del tiempo de almacenamiento a 25°C. Se muestran los resultados
obtenidos para liofilizados obtenidos con formulaciones sin aditivos o control (e), con sacarosa (e),
maltosa (®), maltodextrina (®) o suero ().

Cuando se evalud la estabilidad de los liofilizados obtenidos almacenados durante 68 dias a
temperatura ambiente, se evidencié que la adicidn de los diferentes agentes lioprotectores
mejoraron la supervivencia de la levadura en el producto final durante el almacenamiento
respecto al liofilizado obtenido sin aditivos y en particular, la formulacién con maltosa o suero
fueron las mas estables en el tiempo con un descenso logaritmico de tan solo 0,2, mientras que
para el control fue de 2,7 logaritmos (Figura 3.14 B). Recientemente, Fredua-Agyeman (2024)
evalud la viabilidad de Lactobacillus acidophilus LA-5® liofilizado y observé que la adicion de
leche descremada protege al probidtico durante el almacenamiento a 25°C mejor que la
trehalosay el glicerol 15%, aunque al cabo de 60 dias a dicha temperatura la viabilidad desciende
aproximadamente 3 logaritmos. Si bien debe tenerse en cuenta que la sobrevida a los diferentes
procesos de conservacion es una propiedad inherente a cada especie, este resultado pone en
evidencia la gran resistencia de la levadura estudiada a la liofilizacién, constituyendo una ventaja

para su posible comercializacion como microorganismo probiético.

Para concluir este andlisis se determind la funcionalidad bioldgica de todos los liofilizados
obtenidos y se observd que conservaron la actividad inmunomoduladora de la respuesta
inflamatoria a nivel intestinal, reduciendo significativamente la actividad luciferasa en células
Caco-2 (ccl20:luc) estimuladas con flagelina cuando estas fueron preincubada con una
suspensidn 1/100 de los liofilizados obtenidos. Cabe destacar que el porcentaje de modulacidn

de la respuesta inflamatoria alcanzé valores del 79-88% comparables con los observados para la
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biomasa de levadura humeda. La inclusidn de fosas de células preincubadas con suspension de
liofilizados tratados térmicamente (100°C durante 1hora) nos permitié poner en evidencia que
la sacarosa, maltosa, maltodextrina o suero presentes en los liofilizados no poseen capacidad
inmunomoduladora por si solos, sino que se requiere estrictamente la presencia de la levadura

viable para ejercer este efecto (Figura 3.15).
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Figura 3.15: Porcentaje de activacién de la expresién de luciferasa en células Caco-2 CCL20:luc
estimuladas con flagelina (®) previamente tratadas con: suspensién de liofilizados de CIDCA 9121
obtenidos con sacarosa, maltosa, maltodextrina y suero como aditivos, liofilizado sin aditivos y biomasa
hiameda CIDCA 9121. Barras rayadas indican células preincubadas con los liofilizados tratados
térmicamente y luego estimuladas con Flic 1pg/ml. Barras () indican condiciéon sin estimulo
proinflamatorio. Se informan los resultados de dos ensayos independientes. Diferencias significativas
(****p<0,0001) respecto al control.

Liofilizacion en planta piloto

El proceso de liofilizacién a escala piloto se llevé a cabo empleando el liofilizador L-I-E260-CR
RIFICOR que se muestra en la figura 3.3,B. La temperatura inicial del condensador de -35°C,
presién de vacio de 16 Pa y una temperatura de estante de 25°C temperatura ambiente. Bajo
estas condiciones se obtuvo un producto final con un recuento de K. marxianus CIDCA 9121 de
5,5x10° UFC/g, partiendo de una formulacién de biomasa de levadura resuspendida al 50% p/v
en una solucién de suero de queseria al 20% p/v. Se liofilizd un total de 2,5 kg de biomasa
hiumeda y se obtuvieron alrededor de 1,5 Kg de polvo deshidratado. El producto obtenido
presentd aspecto comparable con levadura comercial (Figura 3.16) buenas cualidades de
disolucidn en agua y no presentd desarrollo de microorganismos meséfilos contaminantes en

agar nutritivo al cabo de 48 h de incubacién a 30°C.
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Figura 3.16: Comparacion del aspecto macroscopico entre liofilizados de levadura K.marxianus CIDCA
9121 obtenida en este estudio (izquierda) y levadura comercial (derecha).

Finalmente se determind que K. marxianus CIDCA 9121 liofilizada bajo estas condiciones y
utilizando suero como lioprotector conservd la capacidad inmunomoduladora de la respuesta
inmune innata intestinal en células Caco-2 (ccl20:luc). Tal como se observa habitualmente para
la levadura fresca, el descenso en la actividad luciferasa de células reporteras depende de la
cantidad de levaduras viables usadas en el ensayo, observandose un efecto dosis respuesta.

(Figura 3.17).
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Figura 3.17: Porcentaje de activacién de la expresién de luciferasa en células Caco-2 CCL20:luc
estimuladas con flagelina (@) previamente tratadas con una suspensién de liofilizado de CIDCA 9121
obtenido utilizando suero como lioprotector. Se ensayaron diferentes diluciones 1/10 en DMEM (102,10
3y 10%). Barras () indican condicién sin estimulo proinflamatorio. Diferencias significativas
(****p<0,0001) respecto al control.

A lo largo de este capitulo se han explorado diferentes tecnologias ampliamente utilizadas en la

conservacién de microorganismos probioticos. Dos lineamientos principales guiaron la seleccidon
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de un proceso que permita el almacenamiento de biomasa de K. marxianus CIDCA 9121 en
cantidades industriales, por un lado, la conservacion en la viabilidad en el producto final en
concentraciones que sean competentes con los que se encuentra actualmente en el mercado,
teniendo en cuenta que las dosis de administracion de una levadura probidtica deben ser de
alrededor de entre 5x10%y 1x10'° UFC/g de producto (K.marxianus B0399, Turval Laboratories

https://turval.com/en/products-and-distribution/turval-b0399-500; Levucell SB20 y Levucell

ME TITAN, Lallemand https://www.lallemandanimalnutrition.com/es/south-america

/productos/levucell-sb y Actisaf 47, Lessafre https://phileo-lesaffre.com/en/improve-survival-

of-young-piglets-and-increase-weaning-weights-with-live-yeast-probiotic/). Por otro lado, el

mantenimiento de la capacidad de regular la respuesta inmune inflamatoria a nivel intestinal,
monitoreada con un sistema reportero de células Caco-2 (ccl20: luc), garantizando que el
producto final conserve las caracteristicas probiéticas de la levadura fresca.

Si bien la biomasa de levadura hiumeda es capaz de ser conservada a 4°C durante 3 meses sin
mostrar modificaciones importantes en la viabilidad celular y tampoco en la actividad
inmunomoduladora a nivel intestinal, sabemos que esta metodologia es costosa a la hora de
pensar en una produccidn a gran escala o bien, pensando un producto que va a tener costos mas
altos de traslado en comparacidon a un producto deshidratado que pueda mantenerse a
temperatura ambiente. Es por esto, que se evaluaron diferentes metodologias que nos
permitieron obtener productos secos pero que implicaron diferentes situaciones de estrés para
la levadura tratada. En todos los casos se logré obtener un producto con diferentes
concentraciones de levadura final en un rango de 1x10* — 5,5x10° UFC/g, con mantenimiento de
la capacidad probiética.

Diferentes compuestos han sido incorporados como aditivos en la formulacién en funcién de
mitigar el estrés osmatico y térmico al que se ve expuesta la levadura durante los procesos de
deshidratacién. Como resultado, hemos evidenciado que la inclusién de permeado de suero en
la formulacién sometida a un proceso de secado spray mejoré no solo el recuento de levadura
en el producto final sino también su estabilidad durante el almacenamiento a 25°C durante mas
de un mes. Por su parte, la utilizacién de una combinacién de sacarosa, maltosa y maltodextrina
mejoraron la recuperacién de levaduras viables en un producto extrusado y secado a 60°C a
escala industrial. La maltosa, maltodextrina y el lactosuero mostraron ser buenos candidatos
como agentes lioprotectores; formulaciones conteniendo estos compuestos mejoraron
significativamente la viabilidad de le levadura en los liofilizados, obteniendo un producto
deshidratado con las concentraciones mas elevadas de levadura CIDCA 9121 en comparacion a

las otras tecnologias estudiadas.
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En particular, la utilizacion de lactosuero en las formulaciones de levadura a liofilizar en escala
industrial aporté evidencias contundentes de su actividad lioprotectora, presentdandolo como
una alternativa atractiva desde el punto de vista econédmico para la obtencién de un producto

probidtico deshidratado a base de levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121.
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CONCLUSIONES

v" La biomasa himeda de levadura K. marxianus CIDCA 9121 obtenida por cultivo en
permeado de lactosuero sobrevive el almacenamiento a 4°C por un periodo mayor a 3

meses manteniendo un recuento de 3,8 x10° UFC/g.

v' El tratamiento de deshidratacion por secado spray afecta drésticamente la viabilidad de la
levadura K. marxianus CIDCA 9121. La adicién de permeado de lactosuero 20% p/v a la
formulacién mejord significativamente la sobrevida de la levadura, obteniéndose un
producto deshidratado con 10’ UFC/g . El uso de permeado de lactosuero mejoré ademas

la estabilidad de la levadura almacenada durante 42 dias a temperatura ambiente.

v' La aplicacién de un disefio estadistico de Placket Burmann y Box-Behnken permitid la
seleccién de sacarosa, maltosa y maltodextrina como agentes termoprotectores en la
formulacién de un producto extrusado conteniendo 1,9 x10* UFC/g levaduras viables y

actividad modulatoria de la respuesta inmune innata intestinal in vitro al final del proceso.

v" Se evidencid un efecto lioprotector de maltosa, maltodextrina y lactosuero en la obtencién
de productos liofilizados con un méaximo de 4,27 x10° UFC/g para formulacién con maltosa

y 2,23 x10° UFC/g para el liofilizado con lactosuero.

v" El proceso de liofilizacion llevado a cabo a escala piloto empleando lactosuero como
lioprotector permitié obtener 1,5 Kg de levadura deshidratada con una concentracién de

viables de 5,5 x10° UFC/g y actividad probidtica.



Evaluacion de capacidad
probiotica de levadura
Kluyveromyces marxianus CIDCA
9121 en animales de produccion
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INTRODUCCION

Las industrias de produccién porcina y avicola siguen creciendo en muchas partes del mundo
debido fundamentalmente al poderoso impulso del crecimiento demografico y los procesos de
urbanizacién. La industria porcina se presenta como el principal transformador de proteina
vegetal en animal, donde el mayor productor es China, con el 51% de participacion seguido por
la Unidn Europea (20%) y los Estados Unidos (10%), produciendo anualmente a razéon de 111
millones de toneladas. Por su parte, Argentina produce cerca del 6% de la produccién global
(unas 6,5 millones de toneladas) y los datos oficiales dan cuenta de un consumo de 12,5 Kg de
carne de cerdo por persona anualmente (Anuario Porcino, 2021). Respecto a la industria avicola,
los Estados Unidos de América son el mayor productor mundial con el 17% de la produccion
mundial, seguido de China y Brasil. Para atender la creciente demanda, la produccién mundial
de carne avicola se incrementd de 9 a 133 millones de toneladas entre 1961 y 2020. Segun lo
indica el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) dependiente de la
Secretaria de Bioeconomia y del Ministerio de Economia de la Nacidn, existe en Argentina una
poblacién promedio de 139 millones de aves industriales, de las cuales un 71,3% corresponde a
pollos de engorde. El consumo per cdpita ha ido creciendo en las Ultimas décadas hasta 46
kg/habitante/afio, registrandose aumentos constantes en volimenes de produccion y niveles
de consumo, siendo la fuente de proteina animal de menor costo

(https://www.argentina.gob.ar/senasa/programas-sanitarios/cadenaanimal/aves).

En los ultimos afios se han generado mejoras en la productividad de animales especialmente por
el aumento en la velocidad de ganancia de peso durante crecimiento gracias a la combinacidn
de practicas de seleccidn genética y esquemas de nutricidn en las distintas etapas de desarrollo.
Dentro de la industria porcina, la produccidon de lechones sanos es un reto y requiere un
programa nutricional adecuado, tanto para la cerda como para los lechones. Dado que la cerda
tiene una gran influencia en la calidad de los lechones al nacimiento, asi como en el destete, es
fundamental proporcionarle el conjunto adecuado de nutrientes para favorecer el crecimiento
fetal y la produccion de calostro de calidad y cantidad de leche (Viggo et al., 2001). El nacimiento
y el destete de los lechones conllevan modificaciones importantes a nivel intestinal. Almomento
del nacimiento, su tubo digestivo es estéril en condiciones no patoldgicas. Unas horas post
nacimiento, ya se encuentran bacterias procedentes de la propia cerda, de sus heces, del canal
de parto o bien del ambiente. Estos microorganismos compiten e interactian entre si,
constituyendo una comunidad estable y compleja. El destete es un periodo muy desafiante y

estresante en la vida de los lechones debido al cambio en la forma de alimentacidn de liquido a
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solido, cambiando a un nuevo entorno de vida y contacto con otros lechones, lo que provoca
cambios drasticos en la microbiota intestinal, especialmente dentro de las dos primeras
semanas después del destete. Durante la etapa de lactante, las vellosidades del intestino
delgado aumentan su longitud, mejorando la capacidad absortiva del intestino. Al momento del
destete, los factores de stress mencionados y el cambio en la composicidn de la dieta, marcado
principalmente por la presencia de cereales, causan una atrofia transitoria de las vellosidades,
reduciendo de manera directa la absorcién intestinal. Estos cambios ocurren principalmente
entre los primeros 2-14 dias post-destete, que se corresponde al momento de aparicidon de
diarreas y caida de la ganancia diaria de peso durante la etapa de recria. La baja produccién de
acido clorhidrico estomacal en estas primeras semanas conlleva a una incorrecta activacion
pepsinégeno en pepsina y las proteinas no puedan ser digeridas, pasando directamente al
intestino donde comenzardn a fermentarse, ademads, las enzimas encargadas de degradar los
componentes del alimento balanceado se encuentran en estado inmaduro antes de las tres
semanas de vida complicando la degradacion de las proteinas, como asi también las fuentes de
grasas de origen animal y vegetal. Los nutrientes no digeridos y no absorbidos presentes en la
luz intestinal sirven de sustrato para las bacterias enteropatdgenas, propiciando su proliferacion
y conduciendo al animal a cuadros diarreicos (De Souza et al., 2012). Estas tensiones pueden
originar diarreas y retraso en el crecimiento de los lechones, que afecta la eficiencia de

produccién de los cerdos y resulta en graves pérdidas econdmicas (Wang et al., 2023).

