4
e

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO .
FACULTAD DE QUIMICA

OPTIMIZACION DEL PROCESO PARA LA PRODUCCION

DE [ -GALACTOSIDASA POR Kluyveromyces fragilis

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
PRESENTA:

JAVIER ALEJANDRO TORRES LOPEZ

México, D.F. 1992.

FAILA DE ORYGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8
2.9

INOICE

RESUMEN

CAPITULD !
INTRODUCCION

CAPITULD
GENERALIDADES
Intolerancia a la lactosa
Enzimas
Cinética enzimitica
Induccién de enzimas
Regulacién de la produccién enzimitica
Crecimiento microbiano
Fermentaciones
Productes de la fermentacitn
Produccién de lactasa

2.10 Prapiedades de la enzima lactasa
2.11 Lactasa de Kluyveromyces fragilis
2.12 Kluyveromyces fragilis

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

CAPITULO 1t
MATERIALES Y METODOS

Matertial bdblelégico

Propagacién del microorganismo

Determinacién de la concentracién celular
Determinacién de azucares reductores
Permeabilizacién celular

Determinacién de actividad enzimitica con ONPG
Etapas del proyecto planteado

0 @N o

12
14
15

18 . -

19

-23

23
23

26

27
27
28
28
30
30
32



4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7

4.8

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Selecclon de la cepa.

Extraccién de la enzima.

Optimlzacién de la composicién del medio de cultivo.
Efecto del pH inicial en la produccién de lactasa.
Estabilidad de la enzima a diferentes vallores de pH.
Produccién en matraz Fernbach.

Produccién en fermentador de t litro.

Produccién en Fermentdor de 14 litroes.

CAPITULO V
CONCLUSIONES

CAPITULO VI
BIBLIOGRAFIA

a3

34
36
39
43
45
45
49

45

S9

62



SIMBOLOGIA

Actividad especifica (Urg)

Actividad a la temperatura de mediclién (U)
Ordenada al origen

Coeficlente de transferencia de oxigeno (1.
Constante de Michaelis (mM)

Nimero de experlimentos

Nimero de variables

VVM (litros de aire por litro de medio por min.)
RPM (revoluciones por min,)

Concentracién de sustrato (mM)

Temperatura (°C)

Temperatura de medicién (°C)

Unldades de actividad enzimdtica (pmol/min)
Veloclidad de reaccién (U/g)

Velocidad méxima de reaccién (U/g)

Blomasa (g/1)

Velocidad especifica de crecimiento ™)



Fig.
Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

4.1,
4.2.

4.2.2

4.3.

4.4,

4.5.

4.6.

4.7.

1
1

1

1

1

1

I

Indice de figuras

Produccién de blomasa de 4 cepas de levadura
Efecto de la temperatura sobre la expresioén de
actividad lactasa a diferentes concentraciones
de solvente.

Efecto de la temperatura sobre la expresidn de
actividad lactasa a diferentes concentraclones

de solvente.

Cinética de crecimlento y producclén de lactasa
de K. fragilis.

Efecto del pH inlcial del medio de cultivo sobre
la producclén de lactasa de K. fragilis.

Cinética de crecimlento, produccién de lactasa y
pH de K. fragilis crecida en matraz erlenmeyer
de 500 ml.

Efecto del pH sobre la actividad lactasa en célu~
las de K. fragills, despues de ocho horas de con-
tacto.

Clnética de crecimlento, produccisn de lactasa y
consumo de azlcares de K. fraglilis, creclida en
matraz Fernbach,

Fermentaciones realizadas en equipo Blo-Flo de 1
1. de volumen de trabajo en medlo optimizado para
K. fragilis.

35

a7

38

40

44

46

47

48

50



Indice de tablas

Tabla 2.5.1 Inductores andlogos de algunas enzimas.

Tabla 2.8.1 Algunas levaduras mias comunmente usadas y los

' procesos asoclados a ellas.

Tabla 2.9.1 Desgloce de las dlversas fuentes de obtenclén
de la enzima lactasa.

Tabla 2.9.2 Principales preparaciones comenrclales de la
enzima lactasa y sus fuentes.

Tabla 2.20.1 Propiedades de la enzlma lactasa y su fuente

. de obtencién,

Tabla 4.1.1 Produccién de lactasa por las diferentes cepas
utilizadas,

“Tabla 4.3.1 Método Box-Wilson; desgloce de variables y uni-
dades utillzadas.

Tabla 4.3.2 Disefic experimental reallzado y resultados ob-

tenidos en la optimizacién del medio de cultivo
para la produccién de lactasa de K. fragilis.

13
18
20
217
24-
36

41

42



RESUMEN

Se estudié el proceso de produccién de la B-galactosidasa obtenida de
una cepa de Kluyveromyces fragilis. Iniclalmente se hizo un estudio de
selecclén de la cepa que mostrara una mayor produccién de la enzima y
con ésta se realizé la optimlizacién del medlo de cultivo. Después de
realizar el montaje de las metodologias necesarlas en el estudio, se
estableci6 la composicién badsica del medio de cultivo y se definié la
concentraclén de los componentes mediante un disefio experimental tipo
Box-Wilson en matraces agltados. A este nlvel se encontré que el
oxigeno era un paréametro importante a considerar en la lmplementacién
del proceso de produccién. Los estudios realizados en fermentadores de
14 litros mostraron que existe una relaclén estrecha entre el
coeficiente de transferencia de oxigeno (kLa) y la produccién
especifica de 1la enzima, de tal manera que a nlveles bajos de
transferencia de oxigeno, la produccién de la enzima se vé favorecida.
El 1incemento en el valor del kLa produce un incremente en la
generacién de biomasa, aunado a un decremento en la produccidén
especifica de 1la enzima, mostrando un comportamiento asintétice a
valores elevados de kLa. Por esta razén se concluyd que la
transferencia de oxigeno es el criterio mis adecuado para el

escalamiento del proceso.
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La lactasa cataliza la hidrélisis de - la lactosa en glucosa y
galactosa. El hombre al momento de su nacimiento posee la capacidad de
producir la suficlente cantidad de enzima para hidrollzar la lactosa
presente en la leche materna (7.5 % aproximadamente). Sin embargo,
conforme transcurre su desarrollo, dicha capacidad va dismlnuyendo
hasta alcanzar un nivel minilmo critico, aproximadamente a los cuatro
afios de edad.'

El grado de disminucién en la produccién de la enzima varia de
acuerdo al grupo étnico al que se pertenece. El hecho de tener
disminuida la actlividad lactéisica trae como consecuencia problemas de
intolerancia a la lactosa que se maniflesta con la producclén de heces
irritantes y diarrea. Se ha observado que los grupos étnlcos con
hibito de consumo de productos lacteos en general son m&s tolerantes a
este disacarido' .

Lo anterior Justifica una de las mas importantes aplicaclones de la
enzima lactasa: la obtenclén de leche des.lactosada. La leche asi
modificada no provoca problemas de intolerancla debido a que 1los

producteos de la hidrélisls son facilmente digeridos.

La enzima lactasa es producida naturalmente por microorganismos tales
como bacterias, hongos y levaduras, slendo estos ultimos los
microorganismos idoneos para ser utilizados en alimentos por sus
caracteristicas probadas de inocuidad.

Otra de las apllcaclones de la enzima es en el procesamiento del suero
de - leche., En México hay aproximadamente 2500 queserias donde se

producen anualmente 146,000 toneladas de queso, de las cuales se puede

)



’ obtener un mlllén de toneladas de suero al aﬁo. Esta canudad de suero.

contlene 113 000 toneladas de 1actosa y 4 500 de protelna verdadera .

~<.,E1 ”pr:'oc;s;avmvl;nto Vdel b‘suero de-leche le 'da al’ ﬁrod’ucto"los sigulentes
: atractlvas~ mayor digestibilidad de los productos elaborados a base de
fsuaro hldrolizada~ mayor poder edulcorante de los productos de la
';'hidrbusls (glucosa y galactosa); menor cristalizacién debido a la
mayor solubilidad de los productos de la hidrélisis. Ademds, el suero
representa un problema para las industrias en las que se produce,
debido a que al ser deshechado se convierte en un contaminante al
ocasionar una alta demanda biloquimica de oxigeno. Ante estos
problemas, la alternativa de un procesamiento enzimatico al suero para
hidrolizar la lactosa presente y utilizar el producto resultante para
la formulacién de productos alimenticlos, resulta sumamente atractiva,
Los Jarabes edulcorantes a base de suero hidrollzado se producen
Industrialmente desde 1982 en Estados Unldos, Gran Bretafia y Francla,
para ser utilizados en helades, productos de panaderia, aderezos,
confiteria y como sustitutos parclales de de azucar y proteina de

huevo.

