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RESUMEN 

Se estudió el proceso de producción de la 13-galactosldasa obtenida de 

una cepa de Kluyveromyces fragllls. Inicialmente se hizo un estudio de 

selección de la cepa que mostrara una mayor producc16n d.e la enzima y 

con ésta se realizó la optlmlzaclón del medio de cultivo. Después de 

realizar el montaje de las metodologias necesarias en el estudio, se 

estableció la composlc16n básica del medio de cultivo y se definió la 

concentración de los componentes mediante un diseño experimental tipo 

Box-WUson en matraces agitados. A este nivel se encontró que el 

oxigeno era un parámetro importante a considerar en la implementación 

del proceso de producción. Los estudios realizados en fermentadores de 

14 litros mostraron que existe una relación estrecha entre el 

coeficiente de transferencia de oxigeno (kLa) y la producción 

especifica de la enzima, de tal manera que a niveles bajos de 

transferencia de oxigeno, la producción de la enzima se vé favorecida. 

El incemento en el valor del kL a produce un incremento en la 

generación de biomasa, aunado a un decremento en la producción 

especifica de la enzima, mostrando un comportamlento asint6tl.co a 

valores elevados de kt.ª' Por esta razón se concluyó que la 

transferencia de oxigeno es el crl ter lo má.s adecuado para el 

escalamiento del proceso. 



CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

2 



La lactasa cataliza la hidrólisis de la lactosa en glucosa y 

galactosa. El hombre al momento de su nacimiento posee la capacidad de 

producir la suficiente cantidad de enzima para hidrolizar la lactosa 

presente en la leche materna (7.5 X aproximadamente). Sin embargo, 

conforme transcurre su desarrollo, dicha capacidad va disminuyendo 

hasta alcanzar un nivel min1mo critico, aproximadamente a los cuatro 

afies de edad. 1 

El grado de disminución en la producción de la enzima varia de 

ar.uerdo al grupo étnico al que se pertenece. El hecho de tener 

disminuida la actividad lactásica trae como consecuencia problemas de 

intolerancia a la lactosa que so manifiesta con la producción de heces 

irritantes y diarrea. Se ha observado que los grupos étnicos con 

hábito de consumo de productos lacteos en general son más tolerantes a 

este dlsacárido1 . 

Lo anterior Justifica una de las mas importantes aplicaciones de la 

enzima lactasa: la obtención de leche deslactosada. La leche asi 

modificada no provoca problemas de intolerancia debido a que los 

productos de la hidrólisis son facllmente digeridos. 

La enzima lactasa es producida naturalmente por microorganismos tales 

como bacterias, hongos y levaduras, siendo estos últimos los 

microorganismos idoneos para ser utilizados en alimentos por sus 

caracterlsticas probadas de inocuidad. 

Otra de las aplicaciones 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 millón de toneladas de suero al afio; Esta cantidad de suero 

contiene· 48,0oo tóneladas de lactosa y 4,500·-de protelna verdaderai?. 

El procesarnlent.o del suero de leche le da al producto los siguientes 

atr:-activos: mayor dlgestlbllldad de los productos elaborados a base de 

suero hidrolizado: mayor poder edulcorante de los productos de la 

- e-hidrólisis (glucosa y galactosa); menor cristalización debido a la 

mayor solubilidad de los productos de la hidrólisis. Además, 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 al ta demanda bioqu1mlca de oxigeno. Ante estos 

problemas, la alternativa de un procesamiento enzimático al suero para 

hidrolizar la lactosa presente y utilizar el producto resultante para 

la formulación de productos alimenticios, resulta sumamente atractiva. 

Los Jarabes edulcorantes a base de suero hidrolizado se P.roducen 

industrialmente desde 1982 en Estados Unidos, Gran Bretafia y Franela, 

para ser utilizados en helados, productos de panaderia, aderezos, 

confiterla y como sustitutos parciales de de azúcar y proteina de 

huevo. 

El suero de leche es un magnifico medio de cultivo para el desarrollo 

de microorganismos por lo que se puede utilizar con este íin, ya sea 

con su contenido normal de azúcar (lactosa) o deslactosarlo para 

facilitar su metabolismo. 

El objetivo general planteado en el presente trabajo consiste en la 

optimización de condiciones para la producción de la enzima 

13-galactosidasa a partir de una cepa de K. fragllls. 



Los objetivos particulares son: 

a) A partir de una cepa productora de lactasa, optimizar un medio de 

cultivo, cuya composición sea la más adecuada para la producción de 

la enzima. 

b) Establecer que variables de o'peraci6n tienen mayor influencia en la 

expresión de la enzima y a partir de esto definir un posible 

criterio de escalamiento del proceso. 
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2. 1 INTOLERANCIA A LA LACTOSA 

La lactasa en el hombre es una enzima intestinal que actúa solo sobre 

la lactosa primordialmente en el yeyuno, el segundo de los tres 

segmentos del intestino delgado. La unidad funcional de la pared 

intestinal lo constituyen los vellos, compuestos de células 

metabollcamente activas diferenciadas sin división y las criptas de 

donde derivan los vellos. La lactasa rompe al disacárido lactosa en 

dos monosacáridos: glucosa y galactosa. Algo de la glucosa producida 

PIS utilizada directamente por las células de las vellocidades; la 

restante, al igual que la galactosa, entra al torrente sangulneo para 

ser metabolizada en el higado3. 

La flsiologia de la intolerancia es ahora bien conocida. Si la 

cantidad de lactosa presente en las células intestinales excede a la 

capacidad hldroli tlca de la lactasa disponible (ya sea porque los 

niveles de lactasa sean bajos o por ingestión de grandes cantidades de 

lactosa) una porción de lactosa permanece sin digerirse. Una 

minlma parte de ésta se desplaza a la sangre para ser excretada en la 

orina: la mayor parte continúa su camino hacia el intestino grueso 

donde ocurren dos procesos. El primero es un proceso flslco: las 

moléculas de lactosa incrementan el contenido de particulas del fluido 

intestinal comparado con el fluido de las células fuera del intestino 

y as!, por acción osmótica, se drena agua fuera de los tejidos hacia 

el intestino. El otro proceso es bloquimlco: la lactosa es fermentada 

por las bacterias en el colon produciendose ácidos orgánicos y CO<! y 

los sintomas llegan a ser como los de cualquier diarrea fermentativa. 

La mayorla de los casos en que se presenta esta intolerancia es como 



reacción secundaria a alguna enfermedad intestinal, principalmente 

los infantes, por lo que se habla de una lntoleranci~ transitoria. 51 

consideramos que en nuestro pais las enfermedades intestinales tienen 

un alto grado de morbi lldad, seria de gran importancia el producir un 

alimento lacteo deslactosado (leche o un derivado) que pudiera ser 

incorporado a la dieta sin que se corra el riesgo de producir el 

fenómeno de intolerancia
3

. 

De acuerdo a un estudio realizado por Lisker y col. C4>, la 

intolerancia a la lactosa en México es muy superior a lo imaginado 

pues el 75:1. de la población es, en mayor o menor grado, intolerante a 

este disacárido. 

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 satisf'actores que le redituaran un 

tipo de alimentación más variada, a pesar de desconocer la naturaleza 

de las sustancias utilizadas. La producción de vinos, quesos, cerveza 

y pan son algunos ejemplos de la utilización empirica de las enzimas . 