En la produccion avicola de pollos de engorde, los pollos parrilleros son de los animales que
exhiben mayor tasa de conversion de alimento en masa muscular, lo cual fue logrado a partir de
seleccidn genética y disefio de estrategias de alimentacion en etapas. La alimentacidn de los
pollos comprende diferentes etapas: Pre-inicio: 0-7 dias; Inicio: 8-14 dias; Crecimiento: 15-22
dias y Engorde >23 dias. La primera semana de vida es critica para el desempefio del sistema
digestivo del animal. En el pollo recién nacido, la transformacidn de la absorcién embrionaria de
la yema a la utilizacién del alimento se ve acompafada de cambios dramaticos en el tracto
digestivo. La altura de las vellosidades intestinales y la profundidad de las criptas se incrementan
rapidamente tras la eclosidn, alcanzando un maximo a los cuatro — seis dias en duodeno y a los
diez dias en yeyuno e iledn. Es por ello que se incrementa la superficie de absorcidn,
aumentando asi la capacidad de absorcidn de nutrientes, ademas de la puesta en marcha de
sistemas activos de transporte a través de la membrana. El aparato digestivo de los pollos
jévenes es inmaduro, por lo que se deben asegurarse niveles 6ptimos de nutrientes y el empleo
de materias primas de buena calidad (Yerpes et al., 2020; Wickramasuriya et al., 2022). Ademas

de los problemas derivados del inicio de alimentacién a las pocas horas de nacimiento vy el
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desarrollo rapido al que se somete su tracto digestivo, los pollos de engorde enfrentan otros
desafios como es el estrés térmico. Este deriva principalmente de la falta de glandulas
sudoriparas lo que impide una regulacion correcta de la temperatura corporal agravado por el
aumento de temperatura global del planeta debida al cambio climatico, el hacinamiento y las
dietas altamente caldricas que se administran (Brugaletta et al., 2022; Teyssier et al., 2022).
Todos estos factores pueden comprometer la salud intestinal de los pollos, y consecuentemente
la digestion y la absorcién de nutrientes, la conversidon alimenticia, ganancia de peso y mayor
susceptibilidad a enfermedades (Cardoso Dal Pont et al., 2022). Un animal con deterioro en la
salud intestinal es mas propenso a las infecciones por protozoarios, bacterias y virus que pueden
tener distinta severidad y son prevenidas con buenas practicas productivas. Aun asi, estas
amenazas generan importantes pérdidas econdmicas. Las infecciones por Clostridium perfringes
son relativamente comunes pudiendo variar en gravedad de acuerdo con distintos factores,
entre ellos los factores de virulencia, entre ellos varias toxinas, que exprese el patdgeno

(Fathima et al., 2022).

Un elemento que forma parte habitual en el manejo de los animales de produccién es el empleo
de antibidticos en forma preventiva para evitar infecciones gastrointestinales frecuentes
resultando en muchos casos en una mejora en la tasa de conversién de alimento a carne/kg vivo,
lo cual, si bien resulta efectivo, es una practica que tiende a ser reemplazada debido al enorme
impacto que genera en la aparicidén de resistencia a los antimicrobianos lo que constituye una
amenaza para la salud humana y animal (Alonso et al., 2024). Si bien se espera que hasta el 2030
continlde en aumento el consumo de antibidticos debido a estas practicas, desde hace unos afios
esta ocurriendo un cambio en el marco regulatorio tendiente a restringir su uso en produccion
animal (Kober et al, 2022). En la Unién Europea y Japdn el uso de antibidticos como promotores
del crecimiento animal esta prohibido desde hace afios y se espera que en forma inminente esta
misma restriccién comience a aplicarse en Estados Unidos y en China. Desde enero de 2022, la
Unidn Europea puso en vigencia una reglamentacion que prohibe la importacion de productos
animales que hayan sido generados usando antibidticos en forma preventiva. A su vez se esta
evaluando eliminar en Europa el uso de otros compuestos como Zn y Cu, en dietas para lechones
de recria, también utilizados como promotores de crecimiento, por su contaminacién al
ambiente (Satessa et al., 2020). En general esta tendencia mundial marcara una necesidad de
adaptacion para los distintos sistemas productivos, lo cual debe ser seguido con especial interés
en nuestro pais. En Argentina, desde 2019 se prohibié el uso de Colistina en todo tipo de
alimento para animales. El SENASA, trabaja en un plan para seguir la tendencia europea

suprimiendo el uso de Cefalosporinas de 3ra generacidn y Quinolonas. En el 2022 se promulgd
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la Ley 27.680 de Prevencidn y Control de la Resistencia Antimicrobiana que tiene como objetivo
velar por el uso responsable de los antibidticos y regular cuestiones referidas al expendio y uso

de estos medicamentos, tanto en salud humana como en sanidad animal.

Considerando estas tendencias globales, el uso de probidticos aparece como una alternativa
interesante en la promocién y desarrollo de animales de produccidn. Se ha observado que la
suplementacion alimentaria con probiéticos mejora el rendimiento de crecimiento en animales
de produccién a través de diferentes mecanismos que conducen a mejoras significativas en la
salud, inmunidad, crecimiento, funcién digestiva y equilibrio microbiano intestinal. Entre los
probidticos mds utilizados hoy en dia en cerdos y pollos de engorde se encuentran como
principales especies Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Bacillus y Saccharomyces

(Gaggia et al, 2010; Satessa et al., 2020; Kober et al., 2022; Al-Otaibi et al., 2023).

Los agentes promotores del crecimiento, como los probidticos, pueden alterar el entorno
microbiano intestinal, afectando asi el metabolismo de los lipidos y, a su vez, la calidad del
animal. Los probidticos pueden modular la microbiota del rumen o del intestino posterior,
alterar el patrén de fermentacién y aumentar el flujo de nutrientes al intestino delgado,
mejorando asi la naturaleza digerible de la dieta. Se producen, comercializan y utilizan diversos
tipos de productos a base de levadura en la formulacion de alimentos para animales. Los
resultados de investigaciones publicadas han indicado que su utilizacién sirve como potenciador
natural del crecimiento animal y, posee ademds capacidad para mejorar la digestibilidad de los
nutrientes, el equilibrio del microbioma intestinal, la estructura intestinal, la salud general y los
atributos productivos y reproductivos en cerdos y aves de corral (Zhu et al.,2021; Pang et al.,
2022; Samphat et al., 2023; Alyi et al., 2023). Los efectos positivos de los productos de levadura
pueden atribuirse a su potencial para prevenir el establecimiento de patdgenos en el tracto
gastrointestinal, ajustar la composicion de la microbiota intestinal, influir en el sistema
inmunolégico y potencialmente participar en actividades antioxidantes y antimutagénicas
(Samphat et al., 2023). Es por esto que en el presente trabajo de Tesis se propuso evaluar la
suplementacion con levadura K. marxianus CIDCA 9121 crecida en permeado de lactosuero que
demostré poseer propiedades probidticas en el laboratorio, en dos sistemas animales
monogastricos que enfrentan diferentes desafios en la produccidn como son los cerdos y pollos

parrilleros.
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OBIJETIVOS

Considerando que la levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 crecida en permeado de
suero presenta diferentes caracteristicas probidticas in vitro e in vivo en animales de laboratorio
se procedid a evaluar el efecto benéfico en animales de produccidn avicola y porcina con el fin
de evitar la aparicidn de trastornos gastrointestinales durante la transicion de dieta/destete,
minimizar el uso de antibiéticos como promotores de crecimiento y eventualmente optimizar

los parametros productivos.
Objetivos especificos

=  Estudiar la utilizacidon de levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 crecida en
permeado de lactosuero en la alimentacién de animales de produccidn: forma de
administracién, palatabilidad, inocuidad y resistencia al pasaje por el tracto
gastrointestinal.

= Analizar el efecto de la suplementacién dietaria con K. marxianus CIDCA 9121 viable
liofilizada sobre los pardmetros productivos y metabdlicos de cerdas gestantes vy
lechones en granja.

= Evaluar el impacto en la conversién de biomasa y parametros de ecologia intestinal en

la cria de pollos parrilleros suplementados con K. marxianus CIDCA 9121.
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MATERIALES Y METODOS

4.1. Estudio preliminar sobre la suplementacion con la cepa Kluyveromyces marxianus
CIDCA 9121 a cerdas gestantes y sus lechones: forma de administracion, palatabilidad,

inocuidad y resistencia al pasaje por el tracto gastrointestinal

El ensayo se llevd a cabo con un nimero reducido de animales, trabajando con cerdas gestantes
hibridas Landrace x Yorkshire que se encontraban entre su segundo y sexto parto. A una cerda
gestante se le administraron diariamente 10° levaduras viables por Kg de alimento balanceado
durante 20 dias previos al parto a fin de determinar el grado de aceptacidn, y otra cerda gestante
fue empleada como control sin suplementacion dietaria. La suplementacién con levadura se
mantuvo durante la lactancia. Los lechones destetados a los 28 dias, provenientes de la cerda
suplementada, (n=11) recibieron una dosis de levadura fresca de 10° UFC/dia/lechén durante 19
dias. Como control se incluyd una camada (n=11) que recibié alimento balanceado sin contener
levaduras viables. Todos los animales recibieron alimento balanceado formulado en base a los
requerimientos nutricionales. Se analizaron parametros productivos y de salud: peso de los
lechones al nacimiento, al destete y al momento de la faena (19 dias posdestete). Se registraron
ademas scores de diarrea. Se realizaron andlisis microbioldgicos en heces de lechones
recolectadas al destete, a los 8 y 12 dias postdestete. Para ello, las heces se homogeneizaron
por grupo, se prepararon diluciones en solucidn fisiolégica estéril y se sembraron en medios:

YGC, YPLC, agar nutritivo, MRS y McConkey (Figura 4.1).

Administracion la levadura solo a
lechones

Administracién levadura Kluyveromyces marxianus a cerda Dosis: 10° levaduras
Dosis: 10° levaduras viables/kg de alimento viables/dia/lechén

Nacimiento Destete Fin de prueba
Dia -20 Dia 1
Cerda gestante Cerda lactante Lechones

Estudio microbioldgico en heces
dias 28, 36 y 40 mediante
Recuento de microorganismos viables en

diferentes medios sélidos: YGC, YPLC, AN, MRS
¥ McConkey

‘ Pesaje de lechones dias 1, 28 y 47 |

‘ Score diarrea/conducta

Figura 4.1: Esquema de ensayo de suplementacion con la cepa Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 a
cerdas gestantes y sus lechones
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4.2. Estudio de la suplementacion con la cepa Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 liofilizada

a cerdas gestantes, en lactancia y primera alimentacion a lechones en granja productiva

Para llevar a cabo este experimento se trabajo en asociatividad con la Granja de produccién “4B”

de la provincia de Buenos Aires. El disefio experimental puede visualizarse en detalle en la Figura

4.2.
Administracién levadura a
lechones
Administracién levadura a cerda Dosis 2x 10° UFC/kg de
Dosis 10° UFC/kg de alimento alimento
[ Il
I >
! | v ! ! v ! '
Dia -20 Diar / ¥ 21 25 LN 58 74

Parametros reproductivos i ~ Determinacines analiticas en -\ Pesaje de lechones:
Factilidad de parto y | sangre de lechones: | ﬁj__l | al nacimiento, alos 7, 14, 21,
- Tamafio de camada /' lgG sérica, 35, 42,58 y 74 dias de vida.

Lechones nacidos vivos - Anticuerpos anti-flagelina
—>Citrullinemia

—>Aminoacidos nitrogenados

Figura 4.2: Esquema del ensayo de suplementacion con la cepa Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121
liofilizada a cerdas gestantes y sus lechones en ensayo en granja.

Se conformaron dos grupos experimentales con 8 cerdas de raza TN70 de 115-111 dias de
gestacion. Un grupo de 8 cerdas recibid suplementacion dietaria con levadura K. marxianus
CIDCA 9121 liofilizada 5,5 x10° UFC/g en una dosis de 1,4 g de liofilizado/dia/cerda on top sobre
el alimento balanceado. La suplementacién se realizé durante los Ultimos 20 dias de gestacion
y los 21 dias de lactancia de los lechones. Una vez destetados, los lechones de la progenie de
cerdas suplementadas recibieron una dosis diaria de aproximada de 1x10° UFC/dia. En este caso
la dosis de levadura fue distribuida on top sobre una porcién reducida de alimento balanceado
dispuesto en tolvas plasticas de recria. Todos los animales recibieron una dieta basal de alimento
balanceado formulado segun los requerimientos de la raza comuinmente utilizado en la granjay
agua ad libitum. El dia del nacimiento de los lechones se registré la duracion de parto por
camada, el intervalo de expulsidn entre lechones, el tamafo de camada, asi como el nimero de
lechones nacidos vivos para las cerdas de ambos grupos experimentales. Ademas, se tomd una
muestra de calostro para la determinacién de IgA. Los lechones fueron pesados al nacimiento y

se siguio la evolucion de los pesos individualmente a los 7, 14 dias (fase de lactancia), a los 21
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dias (destete), a los 35 y 42 dias (fase de suplementacién con levadura en recria) y en los dias
posteriores al cese de suplementacidn con levadura (Figura 4.2). Se tomaron muestras de sangre
a los 19 y 25 dias de 5 lechones por grupo para la determinacién de anticuerpos anti-flagelina,
dosaje de IgG sérica y niveles de aminoacidos nitrogenados: ornitina, glutamina, arginina,

prolina y acido glutamico.

4.2.1 Determinacion de IgA calostral

La determinacidn se realizé empleando el kit CSB-E12063p Pig secretory immunoglobulin A (SIgA
ELISA Kit de CUSABIO, Huston, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente el
sistema es un ELISA de captura que emplea un par de anticuerpos especificos para los analitos
a determinar, uno de los cuales esta conjugado a un sistema enzimatico de deteccién que
permite el revelado por una reaccién colorimétrica. Se realizdé una curva de calibracién entre
150 ng/mLy 37,5 ug/mL de IgA provisata por el frabicante. Se trabajé con un volumen de 100
ulL por fosa empleando PBS-Tween 20 0,05% como el diluyente y 1% de proteina de leche como
bloqueante para evitar adsorcidn inespecifica. Las muestras se incubaron a la dilucidn deseada
(usualmente 1:100 de la muestra de calostro) durante 1h a 372C. Luego de lavados con PBS
Tween 0,05% se incubaron el anti-IgA conjugado con peroxidasa a la dilucion indicada durante
1 h 37 oC. Se realizaron 5 lavados, y luego se reveld por incubacidon durante 20 minutos con
solucidn de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB), la cual es oxidada por acciéon de la peroxidasa.
La reaccion se detuvo agregando 40 ul de acido sulfurico 2M y se leyd la absorbancia a 450 nm

en equipo Varioskan Lux (Thermo Scientific, USA).