El suero de leche es un magnifico medlo de cultivo para el desarrollo
de microorganismos por lo que se puede utllizar con este fin, ya sea
con su contenido normal de aztcar (lactosa) o deslactosarle para
facilitar su metabolismo.

El objetive general planteado en el presente trabajo consiste en la
optimizacién de «condiciones para la produccién de la enzima

B-galactosidasa a partir de una cepa de K. fragilis.



Los objetivos particulares son:

a) A bartir de una cepa productora de lactasa, optlmiiar un medio de

cultivo, cuya composicién sea la mas para la pr 16n de

la enzima,

b) Establecer que varlables de oberaclén tienen mayor 1influencia en la
expresién de la enzima y a partir de esto definlr un posible

criterio de escalamiento del proceso.

n
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2.1 INTOLERANCIA A LA LACTOSA

La lactasa en el hombre es una enzima intestinal que actia solo sobre
la' lactosa primordialmente en el yeyuno, el segundo de los tres
segmentos del Intestino delgado. La unidad funcional de la pared
intestinal le constituyen los vellos, compuestos de células
metabolicamente activas diferenciadas sin divisién y las criptas de
donde derivan los vellos. La lactasa rompe al disacaride lactosa en
dos monosacaridos: glucosa y galactosa. Alge de la glucosa producida
as utllizada directamente por las células de las vellocidades; la
restante, al igual que la galactosa, entra al torrente sangulneo para

ser metabolizada en el higadua.

La fisiologia de la intolerancla es ahora blen conocida. Si la
cantidad de lactosa presente en las células intestinales excede a la
capacidad hidrolitica de la lactasa disponible (ya sea porque los
nive.les de lactasa sean bajos o por ingestién de grandes cantidades ‘de
lactosa) una porcién de lactosa permanece sin digerirse. Una
minlma parte de ést# se desplaza a la sangre para ser excretada en la
orina; la mayor parte continGta su camino hacia el intestino grueso
donde ocurren dos procesos. El primero es un proceso fisico: las
moléculas de lactosa incrementan el contenldo de particulas del fluido
intestinal comparado con el fluldo de las células fuera del intestino
y as{, por accién osmética, se drena agua fuera de los tejidos hacia
el intestlino. El otro proceso es bloquimlco: la lactosa es fermentada
por las bacterias en el colon produciendose acidos organlcos y CO2 y
los sintomas llegan a ser como los de cualquier diarrea fermentatlva,

La mayoria de los casos en que se presenta esta intolerancla es como



reacclén secundaria a alguna enfermedad lntestinal. pr.\nclpalmente en

los infantes, por lo que. se habla de una lntoleranci‘. transltorla. Si’

conslderamos que en nhuestro pais las enfcrmedadeé lntestxnales tienen
un alto grado de morbilidad, seria de gran lmportancla el producir un
alimento lacteo deslactosado (leche o un deri&adn)v que pudiera ser
incorperado a la dieta sin que se corra el riesgo de producir el
fenémeno de intolerancia’.

De acuerdo a un estudlo realizado  por Lisker y co!.m, la
intolerancia a la lactosa en México es muy superior a lo 1maglnado

pues el 75% de la poblacién es, en mayor o menor grado, intolerante a

este dlsacérido.

2.2 LAS ENZIMAS

Las enzimas en general han tenido un papel muy importante en la vida
del hombre. Desde los albores de la historia, el hombre ha hecho uso
de las enzimas para proveerse de satisfactores que le redituaran un
tipo de alimentacién mds variada, a pesar de desconocer la naturaleza
de las sustanclas utilizadas. La produccién de vinos, quesos, cerveza
y pan son alguncs ejemplos de la utilizacién empirica de las enzimas .
No es sino hasta 1790 que el papel de las enzimas como tales se
establece al hacerse 1los primeros estudlos sobre la digestién
enzimitica en el estémago; sin embargo se podria decir que Luis
Pasteur, en 1860, establecié las primeras bases de la enzimologfa como
clencia, cuando afirmé que los procesos fermentativos son catallzados
por enzimas y postulé que éstas estaban intimamente ligadas con la
estructura y la vida de los microorganismos, siendo a partir de

entonces que el misterio sobre la naturaleza y funcién de las enzimas



empienza a dilucldarse. En 1879, E. Buchner demuestra que la funcién
catalitica de las enzlmas es independiente de la estructura celular,
al realizar upa fermentaclén alcohélica con un estracto de células. En
1926 J.B. Summer, alslando la enzima ureasa, postulé que las enzimas
son de paturaleza protéica, lo cual no es aceptado sino hasta el
periodo de 1930-36 en el que Northrop cristalizé pepsina vy

qulmiotrlpsina“) .

La utilizacién de microorganismos cobra un auge lnusitado a medida que
se avanza en la comprensién de la funclén y regulacién de estas
maquinarias multlenzimaticas. Es precisamente cuando dicho
conocimiento permite la manipulacién de los microorganismos para la
producelién de enzimas que surge la enzimologia como una disciplina y

una tecnologia, mismas que se afinan y especializan continuamente.

2,3. Cinética enzimitica.

Una reacclén enzimitica se define como la interaccién de una enzima
con su sustrato para dar un determinado producto. Dicha interaccién
puede dar como resultado diversos camblos en la molécula de sustrato
como son: hidrélisis, oxidacién, isomerizacién,. reducclén,
fosforllacién, etc. La interaccién entre enzima y sustrato se da
cuando éste llega a la vecindad de la enzima y es atraldo por las

cadenas sallentes de amlnoacidos de su sitio activo'®.

B-galactosidasa (E.C. 3.2.1.23).
La B-galactosidasa estd considerada dentro del grupo de las

hidrolasas. En relacién al mecanismo de reaccién de la fi-galactosidasa

0



con s;x sustrato:se h; #rohu‘esip la transferencia del residuo galact;osa -
de” un galiétésldo"a ‘ly.mf,ace‘};tor' {como a;gua.'otr;: azucar o alcohol)
ocupando la’ galactosa y el acépté':r'_una misma posicién en la molécula
‘enzlmaticka. Aquiy el aceptor' entraria solo después de haber sido
removida la galactosa.ﬂ’

La reacclén enzimdtica puede ser afectada por diversos factores como
son el pH, la temperatura, tiempo de reaccién y concentracién de
sustrato. El pH éptimo de reacclén estd en funcién de la fuente
enziméatica; por ejemplo, se sabe que la lactasa de E. coll tiene un pH
éptimo de 7.0, mientras que la enzima de K. fragilis muestra una mayor
actividad a un pH de 6.6. Se ha propuesto que la dependencia de la
actividad enzimatica al pH estd influenciada fuertemente por iones

divalentes'?”’

En relacién a la temperatura éptima de reacclén de la
lactasa, se reporta que las lactasas bacterlanas generalmente muestran
una mayor actividad a 37°C; se ha reportado que la enzima-de K.

fragilis tiene una temperatura éptima de reaccién entre 37 y
200c¢15:18

En la literatura se describe el comportamiento de las enzimas al

variar la concentracién de sustrato!®’

A bajas concentracliones de
sustrate, la velocidad de reaccién serd proporcional a dicha
concentracién por lo que se dice que la reaccién es de primer orden.
Conforme aumenta la concentracién de sustrato la velocldad de reaccién
aumenta hasta alcanzar un valor maximo en el cual tenemos un orden

cero de reaccién, es decir, que la velocidad de reacclién se hace

independiente de la concentracién de sustratu(m.

La ecuacién que describe la catdlisis enzimidtica (modelo "de



Michaelis-Menten), es la s!guiénte:

vis Vaax. S
Ka +S
donde:
Ko = constante de Michaelis

Vmax = velocidad maxima de reaccién.
2.4 INDUCCION DE ENZIMAS

De los cientos de enzimas que una célula es capaz de producir, un
cierto numero de ellas siempre estd presente en concentraciones
sustanciales. A tales enzimas se les dA el nombre de enzimas
constitutivas. Ejemplos de éstas son las enzimas que convierten la
glucosa a piruvato. Otras enzimas se producen solo cuando su sustrato
o un compuesto andlogo muy especifico estd presente en el medlo; a
éstas se les llama enzimas Inducibles. A este ultimo grupo pertenece

la enzima B-galactosidasa.

La induccién enzimitica es definida como un incremento relative en la
velocidad de sintesls de una enzima especifica resultado de 1la

exposiclén del sistema de produccién a una sustancia quimica.