No es sino hasta 1790 que el papel de las enzimas como tales se 

establece al hacerse los primeros estudios sobre la digestión 

enzimática en el estómago; sin embargo se podria decir que Luis 

Pasteur, en 1860, estableció las primeras bases de la enzimolog!a como 

ciencia, cuando afirmó que los procesos fermentativos son catallzados 

por enzimas y postuló que éstas estaban intlmamente ligadas con la 

estructura y la vida de los microorganismos. siendo a partir de 

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



empienza a dilucidarse. En 1879, E. Buchner demuestra que la función 

catalltlca de las enzimas es independiente de la estructura celular, 

al reallzar una fermentación alcohólica con un estracto de células. En 

1926 J.B. Summer, aislando la enzima ureasa, postuló que las enzimas 

son de naturaleza protéica, lo cual no es aceptado sino hasta el 

periodo de 1930-36 en el que Northrop cristallz6 pepsina y 

quimiotripsina tsJ, 

La utilización de microorganismos cobra un auge inusitado a medida que 

se avanza en la comprensión de la función y regulación de estas 

maquinarias mul tienzimáticas. Es precisamente cuando dicho 

conocimiento perml te la manipulación de los microorganismos para la 

producción de enzimas que surge la enzimoloB:ia como una disciplina y 

una tecnologia, mismas que se afinan y especializan continuamente. 

2, 3. Cinética enzimática. 

Una reacción enzimática se define como la interacción de una enzima 

con su sustrato para dar un determinado producto. Dicha interacción 

puede dar como resultado diversos cambios en la molécula de sustrato 

como son: hidrólisis, oxidación, lsomerlzación,. reducción, 

fosforilaclón, etc. La interacción entre enzima y sustrato se dá 

cuando éste llega a la vecindad de la enzima y es atraido por las 

cadenas salientes de aminoácidos de su sitio activo
161

. 

13-galactosldasa (E.e. 3.2.1.23). 

La J3-galactosidasa está considerada dentro del grupo de las 

hidrolasas. En relación al mecanismo de reacción de la (3-galactosidasa 

9 



con su sustrato se ha proptiesto la ·transferencia del residuo galactosa 

de un galactósldo a ·un .aceptar (como agua, otro azucar o alcohol) 

ocupando la' galact.osa y el aceptar. una mlsma posición la molécula 

enzimática. Aqui el aceptar entraria solo después de haber sido 

removida la galactosa!71 

La reacción enzimática puede ser afectada por diversos factores como 

son el pH, la temperatura, tiempo de reacción y concentración de 

sustrato. El pH óptimo de reacción está en función de la fuente 

enzimática; por ejemplo, se sabe que la lactasa de E. colJ tiene un pH 

ópt-imo de 7. O, mientras que la enzima de K. fragllls muestra una mayor 

actividad a un pH de 6.6. Se ha propuesto que la dependencia de la 

actividad enzimática al pH está influenciada fuertemente por iones 

divalentesl?> En relación a la temperatura óptima de reacción de la 

lactasa, se reporta que las lactasas bacterianas generalmente muestran 

una mayor actividad a 37°C; se ha reportado que la enzima• de K. 

frag11Js tiene una temperatura óptima de reacción entre 37 y 

4oºcu~. 161 

En la 11 teratura se describe el comportamiento de las enzimas al 

variar la concentración de sustrato~ª>A bajas concentraciones de 

sustrato, la velocidad de reacción será proporcional a dicha 

concentración por lo que se dice que la reacción es de primer orden. 

Coníorme aumenta la concentración de sustrato la velocidad de reacción 

aumenta hasta alcanzar un valor máximo en el cual tenemos un orden 

cero de reacción, es decir, que la velocidad de reacción se hace 

independiente de la concentración de sustrato lB>, 

La ecuación que describe la catálisis enzimática (modelo de 



Michaelis-Menten), es la siguiente: 

V=~ 
Km+ s 

donde: 

Km = constante de Michaells 

Vmax = velocidad máxima de reacción. 

2.4 INDUCCION DE EN2IHAS 

De los cientos de enzimas que una célula es capaz de producir, un 

cierto número de ellas siempre está presente en concentraciones 

sustanciales. A tales enzimas se les dá 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 análogo muy especifico está presente en el medio; a 

éstas se les llama enzimas inducibles. A este último grupo pertenece 

la enzima /3-galactosidasa. 

La inducción enzimática es definida como un incremento relativo en la 

velocidad de sintesis de una enzima especifica resultado de la 

exposición del sistema de producción a una sustancia qulmica. 

Las enzimas lnducibles se utilizan cuando el organismo se encuentra 

limitado a una sola sustancia como ú.nlca fuente de carbono o energia, 

como podria ser un pollsac5..rldo, un ollgosacárldo o un aminoácido. El 

fenómeno de inducción es un mecanismo que posee la célula para 

economizar energia pues se evita la utillzaclón de aminoácidos en la 



manufactura de enzimas· que nO .'·serán utilizadas a menos que se 

e~cuentre ;presente ~i suslra·t.-o··pclr~ ella • 

. '· >"- - - ·< .. :~: . »>. .. ~ ,. -~: ::~· .. ··::· >.. ,:_ . 
El modelo ,.de t~ducc'i6n'~-más a'mp-liamente iú:~Pta_do es·,- el -.propUesto· por 

Jacob y _Hon~d -~·( 1~¿1) t9J :·" aP~~a~'o .· por.· .. m~~h-~~ ·--'.~~-id~~~ia~-> .. g~·~·é·ti~~s y 
fisiológicas. 

Existen al menos cuatro genes en el cromosoma (ADN) que condicionan la 

formación de una enzima en particular. El gen regulador R codifica 

para la formación de una proteina represora la cual es capaz de unirse 

a un gen operador O que controla el funcionamiento de un Vecino gen 

estructural S. El gen promotor P es el si tlo de iniciaci6n de la ARN 

pollmerasa, la enzima que catallza la transcripción del ADN a ARN 

mensajero (ARNm) . 

Si la proteina represora se combina con O, la ARN pollmer'asa se 

bloquea y no se formará el ARNm complementarlo a la secuencia de ADN. 

Cuando O no se combina con la protcina represora por acción del 

inductor sobre R la ARN pollmerasa puede realizar su funcl6n de 

transcribir el o los genes S. 

2. 5 Regulación en la producción de enzimas. 

Muchas enzimas catabólicas caen dentro de la clasificación de enzimas 

lnducibles. Los inductores tipicos son sustratos tales como almidón y 

dextrinas para amilasa, sacarosa para lnvertasa, urea para ureasa, 

lactosa para lactasa, etc. La potencia de algunos inductores es enorme 

sl consideramos el caso de una cepa de E. coll que produce 1000 veces 

más cantidad de ¡3-gala.ctosldasa en estado inducido, comparada con el 

12 



estado de no inducci6n(IO). 

En muchos casos algunos aná.logos del sustrato natural de la enzima son 

miis potentes como inductores (tabla 2.5.1), y algunos productos de la 

reacción enzlmá.tica también actuan como inductores <9J. 

Tabla 2.5.1. Inductores análogos de algunas enzimas . 

Enzima Sustrato Análogo inductor 

#3'-galactosidasa Lactosa lsopropi 1-13'-tio.galac-

t6sido. 

Penicilln 13'-lactamasa Benzilpenicilina Meticllina. 

Amidasa alifé.tica 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 

inducción se conviertan enzimas constitutivas. Dickson y 

colaboradores trabajaron con una cepa de Kluyveromyces la.et ls de la 

que, por medio de mutaciones, se logró derivar otra cepa que producia 

7 veces más enzima que la silvestre en ausencia del inductor(ll). Sln 

embargo, por ser la inducción un fenómeno muy complejo, aún no se ha 

logrado la obtención de cepas constitutivas estables que presenten 

los niveles de producción de enzlma comparables con los obtenidos en 

sistemas lnduclbles. 



Algunas enzimas son producidas durante el desarrollo del 

microorganismo pero llegan a ser reprimidas por los productos finales 

de la reacción que cataUzan. Estos compuestos llamados corepresores 

se combinan con una prote1na intracelular (apoiepresor), la cual es 

codificada por un gene regulador, para r'inalmente producir un 

represor. Asl, algunas proteasas de muchos bacilos se producen a bajos 

niveles en presencia de algunos amlnoá.cidos, aunque la eliminación de 

tales compuestos del medio de cultivo incrementa considerablemente la 

producción de la enzima: 

También la limitación de amonio en el medio de cultivo provoca que 

ciertas enzimas, que catabollzan compuestos de nitrógeno, 

dcsrreprlman. Esas enzimas son: proteasas, ureasa, nitrato rcductasa, 

ribonucleasa, arginasa, etc. 