4.2.2 Determinacion de IgG sérica en lechones

La determinacion se realizé empleando el kit CSB-E06804p Pig Immunoglobulin G (IgG ELISA Kit
de CUSABIO, Huston, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. El formato del ensayo es un
ELISA de captura, que emplea dos anticuerpos especificos para los analitos a determinar, uno
de los cuales esta conjugado a un sistema enzimatico de deteccidon que permite el revelado por
una reaccion colorimétrica. Se realizé una curva de calibracion entre 580 ng/mLy 150 ug/mL de
IgG con el kit que provee el fabricante. Se trabajé con un volumen de 100 ul por fosa empleando
el diluyente de PBS Tween 20 0,05% y 1% de proteina de leche como blogueante para evitar
adsorcién inespecifica. Las muestras se incubaron a la dilucidn deseada (usualmente 1:50 de la
muestra de suero) 1h a 372C. Luego, se lavo con PBS Tween 0,05% y se incubd con el anti-IgG
conjugado con peroxidasa durante 1 h 37 2C. Al cabo de una hora se lavé al menos 5 veces y el

ensayo se reveld por incubacion con soluciéon de TMB durante 20 minutos. La reaccion se detuvo
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agregando 40 ul de acido sulfurico 2M y se leyé la absorbancia a 450 nm en equipo Varioskan

Lux (Thermo Scientific, USA).
4.2.3 Determinacion de anticuerpo anti-flagelina de Salmonella sp

La determinacion se realizé empleando un sistema de ELISA indirecto optimizado para evaluar
la respuesta especifica de anticuerpos generada por la vacunacién en granja. Las microplacas de
ELISA (NUNC, Maxisorp, USA) se sensibilizaron con una suspension de flagelina de Salmonella
sp. purificada segun fuera descripto previamente (Hiriart et al. 2013). Se empled una suspension
1 ug/mL preparada por disolucién del stock de flagelina en buffer fosfato pH 7,4 durante toda la
noche a 4°C. Luego las placas fueron lavadas con T-PBS (Buffer fosfato adicionado con Tween 20
0.05%) y posteriormente blogqueadas con suspension de proteinas de leche al 3% en PBS,
durante 1 hora a 37°C. Posteriormente fueron lavadas con T-PBS e incubadas con dilucién 1:50
de los sueros porcinos a evaluar diluidos en T-PBS adicionado con proteinas de leche al 1%. Luego
de lavados con T-PBS se incubd el anti-IlgG conjugado con peroxidasa (CUSABIO, USA) a la
diluciéon indicada durante 1 h 37 2C. Luego de al menos 5 lavados, el ensayo se reveld por
incubacién durante 20 minutos con solucidn de o-phenilendiamina (OPD) y agua oxigenada 0,1
% preparada en el momento. La OPD es oxidada por accién de la peroxidasa generando un
cambio en su absorbancia. La reaccidn se detuvo por agregado de 40 uL de acido sulfirico 2M vy
se lee absorbancia a 492 nm. Para las lecturas se empled un equipo Varioskan Lux (Thermo

Scientific, USA).
4.2.4 Determinacion de Citrulina sérica y aminodcidos nitrogenados en sangre de lechones.

Estas determinaciones fuero realizadas en el Laboratorio de Investigacion y Desarrollo de
Métodos Analiticos (LIDMA), Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP. El andlisis de las
concentraciones de citrulina, prolina, arginina, glutamina, ornitina y acido glutamico en
sobrenadantes de sueros de cerdos se realizé por HPLC/DAD con Cromatdgrafo de liquidos
Agilent HP1290 (bomba binaria, desgasificador, termostatizador de columna, inyector
automatico y detector DAD), previa derivatizacién con dinitrofluorobenceno (reactivo de
Sanger). Las muestras fueron desproteinizadas con dacido tricloroacético al 30% p/v,
centrifugadas a 10000 rpm (5 min) y derivatizadas. Un volumen de 50 pL sobrenadante se mezcld
con 50 pL buffer borato/bdrico 50mM pH 9.20, 30 puL de solucion de reactivo de Sanger en
acetonitrilo y 170 puL de acetonitrilo. Se mantuvieron a 45 2C durante 45 min, y luego se detuvo
la reaccién con HCl 0.5M. Los derivatizados se centrifugaron nuevamente y luego se filtraron e
inyectaron en cromatdgrafo. Se utilizaron como estandares de amodcidos mezclas de seis

aminodcidos de interés previamente derivatizados en tres niveles de concentracion.
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4.3. Estudio de la suplementacion temprana con la cepa Kluyveromyces marxianus CIDCA

9121 a pollos parrilleros

Este ensayo fue llevado a cabo en las instalaciones la Seccidn Avicultura de la Estacion
Experimental Agropecuaria INTA-EEA Pergamino, Buenos Aires. Se emplearon 180 pollitos SS
machos de la linea Cobb-500 de un dia de vida distribuidos en 3 tratamientos con 3 corrales de
20 pollos cada uno en un disefio en bloques completos al azar donde cada lote fue considerado
la unidad experimental. El grupo de animales que denominamos “grupo levadura” (KM) recibio
una dosis diaria de 10° UFC de levadura K. marxianus CIDCA 9121 administrada individualmente
en el buche de cada animal durante los primeros 7 dias de vida (Figura 4.3). Un segundo grupo
de 60 animales recibieron el antibidtico Bacitracina Metileno Disalicilatoutilizado (BMD) en las
practicas habituales como promotor de crecimiento. Y el tercer grupo de 60 pollos fueron

|”

denominados “grupo control” y recibieron su dieta habitual sin ningun suplemento. Los
animales fueron mantenidos en salas climatizadas de acuerdo con la edad. Durante todo el
ensayo el alimento y el agua fueron administrados ad libitum mediante comederos tipo tolvay
bebederos automaticos. Los efectos sobre la eficiencia de produccidn se evaluaron teniendo en
cuenta la evolucién del peso de los pollos desde el nacimiento hasta el dia 35. Ademads, se
registro la cantidad de alimento ingerido por grupo. Los dias 21y 35, 5 aves de cada grupo fueron
sacrificadas para su posterior necropsia. En ese momento, se evalud la presencia de alteraciones
macroscoépicas, principalmente en sistema digestivo y de segmentos de duodeno, yeyuno e ileon
mediante tincién con hematoxilina y eosina y observacién al microscopio. Se realizaron
recuentos en placa en medio MacConkey, Bilis Esculina y dzida, MRS y TSC (Ver anexo) para
microorganismos coliformes; enterococos, bacterias lacticas y clostridios sulfito-reductores en
el contenido intestinal de ileon y ciego de los pollos sacrificados, respectivamente (Redondo et
al., 2016; Redondo et al., 2021). Antes del sacrificio, se tomé muestra de sangre de los animales
y se determind actividad transaminasa glutamico-oxalacética sérica, niveles de triglicéridos y
colesteloremia en un autoanalizador Abbot Laboratories Aeroset empleando los sistemas de kits
reactivos provistos por el fabricante. Estas determinaciones se realizaron en el Servicio Central

de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata.
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El experimento se llevd a Administracion de
cabo con un total de 180 suspension de
animales, divididos en 3 biomasa de

grupos: levadura durante 7

dias consecutivos.

=*Grupo Levadura, que Dosis 10%/pollo/dia

recibieron suplementacién )
con levadura !

sGrupo Antibidtico, que

e
recibieron antibidtico 7 14 ZLD (315\
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—
-

=Grupo control que no se

Pesaje de pollos cada 7 dias " -~ Necropsia n=5 pollos por grupo a los
le  administré  ninguna
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->Registro de consumo de

suplementacion en la dieta alimento /' >Analisis microbioldgico de contenido
—>Conversion alimenticia intestinal
—Histopatologia de intestino delgado e
higado

—>Determinacién de actividad
transaminasa hepatica, trigliceridemia
y colesteloremia

Figura 4.3: Esquema de ensayo de suplementacion temprana con levadura Kluyveromyces marxianus
CIDCA 9121 a pollos parrileros.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio preliminar sobre la suplementacidn con la cepa Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121
a cerdas gestantes y sus lechones: forma de administracion, palatabilidad, inocuidad y

resistencia al pasaje por el tracto gastrointestinal.

La constitucién de una microbiota adecuada es fundamental para el desarrollo armédnico de
cualquier mamifero. Este proceso se realiza a partir de la adquisicion de microorganismos del
entorno de cria, siendo fundamental el rol que cumple la madre y el proceso de
amamantamiento. En el caso de la produccién porcina la alimentacion balanceada tendiente a
maximizar la ganancia de peso condiciona también el establecimiento de la microbiota siendo
el momento del destete y la transicidn a la alimentacion sélida un paso critico para la salud y el
buen desarrollo del animal. Es conocido que uso de probidticos administrados tanto a la madre
durante la gestacion/lactancia como a las crias tiende a mejorar la salud gastrointestinal y
contribuir a una constitucién de microbiota éptima.

Con el objetivo general de evaluar la capacidad de K. marxianus CIDCA 9121 como probidtico de
uso en cerdos, se realizd en las instalaciones de la Catedra de Produccion Porcina de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata un ensayo preliminar con un
numero reducido de animales para determinar las condiciones dptimas de administracion del

suplemento a cerdas gestantes y crias como primera alimentacion.

Figura 4.4: Registros fotograficos de las parcelas con los animales involucrados en la experiencia. Los
lechones del grupo levadura fueron numerados en verde y los del grupo control estaban separados
espacialmente e identificados con letras en rojo.
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Los animales se separaron en parcelas divididas por rejas como se observa en la Figura 4.4. El
alimento balanceado se colocd en los comederos tipo tolva rojos mientras que la levadura se
administré en forma individual en una Unica dosis diaria de 1x10° UFC/Kg de alimento
balanceado. Se prepararon porciones que denominamos “trufas” de 3g de biomasa himeda de
K marxianus CIDCA 9121 con recuento de 6 x10° UFC/g. Como la trufa en una primera instancia
no fue aceptada por la cerda, se ensayaron formulaciones alternativas de trufas que pudieran
mejorar la palatabilidad de la dosis. Se probaron diferentes aditivos, entre ellos permeado de
lactosuero en diferentes proporciones, esencia de vainilla liquida, aceite de oliva, saborizante
frutos rojos y saborizante neutro comiunmente utilizado en la produccion de alimento
balanceado. La aceptacion de la cerday los lechones a las diferentes formulaciones testeadas se
muestran en la tabla 4.1. Finalmente, de todas las opciones disponibles y aceptadas, se decidié
trabajar con la formulacidon que contenia permeado de lactosuero como aditivo debido a que

constituia la opcidn mas econdmica.

Tabla 4.1: Prueba de palatabilidad de “trufas” de levadura K. marxianus CIDCA 9121.

MUESTRA FORMULACION ACEPTACION
Trufa levadura biomasa de levaduras sin agregados No
Trufa levadura + permeado 3g de biomasa+ 3g de permeado No
Trufa levadura + doble de permeado 3g de biomasa + 6g de permeado Si
Trufa con aceite de oliva 3g de biomasa sumergida 1 min en aceite de oliva Si
Trufa levadura + permeado + esencia  3g de biomasa sumergida 1 min en esencia de vainilla y luego Si

de vainilla recubierta por permeado

Levadura + saborizante frutos rojos 3g de biomasa + 0,0012g de saborizante + 6 g de permeado Si
Levadura + saborizante neutro 3g de biomasa + 0,0012g de saborizante + 6 g de permeado Si

Figura 4.5: Dosis diaria de levadura en forma de “trufa” para cerda (izquierda) y dosis diarias para lechones
(derecha).
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Al cabo de 20 dias de administracién de la levadura, se produjo el parto en las cerda del grupo
levadura y grupo control. Se registraron el nimero y el peso de lechones al nacimiento en los

dos grupos (Figura 4.6).

Grupo control Grupo Levadura
(1] . L) [TITTI I T I T ITTIIIT I,
11 lechones 20 lechones
Peso promedio al nacimiento 1,68 Kg Peso promedio al nacimiento 1 Kg
i)
13
3 1n
5w
5 9
3 s
2 6
E 5
1
1 1 2 0 05 1 15 2 25
Peso (Kg) Peso (Kg)

Figura 4.6: Registro de nimero de partos y pesos al nacimiento para cerda grupo control y cerda grupo
levadura.

La camada de la cerda suplementada con levadura fue de 20 animales con un peso promedio de
1,00 £0,20 Kg al nacimiento, mientras que la camada control fueron 11 animales de 1,68 +0,16
Kg. La disparidad en el tamafo de las camadas no permitié sacar conclusiones respecto de los
pesos individuales de los lechones al nacer. Esto tuvo también, implicancias en la mortalidad de
los lechones post nacimiento, ya que un peso al nacer inferior a 1Kg se asocia con una alta
mortalidad durante la lactancia. En este ensayo, el mayor nimero de decesos fue observado en
el grupo levadura (n=9) y se asocié a lechones que nacieron con un peso menor o igual a 0,8Kg
(Figura 4.6). Cabe destacar que, en este primer ensayo de prueba, con sdélo 2 cerdas gestantes
no fue posible cuidar factores tales como la genética, edad y nimeros de partos previos de cada
cerda, que constituyen los condicionantes principales del tamafio de camada (Manual Topigs
Norsvin TN70, 2016).

El destete se define como la separacidn fisica del lechdn de la madre donde el animal pasa de
una alimentacién liquida y templada a una alimentacién seca y fria, siendo una de las etapas
mas estresantes en su vida. Los destetes pueden realizarse a los 14 dias de vida del lechdn

(hiperprecoz) en el cual los animales alcanzan un peso de 4 a 5 Kg; el destete precoz, realizado
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a los 21 dias de vida obteniendo animales con un peso aproximado de 6 Kg; el destete conocido
como funcional a los 28 dias de vida, alcanzando y un peso igual o mayor a 8 Kg; vy, el destete
convencional o natural, que se produce entre los 42 a 63 dias de vida del lechdn pudiendo
obtener un peso variable que va desde los 12 a los 18 Kg, disminuyendo el estrés que provoca
un destete precoz, destetando animales ya adaptados a la alimentacion sélida (Fages et al.,
2021). En este ensayo, todos los lechones fueron destetados a los 28 dias de vida, con una
ganancia promedio de peso de 7,8 +1,2 veces el peso al nacer para el grupo levadura, y de 5,5
41,0 veces en el grupo control. Todos los lechones alcanzaron al destete el peso esperado
cercano a 8 Kg para ambos grupos. Cabe destacar que 2 animales del grupo control debieron ser
sacrificados a causa de infecciones.

