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Abstract

The capacity of Kluyveromyces fragilis (K. marxianus) ATCC 8554 to induce the production of j3-D-
-galactosidase during growth in deproteinized cheese whey at temperatures of 25°C and 29°C and at ini-
tial pH of 4.5 was studied. Enzyme activily was determined in cell- free extracts evaluating the hydrolysis
of o-nitrophenyl-g-D-galactopiranoside (ONPG), as substitute [or lactose. Extraction of the enzyme from
fresh cells was achieved by autolysis using 2% toluene. The enzyme was released to the medium by perme-
abilization and partial digestion of the cell wall, without breaking, as revealed through electron micros-
copy. The highest activity, 0.604 j1mol ortonitrophenol /ml/5min was obtained at 29°C initiating the sta-
tionary phase, The results obtained, including the production of biomase, utilization ol substrate and cell
vield indicated the possibility of developing a bioprocess with cheese whey for the production of 3-D galac-
tosidase utilizing this microorganism.
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Produccion de §-D-galactosidasa
por Kluyveromyces fragilis en cultivo por carga,
con lactosuero como substrato

Resumen

Se estudio la capacidad de Kluyveromyces fragilis (K. marxianus) ATCC 8554 para inducir la produc-
cion de f3-D-galactosidasa durante su crecimiento en suero de leche desproteinizado, a las temperaturas
de 25°Cy 29°Cy pH inicial de 4,5. La actividad enzimatica se determiné en extractos libres de células, eva-
luando la hidrélisis del o-nitrofenil-3-D-galactopiranésido (ONPG), como sustituto de la lactosa. La ex-
traccién de la enzima de las células frescas se realizé por autélisis de las mismas con tolueno al 2%, libe-
randose la enzima al medio por permeabilizacion y digestién parcial de la pared celular, sin rompimiento
de las células, como lo revelo la microscopia electrénica practicada. La mayor actividad, 0,604 pmol de o-
nitrofenol liberado/ml/5min se obtuvo a 29°C al comienzo de la fase estacionaria. Los resultados obteni-
dos, incluyendo la produccion de biomasa, utilizacion de sustrato y rendimiento celular, indican la posibi-
lidad de desarrollar un bioproceso con el lactosuero para la produccion de -D-galactosidasa utilizando
este microorganismao.
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Introduccion

La/l-galactosidasa (lactasa) hidroliza la lac-
tosa de la leche, productos lacteos y suero a glu-
cosa y galaciosa [1, 2]. Dicha hidrolisis produce
una reduccion del contenido de lactosa y la modi-
ficacion de sus propiedades funcionales que in-
cluye: prevencion de la cristalizacion, incremento
del poder dulcificante, de los carbohidratos solu-
bles facilmente fermentables [3-5], que permitiria
la elaboracion de productos alimenticios de inte-
rés comercial e industrial tales como: concentra-
dos congelados con mayor estabilidad fisica du-
rante el almacenamiento y mejor reconstitucion,
productos deshidratados como leche en polvo
con bajo contenido en lactosa adecuados para in-
dividuos intolerantes a este azticar, productos
cultivados como queso, yoghurt, los cuales mos-
trarian desarrollo acelerado de acidez, debidoala
rapida utilizacion de la fuente de carbono, ya que
la glucosa se presentaria en forma libre. El suero
obtenido cuando se produce este tipo de queso
incrementa su solubilidad por su bajo contenido
en lactosa, lo que hace posible que al no presen-
tarse su cristalizacion, sus sélidos puedan con-
centrarse para ser utilizados en helados y/o
como humectantes en la confeccion de caramelos
y confites [6-10].

La f}-galactosidasa es una enzima intra- y
extracelular, pero exclusivamente intracelular
en K. fragilis [11]. Su actividad se determina so-
bre el sustrato inductor o bien con analogos; en-
tre éstos los mas comunmente usados son, el
XGAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactopi-
randsido) para la deteccién cualitativa invivoy el
ONPG para la determinacion cuantitativa [12].

Una fuente importante de lactosa lo consti-
tuye el suero de leche, cuyo uso como aditivo
para alimentos se ve limitado por el alto conteni-
do de ésta. Sin embargo, K. fragilis creciendo en
un medio a partir de suero de leche, con lactosa
como unica fuente de carbono, induce la produc-
cion de la enzima f3-galactosidasa [13]. Los estu-
dios respecto a la produccién, tanto en lo que
concierne a la influencia de los parametros fisico-
quimicos, concentracion de la fuente de carbono,
nitrogeno y disponibilidad de oxigeno son contra-
dictorios. En consecuencia el objetivo de este en-
sayo fue valorar la produccion de la f-galactosi-
dasa en cultivo por carga inducida por K. fragilis

ATCC 8554 durante su crecimiento en suero de
leche.