Las enzimas Inducibles se utilizan cuando el organismo se encuentra
limitado a una sola sustancia como unlca fuente de carbono o energia,
como podria ser un polisacarido, un ollgosacdrido o un aminodcldo. El
fendmeno de induccién es un mecanismo que posee la célula para

economizar energia pues se evita la utilizaclén de aminodcidos en la



manufactura de en'imas que no:serén unnzadas +& .menos - qué'b se

encuentre presente el sustratu par a ella

fisioléglcas.

Existen al'menos cuatro .genes.en el cromosoma (ADN} que condlcionaq la
formacién de una enzima en particular. El gen regulador R codifica
para-la formaclén de una proteina represora la cual es capaz de unirse
a un gen operador O que contrela el funcionamiento de un vecino gen
estructural S. El gen promotor P es el sitio de Iniclacién de la ARN
polimerasa, la enzima que cataliza la transcripcién del ADN a ARN

mensajerc {ARNm) ,

Si la proteina represora se combina con O, 1la ARN polimerasa se
bloquea y no se formarad el ARNm complementario a la secuencia de ADN.
Cuando 0 no se combina con la proteina represora por accién del
inductor sobre R la ARN polimerasa puede realizar su funcién de

transcribir el o los genes S.

2.5 Regulaclén en la produccién de enzimas.

Muchas enzimas catabélicas caen dentro de la clasificacién de enzimas
inducibles. Los inductores tipicos son sustratos tales como almidén y
dextrinas para amilasa, sacarosa para lnvertasa, urea para ureasa,
lactosa para lactasa, etc. La potencla de algunos inductores es enorme
s1 consideramos el caso de una cepa de E. coll que produce 1000 veces

mis cantidad de B-galactosidasa en estado inducido, comparada con el



estado de no induccisn'!®,

En muchos casos algunos andlogos del sustrato natural de la enzima son
mas potentes como inductores (tabla 2.5.1), y algunos productos de la

reaccién enzimética también actuan como inductores®®’.

Tabla 2.5.1. Inductores anilogos de algunas enzimas .

Enzima Sustrato Anilogo inductor

B-galactosidasa Lactosa Isopropll-g-tiogalac—
tésido.

Penicllin g-lactamasa Benzllpenicilina Meticilina.

Amidasa allfatica Acetamida N-metilacetamida

Celulasa Celulosa Soforosa

Existen algunos reportes en la literatura en los que se ha tratado de
hacer que enzimas que son producidas mediante un mecanismo de
induccidén se conviertan en enzimas constitutlvas. Dickson vy
colaboradores trabajaron con una cepa de Kluyveromyces lactis de la
que, por medio de mutaciones, se logré derivar otra cepa que producia
7 veces mads enzima que la silvestre en ausencia del tnductor '’ sin
embargo, por ser la inducclén un fenomeno muy complejo, aun no se ha
logrado la obtenclén de cepas constitutivas estables que presenten

los niveles de produccién de enzima comparables con los obtenides en

sistemas induclbles.



Algunas enzimas 'son:  producidas . -durante ‘el "desarrollo . del
mlcroox;ganlsmo 15ero lvlegar’i a ser~}eprimida§ par‘“'lovsr producto’s' Iinaies
de la feaécién que catallizan. Estos compuestos .llaymados Vcorepresoresr
se combinan con una proteina intracelular (aporepresor); la cual es
codificada por un gene regulador, para finalmente producir un
represor. Asi, algunas proteasas de muchos bacilos se producen a bajos
niveles en presencia de algunos aminodcidos, aunque la eliminacién de
tales compuestos del medio de cultivo incrementa considerablemente la

preduccién de la enzima,

Tamblén la limitacién de amonio en el medio de cultivo provoca que
clertas enzimas, que catabolizan compuestos de nitrégeno, se
desrrepriman. Esas enzimas son: proteasas, ureasa, nitrato reductasa,

ribonucleasa, arginasa, etc.

2.6 CRECIMIENTO MICROBIANO

Todo microorganismo requiere para su crecimiento una fuente de carbono
v una de energia. En la mayoria de los casos la fuente de carbono y
energia es la misma, aunque se hace necesario que el medio de cultivo
en el que se realiza la propagacién contenga todos los elementos
suficientes para que la célula microbiana pueda sintetizar Ilas
macromoléculas necesarias para su desarrollo y para el o6ptimo

funcionamiento de los sistemas enzimaticos que la constituyen.

Las levaduras requleren para su crecimiento fuentes de carbono y
oxigeno, varlos minerales, vitaminas, factores de crecimiento, oxigeno

disuelto, temperatura y pH aproplados.



Fuente de carbono

La mayoria de las levaduras son capaces de utilizar bp-glucosa,
p-fructosa y p-manosa. Las enzimas para la hidrélisis de aztcares como
sacarosa, rafinosa, meloblosa, almidén e inulina se encuentran fuera
de la membrana celular, mientras que las enzimas para hldrolizar
maltosa, lactosa y celoblosa se encuentran en el interior de 1la
célula. La fermentacién de pollsacarides tales como almidén o inulina
(un polimero de fructosa), estd restringideo a pocas levaduras y a

bajas velocidades de crecimlento“z’.

Fuente de nitrégeno.

La hablilidad de las levaduras de asimilar diferentes fuentes de
nitrégeno varia de especie a especie. Entre las fuentes de nitrégeno,
el sulfato de amonioc es asimllado por casi todas las levaduras. La
asimilacién de nitratos es mucho més reduclida y de hecho, esto es
utilizado como un criterio de clasificacién. Los aminodcidos se
utilizan tambien como fuente de nitrégenc, dependiendo de la habilldad
particular de la levadura de desaminar el aminodcldo para despues
incorporar el nitrégeno en algin constituyente celular. Otras fuentes

alternatlvas de nitrégeno son la urea y las bases nitrogenadas.

2.7 Fermentaciones

Pasteur definié la fermentacién como “"la vida sin aire" y reconocié
que en este proceso la energia metabdlica se obtlene graclas a la
propiedad de los organismos para realizar, en una u otra forma las
funciones respiratorlas, con el concurso del oxigeno presente, aunado

a la presencia de fuentes de carbono y energia .

o
w



La fermenta:cién se define actualmente come un préceso metabélico en el
cual ‘la’ enérgi; procede .de compuestos orgdnicos- que actuan tanto'cbma
_donadores L] acep;ores de electronesuz’

Desde él punto de vista de la energia de enlace, la fermentacién puede
lnferpretarse como un reagrupamiento de atomos de hldrégeno y oxigeno
para .la formacién de compuestos mas senclillos (mas oxidados) y en

ddnde se obtiene energia de una manera eficliente.

Con el fin de evitar confusiones, se consldera como metabolismo
fermentativo (fermentacién) aquel que se desarrolla sin el concurso
del oxigeno y metabolismo oxidativo (respiracién) aquel que requiere
la presencla de oxigeno.

Durante la propagacién de un microorganismo en un medio de cultivo se
pueden distingulr 3 fases de crecimiento: la fase lag en la que el
microorganismo inicla su adaptacién a las nuevas condiciones a 'las que
se vé sometlido; fase log en la cual el microorganismo se multiplica de
manera exponencial para despues alcanzar una Gltima fase, la llamada
fase estaclonaria en 1la que las células dejan de crecer por
agotamiento de sustrato o por la acumulacién de algin metabollito

inhibitorioc del crecimiento.

Obviamente, la duraclén de cada fase de crecimiento dependerd de las
condiclones a las cuales la célula se vea somentida. En algunos casos
se busca favorecer el que una de las fases prevalezca sobre las demés;
tal es el caso del cultivo continuo en donde, por ejemplo, el
microorganismo se mantiene en fase log a una velocldad especifica de

crecimiento constante que serd equlvalente a la tasa de dilucién del




cultivo. En otros casos, es la fase éstacl’p’ni’ir"l'i

elaboracién de un metabolito de interés..

Respiracion.
De acuerdo a la acclén que desarrolla el oxlgeno .en” su comportamiento

metabélico, los mjcroarganlsmos se c asll'.lc

~Aerobios obligados: necesitan la presencia de oxigeno para su
desarrollo,

-Anaerobios estrictos: pueden crecer solo en ausencla de oxigeno.
~Organismos facultatlvos: crecen en ausencla de oxigeno y pasan, en
presencia de oxigeno a un metabollsmo de tipo respiratorio.
-Anaeroblos aerotolerantes: se trata de organismos parecidos a los
facultatlvos ya que pueden desarrollarse en presencla o ausencla de
oxigeno pero su metabollsmo es siempre de tipo fermentativo.