La ganancia de peso porcentual promedio desde el destete hasta la faena, del grupo
suplementado con levaduras fue de 62,5 +12,0% mientras que la del grupo control fue del 73,3
+22,0%. Si bien el peso de faena de los lechones del grupo control fue levemente mayor que
para el grupo levadura, en ambos casos la ganancia de peso se comportd de acuerdo con las
tablas de crecimiento esperadas para su linea genética (Manual Topigs Norsvin, 2016). Cabe
destacar que los lechones pertenecientes al grupo levadura que nacieron con menor peso
pudieron prosperar hasta alcanzar los valores esperados, superando posibles consecuencias de
una mala competencia por los nutrientes y la restriccion de los recursos uterinos. Resultados
similares fueron reportados por Zhang et al. (2020), al administrar Bacillus subtilis PB6 como

probidtico a cerdas durante la gestacién tardia y la lactancia.
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Figura 4.7.: Evolucién de pesos promedio de lechones de grupo levadura () y grupo control ().

Durante el transcurso del ensayo se recolectaron muestras de heces de los animales de cada
grupo a diferentes tiempos para realizar analisis microbiolégicos. Por un lado, la complejidad

microbioldgica de la muestra de materia fecal de las cerdas no permitié la deteccion de la
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levadura K marxianus CIDCA 9121 por la técnica empleada, en tanto que, si se determind la
resistencia de la levadura probidtica al pasaje por el tracto gastrointestinal de los cerditos,
recuperando entre 5x10? y 5x10° UFC/g de materia fecal de lechones suplementados. (Figura

4.8).

Figura 4.8: Placas de Petri con medio YPLC utilizado en recuento de levaduras en muestra de heces de
cerda (A) y lechones (B). La levadura CIDCA 9121 presenta colonias amarillas en este medio de cultivo
debido a su capacidad de fermentar la lactosa.

Por otra parte, se evalud el contenido de hongos filamentosos, bacterias meséfilas totales,
bacterias acido-lacticas y enterobacterias mediante recuentos de microorganismos viables en
placa. Un resultado interesante, fue que a los 8 como a los 12 dias posdestete (36 y 40 dias de
vida) los analisis microbiolégicos mostraron un recuento de enterobacterias en las heces del
grupo que recibié la levadura del orden de cuatro veces menor respecto al hallado en heces del
grupo control a tiempos similares (Figura 4.9). El destete de lechones trae consecuencias
negativas para la microbiota intestinal, generalmente acompafiada de eventos de disbiosis que
hacen mds susceptible al animal para contraer diferentes infecciones por enterobacterias
patdgenas oportunistas como Escherichia coli, Shigella y Salmonella sp. Las bacterias del género
Lactobacillus tienen la capacidad de reducir el pH del célon mediante la produccién de acido
l[actico, inhibiendo asi el crecimiento de bacterias patégenas es por esto que un aumento en el
numero de bacterias lacticas se encuentra asociado con una microbiota sana (Zhao et al., 2019).
Conway et al. (2022), ha reportado un aumento en la familia Lactobacillaceae y el género
Lactobacillus, y una reduccién en la abundancia de Enterobacteriaceae y Campylobacter en

cerdas suplementadas con hidrolizado de levadura y su descendencia.
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Figura 4.9: Recuento de microorganismos en muestras de heces de lechones del grupo control (barras )
y grupo levadura (barras e).

Ademas, se realizé un seguimiento de score de diarreas, observando el aspecto de las heces de
los animales y registrando un puntaje a diario segun el score que se muestra en la Figura 4.10.
Durante el transcurso del ensayo, se registraron solo 2 casos de diarrea con score 2 y 3 en ambos

grupos transcurridos 33 dias desde el nacimiento.

[0 = Normal I | 1 = Blanda 7 ”2 = Intermedia ] [ 3 = Severa

Figura 4.10: A. Score de diarrea adaptado de Perez-Calvo et al. (2019) B. Fotografias representativas del
aspecto de las muestras heces recolectadas durante el ensayo.

Los resultados de este ensayo preliminar con un pequefio nimero de animales estudiados no
permitieron generar conclusiones definitivas, sin embargo, cumplieron su objetivo ya que
demostraron que es posible plantear la administracién de K. marxianus CIDCA 9121 en una
formulacidon que contenga permeado como aditivo con buena palatabilidad en cerdas vy
lechones. Ademads, se evidencidé la resistencia de la cepa al pasaje gastrointestinal y no se
mostraron efectos negativos en la conducta, la alimentacién, aspecto de la materia fecal y la
ganancia de peso de los animales. Esto permitid disefiar un ensayo de mayor alcance con un

mayor numero de animales y evaluacidn de pardmetros productivos en granja.
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Estudio de la suplementacién con la cepa Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 liofilizada a

cerdas gestantes, en lactancia y primera alimentacidn a lechones en granja productiva

El ensayo se llevé a cabo en una granja productiva, con la conformacién de dos grupos
experimentales de 8 cerdas gestantes y sus lechones. Las exigencias propias del trabajo
cotidiano en granja hicieron que no fuera posible la administracion de la levadura fresca
refrigerada, por lo que este estudio implicé el uso de la levadura liofilizada y fraccionada tal
como se detalla en Capitulo 3, lo cual se asemeja a la manera mediante la cual se administran
raciones de diferentes suplementos/aditivos comerciales. Ambos grupos de cerdas recibieron
alimento balanceado usado en la practica habitual de la granja y, ademas, las cerdas
pertenecientes al grupo levadura recibieron una dosis diaria de 1,4 g de levadura K. marxianus
CIDCA 9121 liofilizada (conteniendo 5,5 x10° UFC/g) durante 20 dias hasta el momento del parto.
En condiciones de produccién intensiva, la cerda estd sometida a muchos factores estresantes
como la repeticion de servicios, cambios de alojamiento durante la gestacién y la lactancia, que
reducen su funcidon inmune y aumentan la susceptibilidad a enfermedades (Peng et al., 2020).
Ademas, la absorcidn de nutrientes por las cerdas durante la gestacién y la lactancia influye en
gran medida en las caracteristicas de la camada al nacer y al destete. La microbiota intestinal
juega un papel muy importante en la funcién y salud intestinal, mediando la absorcién de
nutrientes, el metabolismo, el sistema inmunoldgico vy la resistencia a los patégenos (Zhang et
al., 2020), por lo que la relacién entre el embarazo y los cambios en la microbiota intestinal es
motivo de especial atencidn. En este sentido, los probiéticos han ganado amplia atencién como
estrategia adecuada para mejorar el estado de salud de las cerdas y su rendimiento

Para evaluar el efecto de la administracion de K. marxianus CIDCA 9121 liofilizada durante el
ultimo periodo de gestacidon sobre diferentes parametros reproductivos y vinculados al
momento del parto, se registrd la duracidn del parto promedio por camada y por lechén y el
numero total de lechones nacidos vivos (Tabla 4.2). La duracién de un parto sin problemas
(eutdsico) es de 2 a4 horas conintervalo 15 a 20 minutos de expulsion entre lechones. Intervalos
superiores a estos o cuando han pasado mas de 30 minutos desde el dltimo lechén son
indicativos de un parto distdcico, y requiere de la asistencia externa (Fages et al. 2021). La
duracion de parto por camada fue de 3,45 h'y 3,38 h para el grupo levadura y el grupo control,
respectivamente, con intervalos de expulsién promedio de 13 minutos para ambos grupos. Para
las cerdas del grupo tratamiento se registraron un total de 120 lechones nacieron vivos; para el
grupo control se obtuvieron 123 fueron lechones vivos. Durante los primeros dias post parto, se
registraron un total de 17 lechones muertos para el grupo control y 13 para el grupo

tratamiento, estos decesos se asociaron a muerte por asfixia/aplastamiento y por nacimiento
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con bajo peso. Cabe destacar que, el registro de decesos durante nacimiento y posparto se
encontrd dentro de los porcentajes esperados por la granja (Tabla 4.2). Los resultados obtenidos
no mostraron diferencias significativas en la performance de nacimiento de lechones de las
camadas provenientes de cerdas suplementadas con levadura y las del grupo control. Existen
ciertas discrepancias en bibliografia respecto al efecto de la suplementaciéon con levaduras
probidticas a cerdas gestantes, algunos autores como Zanello et al. (2013), Jang et al.(2013) y
Peng et al. (2020), quienes evaluaron los efectos de administracién se Saccharomyces cerevisiae
y Saccharomyces cerevisiae var. boulardii a cerdas gestantes durante la ultima fase de gestacion
y lactancia, no observaron diferencias significativas en el tamafio de camada y lechones nacidos
vivos. Sin embargo, un trabajo recientemente publicado donde se trabajé con un nimero mayor
de animales, alrededor de 100 cerdas gestantes, los tratamientos con diferentes dosis de
levadura S. boulardii tendieron a aumentar el nimero de lechones nacidos vivos en un rango de

13,3 a 14,7 lechones promedio por cerda (Domingo et al., 2021).

Tabla 4.2: Efecto de la administracion de levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 liofilizada a
cerdas al final de la gestacion y durante la lactancia sobre el rendimiento de la camada. Se muestran los
promedios calculados por grupo.

Parametros Grupo Control DS  Grupo Llevadura DS
Cantidad de cerdas 3 8
Lechones nacidos vivos 123 120
Tamafio de camada 15,37 5,00 15,00 2,14
Duracion de parto por camada (h) 3,45 0,05 3,48 0,05
Intervalo de expulsion (min) 13,00 0,02 13,00 0,03

Peso promedio de lechones (Kg)

al nacimiento 1,37 0,15 1,60 0,19
alos 14 dias 4,24 0,53 4,53 0,55
al destete 6,04 0,38 6,04 0,84

La nutricién de la cerda juega un papel sustancial en la uniformidad de la camada. A medida que
el tamafio de camada aumenta, la cantidad de nutrientes disponibles por feto disminuye debido
al incremento de la competencia fetal, lo que se ha relacionado con el desarrollo fetal sub-

Optimo. Por lo tanto, el rendimiento reproductivo de cerda, en términos de mejora de
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crecimiento y desarrollo fetal, se puede optimizar con la alimentacién, con una suplementacion
ideal de aminoacidos y energia durante la gestacion (Fages et al.,, 2021). Los lechones al
nacimiento deben pesar aproximadamente 1,2-1,8 Kg cada uno, aunque en la actualidad debido
a la gran presion de seleccién por parte de las empresas de genética se han obtenido hembras
hiperprolificas, logrando un mayor nimero de lechones en cada parto, pero con un menor peso
al nacimiento. Algunos autores utilizan como valor de corte de 0,815 Kg como valor de decision,
con tasas de sensibilidad (capacidad de predecir los animales que van a llegar al final del
proceso) y especificidad (capacidad de predecir los animales que no van a morir antes de llegar
al matadero) iguales a 62,4 %. Otros autores han abordado el estudio de la relacidn entre el peso
al nacimiento y la mortalidad o supervivencia durante la fase de lactacién determinando valores
de corte entre 1,0 -1,1 Kg (Feldpauschet al., 2019). De todos modos, debe tenerse en cuenta que
cada productor puede elegir un punto de corte y conocer la sensibilidad y especificidad asociado
a la decisidn de ese valor (Crespo y Gadea, 2020).

Los pesos registrados al nacimiento estuvieron todos por encima de los valores de corte para
ambos grupos y el peso de los lechones al nacer fue significativamente mayor para el grupo
levadura (p<0,0001) (Tabla 4.2) obteniendose un peso total promedio por camada de 24 Kg para
el grupo levadura y 21 Kg para el grupo control. Sin embargo, en nuestra experiencia, la
evolucidn de los pesos de los lechones durante el periodo de lactancia no mostré diferencias
entre los grupos, obteniendose lechones promedio de 6 Kg al destete (21 dias de vida).
Rendimientos similares fueron obtenidos por otros autores donde se estudié la suplementacion
de cerdas gestantes y sus lechones con levadura comercial Saccharomyces cerevisiae CNCM |-
4407 (Actisaf, Phileo Lesaffre Animal Care, Marcg-en-Bareoul, France) en una dosis de 10
UFC/gy S. boulardii (Levucell SB20), con pesos de lechones promedio por camada de 1,3 Kg, sin
diferencias significativas respecto a los grupos control (Peng at al., 2020, Domingo et al., 2021).
A diferencia de lo observado en este trabajo, Domingo et al.(2021), resgitré un mayor
incremento en el peso de los lechones pertenecientes a los grupos suplementados con la
levadura durante la lactancia, y mayor fue la diferencia cuanto mayor fue la dosis de levadura S.

boulardii suministrada a la cerdas durante los ultimos dias de gestacién y lactancia.

La leche materna es la fuente de nutricidn Unica para los lechones al nacimiento. Durante la
gestaciony la lactancia, la glandula mamaria es uno de los tejidos mas activos de las cerdas. Para
proporcionar una buena nutricién a los lechones, una gran cantidad de nutrientes absorbidos
por el intestino se transportan a las glandulas mamarias a través de la circulacién sanguinea para
sintetizar la leche. El nivel de nutrientes en la dieta es un factor importante que afecta la sintesis

y composicién de la leche, asi como su relacién con los microorganismos presentes en el
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intestino de la cerda. Algunos trabajos han demostrado que una microbiota beneficiosa
contribuye a una mayor produccion de acidos grasos de cadena corta, reflejdndose en una
mayor disponibilidad de energia para la produccion de calostro (Liu et al., 2008; Hasan et al.,
2018). Estos factores dan como resultado cambios en la composicion de la leche que se
transmiten de la madre a la descendencia a través de la lactancia (Zhang et al.,2020).