2. 6 CRECIMIENTO MICROBIANO 

Todo microorganismo requiere para su crecimiento una fuente de carbono 

y 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 propagación contenga todos los elementos 

suficientes para que la célula microbiana pueda sintetizar las 

macromoléculas necesarias para su desarrollo y para el óptimo 

funcionamiento de los sistemas enzimá.ticos que la constituyen. 

Las levaduras requieren para su crecimiento fuentes de carbono y 

oxigeno, varios minerales, vitaminas, factores de crecimiento, oxigeno 

disuelto, temperatura y pH apropiados. 

14 



Fuente de carbono 

La mayoria de las levaduras son capaces de utilizar D-glucosa, 

n-fructosa y o-manosa. Las enzimas para la hidrólisis de azúcares como 

sacarosa, raflnosa, meloblosa, almidón e lnulina se encuentran fuera 

de la membrana celular, mientras que las enzimas para hidrollzar 

maltosa, lactosa y celoblosa se encuentran en el interior de la 

célula. La fermentación de polisacáridos tales como almidón o inullna 

(un pollmero de fructosa), está restringido a pocas levaduras y a 

bajas velocidades de crecimiento <tal. 

Fuente de nltr6geno. 

La habilidad de las levaduras de asimilar diferentes fuentes de 

nitrógeno varia de especie a especie. Entre las fuentes de nitrógeno, 

el sulfato de amonio es asimilado por casi todas las levaduras. La 

asimilación de nitratos es mucho más reducida y de hecha, esto 

utilizado como un crlterlo de clasiflcaclón. Los aminoácidos 

utlllzan tambien como fuente de nitrógeno, dependiendo de la habilidad 

particular de la levadura de desamlnar el aminoácido para despues 

incorporar el nitrógeno en algún constl tuyente celular. Otras fuentes 

alternaUvas de nitrógeno son la urea y las bases nitrogenadas. 

2. 7 Fermentaciones 

Pasteur definió la fermentación como "la vida sin aire" y reconoció 

que en este proceso la energia metabólica obtiene gracias a la 

propiedad de las organismos para realizar, una u otra forma las 

funciones respiratorias, can el concurso del oxigeno presente, aunada 

a la presencia de fuentes de carbono y energia . 



La fermentación se defin~ actualmente como un proceso metabóllco en el 

cual la ene!rgia procede de compuestos orgánicos que actuan tanto como 

donadores o aceptares de electronesn 21 . 

Desde el punto de vista de la energia de enlace, la fermentación puede 

Interpretarse como un reagrupamiento de átomos de hidrógeno y oxígeno 

para la formación de compuestos más sencillos (más oxidados) y en 

donde se obtiene energia de una manera eficiente. 

Con el fin de evitar confusiones, se considera como metabolismo 

fermentativo (fermentación) aquel que se desarrolla sin el concurso 

del oxigeno y metabolismo oxldatlvo (respiración) aquel que requiere 

la presencia de oxigeno. 

Durante la propagación de un microorganismo en un medio de cultivo se 

pueden distinguir 3 fases de crecimiento: la fase lag en la que el 

microorganismo inicia su adaptación a las nuevas condiciones a las que 

se vé sometido; fase log en la cual el microorganismo se multiplica de 

manera exponencial para despues alcanzar una última fase, la llamada 

fase estaclonar la en la que las células dejan de crecer por 

agotamiento de sustrato o por la acumulación de algún metaboll to 

inhibitorio del crecimiento. 

Obviamente, la duración de cada fase de crecimiento dependerá de las 

condiciones a las cuales la célula se vea somentida. En algunos casos 

se busca favorecer el que una de las fases prevalezca sobre las demás; 

tal es el caso del cultivo continuo en donde, por ejemplo, el 

microorganismo se mantiene en fase log a una velocidad especifica de 

crecimiento constante que será equl valen te a la tasa de dilución del 



cultivo. En otros casos, es la fase estacionarla. la que ··interesa pues 

la célula puede dejar de crecer para utlllzilr: e1 su~trat_o en la 

elaboración de un metabollto de interés; 

Resplraclon. ··: :<. '. 
De acuerdo a la acción que desarrolla el 0X18e~~ .en· su co~portamiento 

metabólico, los microorganismos se Claslil_c~·:.~~<: __ :~ 

-Aerobios obligados: necesitan la presencia de oxigeno para su 

desarrollo. 

-Anaerobios estrictos: pueden crecer solo en ausencia de oxigeno. 

-Organismos facultativos: crecen en ausencia de oxigeno y pasan, en 

presencia de oxigeno a un metabolismo de Upo respiratorio. 

-Anaerobios aerotolerantes: se trata de organismos parecidos a los 

faculta U vos ya que pueden desarrollarse en presencia o ausencia de 

oxigeno pero su metabolismo es siempre de tipo fermentativo, 

La habilidad de las levaduras para reallzar la fermentación alcohólica 

varia de especie a especie y de cepa a cepa! 11
' existiendo muchas 

levaduras que son totalmente incapaces de producir alcohol. 

El metabolismo aeróbico es afectado tanto por los niveles de oxigeno 

presente como por la concentración de azúcares. Algunas levaduras que 

son crecidas en medios de cultivo con mas del SY. de glucosa, muestran 

una total inhibición para la sintesis de enzimas respiratorias: este 

es el efecto llamado "Crabtree". Las especies del género Kluyveromyces 

y algunas Saccharomyces no muestran dicho efecto. Cuando los niveles 

de azucar decrecen en un cultivo aireado, hay un incremento en la 

actividad de las enzimas del Ciclo de los Acldos Trlcarboxllicos {CATJ 



y una mayor actividad de las enzimas involucradas en· el - Ciclo del 

Glloxllato CCG) en el sistema de· transpoi-.te de.el~cfrones'~ 2 ~ 

2. 8 Productos de la f'ermentación. 

En el contexto general de las fermentaciones, los productos obtenidos 

mediante la utilización de las levaduras ocupan un lugar preponderante 

a pesar de que solo unas pocas de las 349 especies descritas por 

taxonomistas son de importancia económica (tabla 2. 8 .2) CGJ. 

Tabla 2.8.1. Algunas de las levaduras más comunmente usadas y 

los procesos asociados a ellas. 

Especie 

Saccharomyces cerevislae 

Saccharomyces uvarum 

Kluyveromyces lactls 

Kluyveromyces fragllis 

Candlda utllis 

Productos/aplicación 

Panificación, cerveza, vino, 

biomasa, etanol. 

Cerveza. 

lactasa. 

lactasa, etanol, biomasa. 

Acidos nucleicos, biomasa. 

Los productos de la f'ermentaci6n, ya sean metabolitos primarios o 

secundarlos, pueden estar asociados a alguna de las f'ases de 

crecimiento del microorganismo, dependiendo tamblen del tipo de 

metabolismo que la célula realice. Por ejemplo, es conocido que la 

producción de alcohol por levaduras (Saccharomyces cerevlsiae) está 

directamente relacionado con la utilización del carbohidrato o fuente 

de carbono, además de que dicha producción se ve lavorecida sl las 

condiciones de crecimiento perml ten un metabolismo de tipo 



fermentativo. 

En otros casos, la formación del producto de interés en un proceso 

fermentativo puede no tener relación aparente con el patrón de consumo 

del sustrato como en el caso de la producción de penic11ina<6 >. 

2. 9 Producción de lactasa. 