La habilidad de las levaduras para realizar la fermentacién alcohélica

(11}

varfa de especie a especie y de cepa a cepa, existiendo muchas

levaduras que son totalmente Incapaces de producir alcohol.

El metabollsmo aerdbico es afectado tanto por los niveles de oxigeno
presente como por la concentracién de azicares. Algunas levaduras que
son crecldas en medios de cultivo con mas del 5% de glucosa, muestran
una total 1nhibiclén para la sintesis de enzimas respiratorias; este
es el efecto llamado "Crabtree". Las especles del género Kluyveromyces
y algunas Saccharomyces no muestran dicho efecto. Cuando los niveles
de azucar decrecen en un cultivo aireado, hay un lncremento en la

actlvidad de las enzimas del Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos (CAT)



y una mayor actividad de las~enzin{us “involucradas Ve:n've;f}Clcln del
Glioxlilato (CG) en el sistema de"transpoi'tgde:_elecérdnes(!"’f?

2.8 Productos de la fermentacién.
En el contexto general de las fermentaclones, 5105’ 'p'rcduct.os obtenldos
mediante la utilizacién de las levaduras dcupan un lugar preponderante
a pesar de que solo unas pocas de las 349 especies descritas por

taxonomistas son de importancia econémica (tabla 2.8.2)'9,

Tabla 2.8.1. Algunas de las levaduras mis comunmente usadas y

los procesos asociados a ellas.

Especie Productos/aplicacién

Saccharomyces cerevisiae Panificaclién, cerveza, vino,

biomasa, etanol.

Saccharomyces uvarum Cerveza.
Kluyveromyces lactls Lactasa.
Kluyveromyces fragilis Lactasa, etanol, biomasa.
Candida utilis Acidos nuclelicos, blomasa.

Los productos de la fermentacién, ya sean metabolitos primarios o
secundarios, pueden estar asoclados a alguna de las fases de
crecimiento del microorganismo, dependiendo tambien del tipo de
metabolismo que la célula realice. Por ejemplo, es conocldo que la
produccién de alcohol por levaduras (Saccharomyces cerevisiae} estd
directamente relacionado con la utilizacién del carbohidrato o fuente
de carbono, ademds de que dicha preducclén se ve favorecida sl las

condiclones de crecimiento permiten un- metabolismo de tipo



fermentativo.

En otros casos, la formacién del producto de interés en un proceso
fermentativo puede no tener relacién aparente con el patrédn de consumo

del sustrato como en el caso de la produccién de penicilinam.

2.9 Produccién de lactasa.

La enzima lactasa ha sido encontrada en numerosos microorganismos,
animales y plantas. Esta actividad enzimadtlca fué encontrada en
cientos de cepas de Enterobacterlaceae, en cepas de Pseudomonodaceae,
Parvobacteriaceae, y Nelsseriaceae. Entre las bacterias gram
positivas, Diplococcus pneumoniae, Streptococcus lactls, Bacillus
megaterium, Pacillus subtilis y algunas Propionibacteria producen
B-galactosidasa. La actividad g-galactosidasa estd presente tamblen en

numerosas levaduras, protozoarios y en varlos hongosm (tabla 2.9.1).

No todas las fuentes de 1la e¢nzima pueden ser usadas para la
elaboraclén de productos con fines alimenticlios'?. Las preparaciones
de lactasa provenientes de A. niger, A. oryzae y Kluyveromyces lactis
5 fragills son conslderadas confiables para su utilizacién en
alimentos, ya que tradiclonalmente se han utlllizado en la industria
alimentaria.

La lactasa proveniente de E. coli, la especle mas investigada, en
principio no puede ser utillzada en alimentos debido a la toxiclidad

que producen los extractos crudos de coliformes.



Tabla 2.9.1. Desgloce de las diversas. fuentes' de :obtenciénide  la

enzima lactasa

Organos animales:

Intestino, cerebro.
Levaduras:
Kluyveromyces lactis
Kluyveromyces fragilis
Candida pseudotropicalis
Brehanomyces anomalus
Wingea roberstsii
Bacterias:
Escherichia coll
Bacillus megaterium
Thermus aquaticus
Strept oco;:cus lactis
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus helveticus
Baclillus circulans
Bacillus stearothermophilus
Lactobacillus sporogenes
Hongos: .
Neurospora crassa

Aspergillus niger
Asperglillus orizae

Asperglllus foetidus
Asperglllus flavus
Aspergillus phoenicis
Mucor pucillus

Mucor mieheli
Alternaria palmi

En la tabla 2.9.2 se enlistan 1las principales preparaciones

comerciales de la enzima y la fuente de la cual se obtiene!4:1%)



Tab’l.'a’ 2;9.; - Principales preparaciones comerciales da.1a enzima

S © lactasa y sus fuentes.

E Aspergu]us niger
1. Baxter laboratories Chicage Il., USA.
2. 'Dalryland Food Labs. Waukesha W.,USA.
a; E

4. :Societé Raplidase, Seclin, France.

5. Wallerstein Co. Morton Grove Il1., USA.

6. G B Fermentation Industries Inc. Il., USA.

Kyona Hakko Kogyo Co., Japan.

Kluyveromyces lactis

1. Gist-Brocades, Holanda {Maxilact).

2. Nutricional Biochemical Coltd, Cleveland, USA. '
3. Tokyo Tanabe Co. LTD, Japan.

Kluyveromyces fragilis

1. Kyowa Hakko Kogye Co., Japan.

2. Sigma Chemical Co. St. Louls, USA.
3. Novo A/S. Dinamarca (Lactozym).

Escherichia coli

1. CF Boeringer GmbH Mannheim FRG.
© 2. Worthington Blochemical Corp. Freehold, USA.- inisissl

Preparaciones de levadura suplementadas por:
1. British Drug House LTD. London, England,
2. Debi Cassina de Pechl, Milan, Italy.

3. Sturge Enzymes LTD. England, (Hydrolact).
4. Miles laboratories, USA (GODO).




Existen -en ‘la.literatura numerosos reportes.vpcerca de- la prodiiccién. de

lactasé por : miqrocréanisipos 'ép_e vlan"giesde'i,bac'terlas' (E.° coll, L.

bulgaricus, ‘ﬁelvétl‘cusl) v hongoé'( IR nlgéxﬁ. A oryzae, N. craésa).

hasta ulevét'tluras'. “slendo. estas . dltimas mas" 'clt'ac_i'a.s “en-la -

lit:era'fixrau‘.s‘u'?r e

. Exlste consenso’ en’ cuanto -a. la /composicién. basica . del medlo: de
cultive® para larprodu'ccién de ‘léctasa'dg levadura: Este medio debera
: contvener: lactosa, sulfato de amonioy. fosfato de potasioc y extracto de

levadura.

De 'los reportes presentadoes a cerca de la produceclén de lactasa,
destaca el realizado por Mahoney y cul.“s’, ya que presenta de manera
mas completa y detallada los diversos estudlos reallzados; este

estudio fué tomado como base para la realizacién del presente trabajo.

Mahoney y col. utiliza una gran variedad de cepas, seleccionando
flnalmente una cepa de Kluyveromyces fragllis (NRRL-Y1109). Los
resultados mis interesantes de este trabajo, se refleren al efecto de
la concentracién de lactosa en el medio de cultivo y al efecto del
oxigeno en la produccién de la enzima. De acuerdo a éstos, altas
concentraciones de sustrato favorecen la produccién especifica de

lactasa y niveles altos de oxigeno en el medio la desfavorecen.

Mahoney y col. emplea medios de cultivo hasta con un 15% de lactosa,
concentracién a la cual la produccidén de lactasa es méxima (10,000
U/1}, mientras que con velocldades de aereacién del orden de 0.03 vvm

obtlene hasta 45,000 U/1.

3]
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Para la evaluacién de la enzima producida en las células, realiza una
extracelén utillzando tolueno a bajas concentraclones " por perfodos

largos de exposicién.

2.10 Propiedades de la enzima lactasa

£n la tabla 2.10.1 se r las propiedad de:-la enzima lactasa y'

su fuente de obtencién‘’®.

2.11 Lactasa de K. fragilis

Mahoney“s)

reporta un estudio sobre las propledades de la enzima
B-galactosidasa alslada de una cepa de Kluyveromyces fragills. La
enzima contiene un solo tipo de subunidad con un peso molecular de
200,000. La lactasa purificada muestra una Km para o-nitrofenil
B-D-galactopiranésido de 1.61 mM y de 12.2 mM para lactosa. Ademas,
esta enzima muestra un pH 6ptimo de reacclén de 6.6 y una temperatura
optima de 37%. La lactasa muestra inhibicién por producto
(galactosa), siendo ésta de tipoc competitiva. Los lones Mg™*, Mn"'y K*

parecen ser necesarlos para la éptima actividad de la enzima.