El calostro es la primer secrecion mamaria y estd compuesta por una mayor concentracion de
proteinas, vitaminas, minerales y grasa con relacién a la leche. Casi el 80% de las proteinas
presentes son inmunoglobulinas 1gG, IgM e IgA (Inoue & Tsukahara, 2021). Casi el 100% de la
IgG encontrada en calostro proviene del suero materno, mientras que para IgA mas del 50% se
produce localmente en la glandula mamaria (Maciag et al., 2022). La inmunoglobulina calostral
predominante es IgG, seguida por la IgA e IgM con concentraciones que no son constantes, sino
gue disminuyen durante las primeras 24 horas posparto, siendo la disminucién en el nivel de I1gG
mas drastica que las otras(Markowska-Daniel et al., 2010). Los tres tipos de inmunoglobulinas
son translocadas por la mucosa intestinal del lechdn y le confieren una inmunidad pasiva. Es por
esto que el calostro ademas de su funcién nutricional tiene un rol fundamental en la salud de
los lechones.

Se determind la concentracidn IgA en calostro de menos de 24h posparto (Figura 4.11). El dosaje
de IgA no mostré diferencias significativas entre cerdas de diferentes grupos. Este resultado es
coincidente con los trabajos de Zanello et. al,(2013) y Jang et al. (2015) quienes han detectado
un aumento de la concentracion de IgG en el calostro y el plasma de la progenie del grupo
suplementado con levadura, pero no observaron diferencias significativas en el dosaje de IgA en

calostro de cerdas de diferentes grupos.
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Figura 4.11 : Dosaje de Ig A en calostro por técnica de ELISA. Para cerdas de grupo control (#) y grupo
tratamiento (o).
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Como se menciond anteriormente, el intestino de los lechones al nacimiento es estéril y su
colonizacién se va forjando por contacto con la flora del canal de parto, la heces de las cerdas,
el contacto con otros lechones y el ambiente que lo circunda. Esto implica que los primeros dias
de vida sean propensos a contraer infecciones que puedan causar diarreas y retrasos en el
crecimiento, que luego se puede ver agravado al momento del destete. En este ensayo, durante
el periodo de lactancia se registraron algunos pocos casos de diarrea, con mayor gravedad y

duracién en el grupo control (Figura 4.12).

ID CERDA grupo Episodio de diarrea  Score
BTLA 0464 levadura dias 12y 13 1
BTLA 0417 control dias 13y 14 3-2
BTLA 5817 control dias 13, 14y 17 2-2-2

Figura 4.12 : Tabla con score de diarrea para lechones durante 21 dias de lactancia. Registro fotografico
de diarrea con score de 3.

Al finalizar el periodo de lactancia se cesd la administracion de la levadura a las cerdas del grupo
tratado y se comenzé la suplementacion a sus lechones. La dosis de K. marxinaus CIDCA 9121
liofilizada fue de 1x10° UFC/lechén/dia y tras 3 semanas de administracidn se realizaron pesajes
de los lechones por grupos. A los 58 dias de tratamiento, se observé una diferencia significativa
en el peso total de las camadas entre grupos, con una ganancia de 200 kg de peso vivo en el
grupo tratamiento acompanada de una mayor homogeneidad en la distribucién de pesos, con
ventajas productivas para la granja (Figura 4.13, A). Incluso, cabe destacar que la ganancia de
peso en los lechones del grupo levadura se mantuvo por encima a la del grupo control luego de

32 dias de haber suspendido la administracién del probiético (Figura 4.13, B).
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Figura 4.13: Peso promedio por camada en kilogramos de peso vivo de lechones a los (A) 58 y (B) 74 dias
de vida: grupo control (#) y grupo tratamiento (e).
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La inmadurez intestinal o estrés en los lechones pueden provocar un aumento de permeabilidad
intestinal y con esto un aumento de translocacidn distintas moleculas derivadas de la microbiota
que presentan alta inmunogenicidad. Entre ellas, la flagelina, constituyente principal del flagelo
bacteriano muestra alta inmunogenicidad y se ha propuesto que los niveles de anticuerpos anti-
flagelina indican una mayor permisividad de la barrera intestinal, tanto por episodios
esporadicos como permenentes, pero dificiles de detectar por otros métodos (Ziegler et al.,
2008; Vermandere et al., 2021). En nuestro experimento, se realizdé una medicion de anticuerpo
antiflagelina en sangre de lechones a los 19 y 25 dias de vida, es decir pre-destete y pos destete.
Los valores obtenidos para las muestras de sangre de lechones de cada grupo fueron bajos y no
se observaron diferencias significativas entre ellos, aunque el grupo levadura presenté menos
dispersion de los datos (Figura 4.14, Ay B). Para este ensayo se utilizé flagelina de Salmonella
entérica y puede que este microorganismos no sea el patégeno mas representativo para los

lechones en este periodo.
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Figura 4.14: Medicion de anticuerpos anti-flagelina de Salmonella en lechones (n=5) de ambos grupos a
los 19 dias (A) y 25 dias de vida (B) .

Tambien se evalud los niveles de IgG sérica para lechones posdestete y no se encontraron
diferencias significativas entre grupos tratado y control. Otros autores han documentado valores
séricos de 1gG de entre 5,3 mg/ml comparables con los obtenidos en este trabajo, y tambien
valores de 11 mg/ml para grupo de lechones nacidos de cerdas que recibieron suplementacion
con 10°% UFC/g de S. cerevisiae SC47 (Jang et al., 2015). No obstante, dado que la IgG en los
lechones se atribuye a la incorporada en la lactancia, estas discrepancia en el dosaje puede
explicarse por el momento en que se realizd cada uno, en el caso del trabajo citado la medicion
de IgG sérica se realizé a los 21 dias de lactancia, mientras que en nuestro trabajo el dosaje fue

hecho 4 dias post-destete.
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Figura 4.15: Medicion de anticuerpos Ig G sérica (n=5) de ambos grupos a los 27 dias de vida.

Para estudiar los cambios intestinales y sistémicos en respuesta al destete uno de los
biomarcadores utilizado fue la medicién de citrulina en sangre. La citrulinemia se ha utilizado en
humanos como biomarcador de la actividad metabdlica intestinal y la masa de enterocitos en
diversas enteropatias como la enfermedad de Crohn, atrofia de las vellosidades, mucositis y
rechazo agudo en el trasplante intestinal. La citrulina es un aminoacido no proteico sintetizado
integramente por los enterocitos en los segmentos proximales del intestino delgado (Berkeveld
et al., 2008). En el presente trabajo se realizd la medicidén de lo citrulina plasmatica 5 dias
posdestete (26 dias de vida) y se observé un efecto positivo sobre los niveles de citrulina en los
lechones del grupo que recibié levadura en su alimentacion (Figura 4.16). Soraci et al.,(2023)
demostré que la citrulinemia medida en un solo dia durante la fase aguda del estrés (dia 4 - 8
después del destete) puede usarse como indicador del rendimiento del crecimiento a lo largo
de todo el periodo posdestete, donde un aumento en la citrulinemia durante el periodo
posdestete temprano indica una mejor funcidn intestinal a lo largo del desarrollo del lechdn de
recria.
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Figura 4.16: Medicidn de citrulina plasmaticas en lechones (n=5) de ambos grupos a los 5 dias posdestete.
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La distribucion tisular del metabolismo de la citrulina involucra, especialmente, el intestino
delgado, el higado y los rifiones, con tres importantes reacciones quimicas: transformacion
intrahepatica de amonio en urea, sintesis de la citrulina a partir de la glutamina en el intestino y

sintesis de arginina a patir de citrulina en los riflones (Figura 4.17).
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Figura 4.17: Metabolismo de citrulina . Adaptado Curis et al. (2005). P5C: pirrolina-5-carboxilato; PAG:
glutaminasa; CPS: sintetasa de carbamoilfosfato; OCT: ornitinacarbamoil transferasa; ASL: liasa de
argininosuccinato; ASS: sintetasa argininosuccinato

En los cerdos, los precursores de la citrulina son los aminoacidos mas abundantes de la dieta, la
L-glutamina y el L-glutamato. Tras su sintesis, la citrulina se libera a través de la membrana
basolateral del epitelio intestinal hacia la circulacion portal para pasar a circulacidn sistémica
(Soraci etal., 2023). En el intestino, principalmente en yeyuno, se produce la mayoria de la
citrulina circulante a partir de la glutamina, y mediante el catabolismo, aproximadamente el 83%
de la citrulina plasmatica se convierte en arginina, precursora esencial del éxido nitrico, en los
tubulos proximales. En el higado, la citrulina es un metabolito intermediario del ciclo de la urea,
su precursor es la ornitina y podria tener implicancias en el metabolismo de otros aminoacidos
nitrogenados. Por este motivo, se evalud el perfil de ciertos aminoacidos como: ornitina,
glutamina, ac. glutamico, prolina y arginina de los lechones posdestete. Se observaron
tendencias positivas para las muestras del grupo tratado en las mediciones de todos los
aminodcidos determinados, correlacionando con el comportamiento de la citrulinemia en los

animales del mismo grupo.
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Figura 4.18: Perfiles de aminoacidos nitrogenados en sangre de lechones 5 dias posdestete. Grupo
control (®) y grupo levadura ()

La suplementacion de cerdas en la fase tardia de gestacidn y lactancia con levadura K. marxianus
CIDCA 9121 liofilizada no mostré cambios significativos en los parametros reproductivos de la
facilidad de parto, el tamafio de camada y la cantidad de lechones nacidos vivos. Tampoco se
observaron diferencias en la cantidad y calidad del calostro producido. Sin embargo, se observé
un efecto positivo en la ganancia de peso de los lechones pos-destete nacidos de cerdas
suplementadas con levadura, a los que también se les administrd el probidtico al finalizar la
lactancia materna. Los lechones suplementados, mostraron un mejor perfil de citrulina y
aminodcidos séricos que evidencian un menor impacto del estrés al destete sobre la mucosa
intestinal y correlaciona con un mejor desempefio productivo. Futuros ensayos deben realizarse

para tratar de dilucidar el/ los mecanismos por los cuales la levadura puede estar ejerciendo
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estos efectos sobre la ganancia de peso de lechones de produccién con un aumento en el

numero de animales por experimento.

Estudio la suplementacion temprana con la cepa Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 a

pollos parrilleros

La linea genética de pollos Cobb500 se caracteriza por su peso corporal competitivo desde el
inicio de su vida productiva, poseer un buen ritmo de crecimiento con respecto a la masa
corporal y el aprovechamiento mas eficiente del alimento durante las primeras semanas de vida.
A fin de evaluar los efectos de la suplementacién con levadura probidtica en los primeros dias
de vida, realizamos un experimento en corrales experimentales del Instituto de Patobiologia del
INTA Castelar, en colaboracién con el Dr. Leandro Redondo. En este experimento, todos los
pollos recibieron la alimentacién correspondiente a su estadio, y aunque la administracion de
levadura solo se realizé durante los primeros 7 dias de vida, el seguimiento de los animales se
continud durante las primeras 6 semanas de vida. Se emplearon dos grupos control, uno que
recibio el plan de alimentacién convencional (denominado como control, de aqui en adelante)
y otro que a su vez recibié una suplementacion con antibiotico bacitracina para emular las
condiciones de uso preventivo de antibiotico (denominado grupo BDM de aqui en adelante).

El desarrollo productivo de pollos parrilleros estd caracterizado principalmente por dos
variables, la ganancia de peso corporal y el indice de conversién alimenticia. Se evalué el peso
corporal de los pollos en cada grupo durante 6 semanas de vida y se observo que el peso corporal
promedio, asi como la ganancia de peso durante el periodo de crianza fue similar entre

tratamientos (Figura 4.19).
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Figura 4.19: A. Evolucion de peso promedio de animales por grupo B. Peso promedio por grupo al dia 42
de vida. Grupo control (#); grupo levadura (®) y grupo BMD (#).
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Los pesos corporales en la linea de pollos Cobb500 se esperan que sean de 0,043 Kg al
nacimiento, 0,170 Kg a los 7 dias, 0,460 kg a los 14 dias, 1,44 Kg a los 28 dias, 2,73 Kg a los 42
dias y llegar a los 3,37 Kg a los 49 dias de vida (Mouffok et al.,2019). Podemos decir que el
crecimiento de los pollos ha sido en concordancia a las curvas de ganancia esperadas para la
linea genética utilizada, observdndose un leve efecto positivo a favor del grupo levadura a los

42 dias (figura 4.20, Ay B).

>
w

3 307 5 287
S 251 X 2,67
e S 244 '
o . _ S :
£ 20 \f‘ T 221
s L &
o 157 E 201
2 T s — —+
o 104 c
g g 1.6
g 5 g 1.4
o S 1.2
0 T T T T T T T 1 o
o0 1 2 3 4 5 6 7 8 L0 T y T
Control BMD KM

Semana

Figura 4.20: A. Consumo de alimento promedio por grupo por semana de vida B. Conversion alimenticia
calculada como consumo promedio de alimento /peso vivo por grupo a las 6 semanas. Grupo control (¢);
grupo levadura (e) y grupo BMD (e).

La conversidn alimenticia indica cuanto alimento se necesita para producir un kilo de carne y se
obtiene calculando la cantidad de alimento que un pollo consume diariamente en relacién con
el aumento de peso. La conversiéon alimenticia esperada a los 42 dias es de 1,7 (Mouffok et al.,
2019), en nuestro ensayo los valores obtenidos a los 42 dias fueron de 1,87 para el grupo
levadura, 1,97 para el grupo control y 2,16 para el grupo BDM. Como el alimento es el mayor
costo en la produccidn avicola, pequeinas mejoras en la eficiencia del uso del alimento tienen un
impacto econémico significativo. La mejora en el rendimiento y la productividad de las aves de
corral debido al uso de probidticos en los alimentos se ha una mejor eficiencia alimenticia. Este
resultado permite evidenciar que la suplementacién con levadura tendria un efecto positivo
sobre la conversion de alimento en biomasa, debido a que los animales del grupo levadura
alcanzaron un desarrollo esperado y comparable con los otros grupos con un menor consumo
de alimento. En algunos trabajos publicados, la suplementaciéon con probidticos ademas de
mejorar las barreras epiteliales, los probidticos pueden mejorar la absorcidon de nutrientes,
estimulando la actividad de enzimas digestivas, mejorando el metabolismo de los minerales y la
sintesis de vitaminas (biotina, vitaminas B1, B2, B12 y K), que son esenciales para el crecimiento
y el metabolismo adecuados de los pollos (Dahma et al., 2008; Wang et al., 2010; Aliyi et al.,

2023). Ademas, los resultados obtenidos fueron comparables con los reportados por Lin et al.,
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(2023), donde se ha suplementado la alimentacion de pollos con hidrolizado de levadura S.
cerevisige y por Sun et al., (2019) donde se suplementd a pollos con una mezcla de levadura S.
cerevisiae y K. marxinanus. Wang et al., (2017) reporté que la administracién de Kluyveromyces
marxianus FIM-1, mejoraba no solo la conversion alimenticia sino también el peso final de los
pollos a los 42 dias de vida. Es importante destacar que esos resultados fueron obtenidos bajo
la suplementacién con levadura durante los 42 dias de experimento y con dosis 20 veces mas

elevadas que la del presente ensayo.