La enzima lactasa ha sido encentro.da en numerosos microorganismos, 

animales y plantas. Esta actividad enzimá.Uca fué encontrada en 

cientos de cepas de Enterobacteriaceae, en cepas de Pseudomonodaceae, 

Parvobacterlaceae, y Nelsserlaceae. Entre las bacterias gram 

positivas, Dlplococcus pneumonlae, Streptococcus lactls, Baclllus 

megaterlum, Baclllus subtllls y algunas Proplonlbacterla producen 

13-galactosidasa. La actividad 13-galactosidasa está. presente tambien en 

numerosas levaduras, protozoarios y en varios hongos<7l (tabla 2. 9. 1). 

No todas las fuentes de la enzima pueden ser usadas para la 

elaboración de productos con fines a11menticlos13
• Las preparaciones 

de lactasa provenientes de A. niger, A. oryzae y Kluyveromyces lactls 

o fra.gllls son consideradas confiables para su utilizaci6n en 

alimentos, ya que tradicionalmente se han utilizado en la industria 

alimentaria. 

La lactasa proveniente de E. coll, la especie mas investigada, en 

principio no puede ser utilizada en alimentos debido a la toxicidad 

que producen los extractos crudos de collformes, 



Tabla 2. 9.1. Desgloce de las diversas . ·:fuentes·. de 'Obtención de la 

enzima lactasa 

Organos animales; 

Intestino, cerebro. 

Levaduras; 

Kluyveromyces lactls 

Kluyveromyces fragllls 

Candlda pseudotropicalis 

Brehanomyces anomalus 

Wlngea roberstsll 

Bacterias: 

Hongos; 

Escherlchla coll 

Baclllus megaterlum 

Thermus a qua t l cus 

Streptococcus lactls 

Lactobaclllus bulgarlcus 

Lactobaclllus helvetlcus 

Baclllus clrculans 

Bacillus stearothermophilus 

Lact obac 11 lus sporogenes 

Neurospora crassa 

Asperglllus nlger 

Aspergll lus orlzae 

Asperglllus foetldus 

Asperglllus flavus 

Asperglllus phoenlcls 

Hucor puclllus 

Hucor mlehei 

Alternarla palml 

En la tabla 2. 9. 2 se enlistan las principales preparaciones 

comerciales de la enzima y la fuente de la cual se obt1ene! 14· 15
> 



Tabla 2. 9. 2. Principales preparaciones comerciales de· 'la enzima 

lactasa y sus f'uentes. 

Asperglllus nlger 

1. Baxter laboratories Chicago Il., USA. 

2. Oairyland Food Labs. Waukesha W. ,USA. 

3. Kyona Hakko Kogyo Co., Japan. 

4. Societé Rapidase, Seclin, France. 

5. Wallerstein Co. Morton Grove Il. 1 USA. 

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

Kluyveromyces lactls 

1. Gist-Brocades, Holanda (Maxilact). 

2. Nutrlcional Biochemical Coltd, Cleveland, USA. 

3. Tokyo Tanabe Co. LTD, Japan. 

Kluyveromyces fragllls 

1. Kyowa Hakko Kogyo Co. , Japan. 

2. Sigma Chemical Co, St. Louls, USA. 

3. Novo A/S. Dinamarca (Lactozym). 

Escherlchla coll 

1. CF Boerlnger GmbH Mannheim FRG. 

2. Worthington Biochemical Corp. Freehold, USA. 

Preparaciones de levadura suplementadas por: 

1. Bri tlsh Drug House LTD. London, England. 

2. Debi Casslna de Pechl, Hilan, Italy. 

3. Sturge Enzymes LTD. England, (Hydrolact). 

4. Miles laboratorles, USA (GODO). 
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Existen en la literatura numerosos reportes ·~cerca de la producción de 

lactasá por~ mic::roorganis'!'os ·que v_an ~esde bacterias (E:. coll, L. 

bulgarlcus, L. helvetlcus_),· hongos ( A~ nlger, A. oryzae, N. crassa), 

hasta levaduras, Siendo estas -.. últimas las- más· citadas en la 

11t-ercltUra11~, 16, 17, lOl 

Existe -consenso en· cuanto a la 'composición ·básica del medio de 

cu~tivo· para la producci6n de ·1actasa-de levadura. Este medio deberá 

contener: lactosa, sulfato de amonio, fosfato de' potasio y extracto de 

De los reportes presentados a cerca de la producción de lactasa, 

destaca el realizado por Mahoney y col. 1151 , ya que presenta de manera 

más completa y detallada los diversos estudios realizados; este 

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

Mahoney y col. utiliza una gran variedad de cepas, seleccionando 

finalmente una cepa de Kluyveromyces fragllls CNRRL-Yll09). Los 

resultados más interesantes de este trabajo, se refieren al efecto de 

la concentración de lactosa en el medio de cultivo y al efecto del 

oxigeno en la producción de la enzima. De acuerdo a éstos, altas 

concentraciones de sustrato favorecen la producción 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, 

concentración a la cual la producción de lactasa es máxima (10,000 

U/l), mientras que con velocidades de aereaclón del orden de 0.03 vvm 

obtiene hasta 45,000 U/l. 



Para la evaluación de la enzima producida en las células, realiza una 

extracción utilizando tolueno a bajas concentraciones por periodos 

largos de exposición. 

2.10 Propiedades de la enzima lactasa 

En la tabla 2.10.1 se resumen las propiedades de la enzima lactasa y 

su fuente de obtención (lg). 

2.11 Lactasa de X. fragllls 

MahoneyUSJ reporta un estudio sobre las propiedades de la enzima 

f3:-galactosidasa aislada de una cepa de Kluyveromyces fragllls. La 

enzima contiene un solo tipo de subunidad con un peso molecular de 

200,000. La lactasa purificada muestra una Km para o-nltrofenll 

/3-D-galactopiranósido de 1.61 mH y de 12.2 mM para lactosa. Además, 

esta enzima muestra un pH óptimo de reacción de 6. 6 y una temperatura 

óptima de 37°c. La lactasa muestra inhibición por producto 

(galactosa), siendo ésta de tipo competitiva. Los iones Mg••, Mn++y K+ 

parecen ser necesarios para la óptima actividad de la enzima. 

2.12 Kluyveromyces fragllls 

Por ser la lactasa de K. fragllls la de mayor impacto en la hidrólisis 

de la lactosa en leche y suero dulce de leche, conviene señalar 

algunas de sus caracteristicas: la reproducción de esta levadura es 

por medio de gemación multipolar (reproducción vegetativa) o por medio 

de ascosporas (reproducción sexual). Las ascosporas se forman después 

de una división meiótica, por lo que contienen un número haploide de 
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cromosomas, volviendo a recuperar su número diploide después de una 

conjugación de dos ascosporas. K. frag111s puede optar por varias vias 

metabólicas, dependiendo de las condiciones del medio en que se 

encuentra. En ausencia de aire esta levadura realiza la conversión de 

hexosas a etanol y C0
2 

siguiendo la via de Emben-Meyerhof: 

GLUCOSA ----------t 2 ETANOL + 2 co2 

El metabolismo aeróbico o respiración es el mecanismo predominante en 



la célula para producir energia; en-éste, el- oxigeno molecular es el 

último aceptor de electrones. Mediante la via oxidativa se producen 

precursores de la sintesis de aminoácidos y ·de muchos constituyentes 

macromoleculares de la célula. 



CAPITULO 111 

MATERIALES Y HETODOS 



3.1 Material biológico 

Se contó con 4 cepas de levadura para seleccionar la mejor productora 

de lactasa: 

Kluyveromyces fragllls NRRL Y1109 proporcionada por la Universidad de 

California, en Davis Et.JA. 

Kluyveromyces fragllls CDBB-278, Kluyveromyces fragllls UCD-351 y 

Kluyveromyces lactls UCD-335 todas proporcionadas por el Opto. de 

Microbio logia de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional 

Autbnoma de México. 

3. 2 Propagación del microorganismo. 

Preparación de cuñas de agar (medlo sólldo): 

Se prepararon 200 ml de medio de cultivo (previamente seleccionado) 

con 2X 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°C durante 48 horas y despues se guardaron 

en refrigeración. 