2.12 Kluyveromyces fragilis

Por ser la lactasa de K. fragilis la de mayor impacto en la hildrélisis
de la lactosa en leche y suero dulce de leche, conviene sefalar
algunas de sus caracteristicas: la reproduccidén de esta levadura es
por medio de gemacién multipolar (reproduccidén vegetativa) o por medic
de ascosporas (reproducclén sexual). Las ascosporas se forman después

de una divisién melética, por lo que contienen un numero haploide de



de’’1a enzima lactasaiy ‘su fuente: de -

Tabla  2.10.1: " Propiedades’

i K.fragllls
K. dactis
E. .coli
: §.m'tmermbph11us
C. “Ineagualis 3.4-4.37
B. ‘eirculans 6
Baclillus sp. 6.8
F. moniliforme 3.8-5.0
L. bulgaricus 7
L. clitrovorum 6.5 60
Scopulariopsis 3.6-5.0 50-65 '
Mucor pucillus 4.5-6.0 60
A. alternaria 4.5-5.5 §0-70

Thermus acuatfcus 4.5-5.5

cromosomas, velviendo a recuperar su numero diplelde después de una
conjugacién de dos ascosporas. K. fragilis puede optar por varlas vias
metabdlicas, dependlendo de las condiclones del medio en que se
encuentra. En ausencla de aire esta levadura realiza la conversién de

hexosas a etanol y CO2 slguiendo la via de Emben-Meyerhof:

GLUCOSA —s=w-——== + 2 ETANOL + 2 C[J2

El metabolismo aeréblco o respiracién es el mecanismo predominante en



la célula para producir energia; en-éste,-el-oxigeno molecular-es el
ultimo aceptor de electrones. Medlante la via oxidati\;a se -producen
precursores de la sintesis de amlnoécidos‘yvkde nuchos vc‘cnstltuyentes;

macromcleculares de la célula.



CAPITULO Ill

MATERIALES Y METODOS



3.1 Material biolégico

Se conté.con 4 cepas de levadura para seleccionar la mejor productora
dg lactasa:

Kiuyveromyces fragilis NRRL Y1109 proporcionada por la Universidad de
Callifornia, en Davis EUA.

Kluyveromyces fragllis CDBB-278, Kluyveromyces fragilis UCD-351 y
Kluyveromyces lactis UCD~335 todas proporcionadas por .el Dpto. de
Microbiologia de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional

Autonoma de México.
3.2 Propagacién del microorganismo.

Preparacién de cufias de agar (medio séllido):

Se prepararon 200 ml de medio de cultivo {previamente seleccionado)
con 2% de agar y se virtieron 20 ml a tubos de 25 x 200; se
esterilizaron a 121°C durante 15 minutos y se sembraron los tubos por
estria para incubarlos a 29% durante 48 horas y despues se guardaron

en refrigeraclén.

Crecimiento en matraces fernbach:

Se prepararon 1 litro de medlo de cultivo en un matraz fernbach de 2.8
1itros. Se esterllizaron a 121°C durante 15 minutos, se enfriaron y se
inocularon con 3 asadas bien cargadas (aprox. 15 mg de levadura, peso
seco) de la cepa tomada de una cufia. Se lncubaron a 29% y 200 rpm

durante 18 horas en agitadora New Brunswick G-2S.



3.3 Determihacién’ de ‘concentracisn celular

De una soluclon patron de levaduras ( Absorbancla aprox. 0.8 a A de
650 nm. con dill 1 50 ) ‘se prepararon por duplicado 25 ml ~de 11
soluctones a diluciones de 1i1 a 1i10: De cada snlucién preparada 'se
hizo una dilucién 2:100 y se leyé su densidad 6ptica a 650 nm en un
espectrofotémetro Beckman mod. 35. Se puso a peso constante 20
membranas millipore (poro 0.45¢ ), se pesaron y se guardaron en
desecador.

Se filtraron las solucliones en las membranas millipore por filtracién al
vacio, utilizando las membranas pesadas anteriormente y se
pusleron nuevamente las membranas a peso constante. Se determiné por
diferencla la cantidad de levadura retenida en las membranas y se
calculé 1la concentracién de levadura {mg/ml) en cada soluclén
preparada.

Después se construyé una grafica de concentracién célular {mg de peso
seco/ml) contra absorbancla; de la grafica anterlor se obtiene la

ecuaclén de la curva:

Conc {g/1} = Abs - 0.03
0.0599

3.4 Determinacién de azicares reductores®.

Los azicares residuales en el medio de cultivo (lactosa) se

determinaron por el método del A4clido dinltrosallc&l&co(zn y se

ny
o



fundamenta’ en- la reduccién ;lél DNS por azUcares reductores, formando
un | compuesto aminado ".‘ i:ol'brfdp, siendo . la intensidad de dicha
coloracién prnporclohal é 1a épnéentracién de reductores presentes: en

la muestra.

A) Preparaci6n de react;lvo:

En un vaso de precipitado conteniendo 50 ml de agua se aﬂgdlé y se
disolvié 1.6 gramos de NaOH. Se agregaron 30 gramos de~tartrato dé
sodio y potasio y se colocaron en una parrilla con agltaclén'; se
agregaron lentamente 1 gramo de 4c. dinitrosallcilico (DNS). Se aforéd
a 100 ml y se guardé en refrigeracién protegido de la luz (duracién

del reactlvo: 30 dias a 4°C).

B) Curva patrén:

Se prepararon soluciones de lactosa de 0 a 2 mg/ml, se tom6 1 ml de
cada solucidén y se le agregé 1 ml de reactivo de DNS. Se puso en agua
a ebullliclén durante 5 mlnutos y se enfrié en bafio de hielo.

Se agregaron 10 ml de agua destilada, se dejdé reposar 5 minutes a
temperatura amblente y se leyée a 540 nm en espectrofotémetro
utilizando como blanco agua mas reactlivo.

Se construyé una graflca de absorbancla contra concentracién ~de

lactosa para obtener la ecuacién de la curva de la forma:

Conec.1 (g/1) = Abs ~ b

m

C) Procesamiento de las muestras:
. .
Se tomé 1 ml de la muestra, se le hace una dilucién y se siguid el

mismo procedimiento que para las soluclones de la curva patrén. Se

M



transformaron las. lecturas de absorbancias ‘a".;concentracié‘n _(mgsml)

mediante l_ya férmula:

3.5 Permeabilizacién celular.

VElb préce#o de‘ permeabilizacién se define, vprevla experimentacién, de
la siguiente forma:

De una suspensién de levaduras (muestra) se tomaron 12.5 mg de células
y se colocaron en un matraz aforado de 25 mi; se le afiadieron 5 ml de
solvente (tolueno o alcohol isoamilico) y se afordé con buffer de

-+

fosfatos 0.1 M con lones Mg'™ 1 mM y Mn'* 0.1 mM- (buffer A). Se agité
a temperatura amblente durante 1 hora en un agitador por inversién.
nota: Las muestras permeabilizadas deben de procesarse inmediatamente

después del periodo de agltacidn.
3.6 Determinaclién de la actividad enzimatica con ONPG.

Se preparé una solucién de ONPG {orto-nitrofenil-g-D
galactopiranésido) 0.068 M (20.5 mg/ml de buffer A). En un tubo de
ensaye de 13 x 100 mm. se afiadieron las sigulentes soluclones:

2.7 ml de buffer A.

0.1 ml de 2-mercaptoetanol 3.36 M

0.1 ml de la mezcla de permeablilizacién agitada vigorosamente en

vértex,



Se agregd 0.1 ml de la soluclén de ONPG e lnmediatamente se agité y se
colocd en la celda del espectrofotémetro, tomando lecturas de
absorbancia (X = 410 nm) cada 30 seg durante 4 min.

Se transformaron las lecturas de absorbancla a pmoles de ONP/ml
utilizando el coeficiente de extincién del ONP a la temperatura de
medicién ( 1.18 pM-‘pH 6.6) y se hlzo una regresién lineal de los
datos de pmoles /ml contra tiempo.

Se calculd la actividad total de la reacclén (la pendlente de 1la
recta, multiplicada por el volumen total de reaccién) en unidades
toLélés' y la actividad especifica de las células (actividad total/g

de células) en U/g.