El intestino de los pollos al nacimiento se encuentra practicamente estéril, desarrollando su
microbiota intestinal durante las primeras semanas de vida, donde predominan las bacterias del
género Lactobacillus, Enterococcus y Bacillus. Esta microbiota autdctona es especifica y esta
determinada por las condiciones fisicas y quimicas existentes en su aparato digestivo (Dittoe et
al.,, 2022). Los suplementos probidticos se utilizan para preservar un equilibrio microbiano
saludable dentro del intestino promoviendo la integridad intestinal y previniendo enfermedades
entéricas. Esto se puede lograr mediante el establecimiento y mantenimiento de una microflora
intestinal saludable, mejora de la digestion y utilizacién de nutrientes, exclusién competitiva de
bacterias/patdgenos dafiinos, disminucién del pH, neutralizacion de toxinas, competencia por
nutrientes con patdgenos, reduccion de la produccion de amoniaco y estimulacién del sistema
inmunolégico (Aliyi et al., 2023).

Se efectud un analisis microbiolégico sobre muestras de contenido intestinal del ciego e ileon
obtenidas del sacrificio de 5 animales por grupo (Figura 4.21). A los 21 dias de vida de los pollos,
la composicidn microbiana de los contenidos intestinales no mostré diferencias significativas
entre grupos. Sin embargo, los resultados revelaron que en ileon hay mas cantidad de bacterias
acidolacticas y menos coliformes en los pollos suplementados con levadura con respecto a los
otros grupos. Este efecto positivo sobre la conformacién de la microbiota podria indicarnos que
la suplementacidn temprana con levaduras tiene impacto en la microbiota intestinal de los
pollos en forma duradera. Wang et al., (2017), estudié la comunidad microbiana presente en el
ileon mediante la secuenciacion de gen 16s ARN, y observd un aumento de Firmicutes,
Clostridiales and Lactobacillales (Lactobacillus en particular) y disminucion de Cyanobacteria,
aunque solo para el grupo con una dosis de K.marxianus administrada del orden de 4,5x10%°

UFC/Kg.
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Figura 4.21: Recuento de microorganismos presentes en ileon y ciego para pollos (n=5) de grupo control
(); grupo levadura () y grupo BMD (e). MC: bacterias coliformes. BE: enterococos; MRS: bacterias acido
lacticas; SFP: clostridios sulfito-reductores. El analisis estadistico se realizo por el Test Kruskal-Wallis-Dunn
y no se orbservaron diferencias significativas entre los grupos.

Debido a la corta longitud del tracto gastrointestinal presente en los pollos, el tiempo de
residencia del alimento en el intestino es corto por lo tanto, en la préctica es importante prestar
atencién a factores que mejoren la absorcidn de nutrientes en la formulaciéon. Una mejoria en
la arquitectura histologica intestinal es acompafiada, en general, por una mejor funcién digestiva
y capacidad de absorcion de nutrientes, lo cual contribuye directamente al rendimiento en
crecimiento en los pollos de engorde. En este sentido, dado el rol que cumplen las vellosidades
intestinales en la absorcién de nutrientes, se observa una buena correlacién entre la longitud de
las vellosidades y la capacidad absortiva. En nuestro experimento, los analisis histopatoldgicos
realizados a los 21 dias, revelaron una mejoria significativa en el tamafio de las vellosidades y
criptas para pollos que recibieron suplementacion temprana con levadura K. marxianus CIDCA
9121 (Figura 4.22) y fueron consistentes con los reportado por otros autores (Wang., et al 2017

Lin et al., 2023).
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Figura 4.22: Andlisis histolégico de tamafo de vellosidad y criptas en muestras de intestino delgado en
pollos (n=5) de grupo control (#); grupo levadura (e) a los 21 dias de vida. ***p<0,005; ** p<0,01

El higado se define como el 6rgano interno principal de las aves de corral y ejerce una variedad
de funciones metabdlicas y homeostaticas que incluyen digestion, metabolismo, biosintesis,
excrecion y desintoxicacidon. Alteraciones en la funcién hepatica pueden amenazar la salud de
los animales y reducir el rendimiento del crecimiento, provocando pérdidas econdmicas a la

industria avicola (Zaefarian et al., 2019).

Los estudios histoldgicos de higado, revelaron una estructura de los hepatocitos del grupo
levadura con nucleos celulares de aspecto normal, con una distribucion de cromatina y
citoplasma sin alteraciones visibles. Esto se diferencié notablemente de a histologia presente
para pollos del grupo control donde se observaron hepatocitos con dreas de degeneracion
intracitoplasmatica, vacuolizacién y aumento de gotas lipidicas (Figura 4.23). En los pollos
parrilleros es frecuente el desarrollo de higado graso debido a la dieta que cosumen. Otros
autores han visto una histologia similar con depdsitos de lipidos en higado de pollos expuesto a
alimentos contaminados con aflatoxinas. El higado es el érgano diana de las aflatoxinas y los
dafios hepatobiliares se asocian con alteraciones en las enzimas de la funciéon hepatica. Los
hongos productores de micotoxinas son responsables de importantes pérdidas financieras que
abarcan un amplio espectro de cultivos y animales de granja y se extienden a lo largo de la
cadena alimentaria hasta el consumidor. Esto es imporante porque la contaminaciéon de
alimento con diferentes micotoxinas producen perdidas en la ganancia de peso de los pollos en
un 5% por cada mg/kg de aumento de aflatoxina en la dieta (Allameh et al., 2005; Magnoli et al.,
2017 ; Perali et al., 2020; Guo et al., 2023). En otros trabajos, se han registrado alteraciones
hepaticas atribuidas a la dieta en pollos con desarrollo de miopatias por deposito tisular de
lipidos, lo que constituye una pérdida de calidad para la produccién de carne aviar (Xing et al.,

2021)
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Figura 4.23: Micrografias de cortes hepaticos tefiidos con hemotolixina y eosina del grupo control y grupo

que recibio tratamiento con levadura (Km)

La lesion del tejido hepatico puede provocar la liberacién de varias enzimas hepaticas al torrente
sanguineo. Los aumentos en los niveles plasmaticos de aminotransferasas se utilizan
ampliamente como marcadores de diagndstico de dafio hepatico (Li et al., 2019).

Asi como el aumento de transaminasas hepaticas son indicativos de sufrimiento hépatico, un
aumento de trigliceridos en sangre pueden ser inidicadores de estrés metabdlico (Xing et al.,
2021). Por este motivo se realizaron mediciones en sangre de transaminasas hepaticas,
triglicéridos y colesterol a los dias 21 y 35 de vida de los pollos. Estos andlisis permitieron
evidenciar que la suplementacion temprana con levaduras tendria un efecto positivo en
parametros metabdlicos mostrando un descenso significativo de los valores de transaminansas
plasmaticas a los 21 dias respecto de los grupos control y grupo antibidtico (Figura 4.24).
Ademas, se observd una tendencia a menores niveles de trigliceridos y colesterol plasmatico a
los 21 dias de vida en los animales del grupo tratado con levadura (Figura 4.26y 4.27). A los 35
dias de vida, esas diferencias se ven atenuadas, lo que no resulta sorprendente considerando
que la intervencién con levadura fue realizada solo los primeros dias de vida. Estos resultados
abren una interesante perspectiva acerca de explorar otros esquemas de administracién con

foco en la problematica del Sindrome metabdlico.
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Figura 4.24: Niveles de transaminasa glutamico-oxalacética plamastica a los dias 21 y 35 de vida. Se
muestran los valores de las medias y desvid estandar por grupo en unidades internacionales/L de suero
en grupo control (¢); grupo levadura (e) y grupo BMD (e)
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Figura 4.25: Trigliceridemia a los dias 21 y 35 de vida. Se muestran los valores de las medias y desvid
estandar en grupo control (#); grupo levadura (e) y grupo BMD (e).
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Figura 4.26: Colesterolemia a los dias 21 y 35 de vida. Se muestran los valores de las medias y desvié
estandar en grupo control (¢); grupo levadura (e) y grupo BMD (e).
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Con todo esto podemos concluir que la suplementacién dietaria temprana con K. marxianus
CIDCA 9121 a pollos de engorde mostré que esta levadura es inocua, y no causa efectos
negativos en el desarrollo de los animales los cuales alcanzaron un peso final dentro de los
valores normales esperados y comparables a los de los grupos control y suplementados con
antibiético como promotor de crecimiento. La mejora de la morfologia intestinal, con aumento
de longitud de vellosidades y profundidad de criptas, sugiri6 una mejor digestibilidad y
capacidad de absorcidon de nutrientes intestinales y podria contribuir ain mas a una mejora
posterior en el rendimiento del crecimiento. Al mismo tiempo se evidencid una disminucién en
la vacuolizaciéon del tejido hepatico, acompafiado a los 21 dias de vida de un descenso en los
triglicéridos y colesterol plasmaticos en comparacion a pollos que no recibieron la
suplementacién con levadura o recibieron BMD como promotor de crecimiento. Esto resulté en
una contribucién positiva al bienestar animal que a su vez se vio reflejado en un aumento en la

conversion alimenticia para este grupo.

Todos estos resultados sugieren que la levadura K. marxianus CIDCA 9121 con actividad
probidtica representa una alternativa interesante para su utilizacién en el mejoramiento de

pardmetros productivos en reemplazo de antibidticos en la industria avicola.
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CONLUSIONES

v La administracidn de levadura K marxianus CIDCA 9121 liofilizada 1,5x10%
UFC/cerda/dia a cerdas durante los dltimos 20 dias de gestacién y lactancia no mostré
diferencias en los pardmetros reproductivos de facilidad de parto, tamafio de camada y

numero de lechones nacidos vivos con respecto al grupo de cerdas no suplementadas.

v El dosaje de niveles de IgA en calostro no se vio afectado por la suplementacién de

levadura.

v Los lechones nacidos de cerdas suplementadas registraron un peso significativamente
mayor que el grupo de lechones nacidos de cerdas control. Luego, la evolucién de pesos

hasta el destete fue similar en ambos grupos alcanzado un promedio de 6Kg.

v' La suplementacién con levadura liofilizada, 1x10° UFC/lechdén/dia desde el destete y
durante 21 dias en recria, mejord el rendimiento productivo de los lechones con una

ganancia de 200 kilos vivo en el grupo levadura con respecto al grupo control.

v" Los lechones suplementados, mostraron un mejor perfil de citrulina y aminodacidos
séricos que evidencian un menor impacto del estrés al destete sobre la mucosa

intestinal.

v’ La suplementacion diaria con 1x10°UFC K. marxianus CIDCA 9121 fresca a pollos de
engorde durante los primeros 7 dias de vida tuvo un impacto positivo en la conversion
de alimento a biomasa, con valores inferiores al obtenido en pollo suplementados con

antibidtico promotor de crecimiento usado habitualmente.

v' la suplementacion temprana con levaduras mostré un efecto positivo sobre el
desarrollo y conformacién del epitelio intestinal y una mejoria en el tamafio de
vellosidades y criptas en intestino delgado en comparacién a lo observado para pollos

gue no recibieron la suplementacion.

v Los pollos que consumieron K. marxianus CIDCA 9121 presentaron a los 21 dias de vida
una disminucidn de la vacuolizacién del tejido hepatico acompanada de una menor

concentracion de transaminasas, triglicéridos y colesterol plasmaticos.
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v" Todos estos resultados en conjunto indican que la suplementacion con K. marxianus
CIDCA 9121 es una intervencién con un gran potencial de aplicacién en produccién

porcina vy aviar.
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Este trabajo de tesis se centrd en establecer la prueba de concepto de un modelo de biorrefineria
cuyo sustrato es un subproducto de la industria alimentaria, teniendo como fin ultimo la
generacion de productos de mayor valor agregado contribuyendo a la transicion de modelos de
produccién lineales a circulares y disminuyendo la contaminacién ambiental. Se tuvo como meta
el desarrollo de una tecnologia que pueda ser atractiva para una transferencia al sistema
productivo, por esto a lo largo del trabajo fuimos tomando algunas decisiones criticas para
cumplir con esta premisa. Con respecto a la seleccién de los sustratos iniciales de trabajo, tanto
la melaza de cafa de azlcar proveniente de los ingenios como el suero de queseria proveniente
de la industria lactea constituyen dos subproductos alimentarios altamente contaminantes
debido principalmente a su composicidon quimica y los grandes volimenes que se generan a
diario. Atendiendo esta demanda de busqueda de alternativas de valorizacién y también la
reduccion del uso de combustibles fésiles, se diseiid un proceso de biorrefineria que consistid
en el empleo de levaduras Kluyveromyces marxianus para la obtencion de etanol combustible y
biomasa probidtica a partir de melaza o lactosuero. Las levaduras son microorganismos
ampliamente empleados en diferentes procesos industriales que abarcan un gran espectro del
mercado, desde produccién de alimentos, pasando por diferentes productos farmacéuticos y
compuestos quimicos diversos. Dentro de las levaduras no-Saccharomyces, Kluyveromyces
marxianus presenta ciertas caracteristicas como altas tasas de crecimiento en diversos sustratos
entre ellos lactosa y termotolerancia (Nurcholis et al., 2020; Bilal et al., 2022). Esta capacidad
dual de K. marxianus de poseer excelentes cualidades para aplicaciéon biotecnoldgica a gran
escala fermentando diferentes sustratos y, ademas, su condicién de microorganismo GRAS
aceptado para consumo humano por la EFSA y la FDA vy la reciente caracterizacién de ciertas
cepas de esta especie como microorganismo probidtico, posicionan a esta especie como

candidata muy atractiva para desarrollos tecnoldgicos.

Teniendo esto en cuenta, el punto de partida de este trabajo fue la seleccidn de cepas capaces
de crecer en los dos subproductos identificados al inicio. El enfoque del screening estuvo
marcado por el trabajo en colaboracion con el Dr. Andreas Gombert quien tiene vasta
experiencia en la caracterizacién de cepas K. marxianus en condiciones de cultivo utilizadas en
biorrefinerias productoras de etanol a partir de melaza de cafia y levaduras Saccharomyces
cerevisiae (Fonseca et al., 2013; Bermejo et al., 2020). Partiendo de un total de 30 cepas
disponibles se seleccionaron K. marxianus CIDCA 81111, CIDCA 9121, NCYC 2907 y NYCY 1427
por la capacidad de crecer bajo anaerobiosis, la tolerancia a pH bajo, la tolerancia a la alta
temperaturay la tolerancia a etanol en medios agarizados a base de melaza o suero de queseria.