Crec1m1ento en matraces fernbach: 

Se prepararon 1 litro de medio de cultivo en un matraz fernbach de 2.8 

litros. Se esterilizaron 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 cuña. Se incubaron a zgºc y 200 rpm 

durante 18 horas en agitadora New Brunswlck G-25. 



3.3 Determinación· de ~c::o~centr":lc;:ión_ ·celular 

Para poder determinar la concentración celular en el medio de cultivo 

se reali~ó una Curva·-~~- p~so s~.c-~ m.~c:tiE..n~.e e_l sl_gulente P~ocedlm!ento: 

De una solución patrOn de levaduras ( Absorbancia aprox. 0,8 a .\ de 

650 nm. con dil. 1:50 se pl-epa~aron por duplicado 25 ml de 11 

soluciones a diluciones de 1: 1 a 1: 10. De cada solución preparada se 

hizo una dlluci6n 2: 100 y se leyó su densidad óptica a 650 nm en un 

espectrofot6metro Beckman mod. 35. Se puso a peso constante 20 

membranas milllpore (poro 0.45µ ), se pesaron y se guardaron en 

desecador. 

Se filtraron las soluciones en las membranas milllpore por filtración al 

vacio, utilizando las membranas pesadas anteriormente y se 

pusieron nuevamente las membranas a peso constante. Se determinó por 

diferencia la cantidad de levadura retenida en las membranás y se 

calculó la concentración de levadura (mg/ml) en cada solución 

preparada. 

Después se construyó una gráfica de concentración celular (mg de peso 

seco/ml) contra absorbancla; de la gráfica anterior se obtiene la 

ecuación de la curva: 

Cene (g/l) = Abs - o. 03 

o. 0599 

3, 4 Determinación de azúcares reductores
20

. 

Los azúcares residuales en el medio de cu! tivo (lactosa) 

determinaron por el método del ácido dinilrosallcllico'211 y se 

2é 



fundamenta en la reducción del DNS por azúcares reductores, formando 

un compuesto aminado colorido, siendo la intensidad de dicha 

coloracl6n proporcional a ·la· concentración de reductores presentes en 

la muestra. 

A) Preparación de reactivo: 

En un vaso de precipitado conteniendo 50 ml de agua se añadió y se 

disolvió 1. 6 gramos de NaOH. Se agregaron 30- gramos de tartrato de 

sodio y potasio y se colocaron en una parrilla con agltacl6n; se 

agregaron lentamente 1 gramo de ác. dinltrosallcillco (DNS). Se afor6 

a 100 ml y se guardó en refrigeración protegido de la luz (duración 

del reactivo: 30 dias a 4°C). 

B) Curva patrón: 

Se prepararon soluciones de lactosa de O a 2 mg/ml, se tom6 1 ml de 

cada solución y se le agregó 1 ml de reactivo de DNS. Se puso en agua 

a ebullición durante 5 minutos y se enfrió en bafio de hielo. 

Se agregaron 10 ml de agua destllada, se dejó reposar 5 minutos a 

temperatura ambiente y se leyóe a 540 nm en espectrofotómetro 

utilizando como blanco agua mas reactivo. 

Se construyó una gráfica de absorbancia contra concentración de 

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

Conc.1 (g/l) = Abs - b 

m 

C) Procesamiento de las muestras: 

Se tomó 1 ml de la muestra, se le hace una dilución• y se siguió el 

mismo procedlmlento que para las soluciones de la curva patrón. Se 



transformaron las lecturas . de absorbancias a: conc:entraci6n (mg/ml) 

mediante la fórmula: 

', - . 
Conc2-= Concl x factor· de dUuC16n . - .-.· --· 

.-~>•r • :',:-:~,: - '• 
La dilución .. de ,l~. mue_Str~ _.depéi:tdió.: ~e :.l_a c-~ncent~aci.6n de lactosa 

presé~t~; '·para: co~centracio~~~ ~bajo d~- ?~~~~~~ij~~-,~e· ~i~o ~Uución. 

3.5 P_ermeabillz_Eici6n celular. 

El proceso de permeablllzación se define, previa experimentación, de 

la siguiente forma: 

De una suspensión de levaduras (muestra) se tomaron 12. 5 mg de células 

y se colocaron en un matraz aforado de 25 ml; se le afiadicron 5 ml de 

solvente (tolueno o alcohol isoamllico) y se aforó con buffer de 

fosfatos 0.1 M con iones Mg•• 1 mM y Mn•• 0.1 mM· (buffer A). Se agitó 

a temperatura ambiente durante 1 hora en un agitador por inversión. 

nota: Las muestras permeabilizadas deben de procesarse inmediatamente 

después del periodo de agitación. 

3.6 Determinación de la actividad enzimática con ONPG. 

Se preparó una solución de ONPG (orto-ni trofeni 1-/3-0 

galactopiran6sido) 0.068 M (20.5 mg/ml de buffer A). En un tubo de 

ensaye de 13 x 100 mm. se añadieron las siguientes soluciones: 

2. 7 ml de buffer A. 

O. 1 ml de 2-mercaptoetanol 3, 36 M 

0.1 ml de la mezcla de permeabillzacl6n agitada vigorosamente en 

v6rtex. 



Se agregó 0.1 ml de la solución de ONPG e inmediatamente se agl t6 y se 

colocó en la celda del espectrofotómetro, tomando lecturas de 

absorbancla (A = 410 nm) cada 30 seg durante 4 mln. 

Se tra.nsformaron las lecturas de absorbancla a µmoles de ONP/ml 

utilizando el coeficiente de exti0.c16n del ONP a la temperatura de 

medlción ( 1.18 µM-1pH 6.6} y se hizo una regresión lineal de los 

datos de µmoles /ml contra tiempo. 

Se calculó la actividad total de la reacción Cla pendiente de la 

recta, multlpllcada por el volumen total de reacción) en unidades 

tota!Cs y la actividad especifica de las células (actividad total/g 

de células) en U/g. 

• Una unidad enzimática se define como la cantidad de enzima capaz de 

hldrollzar un µmol de ONPG por minuto a las condiciones de reacción 

establecidas (pH 6.6). 

Las unidades reportadas en este trabajo siempre estan referidas a una 

temperatura de 4oºc. Para la transformación a estas condiciones se 

determinó la energla de activación de la enzima, obteniendose la 

siguiente expresión: 

5043 

Act {40°) 1. 0043xl0-7 {ActTH) e 273
+nt 

donde: 

ActtH = Actividad a la temperatura de medición. 

TH = Temperatura de medlcl6n en ºc. 



3. 7 Etapas del proyecto planteado. 

En el presente proyecto. de te,?is,:_se c~f!teinpló'. realizar las siguientes 

etapas: 

l, Establecer-_ las metc;>:doIOSia~ ·' necesar"las ·pai-a'" ·e1- proyecto en 

pat'tlcular. 

lI. Seleccionar 1 a partir de un lote de microorganismos productores 

disponible, una cepa que sea buena productora de la enzima lactasa. 

III. _Optimizar la producción de la enzima lactasa, por medio del 

desarrollo de los siguientes puntos: 

a) Establecer la composición adecuada del medio de cultivo que 

favorezca la producción de la enzima. 

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

la producción de la enzima. 

c) A partir de los resultados obtenidos a nivel matraz, 7valuar 

la producción de la enzima en fermentadores de 1.5 litros, variando 

los niveles de aereac16n y agitación. 

d) Realizar fermentaciones a nivel de 14 litros, optimizando las 

variables manejables en estas unidades de fermentación. 

e) Establecer la concentración adecuada de solvente y el tiempo de 

tratamiento en la permeab1lizaci6n celular y la extracción de la 

enzima. 



CAPITULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSION 



4.1 Selección de la cepa: 

Para esta etapa se contó con· cuat,ro c~pas .(descripc~óri en inateriales y 

métodos). las cuales f'ueron propagadas en un m·edio de 'cu'1uvo 

reportado por Mahoney. Aqui se sustituyó el NH40H Pº!" (NH
4

)
2
S0

4 

conservando la cantidad de nitrógeno equivalente. 

Se inocularon 100 ml de medio en matraces de 500 ml con 3 asadas de 

las cepas conservadas en cufias de agar. Las condiciones de crecimiento 

fuCron: 29°C y 200 rprn en incubadora New Brunswick Mod. 25, siguiendo 

el curso de la f'ermentación por un periodo de 40 horas. 

Los parámetros tomados en cuenta para la selección fueron la actividad 

especifica de las células y la producción de biomasa. 

Como puede observarse en la figura 4. 1. 1 la cepa de K. fragll'ls NRRL 

Y1109 muestra características de desarrrollo notables en comparación a 

las otras cepas, presentando un máximo de actividad especifica (470 

U/g) a las 24 horas (mayor actividad de todos los ensayos realizados), 

para después tener una calda en la producción de enzima a partir de 

las 34 horas de crecimiento (tabla 4. l. 1). 

Como conclusión se decidió desarrollar el proyecto con la cepa K. 

frag111s NRRL-Yll09 pues se consideró que dlf'lcllmente se podria 

optimizar la producción a partir de las cepas restantes. 
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FIG. 4 .1.1 Producción de biomasa de 4 cepas de levadura. 

NRRLY-1109; CDBB-278, U:0-351; UCD-335 .. 



Tabla 4. 1.1. Producción de lactasa por los dif'ere'"!LeB cepas 

utilizadas. · 

Actlvid_ad e_specifica '.C1:J/g) 
Cepa 24 hrs "29' hrs·:: ";,;,~'~:~h:~~~:: 
K. fragllls NRRL-Yl 109 470 -459; · "•'.255<', 

K. fragllls CDBB-278 ·' ' 
., 

130 92 80 

K. frag111s UCD-351 208 221 '010~:' 
K. lactls UCD-335 141 130 106: 

4: 2 Extracción de la enzima. 

«:.-:'.'. ::/·: 
";.·~4o· _·hrs 
;;;2~b· 
:/, io4 

173 
·:100 

La enzima /3-galactosidasa es intracelular y por esto se hace necesario 

dar un tratamiento a las células para determinar su producción por las 

diferentes cepas. En la figura 4.2.1 se muestra el efecto de 

la temperatura a diferentes concentraciones de tolueno sobre la 

expresión de la actividad /3-galactosldasa en la ·mezcla 

cólulas-sobrenadante para la cepa de levadura a través del tiempo. 

Como se aprecia en la figura, la actividad es mayor a una 

concentración de solvente de 20Y. , siendo suficiente una hora de 

contacto para que la actividad expresada sea máxima. En este caso, 

hablamos de una permeabllización, pues la mayor cantidad de enzima a(J.n 

se encuentra en el interior de la célula. La evaluación del efecto de 

la temperatura de permeabllización se presenta en la misma figura, 

mostrando que a 2sºc y a una concentración de solvente de 20X, la 

actividad es máxima. 

Tomando como base los anteriores experimentos se realizó la 

permeabllización utilizando alcohol isoamlllco a las mismas 

concentraciones. En la figura 4.2.2 se aprecia que al sustituir 
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tolueno por alcohol lsoamillco la actividad expresada es 

signlflcativamente mayor. 

Después de esta serle de experimentos se deflnló la manera de evaluar 

la producción de enzima por la célula: poner a las células en contacto 

con una soluclón al ZOY. de alcohol 1soam1lico durante 1 hora a 

temperatura ambiente y tttedlr la actividad en la mezcla completa. 

4. 3 Optimización de la composición del medio de cultivo. 

Como se mencionó anteriormente. el medio base a partlr del cual se 

inició el estudio de optimizacl6n fué el propuesto por Mahoney. Las 

variables que se consideraron como importantes a evaluar en una 

primera etapa fueron• la concentraci6n de lactosa, de extracto de 

levadura, de fosfato de potaslo y de sulfato de amonio. La estrategia 

para evaluar el efecto de estas variables se basó en un dtsef\o 

experimental tlpo Box-\Hlson. Este diseño se fundamenta en una 

combinación matricial de las variables a das niveles, en donde el 

número de experimentos a realizar {y por lo tanto, el número de medios 

de cultivo a probar} se obtiene de la siguiente expresión: 

N = 2n 

donde N es el número de experimentos y n el número de variables a 

manejar. 

Los niveles probados para cada varia.ble se muestran en la tabla 4.3.1. 

El efecto de las diferentes conblnaclones probadas se evaluó en 

función de la actividad cspeciflca mostrada por las células. La matriz 

planteada y los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.3.1. 
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Tnbla ·4.3.1.' Mét.odo Box-llilson; desglose de variables y unidades 

utilizadas. 

Variable Unidades Centr;o Nivel Nivel Unidad 

experimental (+) (-) exp, 

A lactosa l'. 7 2 

B CNH,J,so, l'. .56 .46 ,66 .1 

e ext. lev. :¡ .s .4 .6 .1 

D K2HPD4 l'. .3 .25 .35 .os 

Este disefio experimental Iué ut.Ulzado para realizar el análisis de 

las variables con el menor numero de experimentos sin llegar a la 

utilización del algoritmo de Yates. 

De la observación de los resultados mostrados en la tabla 4.3.2 se 

puede concluir lo siguiente: 

-el incremento en la concentración de lactosa en el medio de cultivo 

Iavorcce ligeramente la producclón de enzima. 

-la concentración del sulfato de amonio arriba del centro experimental 

Iavorece la producción de enzima. 

-un incremento en la concentración de extracto de levadura (Iuente de 

vitaminas) favorece tambicn la producción enzimática. 

-la influencia del fosfato de potasio no es muy clara, sin embargo, el 

medio de cultivo en el cual se dió la máxima producclón, incluye en su 

Formulación niveles elevados de fosfato de potasio. 



Tabla 4.3.2 Diseño expCrimenlal rcallzatlo y result.ados· oblcnidos 

en: la opt.imizaci6n dele- medio de cultivo para la 

·~~oducci6n_ de laclasa de ·r:. f_~agl.l!s* ._ 

Experimento Inleracci6n Variables Acl. especifica 

variables A BCD U/g 

_1 o 431 

2 A +·'~: ""'. -::..- 545 

3 B - + - - 412 

4 c - - + - 545 

5 D - - - + 484 

6 AB + + --- 609 

7 AC + - + - 523 

8 BC - + + - 556 

9 AD + - - + 674 

10 BD - + - + 793 

11 CD - - + + 533 

12 ABC + + + - 665 

13 ABD + + - + 877 

14 ACD + - + + 529 

15 BCD - + + + 785 

16 ABCD + + + + 764 

* Todos los medios de cul tlvo 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. frag111s NRRt.-Yll09. 

A pesar del aumento relativo en la producc16n observado al incrementar 

los diferentes componentes del medio, éste no es muy significativo, 

debiendo realizarse otros estudios para lograr la optimización. 

Una de las variables que afecta estos resultados y que resulta diflcl 1 

de controlar es el cambio de solubilidad al oxigeno en las diferentes 

formulacl.ones de medl.os de cultivo; es decir, que los cambios en la 



act1vldad especifica mostrada por las células pueden deberse a 

variaciones en la concentración de oxigeno disuelto. Ante esto se 

cons1der6 conveniente incrementar los valores de los sustratos 

(excepto la lactosa) y evaluar poster1ormcnte la influencia del 

oxigeno en la produccl.6n de la enzima. 

El medio de cultivo formulado en esta etapa- presenta la siguiente 

composición (% p/v): 

Lactosa •.. , ...•.•... , ... 5 

Extracto de levadura .... O. 75 

Sul-fato de amonio ... , ... 0.84 

Fosfato de potasio .. ;,., .0.45 

,sulfato de magnesio ...••. O.OS 

pH inicl.al de S.S. 