* Una unidad enzimdtica se define come la cantidad de enzima capaz de
hidrolizar un pmol de ONPG por minuto a las condiclones de reacclén
establecldas (pH 6.6).

Las unidades reportadas en este trabajo siempre estan referidas a una
temperatura de 40°C. Para la transformacién a estas condiclones se
determiné la energia de activacién de 1la enzima, obtenlendose la

sigulente expresion:

5043
Act(40®) = 1.0043x1077 (Actm) e Z73*TH

donde:
Actty = Actividad a la temperatura de medicién.

4 = Temperatura de medicién en °c.



3.7 Etapas dcl'proyecto plaﬁtcado.

En el presente proyecto de ‘tesis) se ébqtei‘nplé‘realiihr iYas slgulentes

etabas:

1. Establecer - -las: metcﬁclog’iés ‘necesarias 1 :proyecto . en

pafticular.

1I. Sele’cc'ionaxi-‘. a partir de un ‘vloté de microorganismos productores
dlspénible,' una' cepa que sea buena produgtora de la enzlima lactasa.

‘III. _Optimizar . la - produccién: de  la: enzima lactasa, por medio del
desarrollo de los siguientes puntos:

a) Establecer la composicién adecuada del medie de cultive que
favorezca la produccién de la enzima.

b

Verificar el efecto del pH, temperatura y volumen de trabajo en

la produccidén de la enzima.

c) A partilr de los resultados obtenidos a nivel matraz, gvaluar
la produccién de la enzima en fermentadores de 1.5 litres, variando
los niveles de aereacién y agitacioén.

d

Realizar fermentaciones a nivel de 14 litros, optimizando las
variables manejables en estas unldades de fermentacién.

e) Establecer la concentracién adecuada de solvente y el tiempo de
tratamiento en la permeabllizaciéon celular y la extraccién der 1;

enzima,



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1 Seleccién de la cepa:

Para esta etapa se conté con: cuatro cepas (descripc!én en materlales ¥y
métodos), * las . cuales ' fueron propagadas en: un medlu de 2 culuvo

reportado por Mahoney. Aqui. se sustituyb el NHlOH pcr

conservando la cantidad de nxtrégeno equivalente.’

Se inocularon 100 ml de medio en matraces de 500 ml con 3 asadas de
las cepas conservadas en cufias de agar. Las condiclones de crecimiento
fuéron: 29°C y 200 rpm en incubadora New Brunswick Mod. 25, siguiendo
el curso de la fermentaclén por un periodo de 40 horas.

Los parametros tomados en cuenta para la seleccién fueron la actividad

especiflica de las células y la produccién de blomasa.

Como puede observarse en la figura 4.1.1 la cepa de K. fragil'ls NRRL
¥1109 muestra caracteristicas de desarrrollo notables en comparacién a
las otras cepas, presentando un maximo de actividad especifica (470
Urg) a las 24 horas (mayor actividad de todos los ensayos realizados),
para después tener una calda en la producclén de enzima a partir de

las 34 horas de crecimiento (tabla 4.1.1).

Como conclusién se decidié desarrollar el proyecto con la cepa K.
fragilis NRRL~Y1109 pues se considerd que dificllmente se podria

optimizar la produccién a partir de las cepas restantes.



Biomasa (g/1)

10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (heras)

FIG. 4.1.1 Produccién de bicmasa de 4 cepas de levadura.
NRRLY-1109; CDBB-278, (XD-351; UCD-335.



Tabla 4.71.1. Produccién ‘‘de “lactasa por: los difei-érgteb “'cepas

o ﬁtilizadas. s
At;tlviciad qspecific
Cepa - " 24 hrs :
“K:“fragi11s NRRL=Y1109 170
K. ‘fragllls CDBB-278 130
K. fragilis UCD-351 208 -
k. lactls UCD-335 141

4.2 Extraccién de la enzima.

La enzima fB-galactosidasa es Intracelular y por esto.se hace necesario
dar un tratamiento a las células para determinar su produccién por las
diferentes cepas. En la figura 4.2.1 se muestra el efecto de
la temperatura a diferentes concentraclones de tolueno sobre 1la
expresién de la actividad R~galactosidasa en la -mezcla
células-sobrenadante para la cepa de levadura a través del tlempo.
Como se aprecia en la figura, la actividad es mayor a una
concentracién de solvente de 20% , slende suficiente una hora de
contacto para que la actlvidad expresada sea méxima, En este caso,
hablamos de una permeabillzacién, pues la mayor cantidad de enzima aun
se encuentra en el interlor de la célula. La evaluacién del efecto de
la temperatura de permeabllizacién se presenta en la misma figura,
mostrando que a 25°C y a una concentracién de solvente de 204, la
actividad es mixima.

Tomando como base los anteriores experimentos se realizé 1la
permeabilizacién utilizando alcohol iscamilico a las mismas

concentraciones. En la flgura 4.2.2 se aprecia que al sustituir




Actividad esp. (U/g)

1000

0 5 10 - 15 20 25

Conc. Tolueno (%)

FIG 4.2.1 Efecto de la temperatura sobre la expresién
de actividad lactasa a diferentes concentra
ciones de solvente. Actividad medida en la
mezcla células-sobrenadante. W 4°C; @ 259C;

v 37%.
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FIG 4.2.2 Efecto de la temperatura sobre la expresién
de actividad lactasa a diferentes concentra-
ciones de solvente. Actividad medida en la
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tolueno por . alcohol 1socamilico la actividad exprésada es
significativamente mayor.

Después de esta serie de experimentos se definlé la manera de evaluar
la produccién de enzima por la célula: pener a las células en contacto
con una solucién al 20% de alcohol isoamilico durante 1 hora a

temperatura ambiente y medir la actlvidad en la mezcla completa.

4.3 Optimizaclén de 1a composicién del medio de cultive.
Como se menciond anterlormente, el medio base a partlr del cual se
inicié el estudio de optimizaclén fué el propueste por Mahoney. las
variables que se consideraron como lmportantes a evaluar en una
primera etapa fueron: la concentracién de lactosa, de extracto de
levadura, e fosfato de potasio y de sulfato de amonio. La estrategia
para evaluar el efecto de estas variables se bas4 en un disefio
experimental tlpo Box-Wilson. Este disefic se fundamenta en una
comblnacién matricial de las variables a dos nlveles, en donde el
namero de experimentos a realizar (y por lo tanto, el nimero de medios
de cultivo a probar) se obtlene de la siguiente expresidén:

N = 2”
donde N es el ntmero de experimentos y n el nimero de varliables a
manejar.
Los niveles probados para cada varlable se muestran en la tabla 4.3.1,
El efecto de las diferentes conbinaclones probadas se evalué en
funcidén de la actividad especifica mostrada par las células. La matriz

planteada y los resultados obtenlidos se muestran en la tabla 4.3.1.
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Tnkbla"‘t.‘:i.l.‘ .Méktodu”Eax-‘unsnn; desglose de variables y. unidades

g “utilizadas.’

. Variable Unidades - Centro Nivel Nivel  Unidad
L ok : experimental (+) (-) exp.
A lactosa % S 3 7 2
B OW,) 50, % .56 .46 .66 1
C ext. lev. % .5 .4 .6 1
D KHpO, % .3 .25 .35 .08

Este disefio experimental fué utilizado para. realizar ‘el andlisis de
las variables con el menor numero de experimentos sin llegar a la
utillzacion del algoritmo de Yates.

De la observacién de los resultados mostrados en la tabla 4.3.2 se
puede conclulr lo sigulente:

-el incremento en la concentracién de lactosa en el medlo de cultive
favorece lligeramente la produccién de enzima.

-la concentracién del sulfato de amonio arriba del centro experimental
favorece la produccién de enzima.

-un lncremento en la concentracién de extracto de levadura (fuente de
vitaminas) favorece tambien la produccién enzimdtica.

-la Influencla del fosfato de potaslo no es muy clara, sin embargo, el
medio de cultivo en el cual se dié la maxima producclon, incluye en su

formulacién niveles elevados de fosfato de potaslo.