Procedimiento Experimental

Microorganismo: K. fragilis ATCC 8554,
actualmente denominado K. marxianus, se obtu-
vo del centro internacional de cultivo, American
Type Culture Collection. Se activé y se mantuvo
en lubos de cultivos de 25 x 150 mm con agar
papa dextrosa mas 0,5% de extracto de levadura
(PDY) en forma de cuna.

Desproteinizacién del suero de leche: El
suero de leche fresco de vaca se desproteinizo se-
gian el método propuesto por Ramana y Dutta
[14], por calentamiento a 90°C por 10 min previo
ajuste del pH a 4,5 con acido fosforico, se enfrié
por 24 horas (4°C-8°C), se decanto y el extracto
claro obtenido se filtré a través de papel What-
man N° 1.

Medio de cultivo: El suero desproteinizado
se suplemento con extracto de levadura 0,75%,
sulfato de amonio 0,84% y sulfato de magnesio
0,05%, ajustado su pH nuevamente a 4,5 y este-
rilizado a 121°C por 15 min [15].

Bioproceso: Los biorreactores estuvieron
representados por matraces de 125 ml de capaci-
dad nominal, provistos de tapones de algodon y
operados con un volumen de trabajo de 10 ml.
Los procesos se evaluaron por duplicado a las
temperaturas de 25°C y 29°C y pH inicial 4,5. El
tiempo de operacion fue de 12 horas y la veloci-
dad de agitacion de 200 rpm (bano reciprocante
Lab Line). Durante el bioproceso se determiné,
para cada hora desde la hora O (inmediatamente
después de inocular) hasta la hora doce: concen-
tracion de biomasa, concentracion de sustrato,
actividad enzimatica y pH.

Concentracion de Biomasa: Fue seguida
espectrofotométricamente (Spectronic 20 Baush
and Lomb) a una longitud de onda de 650 nm [16,
17]. La densidad optica fue relacionada con el
peso seco de la biomasa por unidad de volumen,
por medio de curvas de calibracion adecuadas
construidas previamente.

Velocidad especifica de crecimiento (p):
Se determiné en la fase exponencial del creci-
miento, para cada temperatura evaluada, utili-
zando la siguiente ecuacion:
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p_ (InXy-InX, ) /(t, - t) (1)

donde: X, y X, representan la concentracién ce-
lular (peso seco) en mg/ml al tiempo t, y t, res-
pectivamente. La unidad de p fue expresada
como el reciproco de hora (h‘l).

Rendimiento de biomasa (Y): Se determi-
no6 empleando la siguiente ecuacion:

Y= Biomasa producida/Lactosa consumida (2)

La biomasa producida, al igual que la lacto-
sa consumida, resulté de la diferencia de los valo-
res finales e iniciales obtenidos en el proceso.

Concentracion de sustrato: La concentra-
cion de lactosa se determino utilizando el método
colorimétrico de fenol-acido sulftirico [18]. Este
analisis, al igual que la medicion del pH, se reali-
z6 en el medio libre de células.

Actividad enzimética-Ensayo con tolue-
no: La actividad enzimatica de la 3-galactosidasa
fue determinada sobre el sustrato cromogénico
ONPG en extractos libres de células. Estos ex-
tractos fueron obtenidos al someter el microorga-
nismo a la accion del tolueno; para ello la bioma-
sa obtenida en cada tiempo fue resuspendida en
buffer fosfato 0.1 M pH 6,6 con 2% de tolueno
[19], agitada a 200 rpm a 37°C por 20 horas, des-
pués de las cuales se centrifugé a 9.000 g por
10 min, recuperando el sobrenadante para el en-
sayo. Una unidad de fi-galactosidasa activa es de-
finida como la cantidad de enzima requerida para
liberar 1 pmol de o-nitrofenol (ONP) al incubar a
37°C por 5 minutos 0,1 ml de extracto libre de cé-
lulas con 0,1 ml de ONPG 0.015M, diluidos hasta
3 ml con buffer fosfato. La cantidad de ONP libe-
rado fue medida a 420 nm y el valor obtenido (con
el uso de una curva patrén) fue expresado como
pmol de ONP/ml/5 min [19, 20].