Aqui se evalu6 la convenl.encla de incorporar al medio de cultl.vo iones 

Mg++ como Sulfato de Magnesio. En la figura 4.3.1 se observa que la 

adición de O. 05% de sulfato de magnesl.o favorece la produccl6n de la 

enzima. 

4. 4 Efecto del pH l.nlclal en la producción de lactasa. 

Los reportes acerca de los medios de propagación para levaduras 

indl.can, sin excepción, que el pH inicial debe ser ácl.do. El nivel de 

acidez fluctúa entre valores de 3 a S. 5, dependiendo de la especie a 

propagar !15, 16, t7l 

En una serle de experimentos se probaron dl.ferentes valores de pH 

inicial y se evaluó tanto la generación J bl.omasa como la producción 

de enzima lactasa por las células. En la figuro. ll. 4. 1 

observa que el pH óptimo para la maximlzaci6n de los parámetros es 5.S 
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Bianasa (o} y actividad esp. (111i) a pH 4.5 

Bianasa (v) y actividad esp. (•) a pH 5.0 
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4.5 Eslablidad de la enzima a diferenles·valores de pH. 

Si anallzamos el patrón de pH de un cultivo de levadura en matraz 

agitado (figura 4.5.1) observamos que éste tiende a decrecer, de un 

valor inicial de 5.5 hasta un valor de 3.5. Un aspecto que 

consideramos importante evaluar fué el efecto que el pH final podia 

tener en la establlidad de la enzima. Para este fin se cosecharon 

células y se pusieron en contacto con soluciones amortiguadoras a 

diferentes valores de pH {figura 4.5.2). En este experimento 

observó que el hecho de que la enzima sea intracelular evita que la 

acioez del medio de cultive- clfecte la estabilidad de la enzima; asl, 

consideramos que al centrlfufar las células en un tiempo que no mayor 

de 8 horas después de la fermentación, garantizamos que no se 

presenten problemas de desnaturalización de la enzima por efecto del 

pH. 

4.6 Producción en malraz Fernbach 

En todos los experimentos descritos anteriormente la propagación de 

las células de levadura se llevó a cabo en matraces erlenmeyer de 

diferentes volúmenes. Los matraces Fernbach de 2. 8 1 tienen la 

caracterlstica de que su relación superficie de liquido/volumen 

(considerando un litro de medio de cultivo) es mas grande por lo que 

la aireación superficial se modifica en cultivos agitados. Un perfil 

tlpico de propagación en matraz Fernbach se presenta en la figura 

4. 6. 1, en donde observamos que tanto la producción de blomasa como de 

la enzima lactasa se ven incrementados. 

Aqul se estandarizó la cantidad de lnóculo por litro de medio de 

cultivo en 15 mg de células, peso seco {aproximadamente 3 asadas). 
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4. 7 Producción en fermentador de 1 litro. 

Los termentadores son unidades de propagación y pi:-oducc16n en las que 

$e tiene un control mas efectivo de las condlci.ones de operiicl6n, 

denlro de las que se incluyen: una agitación a través de uno o varlo!3 

impulsores, un ,control de temperatura, control de la aireación- y un 

control del pH. 

En la flgura 4. 7 .1 se preseq~an fermentaciones realizadas a diferentes 

condlciones de aireación y agitación, 

De los resultados de estos experimentos se desprende que niveles bajos 

de aireación y agitación (lo que lmpllca un nivel bajo de tranferencla 

de oxigeno) favorecen la producción de la enzima. siendo las 

condiciones óptimas una agttaclón de 200 rpm y aireación de O. 1 vvm. 

Es interesante notar que la producción de enzima en estas unidades no 

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

que aún es posible incrementar la producción de enzima bajo 

condiciones más controladas. Esta posibilidad se analizó en 

fermentadores de 14 litros. 

4.8 Producción en fermentad-ar de 14 litros. 

Para la producción de la enzima lactasa en jarras de 14 litros no se 

hizo propiamente un escalamiento, debido a que se conslder6 que el 

fermentador de 11 tro presentaba lirni tac lenes en cuanto al mezclado 

(se contó solo can una turbina colocada en el fondo de la jarra}. El 

objetivo de la utillzaclón (!e estas unidades mas grar.1<:!s y con mayor 
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disponibilidad de aditamentos, era el establecer claramente las 

condiciones de producción que nos permitieran seleccionar un crl terio 

de ~scalamiento para un posterlC>r aumento de escala. Debido a la 

evidencia que se tenia en la 11 teratura y en este trabajo, respecto a 

la influencia notoria del oxigena en la producción de la enzima, el 

criterio seleccionado fué el coeficiente de tranferencla de oxigeno, 

KLa., considerado en función de las variables rpm y vvm. 

Los estudios re~llzados en Jarras de 14 litros en donde se demuestra 

la relación existente entre el coeflclente de transferencia de oxigeno 

y l-a producción de la enzlmu ;e detalla en el articulo publicado en la 

revista Biotechnology lct.tcrs 12
1) cuya traducción al espafiol se anexa 

al presente trabajo. 
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Resumen. 

La producción especifica de fl-galactosidasa de Kluyveromyces marxlanus 

mostró tener una relación con el kLa (coeíicienle de tranferencia de 

oxigeno), a bajos niveles de aireación. La actividad especifica de las 

células fué graflcada contra el kLa, mostrando una buena correlación. 

Na se encontraron diferencias significativas en la actividad total 

produc,ida a las diferentes condiciones de kLa, ya que un incremento en 

la actividad especiíica fué compensada por un decremento en la 

concentración de biomasa. 



Introducción. 

Kluyveromyces marxlanUs (sinónimo de KluyveromyceS fragllls), ha sido 

usada· am~liamiente en estudios que involucran la utilización de suero 

de leche. Los usos mas frecuentes son la producción de proteina 

unicelular, alcohol y 13-galactosidasa. La cepa usada más 

frecuentemente en estos estudios es la NRRL Y 1109 (Bothast y 

col. ' 22
>) , debido a su alta capacidad para usar lactosa como fuente 

de carbono, lo cual está relacionado necesariamente con la capacidad 

de producir ¡3-galactosidasa. La velocidad de transferencia de oxigeno 

{01R) está asociada en forma directa con la obtención de estos 

productos y ha sido reportada una relación entre bajos niveles de OTR 

y la producción especifica de 13-ealactosidasa (Mahoney y col. ltS)}. 

Esta relación puede afectar la producción en algunos casos. El tema 

del presente trabajo es estudiar la relación ent.re la velocidad de 

transferencia de oxigeno y la producción de la enzima ¡3:-galactosidasa. 

r.ateriales y métodos 

Microorganismo: Kluyveromyces marxlanus NRRL-Y1109 el cual se mantuvo 

en cuf'ias de agar con medio YM (Dlfco). 

Medio: Se usó un medio con la slsulente composición: {g/l): lactosa 

grado U.S.P., 50; (NH4)2SO-i, S.4; extracto de levadura, 7.5; KaHPO.i, 

4.5 y MsSO.\, 0.5. El pH fue ajustado a 5.5 con H2SO.\. Los reactivos 

fueron grado analítico {Baker y Bloxon) y se usó agua destilada y 

deslonlzada. 

Condiciones de fermentación: Las corridas de 10 litros fueron 



t·..:..i.lizadas en\!!' ~\Jt.~['o C!'-' 3 j;::.!·:-o.~; d<: 1·: l~tros llew D:-únsWick. Todas 

las fGnnenLacionus fueron realizadas 1:.1. ¿/e aurantc tZ-13 horas, 

m_iestreo.ndo cada hora. 

Análisis: La _concentración celular (~:. 3/l) foé -calculada de unn curva 

de calibración de peso seco contra absorbancia a 650 nm de un caldo de 

cultivo dlluido 1:50 y m.cdldo en un espcctrofotómetro Beckman mod. 35. 