Tabla 4.3.2 Diseﬁo experim:ntal rcalxzado y resultados ob'.enidos
G ens 1a

ptlmizacien dels medio de cultivo;para 1a

- produccién de laclasa de K. frag.ll!s o

Expcrimcn(.o 5’ Interaccion . 'Variables '?"’ 'Act. ‘especifica
T arables T ATEL €D T U
SN - 4m
2 A ; - 545
3 B A 412
4 c S 545
- D -t 484
6 AB ok - 609
7 AC + -t - 523
8 BC -+ + = 556
9 AD + - -+ 674
10 BD -+ -+ 793
11 CD - -4+ + 533
12 ABC + + o+ - 665 )
13 ABD + + -+ 877
14 ACD + -4+ 529
15 BCD -+ 4+ 785
16 ABCD + o+ 764

#® Todos los medlos de cultive formulados (100 ml) tuvieron un pH
inicial de 5.5 en matraces de 500 ml y fueron inoculados con 2 asadas
de la cepa K. fragilis NRRL-Y1109.

A pesar del aumento relativo en la produccién observado al incrementar
los diferentes componentes del medio, éste no es muy significativo,
deblendo reallizarse otros estudios para lograr la optimizacién.

Una de las varlables que afecta estos resultados y que resulta dificil
de controlar es el cambio de solubilidad al oxigeno en las diferentes

formulaciones de medlos de cultivo; es decir, que los camblos en la



actividad . especifica mostrada por las células pueden deberse a
variaciones enlla concentraclén de oxigeno disuelto. Ante esto se
}:onslde‘ré conveniente Incrementar los valores de 1los sustratos
{excepto 1la lactosa}l y evaluar posteriormente 1la influencla del
oxigeno eﬁ la producclén de la enzima.-

El medlo de cultivo formulado en esta etapa- presenta’ la -sigulente

composicién (% p/v):

Lactosa......vevvvenasn 5 N o
Extracto de levadura.... 0.75 S
Sulfato de amonio....... 0.84

Fosfato de potaslo.......0.45

‘Sulfato de magnesio......0.05

pH iniclal de 5.5.

Aqui se evalud la conveniencia de incorporar al medlo de cultivo lones
Mg“ como Sulfato de Magnesio. En la figura 4.3.1 se observa que la
adlcién de 0.05% de sulfato de magnesio favorece la producclén de la
enzima.

4.4 Efecto del pH inicial en la produccién de lactasa.

Los reportes acerca de los medlos de propagacién para levaduras
indican, sin excepcién, que el pH inicial debe ser acldo. El nivel de
acldez fluctua entre valores de 3 a 5.5, dependiendo de la especle a
propagar.“s‘m'”’

En una serie de experimentos se probaron diferentes valores de pH
inicial y se evalué tanto la generacién . : blomasa como la produccién

de enzima lactasa por las células. En la figura 4.4.1 se

observa que el pH 6ptimo para la maximlzacléen de los pardmetros es 5.5
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sobre la produccién de lactasa de K. fragilis.
Biomasa (o} y actividad esp. (a) a pH 4.5
Biomasa (v) y actividad esp. () a piH 5.0
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4.5 Establidad de la enzima a difel;enles’;lal;ares dqtb pH.-
S1 anallzamusn el .patrén de pH de un cuitivo‘ dt’z"ylévadurb‘a' env' matraz
- agitado (flgura 4.5.1) observamos que éste tlende a decré;er, de un
valor inicial de 5.5 hasta un (ralor de 3.5.° Un aspecto que
consideramos importante evaluar fué el efecto q\ie el pH final podia
tener en la establlidad de la enzima. Para este fin se cosecharon
células y se pusleron en contacto con soluciones amortiguadoras a
diferentes valores de pH (figura 4.5.2). En este experimento se
observé que el hecho de que la enzima sea intracelular evita que la
acirdez del medio de cultive afecte la estabilidad de la enzima; asi,
consideramos que al centrifufar las células en un tiempo que no mayor
de 8 horas después de la fermentacién, garantizamos que no se
presenten problemas de desnaturalizacién de la enzima por efecto del

pH.

4.6 Produccién en matraz Fernbach

En todos los experimentos descritos anteriormente la propagacién de
las células de levadura se llevd a cabo en matraces erlenmeyer de
diferentes volimenes, Los matraces Fernbach de 2.8 1 tienen la
caracteristica de que su relacidén superficle de 1iquido/volumen
(considerando un litro de medio de cultivo) es mas grande por lo que
la alreacién superficlal se modiflca en cultivos agitades. Un perfil
tipico de propagacién en matraz Fernbach se presenta en la figura
4.6.1, en donde observamos que tanto la produccién de biomasa como de
la enzima lactasa se ven incrementados.

Aqui se estandarizd la cantidad de inéculo por litro de medio de

cultivo en 15 mg de células, peso seco {aproxlimadamente 3 asadas).
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4.7 Produccién en fermentador de 1 litre.

Los fermentadores son unldades de propagacién y produceién en las que
se tiene un control mas efectivo de las condiciones dg béér:{éléﬁ.
dentro de las gque se lncluyen: una agitaclén a través de und oivar).’o‘s g
impulsores, un control de temperatura, control de 1§ airéhclb’t’x:;’:un ;

control del pH.

En la flgura 4.7.1 se presenkan fermentaciones realizadas a diferentes

condiciones de alreacién y agitacién,

De los resultados de estos experimentos se desprende que niveles bajos

de alreacién y agitacién {lo que implica un nivel bajo de tranferencla

de oxigeno} favorecen la produccién de la enzima, siendo las

condiclones éptimas una agitacién de 200 rpm y alreacién de 0.1 vvm.
Es interesante notar que la produccién de enzima en estas unidades no

alcanza los niveles obtenidos en matraz Fernbach, lo que nos indleca

que aln es posible Incrementar 1la produccién de enzima bajo

condiciones més controladas. Esta posibllidad se analizé en

fermentadores de 14 litros.

4.8 Produceién en fermentador de 14 litros.

Para la produccién de la enzima lactasa en Jarras de 14 litros no se

hizo proplamente un escalamiento, debido a que se considerd que el
fermentador de 1 litro presentaba limitaclones en cuanto al mezclade
(se conté selo con una turbina colocada en el fondo de la Jarra). El

objetivo de la utlllzaclén de estas unldades mas grandes y con mayor
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‘dylspolnlbsudad' de " adltamentos, ‘era el - establecer cilaramente las
cwndlclonés de produccién que nos permitleran selecclonar un criterio
‘de “gscnlsmiento para un posterlor aumento de escala. Debido a ‘la
‘evldenclrﬂ que-se tenfa en la literatura y en este trabajo, respecto a
‘la influencla notoria del oxigeno en la producclén de la enzima, el
criterlo selecclonado fué el coeficlente de tranferencia de oxigeno,
KLa, considerado en funcién de las variables rpm y vvm,

los estudios realizados en Jarras de 14 1litros en donde se demuestra
la relacion existente entre el coeficlente de transferencla de oxigenc
¥ lm produccidn de la enzlmu se detalla en el articulo publicado en la

revista Biotechnology iettors ') cuya traducclén al espafiol se anexa

al presente trabajo.
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Resumen.

La produccisdn especifica de B-galactosidasa de Kluyveromyces marxlanus
mostré tener una relacién con el kLa (coeficiente de tranferencia de
oxigeno), a bajos niveles de aireacién. La actividad especifica de las
células fué graflicada contra el kLa. mostrando una bucna correlaclén.
No se encontraron diferencias significativas en la actlividad total
producida a las diferentes condiciones de kLa, ya que un incremento en
la actividad especifica fué compensada por un decremento en la

concentracién de biomasa.



Introduccién.

K.lu_yveramyces marxfamis (sinénimo de Kluyveromyceé fragllis), bha sido
usada amp_llamient‘e en 'estudios que involucran la utlllzacién de‘ sue;rc
de. leche. Los usos mas frecuentes son la produccién'de proteina
unicelular, alcohol y f-galactosidasa. La  cepa . usada mas
frecuentemente en estos estudios es la NRRL Y 1109 (Bothast vy

col. (22))

deblde a su alta capacidad para usar lactosa como fuente
de carbono, lo cual estd relacionado necesarlamente con la capacidad
de’ produclr fi-galactosidasa. lLa velocidad de transferencla de oxigeno
{OTR) est4 asoclada en forma dlrecta con la obtenclén de estos
productes y ha sido reportada una relacién entre bajJos nlveles de OTR
y la produccién especifica de f-galactosidasa (Mahoney y col.“S)).

Esta relacién puede afectar la produccién en algunos cases. El tema

del presente trabajo es estudlar la relaclén entre la velocidad de

transferencia de oxigeno y la produccién de la enzima B-galactosldasa.

Kateriales y métodos
Microorganismo: Kluyveromyces marxianus NRRL-Y1109 el cual se mantuvo

en cufias de agar con medio YM (Difco).