Con ¢l proposito de evidenciar el efecto del
tolueno sobre K. fragilis fue realizada una mi-
croscopia electronica de barrido (MEB); para ello
las células control y las células tratadas fueron
embebidas en glutaraldehido 2,5% p/v en buffer
cacodilato 0,1M pH 7 por 3 horas (fijacion) y lue-
go lavada 3 veces con este buffer. En un portaob-
jeto limpio y seco se prepard un frotis fino, me-
diante lapiz de diamante se cortaron cuadrados
de este portaobjeto de aproximadamente 0,5 cm?,
el pequeno trozo de vidrio se fijoé con cinta doble

tape 3M a un portaespécimen de aluminio
(STUB) bordeando el trozo de vidrio con plata co-
loidal diluida en acetato de amilo y secado en es-
tufa a 37°C por una hora. El STUB se coloco en
un cobertor i6nico marca EIKO IB3 para el meta-
lizado con pelicula de oro de aproximadamente
100 A a 200 A. El examen al microscopio fue rea-
lizado con un MEB Hitachi-2300 entre 10 kV y
15 kV.

Anilisis estadistico: Los datos fueron
analizados e interprelados utilizando el coefi-
ciente de correlacion de Pearson a fin de determi-
nar la influencia del tiempo sobre los parametros
estudiados (biomasa, consumo de sustrato, acti-
vidad enzimatica). Para ello se utilizé el paquete
esladistico Slatgraf version 7.0.

Resultados y Discusion

El analisis por MEB de K. fragilis ATCC
8554 autolizada con tolueno revelo que dicho sol-
vente ocasioné cambios en la morfologia.

Como se observa en la Figura 1, las células
no tratadas presentan caracteristicas propias de
las levaduras pertenecientes a este género: forma
helicoidal y superficie lisa.

Las células de K. fragilis después de 20 ho-
ras de exposicion al tolueno se representan en la
Figura 2, donde se aprecian depresiones en su
superficie que pueden ser interpretadas como se-
nal de una parcial digestion de la pared. Se obser-
va igualmente un alargamiento de las células
hasta adquirir formas cilindricas, lo que podria
explicarse como el producto de una disminucion
de su volumen intermo; pueden aparecer enlaza-
das, posiblemente por la liberacion de alguna
sustancia adherente, producto de la digestion, y
con pérdida de su rigidez. Los campos observa-
dos resultaron homogéneos sin ninguna célula
rota, lo que permite inferir que la liberacién de los
compuestos marcadores del espacio intracelular
(3-galactosidasa) ocurre por permeabilizacion
con una digestion parcial de la pared celular pero
preservando su continuidad [21, 22].

Al inocular células tratadas en un medio a
partir de suero de leche, no se evidencié ningan
crecimiento después de 48 horas de incubacion a
25°C, 29°C, indicando que después de 20 horas
de exposicion al solvente, las células posiblemen-
te pierden la capacidad de asimilar esta fuente de
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Figura 1. Células de Kluyveromyces fragilis
cultivadas en suero de leche (control).

Figura 2. Células de Kluyveromyces fragilis
tratadas con 2% de tolueno durante 20 horas.

carbono por la destruccion de la proteina que fa-
cilita el transporte de lactosa al interior de la cé-
lula [23-25].

Las Figuras 3 y 4 muesiran el comporta-
miento del proceso a las temperaturas evalua-
das, senalando: la cinética de crecimiento celu-

lar, de la utilizacion de lactosa y de la actividad
enzimatica, partiendo de un medio de concentra-
cion de lactosa de 4,78 g / 100 ml y pH de 4.,5.

El crecimiento de K. fragilis a ambas tempe-
raturas siguio la forma tipica de la curva de creci-
miento microbiano de un cultivo en el que no se
renuevan los nutrientes o se ve autolimitado por
la acumulacion de productos metabolicos que
inhiben el crecimiento. Como se puede observar
en ambas curvas, la fase de adaptacion no estuvo
presente, lo que indica que no hubo limitacion en
el transporte de lactosa al interior de la levadura,
ya que se partio de células inducidas con lactosa
al utilizarse para la propagacion del inoculo el
mismo medio de trabajo. El crecimiento expo-
nencial se mantuvo durante 10 horas de cultivoa
25°C y durante 8 horas a 29°C, obteniéndose una
correlacion positiva y altamente significativa en-
tre la biomasa y el tiempo tanto para 25°C
(r=0,9886, p<0,01) como para 29°C (r=0,9911,
p< 0.01) indicando que a medida que transcurre
el tiempo hay un aumento en la biomasa que res-
ponde a las ecuaciones:

y = 0,8452 + 0,55X para 25°C

y =0,9933 + 1,085X para 29°C

alcanzando el pH valores de 4,5y 3,8 respectiva-
mente.