Para el proceso de seleccidén se tuvo en cuenta el crecimiento en ambos sustratos, melaza de
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cafia de azucar y lactosuero. Posteriormente, para acciones siguientes y teniendo en cuenta la
demanda de nuestra regidon geografica, se decidio enfocar el andlisis en el aprovechamiento de
suero de queseria, aunque sin perder de vista que el mismo recorrido puede ser realizado mas
adelante para melaza. En este sentido, en Argentina se producen del orden de 10.000 millones
de litros de leche por afio, de los cuales aproximadamente el 40% se destina a produccidn de
quesos, resultando en la generacidn anual de 4.000 millones de litros de lactosuero (Talamoni et
al., 2023). Se estima que un 50% del mismo, mayoritariamente producido por PYMES y queserias
artesanales, es destinado a la alimentacion animal o directamente es vertido al ambiente sin
pretratamiento. Un estudio econdmico realizado en el transcurso de esta tesis por nuestro grupo
de trabajo identificd que la mayor pérdida de valor del lactosuero se da en empresas queseras
gue procesan menos de 50.000 litros de leche por dia y carecen de estructuras para su
procesamiento. Ademas, reveld que es factible trabajar en la asociatividad entre las mismas ya
gue no se ubican en zonas muy alejadas entre si. Considerando que muchas usinas queseras se
agrupan geograficamente en cuencas lecheras en regiones relativamente cercanas, la
conformacién de un clister se presenta como una de las formas de organizacién industrial mas
virtuosas por su alta capacidad para coordinar recursos y facilitar la transmision de
conocimientos y aprendizajes por medio de la cooperacién interfirmas. La formacién de figuras
asociativas como el Cluster, se utiliza como herramienta para el analisis de aquellos factores que
permiten a una industria incorporar nuevos eslabones en su cadena productiva. Esta idea incluye
un gran nimero de interrelaciones entre instituciones y empresas (del ambito publico o privado)
que operan dentro de un mismo sector o en sectores relativamente afines y estan localizadas en
un territorio determinado el cual brinda las condiciones de proximidad favorables para el
desarrollo de vinculos que contribuyan a incrementar la eficiencia colectiva. En efecto se pensé
en la posibilidad de que la tecnologia desarrollada en este trabajo pueda ser implementada en
etapas, permitiendo manejar los flujos de inversién de acuerdo con las posibilidades del sector.
El modelo que se propuso fue a partir de interacciones con asociaciones de productores para
buscar en una primera etapa, la posibilidad de implementar un esquema de acopio de suero de
pequefios productores en nodos que permitan su concentrado y transporte reduciendo costos
operativos y con un alto impacto en la sustentabilidad ambiental. En este sentido, el trabajo
conjunto con el Cluster Quesero de Tandil permitié validar la idea de que la tecnologia de
biorrefineria desarrollada en esta tesis puede adaptarse a una formacién asociativa de este tipo
brindando importantes ventajas, entre ellas, la posibilidad de que participen tanto micro,
pequefias, medianas como grandes empresas favoreciendo la competitividad y permitiendo
sortear importantes limitaciones, entre ellas, la escala a partir de la cual el proyecto resultaria

ser econémicamente viable. En ese marco, para un mejor aprovechamiento de los componentes
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del lactosuero, se ajusté la idea de biorrefineria original con un nuevo modelo (Figura A) donde
se planted el concepto de una biorrefineria para la obtencién de 3 productos de mayor valor
agregado: concentrado proteico, etanol combustible y biomasa probidtica de levadura a partir
de suero de queseria utilizando levaduras K. marxianus. De esta manera, la separacion inicial de
las proteinas por ultracentrifugacién del lactosuero, permiten la obtenciéon de un liquido
remanente que contiene practicamente toda la lactosa del mismo y puede ser utilizado como
sustrato dentro de un biorreactor ubicado en la misma planta, donde se fermenta utilizando una
cepa de la levadura Kluyveromyces marxianus con la consecuente produccidon de biomasa y
etanol. La tecnologia de separacién de proteinas del lactosuero para su posterior
comercializacién como concentrados proteicos estd ampliamente desarrollada en la actualidad
(Yadav et al., 2015), por lo que nuestro trabajo se orientd exclusivamente a las alternativas de

aprovechamiento del permeado de lactosuero.

Para poder evaluar la factibilidad de la puesta en marcha de la biorrefineria anteriormente
descripta, las cuatro cepas seleccionadas en el screening inicial fueron posteriormente
caracterizadas segun su desempefio de produccién de etanol en un sistema miniaturizado que
simula la produccién de etanol de 1G con ciclos consecutivos de fermentacion y reciclado de
células entre ciclos, teniendo en cuenta el rendimiento de etanol y la viabilidad de la levadura al
final del proceso (Raghavendran et al., 2017). De las 4 cepas analizadas, K. marxianus CIDCA 9121
no solo mostrd alta eficiencia en la metabolizacién de lactosa a etanol, sino que también
presenté la mejor estabilidad ciclo a ciclo. Posteriormente, en vistas de la obtencién de un
producto probidtico al final del proceso, se evaluaron las propiedades funcionales de la biomasa
remanente del proceso de fermentacién. La potencialidad probidtica de la cepa K marxianus
CIDCA 9121 aislada de granulos de kefir de agua habia sido descripta en nuestro grupo (Diosma
et al., 2014; Romanin et al., 2010). No obstante, los nutrientes presentes en el medio de cultivo,
asi como las condiciones de crecimiento pueden modificar la expresién de proteinas de
superficie y produccidn de metabolitos, por lo que también podria verse afectada la capacidad
probidtica (Foligné et al.; 2016; Fiocco et al., 2020). Debido a ello, se evalué cuidadosamente el
efecto del sustrato sobre las propiedades probidticas de la cepa original. Los principales
mecanismos de accién de los probidticos descriptos en bibliografia, incluyen la colonizacién y
modulacion de comunidades microbianas intestinales, exclusién competitiva de patdgenos y
produccién de bacteriocinas, modulacién de las actividades enzimaticas fecales asociadas con la
metabolizacién de sales biliares y la inactivacion de carcinégenos y otros xenobidticos,
produccidn de acidos grasos de cadena corta, adhesiéon a células intestinales y mucina,

modulacion del sistema inmunoldgico que resulta principalmente en la diferenciacion de células
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T reguladoras y la regulacion positiva de citoquinas antiinflamatorias y factores de crecimiento e
interaccidon con el eje cerebro-intestino mediante la regulacion de funciones endocrinas (Plaza-
Diaz et al.,, 2019). Muchas de estas propiedades dependen de la expresion de distintas
biomoléculas que se pueden ver afectadas por las condiciones y sustrato empleados para el
crecimiento del microorganismo probidtico (Liu et al., 2014; Rao et al., 2021). En esta tesis se
demostré que K. marxianus CIDCA 9121 crecida en permeado de lactosuero sobrevive a las
condiciones del tracto gastrointestinal in vitro e in vivo, presenta capacidad moduladora de la
respuesta inmune innata de epitelio intestinal in vitro y actividad antiinflamatoria en un modelo
animal de inflamacidn intestinal aguda, luego de ser sometida a un proceso industrial simulado.
Ademas, antagoniza la invasién de Salmonella entérica serovar Enteritidis a células Caco-2 en
cultivo, accion en la que probablemente las capacidades de autoagregacion y adhesion al epitelio
intestinal estén involucradas. Estos resultados en su conjunto permitieron establecer la prueba
de concepto de la implementacién de un modelo de biorrefineria como el planteado en la Figura

A, su posterior patentamiento y avance en el licenciamiento de la tecnologia.

Simultaneamente en el grupo de trabajo, se realizd un analisis econédmico con un modelo de
negocios para cada producto y la implementacidon de una planta industrial que acopie suero
proveniente de PyMEs queseras y a partir del cual se obtengan: concentrado proteico WPC35
(Whey Protein Concentrated 35%), etanol mediante la fermentacion del permeado de suero
remanente con Kluyveromyces marxianus y biomasa de levadura probidtica. El andlisis llevado a
cabo bajo la herramienta Bussines Model Canvas, concluyé que la produccién de concentrados
proteicos y en especial el de WPC35 constituye un modelo de negocios consolidado, con una
posicion de desarrollo favorable respecto al bioetanol (Zubillaga, 2022). En este sentido, la
concentracién de etanol alcanzada al final del proceso resultd bajo con respecto a los valores
que hacen al proceso econdmicamente rentable, quedando audn por estudiar diferentes
estrategias que permitan aumentar este rendimiento. En consecuencia, se avanzé hacia la
optimizacion de un proceso que permitiera la produccidn de levadura probidtica a partir de
lactosuero. En este aspecto, las condiciones de cultivo se modificaron para maximizar la
produccién de biomasa, lo que implicé trabajar en nuevas condiciones. Se validé asi, la
produccién de biomasa de levadura K. marxianus CIDCA 9121 en un biorreactor de 5L y
posteriormente en un biorreactor de 15L, en condiciones de agitacion y aireacién a 30°C
mediante un proceso llevado a cabo en un cultivo batch y un cultivo batch alimentado en un
medio industrial a base de permeado de lactosuero adicionado de sulfato de amonio e
hidrolizado de levaduras como fuente de nitrégeno y factores de crecimiento, respectivamente.

Se verificd que la biomasa de levadura himeda obtenida en estas condiciones conserva su
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capacidad inmunomoduladora a nivel intestinal. El siguiente desafio tendiente a la posibilidad
de comercializacidn de la levadura probiética fue encontrar metodologias de conservacién que
se adapten a las necesidades del mercado. Debido a la alta demanda de energia y alto costo en
el transporte de productos refrigerados, las formulaciones probidticas concentradas utilizadas
en la nutricién animal y consumidas por los humanos se presentan con mayor frecuencia en
forma de biomasa seca en polvo (Wang & Zhong, 2024). Durante los procesos de deshidratacion,
los microorganismos estan expuestos a diferentes tipos de estrés, entre ellos el estrés térmico,
osmotico, oxidativo y el dafilo mecdnico por formacidn de cristales de hielo que pueden resultar
en dafios irreversibles en la fisioldgica y conducir a la pérdida de su actividad funcional (Ananta
et al., 2005; Huang et al., 2017). Los mecanismos asociados al estrés del proceso de secado
dependerdn de la técnica utilizada, las condiciones y también de la susceptibilidad del
microorganismo con el que se esté trabajando. Para reducir estos efectos nocivos, se plantean
en la actualidad diferentes estrategias que pueden comprender la seleccion de los pardmetros
mas adecuados del proceso, adaptacién del microorganismo a los factores de estrés previo al
secado y la utilizaciéon de sustancias protectoras, entre otras (Ermis, 2022). En este trabajo se
exploraron tres tecnologias de deshidratacién: el secado spray, la extrusidn y peletizado, y la
liofilizacién. El producto obtenido por secado spray alcanzé un recuento de 107 UFC/g de
levadura en polvo utilizando permeado de lactosuero como agente termoprotector. La extrusion
y peletizado, ampliamente utilizado en la nutricién animal, afecté mas drasticamente la
viabilidad de la levadura durante el proceso y en consecuencia, se aplicéd un disefio estadistico
que permitio la seleccién de sacarosa, maltosa y maltodextrina como agentes termoprotectores.
Aun asi, el producto extrusado obtenido mostré una concentracién de 1,9 x10* UFC/g levaduras
viables, en el mejor de los casos. Cabe destacar que, la levadura extrusada conservo su actividad
modulatoria de la respuesta inmune innata intestinal in vitro al final del proceso. La liofilizacién
fue la tecnologia de secado que mostré un mejor rendimiento en la viabilidad de levadura
recuperada con una concentracion maxima de 5,5 x10° UFC/g lactosuero como agentes
protectores y fue seleccionada para la obtencidn de levadura probidtica deshidratada a escala

piloto.

Numerosas levaduras y productos que contienen levadura se producen, comercializan y utilizan
en la alimentaciéon animal como proveedores de fuentes de probidticos y compuestos que
cumplen distintas funciones nutricionales (Pang et al., 2022). El uso intensivo de antibidticos
como agentes promotores del crecimiento en produccién animal ha resultado en la propagacién
de la resistencia a los antibidéticos con consecuencias para la salud animal y humana

(Thompsonet al., 2023). En base a esta premisa y la importancia de explorar un enfoque
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alternativo para prevenir enfermedades infecciosas y promover el crecimiento y la salud de los
animales de produccion se estudio el efecto de la suplementacién con levadura K. marxianus
CIDCA 9121 en cerdos y aves de corral. Estos dos modelos animales enfrentan desafios de
produccién bien diferentes. Por un lado, en la crianza de cerdos, se hace foco en la disminucién
de pérdidas de rendimiento causadas por el estrés que sufren los lechones al destete. Por otra
parte, en la produccién de pollos parrilleros, el cambio drastico de alimentacion que se produce
a las pocas horas de nacimiento, la alta tasa de conversién de alimento en masa muscular con la
consecuente afectacién de la salud intestinal y absorcién de nutrientes son las principales causas
de pérdidas de rendimiento. Sin embargo, estos modelos de animales monogastricos presentan
una variable en comun, y radica en que el deterioro de la salud intestinal se traduce en una
mayor predisposicidn de los animales a las infecciones por agentes patégenos oportunistasy una
consecuente pérdida de rendimiento en la ganancia de peso (Bikker & Jansman, 2023). Para
evitar esto, es practica habitual el uso de antibiéticos como promotores de crecimiento, lo cual
mejora el rendimiento, pero tiene como consecuencia la generacidon de resistencia a los
antibiéticos con tremendo impacto en salud humana y animal a futuro. La legislacidn actual en
muchos paises tiende a prohibir y sancionar estas prdcticas siendo urgente la busqueda de
alternativas. En los estudios llevados a cabo en esta Tesis, la administraciéon de levadura K
marxianus CIDCA 9121 liofilizada cerdas gestantes y sus lechones no mostré diferencias en los
parametros reproductivos de las cerdas, pero si una mejora en el rendimiento productivo de sus
lechones que tuvieron una ganancia de peso de alrededor del 10% mayor que la del grupo
control. Ademas, los lechones suplementados con levadura mostraron un mejor perfil de
citrulina y aminoacidos séricos que se relacionaron con un menor impacto del estrés al destete
sobre la mucosa intestinal. Por otra parte, la suplementacién temprana con K. marxianus CIDCA
9121 a pollos de engorde tuvo un impacto positivo en la conversion de alimento a biomasa, con
valores inferiores al obtenido en pollos suplementados con antibiético promotor de crecimiento
usado habitualmente. Ademas, se observé un efecto positivo sobre el desarrollo y conformacién
del epitelio intestinal con una mejoria en el tamafio de vellosidades y criptas en intestino delgado
en comparacién a lo observado para pollos que no recibieron suplementacién con levadura. Los
estudios histoldgicos revelaron ademas una disminucion de la vacuolizacién del tejido hepatico
en pollos suplementados, resultado que invita a profundizar sobre el impacto que pueda tener
la suplementacion temprana con levadura en otros escenarios de relevancia en este tipo de
producciones como la miopatia asociada a sindrome metabélico en produccién aviar (Boerboom

et al., 2022), ampliando el espectro de aplicaciones del probiético propuesto.
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Las propiedades funcionales de la levadura Kluyveromyces marxianus CIDCA 9121 crecida en
permeado de lactosuero documentadas en este trabajo en modelos celulares in vitro e in vivo,
abarcando desde animales de laboratorio hasta animales de produccion, reafirman la seguridad

y potencialidad probidtica de K. marxianus CIDCA 9121 para su administracién a humanos.
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Figura A: Biorrefineria para el procesamiento de lactosuero.
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Conclusion y perspectivas

Los resultados presentados a lo largo de este trabajo de tesis proponen una alternativa al
aprovechamiento del suero de queseria, que no apuesta a atender a la demanda total del
volumen producido a diario sino mas bien a complementar las estrategias de revalorizacién ya
existentes. El concepto de biorrefineria propuesto, utilizando la levadura Kluyveromyces
marxianus presenta robustez y versatilidad para la obtencidon de dos productos comerciales
como el bioetanol y la biomasa probidtica para su aplicacién en animales de produccién y en
humanos.