Medio: Se usé un medio con la sigulcente composicién: (g/1): lactosa
grado U.S.P., 50; (NH4)280:, 8.4; extracto de levadura, 7.5; KzHPOa,
4.5 y MgS0s, 0.5. El pH fué ajustado a 5.5 con HaS04. Los reactivos
fueron grado analitico (Baker y Bloxon) y se usé agua destilada y

desionizada.

Condiciones de fermentacliéon: Las corridas de 10 1litros fueron
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realizadas en un juego de

e de 11 1litros Hew Brinswiek.  Todas

las fermenlaciones fueron: realizadas o

durante’; 12-13 horas,
maestreando cada hora. ; :
}\nélisls: La concentraclon celular (¥, g/l) fue calculada de"unn :curva
de. calibracién de peso seco conira absorbancla 5 650‘nm de un caldo de
vcullivo a&luido 1:50 y medido en un espectrofotémetro Beckman:mod. 35!
La “actividad . B-galactosidasa se midié  como slgue: un volumen de
cultivo conteniendo 10-20 mg de biomasa se mezcld con 5 ml de alcohoi
isoaminco (Baker) en un matraz de 25 ml y se aforé con buffer de
tosfatos 0.1 M conteniendo MgS0O4 (1 mMd) y ¥nSOs (0.1imM) (buffer A).
Este se agité durante 1 hora a temperatura ambiente y 0.1 ml de 1la
soluclén se mezcld con 2.7 ml de buffer A, 0.1 ml de 2- mercaptoetanol
3.36 M y 0.1 ml de O-nitrofenil-B-p-galactésido (ONPG, Sigma); esta
mezcla fué preparada a 40°C y mantenida a esta temeratura en una celda
del espectrofotémetro (Beckman 35). Se midié la absorbancia a,410 nm
continuamente durante 5 min. La actividad especifica {a) se establecid
como las unidades de B-galactosidasa por gramo de blomasa; una unidad
de B-galactosidasa (U) se definié como la cantidad de enzima necesaria
para hidrolizar un umol de ONPG por min a las condicliones dadas.
La velocidad especifica de crecimiento {(p) fué calculada por una
regresion lineal de los datos de la fase de crecimlento exponencial de
acuerdo a la siguiente ecuacién:

LnX = pt + b

An&lisis estadistlico: La estadistica bisica fué calculada con una
calculadora Hewlett Packard 41CV con un médulo estadistice.
Coeficlente de transferencia de oxigeno (kLa): Como la velocidad de

transferencia de oxigeno (OTR) es dificil de medir, debido a que



.dependé de ‘algunas condiciones en el medlo qv.ie cambian a.lo largo de
la fermentacién, se tomé al kLa como el parametro de transferencla de
oxigeno. El kLa fué medido en agua por la técnica de eliminacién de

gas, réportada por Sobodka y col. 2

para las diferentes velocidades
de alreacién VWM (Q) y agitacién RPM (R). Con estos datos, se hizo una

regresién lineal maltiple y se establecid la sigulente ecuaclén:

.51 )2. 166

ka = 3.139x207" (%% (R
De esta ecuaclén, los valores de kLa (todos referidos a agua) fueron
obtenidns para cada pareja de Q y R usada durante una fermentaclén

particular.

Resultados y discusién. S

Se probaron cinco difercntes valores de kz.a por . duplicado (se
hiclieron dos fermentaclones para cada valor de k'_a). La tabla 1
muestra los valores promedio de la actividad especifica, la
mdxima concentraclén celular, la velocidad especifica de crecimlento y
la produccién total de enzlma. Los valores promedio fueron obtenldos
de las tres dltimas muestras en donde el crecimlento habia cesado, de
cada Juego de fermentacliones. Para los Jjuegos de fermentaclén 1 y 2,
las tltimas muestras fueron tomadas de las 12 a las 13 horas, y para
las otras de las 10 a las 12 horas. Cada valor es el promedio de seis
muestras, por ejemplo, las tres Gltimas muestras de fermentaciones por
duplicado.

El crecimiento celular mostré un comportamiento normal, siendo
practicamente lgual para los valores bajos de kLa y difermente solo en
los valores altos: la razdén de ésto podria ser la existencia de un

compromiso entre altos valores de a y el valor de OTR, pero no existen

T



. datos parz comprobar ecta hipétests.

Por otro ludo.' seenconlraron diferentes perflles de produccién de
enzima ]):;ra diferentus juegcs de fermentaclones (datos no mostrades).
Para el juego 1, este perfil tlende a incrementarse al final del
proceso (tabla 1).; para los Jjuegos 2 y 3, a permancce casi constante
Vdur-’mktc el tiempo de fermentaclién; y para los jueéosrd ¥ 5, éste,
tlcn&e a decrecer, slendo mucho més rapide en el ultimo de éstos;. los

valores finales se muestran en la tabla 1.

Tabla - 1, Valores promedio de la actividad ecpecifica  (a), y
concentracién maxima de biomasa (Xmax) con desviacién estandar (s) y
coeficiente de variacién (v), velocldad especifica de crecimiento {u)

y produccién total (a.Xmax) para difcrentes valores de kLa.

Ka a s v Xnax S v u P.total
n? usg % g/1 % nt us1
1. 9.32 1915 79 4.2 6.64 0.16 2.4 0.176 12 715
2. 13.29 1810 28 1.5 7.5 ©0.53 7.1  0.361 13 575
3, 16.34 1737 39 2.3  6.83 0.25 3.6  0.307 11 863
4. 20.20 1628 s2 3.2  6.94 0.11 1.7 0.315 11 298
5. 36.00 1485 56 3.8 8.30 0.13 1.5 0.335 12 325

Con el fin de encontrar una relacién matemdtica entre el kLa y a, se
hizo una regresién con los datos de la tabla 1 (kLa vs, a), obteniendo
una curva de tipo potencial {(y = ax®). Esta curva se muestra en la

figura 1. Los datos se ajustan muy bien con esta ecuacién y se



obtuvieraon. los. sigulentes vhlo(eé:

-0.194

2963:27_ (k a)

con wna r? = 0,9888" ;7

Expresando esti‘ relralc’mh{f'eh' i“é‘fqrmba dejurr;ahxr-ggl;eélén' ilne'ayl:
Cas7.99 - 0,194 Lok a)

Los resultados'muest;‘an que a valores altos de kLa se obtienen bajos
valores: de actividad especifica.  Estos-resultados concuerdan con lo
reportado por Mahoney vy col.(:S)pero de acuerde a nuestros
resultados, a llega a ser asintdtica, de tal manera que para valores
mas-altos de kLa ésta podria llegar a ser constante.

E) incrementoc neto entre el valor mas alto y el mas bajo de kLa fué de
29% (tabla 1), mientras que Xmax decrece un 20%. La produccién total
obtenida en esos dos valores fué practicamente la misma, y la mis alta
produceién se obtuvo a un k'_a de 13.29 h™', debido a la combinacién de
una alta actlvidad especifica y una alta concentracién celular. Asi,
con el fin de obtener una produccién total elevada, se debe
incrementar signiflcativamenrte el valor del kLa para producir gran

cantidad de blomasa, en el entendido de que el valor de a no se verd

reducldo apreclablemente.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

ke



1. De las cepas con: las. quc, :antam, para la”realizacién .de i este

trabajo, Ki- rragilis HRRL v—no

experiménto 'un maynr rendimlenl

espeél(lca.ﬂ

amblente’

3. El medlo de culuvo optlmizado para 1a producclén de la enzlma

presenta la sigulente f‘ormulacién (/ p/v)

Lactosa 5%

Extracto de levadura 0.754%
Sulfato de amonic 0.84%
Fosfato de potasio 0.45%
Sulfato de magnesio 0.05%

pH inicial: 5.5 - o : s

4. Con respecto a la utilizacién de matraces agitados, el uso de
matraces Fernbach para el crecimiento de K. fragilis favorece la
produccién de la cnzima pues, al parecer, su relacién area

superficial/velumen resulta mis adecuada para este propdsito.



5. Las - fermentaciones reallzadas en’ fermentador blo~flo mostraron que
los niveles de alreacidn tienen un’ efecto sobre:‘la produccién de la
enzima, sin embargo, no fu¢ posible maximizar. ié,p"rcduccién de ‘enzima,

debido a las limitaciones del equipo.

6. Utillzando fermentadores de 14 Vilitroﬂs demostré el éfeétq_dgl,

K a sobre los niveles . de . preduccld:

L ez B-galactosidasa i ‘por .. K..

fragills, pudiendose establecer una Eeiac

ecuacién:

Lo a = 7.99 - 04194 Ln (Ka) "

-
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