La actividad 13-galactostdasa se mld16 como sigue: un volumen de 

cultivo conteniendo 10-20 mg de btomasa se mezcló con 5 ml de alcohol 

lsoamillco {Daker} en un matraz de 25 ml y se aforó con buffer de 

1"osfatos 0.1 M conteniendo MgS04 (1 mH.l y MnS04 (O. lmM} (buffer A). 

Este se agitó durante 1 hora a temperatura ambiente y 0.1 ml de la 

solución se mezcló con 2. 7 ml de buffer A, O. 1 ml de 2- mcrcaptoetanol 

3.36 M y 0.1 ml de O-nitrofen11-/3-o-galact6sido (ONPG, Sigma}; esta 

mezcla fué preparada a 40°c y mantenida a esta temeratura en una celda 

del espectrofot6metro (Beckman 35). Se midió la absorbancia a ,410 nm 

continuamente durante 5 min. La actividad especifica (a) se estableció 

como las unidades de /3-galactosidasa por gramo de biomasa¡ una unidad 

de /3-galactosidasa {U) se definió como la cantidad de enzima necesaria 

para hidrollzar un µmol de ONPG por min a las condiciones dadas. 

La velocidad especifica de crecimiento (µ} fué calculada por una 

regresión lineal de los datos de la fase de creclmtcnlo exponencial de 

acuerdo a la siguiente ecuación: 

LnX = µt + b 

Análisis estadistico: La estadistica básica fué calculada con una 

calculadora Hewlelt Packard 41CV con un módulo estadislico. 

Coeficiente de transferencia de oxigeno (kLa): Como la velocidad de 

transferencia de oxir.;eno (OTR) es d1f1c1.l de medir, debido a que 



depende de algunas condiciones en el mcdlo que cambian a lo largo de 

la fermentación, se tomó al kL a como el parámetro de transíerencia de 

oxigeno. El kL a íué medido en agua por la técnica de eliminación de 

gas, reportada por Sobodka y col. C2JJ para las diíerentes velocidades 

de aireación VVH (Q} y agitación RPM (R). Con estos datos, se hizo una 

regresión llneal múltlplc y se estableció la sleuicnte ecuaclón: 

kLa = 3.139x10-
4 

(QJ
0

'
51 (R)2

º
166 

De esta ecuación, los valores de kLa (todos referidos a agua) .fueron 

obtenidos para cada pareja de Q y R usada durante una fermentación 

particular. 

Resultados y discusión. 

Se probaron cinco diferentes valores de kLa por duplicado (se 

hicieron dos fermentaciones para cada valor de kLaJ. La tabla 1 

mue!ltra los valores promedio de la actividad especifica, la 

rná:dma concentración celular, la velocidad especifica de crecimiento y 

la producción total de enzima. Los valore!:l promedio fueron obtenidos 

de las tres últimas muestras en donde el crecimiento habla cesado, de 

cada Juego de fermentaciones. Para los Juegos de fermentación 1 y 2, 

las últimas 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 últimas muestras de ferr.amtadones por 

duplicado. 

El creclmtcnto celular mostró un comportamiento normal, siendo 

pritcticamentc leu<.11 para len valores bajos de l\a. y dlfertnente solo en 

los valores al tos: la razón de ésto podria ser la existencia de un 

compromiso cntr-e altos valores de a y el valor t.le OTR, pero no existen 



s::...:f"lc!~::--.~·.:,. dato;: pan. comprobar e~l;i hipótesis. 

Por olro hdo, se e11conlraron diferentes pcrflles de producción de 

enzima para diferi:mt:.:s juegos de fermentaciones (datos no mostrados). 

Para el juego l, este pc:rfll tiende a incrementarse al f"lnai del 

proceso (tabla 1).; para los juegos 2 y 3, a permanece casi constante 

durante el tiempo de fermentación; y para los jueeos 4 y 5, éste 

tiende a decrecer, siendo mucho más rápido en el último de éstos¡ los 

valores finales se muestran en la tabla 1. 

Tab-la 1. Valores promedio dt: la actividad et;pecifica (a), y 

concentración máxima de biomasa (Xm11x) con desviación estandar (s) y 

coeficiente de variación Cv). velocidad especifica de crecimiento (µ) 

y producción total (a.Xm11x) para diferentes valores de kLa. 

a Xm11x V r. total 

U/g Y. g/l U/l 

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 52 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 f"in de encontrar una relación matemática entre el kL a y a, se 

hizo una regresión con los dalos de la tabla 1 (kLa. vs. a), obteniendo 

una curva de tipo potencial (y = aXb). Esta curva se muestra en la 

f"lgura !. Los datos se ajustan muy bien con esta ecuación y se 



obtuvieron los siguientes valores: 

a = 29"63.27 (k.La)-0
'

194 

con una r 2 = 0.9888 ... 

Expresando estci relaCi6n '·en l.á forma de un~ regresi6ri lineal: 

a= 7.99 - 0.194 Ln(kLa) 

Los resultados muestran que a valores altos de kLa se obtienen bajos 

valores de actividad especifica. Estos- resultados concuerdan con lo 

reportado por Mahoney y col. 1 ~ 51 pero de acuerdo nuestros 

resultados, a llega a ser asintótica, de tal manera que para valores 

má9-altos de kLa ésta podria llegar a ser constante. 

El incremento neto entre el valor mas alto y el más bajo de kLa f'ué de 

29Y. (tabla 1), mientras que Xmti:c decrece un 20Y.. La producción total 

obtenida en esos dos valores fué practlcamente la misma, y la más alta 

producción se obtuvo a un kLa de 13.29 h-1, debido a la combinación de 

una alta actividad especifica y una alta concentración celular. Asl, 

con el f'in de obtener una producción total elevada, debe 

incrementar signif'icativamcnrte el valor del kLa para producir gran 

cantidad de biomasa, en el entendido de que el valor de a no se verá 

reducido apreciablemente. 
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de dos f'ermentaciones. 



CAPITULO V 

CONCLUSIONES 



1. De las cepas con lns que conl<:ir:iQ:.. para la realización de este 

trabajo, 1\. fragllls tmRL ,V-1109 ·fUé l~· que_ ~ostró en. t.ados los 

experl.mentOs !-!" '. mDyor· .~~n_dimien~o,:. e~ .~blomí\~a '-Y.- una·:, may?r . a.c.tiv~dad 

especifica.· 

2. El método 

producida por 

a.~l?Jente. 

3. El medio de cuf~lvo .optlm1Za~·o para la·· prod~cc16n ~e .la enzima 

presenta la siguiente formulac16n (r. p/v): 

Lactosa SY. 

Extracto de levadura O. 75Y. 

Sulfato de amonio 0.84?. 

Fosfato de potasio 0.45Y. 

Sulfato de magnesio O.OSY. 

pH inicial: s. 5 

4. Con respecto a la utilización de matraces agitados, el uso de 

matraces Fernbach para el crecimiento de 1\. rrag111s favorece la 

producción de la enzima pues, al parecer, su relación arca 

superficial/volumen resulta más adecuada para este propósito. 



5. Las fermentaciones realizadas en ferm.entador blo-flo mostraron que 
- - . -. 

los niveles de aireac!6n tienen un: efecto sobre :~a producci6~ ·de la 

enzima, sin embargo, no fuó posible maximiza_r la _p.roducción de enzima, 

debido a las limitaciones del equipo. 

6. Utlllzando fermentadores de 14 __ litro_~. -~~- d~·~os_~~? el ':'!fectC?_ _d~l 
,· .-.. ,, - -

KLa sobre los niveles de producción de-~~-11-~~~~~~tO~i~-~~-~ --.~~-or --~· 
fragl lls, pudlendose establecer uña relacfo¡.;_ :-.~---t~·a-;.,.i;;-~cie ___ ~-¡.-- SfgUlente 

ecuación: 

Ln a = 7.99 - 0,194 Ln (KLa) .. 
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