En particular, el recorrido realizado contribuye al estudio de aplicaciones biotecnoldgicas de
levaduras no-Saccharomyces con la impronta novedosa de tratarse de una K. marxianus aislada
de granulos de kefir. Los resultados obtenidos impulsan la continuidad de los estudios en
busqueda de otras areas de aplicacidn, asi como la formulacién de nuevos productos funcionales

gue incluyan esta levadura probiética.






1. Maedios de cultivo

Caldo YPD

Componente Concentracion (g/l)
Extracto de levadura 10
Peptona 20
Glucosa 20

Agar YGC (Merck, Alemania)

Componente Concentracion (g/l)
Extracto de levadura 5
Cloranfenicol 0,1
Glucosa 20
Agar 15

pH 6,5

Agar YPLC

Componente Concentracion (g/l)
Extracto de levadura 5
Cloranfenicol 0,1
Lactosa 20
Pdrpura de bromocresol 0,2
Agar 15

pH 7 +0,5

Agar MRS (Biokar Diagnostics, Francia)

Componente Concentracion (g/l)
Peptona 10
Extacto de carne 10
Extracto de levadura 5
D-glucosa 20
K2PHO4 2
Tween 80 1
Citrato acido de amonio 2
Acetato de sodio 5

ANEXO
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MgSO4 0,1
MnSO4 0,05
Agar 15

pH 6,5

Agar MacConkey N°3 (Oxoid -Thermo Scientific)

Componente Concentracion (g/l)
Peptona de gelatina 17
Peptona de caseina 1,5
Peptona de carne 1,5
Lactosa 10
Sales biliares 1,5
NacCl 5
Rojo neutro 0,03
Cristal violeta 0,001
Agar 13,5
pH 7,1+0,2

Agar nutritivo (Biokar Diagnostic, Francia)

Componente Concentracion (g/l)
Extracto de carne 3
Peptona 5
Agar 15
pH7

Agar Bilis Esculina con Azida (Biokar Diagnostic, Francia)

Componente Concentracion (g/l)
Azida sédica 0,15
Bilis de buey 10
Citrato de hierro y amonio 0,5
Cloruro de sodio 5
Esculina 1
Extracto de carne 5
Proteosa peptona N°3 3
Tripteina 17
Agar 15

pH 7,1%0,2
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Agar TSC (Tryptone-Sulfite-Cycloserine)

Componente Concentracion (g/l)

Triptosa 15
Peptona de Soja

Extracto de levadura

Citrato amonio férrico

Disulfito de sodio

Agar 19
pH 7

A la composicion descripta se resuspendié en agua y se esterilizé con vapor de agua a 121°C. previo
a la distribucién en placas de Petri, el medio se fundid, se dejé enfriar a 50°C y se adicioné 25 ml de
emulsiéon de yema de huevo (SR0047) y el contenido rehidratado de un vial de suplemento TSC

(SRO088) o suplemento SFP (SR0093).

Agar melaza de caia de aztcar

Componente Concentracion (g/l)
Melaza 20
Agar 15

pH 70,5

La melaza de cana utilizada fue donada por biorrefineria productora de bioetanol en Brasil. Se
preparé una dilucién al doble de concentracidon de melaza de cafia de aztcar (400 g/L) en agua
destilada. Se centrifugd a 5000g a 10°C por 10 min para separar sélidos. El sobrenadante se diluyé
a la mitad con agua destilada y se esterilizd con vapor de agua a sobrepresién durante 15 minutos.
El agar se adiciond en una suspensién estéril, de manera de alcanzar una concentracién final en

medio de 15 g/L.

Agar suero de queserl'a

Componente Concentracion (g/l)
Suero de queseria 100
Agar 15

pH 60,5
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El suero de queseria (VACALIN) proveniente de la elaboracidn del queso, previa pasteurizacion y
parcial desmineralizacién y deshidratado por secado spray. El polvo se pesd y se resuspendié en
agua destilada. Se esterilizé con vapor de agua a 121°C durante 15 minutos. En forma aséptica se
separaron las proteinas coaguladas. Al liquido remanente se le adicioné una suspensién de agar

estéril.

Agar permeado

Componente Concentracion (g/l)
Permeado de lactosuero 100
Agar 15

pH 610,5

El permeado de lactosuero (ARLA Food Ingredients) deshidratado por secado spray, se peso y se
resuspendid en agua destilada. Se adicioné el agar bacteriolégico y se esterilizé con vapor de agua

a 121°C durante 15 minutos

Medio liquido a base de suero queseria (sistema miniaturizado de produccién de etanol de 1G)

Componente Concentracion (g/l)
Suero de queseria 100
pH 610,5

Solucidn fisioldgica

Componente Concentracion (g/l)

NaCl 8,5

Buffer fosfato PBS

Componente Concentracion (g/l)
KH2PO4 0,14
NacCl 9
Na2HPO4 0,73

pH 7,2 0,2
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Solucién T-PBS

Componente Concentracion (g/l)
KH2PO4 0,14
NacCl 9
Na2HPO4 0,73
Tween 20 0,5

pH 7,2 £0,2

Solucidn gastrica

Componente Concentracion
NaCl 125mM
KCl 7mM
NaHCO3 4mM
Pepsina 3g/L

pH 2,5

Solucidn intestinal

Componente Concentracion
Sales biliares 1,5g/L
Pancreatina 1g/L
NaCl 22mM

KCl 3,2mM
NaHCO3 7,6mM

pH 8

Las soluciones gastrica e intestinal se prepararon pesando todos los componentes excepto las
enzimas y sales biliares. Los componentes se resuspendieron en agua miliQ y se llevaron a pH
utilizando HCL 5M o NaOH 5M segun corresponda. Estas suspensiones se esterilizaron con vapor de
agua a 121°C durante 15 min. Las enzimas (pepsina y pancreatina) y sales biliares (Sigma-Aldrich) no
requieren esterilizacion, se pesaron y agregaron a las soluciones correspondientes al momento de

realizar el ensayo.
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2. Reactivo de Antrona

Para preparar el reactivo Antrona, se adiciond 82,5 ml de acido sulfurico 98 % sobre 42,5 ml de agua
destilada y luego se disolvieron 0,0625 gr de Antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno). El reactivo se

almacend a 0 —4°C durante no mas de dos semanas.

3. Cultivo de células Caco-2/TC7

Las células Caco-2/TC7 son un clon de las células Caco-2 con mayor velocidad de diferenciacién. Las
células se mantuvieron congeladas en nitrégeno liquido en viales conteniendo 1 ml de medio DMEM
completo (ver Apéndice) con 5 % de dimetilsulfoxido (Riedel-de Haén AG, D-3016 Seelze, Alemania)
como crioprotector. Para reactivarlas se descongeld un vial a 37 °C, se centrifugd a 1000 rpm
durante 10 min para retirar el crioprotector, las células se resuspendieron en 1 ml de medio de
cultivo fresco en una botella de 25 cm? (Corning Costar Co., Cambridge, MA, USA) con 4 ml de medio
DMEM completo. El cultivo se mantuvo a 37 °C en estufa con atmésfera controlada (5 % CO2 — 95
% aire) cambiando el medio cada 2 dias. A los 7 dias se obtuvo una monocapa confluente y se repicé
a una botella de 75 cm?. En cada repique la monocapa se observéd en un microscopio invertido para
verificar su uniformidad y continuidad. Los repiques se realizaron de la siguiente manera: se
descartd el medio ya agotado y se lavd la monocapa dos veces con PBS estéril, luego se colocaron
10 ml de solucidén de tripsina (ver Anexo) y se llevd a la estufa a 37 °C durante 5 a 8 min. Cuando se
observaron los primeros indicios de desprendimiento celular, se levanté la monocapa en 10 ml de
DMEM para inactivar la enzima. Se centrifugé a baja velocidad durante 5 min, se descarté el medio
y se reemplazé por medio DMEM fresco. Se tomaron 50 ml de la suspensién de células y se
mezclaron con igual volumen de una solucién de azul tripan al 10 % en PBS. Se realizé el recuento
de células en una camara de Neubauer contando sélo aquellas células brillantes (viables).

Se prepard una suspension de 2,5 x 10° células/ml y se sembraron 0,5 ml por fosa en placas de 24
fosas (Corning Costar Co., Cambridge, MA, USA). Las placas con células Caco-2/TC7 se incubaron 7
dias (células en confluencia) a 37 °C en una estufa de atmdsfera controlada (5 % CO2 — 95 % aire)

cambiando el medio cada 2 dias.
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4. Maedios utilizados en cultivos celulares

DMEM base. Medio Dulbecco modified Eagle’s minimal essential medium (Gibco BRL Life

Technologies, USA)

Componente Concentracion
DMEM 1000 ml final
NaHPO3 2g/L

pH 7,0 0,2

Una vez preparado, el medio se esteriliza por filtracién a través de una membrana de 0,22um

DMEM completo (Gibco BRL Life Technologies, USA)

Componente Concentracion
DMEM 1000 ml final
Suero fetal bovino inactivado 2g/L
Aminodacidos no esenciales (GIBCO Life Technologies, USA) 13 ml
Penicilina/ Streptomicina (1000 IU/ml, 1000 pg/ml) 13ml
Gentamicina (50 mg/ml) (Parafarm, aporiti SACIFIA, 10 ml
NaHCO3 2g

pH 7,0 0,2

El suero fetal bovino se inactiva 30 min a 60 °C. Una vez preparado, el medio se esteriliza por

filtracidn a través de una membrana de 0,22 pum.

5. Preparacion y tincidn de cortes histolégicos con Hematoxilina y Eosina
Los tejidos de los animales se fijaron en paraformaldehido al 10% y se deshidrataron en un tren de
deshidratacion que incluyé 3 incubaciones de 10 min en etanol (50%, 70% y 100%) y dos
incubaciones en Xilol al 100%. El tejido se incluyd luego en parafina fundida a 60 °C, se tomaron
secciones de 7-10 um de espesor utilizando un micrétomo, se fijaron en un portaobjetos con calor
y se eliminaron los restos de parafina lavando con xilol. Se rehidrataron los preparados utilizando el
tren de deshidratacién en sentido inverso. Los preparados, lavados con agua destilada para eliminar
los restos de etanol, se sumergieron durante 10 min en una preparaciéon de hematoxilina, se lavaron
con etanol y luego con agua destilada hasta eliminar los restos del colorante. Luego se sumergieron
los preparados en eosina durante 30 seg y se enjuagaron con agua destilada. Se deshidrataron
nuevamente los preparados y se dejaron 10 min en xilol. Finalmente, se secaron y se montaron los

cubreobjetos con resina de montaje.
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Considerando el interés mundial y en particular en nuestra regidn por el desarrollo de fuentes de energia
renovables paraincrementar el parque energético, la busqueda de alternativas que permitan incrementar
el rendimiento econdmico del proceso de produccion de bioetanol junto a la generacion de biomasa con
potencial uso como probidtico para mejorar la salud humana y/o veterinaria es sin duda de gran impacto.

La melaza de cafia de azUcar proveniente de los ingenios, asi como el suero de queseria proveniente de
la industria lactea constituyen dos subproductos alimentarios altamente contaminantes debido
principalmente a su composicidon quimica y los grandes volimenes que se generan a diario. Atendiendo
esta demanda de busqueda de alternativas de valorizacion y también la reduccion del uso de
combustibles fésiles, en el presente trabajo de tesis se disefié un proceso de biorrefineria que consistié
en el empleo de levaduras Kluyveromyces marxianus para la obtencién de etanol combustible y biomasa
probidtica a partir de melaza o lactosuero. Para ello, se propusieron como objetivos especificos: evaluar
la capacidad de levaduras del género Kluyveromyces de desarrollar y producir etanol en lactosuero y
melaza de cana, estudiar las caracteristicas probidticas de las levaduras crecidas en los distintos sustratos
focalizando en la actividad antiinflamatoria del tracto gastrointestinal y antagonismo contra patégenos,
optimizar y escalar la produccién de biomasa de la/las cepas seleccionadas, estudiar diferentes métodos
de conservacion de la biomasa de levadura con capacidad probidtica y evaluar los beneficios sobre la
salud y parametros productivos al administrar la levadura obtenida a animales de produccion.

La levadura K. marxianus CIDCA 9121 demostrd poseer propiedades tecnoldgicas y funcionalidad
biolégica adecuadas para ser implementada en una biorrefineria a base de suero de queseria para la
obtencion de etanol combustible y biomasa probidtica.
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