La Tabla 1 reporta los valores obtenidos
para la produccion de biomasa, la velocidad es-
pecifica de crecimiento y el rendimiento en bio-
masa bajo las condiciones del ensayo. En ella se
observa que estos parametros resultaron mayo-
res a 29°C; se incremento 1,4 veces la biomasa y
se mantuvo practicamente constante el rendi-
miento de K. fragilis producto del aumento de la
velocidad especifica de crecimiento, al elevarse
en 4°C la temperatura, lo que indica que el rango
de la temperatura evaluado no involucr6 la tem-
peratura optima de crecimiento para este micro-
organismo [26]. Por el contrario, se obtuvo una
correlacion altamente significativa al estudiar el
consumo de sustrato con respecto al tiempo en
ambas temperaturas (r = -0,9761 para 25°C y
r =-0,9979 para 29°C), representando el 50% y el
66% respectivamente. Los resultados obtenidos
estan en el rango de los reportados en la literatu-
ray obedecen o son particulares de la especiey/o
condiciones de cultivo [12, 15, 17, 19, 20, 27].
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Figura 3. Actividad de la -galactosidasa (@),
consumo de lactosa (A) y crecimiento celular ()
durante el cultivo de K. fragilis ATCC 8554
(K. marxianus) en suero de leche
(pH inicial 4,5 y temperatura de 25°C).

Las Figuras 3 y 4 senalan que el comporta-
miento de la actividad enzimatica en relaciéon a la
curva de crecimiento del microorganismo, alcan-
26 su maximo valor al inicio de la fase estaciona-
ria en ambas temperaturas, siendo superior a
29°C. Se aobtuvo correlacién positiva altamente
significativa de la actividad enzimatica con res-
pecto al tiempo, lo cual se evidencié tanto a 25°C
(r = 0,9975, p < 0,01) como a 29°C (r = 0,9882,
p <0.01). Los valores maximos fueron, para 25°C
0,429 pmol de ONP/ml/5min y a 29°C 0,604 pmol
ONP/ml/5min. Si se considera que de la solucién
de ONPG 0,015 M se utilizd para el ensayo 0,1 ml,
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Figura 4. Actividad de la f-galactosidasa (@),
consumo de lactosa (A) y crecimiento celular ()
durante el cultivo de K. fragilis ATCC 8554
(K. marxianus) en suero de leche
(pH inicial 4,5 y temperatura de 29°C).

se puede establecer que la cantidad de ONPG dis-
ponible en la reaccion fue 1,5 pmoles, de alli que
la hidrolisis del ONPG en los extractos crudos ob-
tenidos de las células cultivadas a 25°C repre-
sentd el 28,6%y en las cultivadas a 29°C e140%.

Ya que las temperaturas de trabajo elegidas
para el crecimiento y determinacion de la activi-
dad enzimatica de K. fragilis probablemente no
sean las optimas para obtener la mayor cantidad
de biomasa ni la actividad de la enzima [26], se
afinaran los valores de esas variables en una
banda de temperaturas mas amplia, con miras a
una posible aplicacion industrial del proceso.

Tabla 1
Biomasa producida, velocidad de crecimiento (p), y rendimiento (Y)
para K. fragilis ATCC 8554 a las temperaturas del ensayo

Temperatlura

Biomasa producida n Y
(°C) (mg/ml) (™ Biomasa producida
o Lactosa consumida
25 5,63 0,186 0.23
29 7.93 0,285 0.25
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Conclusiones

La produccion de la enzima [}-galactosidasa
a partir de suero de leche involucra un proceso
biotecnolégico de tiempo corto de operacion que
puede resultar de facil adaptacion para una pro-
duccién industrial de la misma.

Los resultados obtenidos en este trabajo in-
dican la posibilidad de desarrollar un bioproceso
con el suero de leche para la produccion de j3-ga-
lactosidasa utilizando K. jragilis ATCC 8554.
Este microorganismo crecio a 29°C con una ma-
yor velocidad especifica de crecimiento, p, condi-
cion a la que también se obtuvo una mayor activi-
dad enzimatica.
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