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RESUMEN 

 

Kluyveromyces marxianus es una levadura que presenta aplicación en el 

campo de la agroindustria principalmente por su capacidad de sintetizar la 

enzima β-galactosidasa, misma que es responsable de la ruptura de la 

molécula de lactosa en moléculas de glucosa y galactosa.  

La presente investigación tuvo como finalidad evaluar el proceso de extracción 

de la enzima lactasa a partir de Kluyveromyces marxianus. La cepa de 

levadura LAF-4 CHR Hansen® fue llevado a prueba en medios que emplearon 

como sustrato al suero de leche descartado por la industria láctea Pronafil. 

Para lo cual, se puso en evaluación diferentes composiciones químicas del 

medio de cultivo, la cuales tuvieron como base la utilización del suero de leche. 

La variable en análisis fue la velocidad de crecimiento. 

Una vez realizado el análisis de varianza y posterior análisis funcional de los 

resultados con diferencias significativas se determinó que las condiciones 

óptimas a las que Kluyveromyces marxianus genera mayor cantidad de 

biomasa es a un pH de 6,5 y 100% de concentración de suero, seleccionando 

al tratamiento T9 como el que obtuvo mejores resultados con una producción 

de 608,43 mg/ml durante 24 horas y una velocidad de crecimiento de 25,35 

mg/h. 

Finalmente se realizó la extracción de la enzima producida bajo las condiciones 

correspondientes al tratamiento T9 mediante sonicación. La actividad 

enzimática se evaluó a través de un método indirecto con el uso de un 

glucómetro, donde se adicionó la enzima extraída en una dosis de 0,8 g/L a 

una muestra de leche, al cabo de 40 minutos y a una temperatura de 50°C se 

evidenció la finalización de la hidrólisis al estabilizarse los niveles de glucosa 

generados.  

 



 

ABSTRACT 

 

Kluyveromyces marxianus is a yeast that has application in the field of 

agribusiness, mainly for its ability to synthesize the enzyme β-galactosidase, 

which is responsible for the breakdown of the lactose molecule into glucose and 

galactose molecules. 

The purpose of this research was to evaluate the extraction process of lactase 

enzyme from Kluyveromyces marxianus. The yeast strain LAF-4 CHR Hansen® 

was tested in different culture media, that used whey discarded from the dairy 

industry as its main component. For this purpose, different chemical 

compositions of the culture medium were evaluated, which were based on the 

use of whey. The variable under analysis was the growth rate. 

Once the Analysis of Variance (ANOVA) and subsequent Functional Analysis of 

the results with significant difference was performed, the  optimum conditions to 

which Kluyveromyces marxianus generates the greatest amount of biomass 

was determined, which corresponds a pH of 6.5 and 100% of whey 

concentration, selecting the treatment T9 as the one that obtained the best 

results: with a biomass generation equivalent to 608.43 mg / ml for 24 hours 

and with a growth rate of 25.35 mg / h. 

Finally, the extraction of the enzyme produced under the conditions 

corresponding to treatment T9 was carried out by sonication. The enzymatic 

activity was evaluated through an indirect method with a glucometer, where the 

extracted enzyme was added in to a milk sample in a dose of 0.8 g / L, after 40 

minutes of maintaining a temperature of 50 °C, the end of the hydrolysis was 

evidenced, since the glucose levels got stabilized. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

La levadura Kluyveromyces marxianus es un microorganismo que presenta 

aplicación en la industria por su capacidad de sintetizar una amplia variedad de 

biocompuestos, que incluye: enzimas (β-galactosidasa, β-glucosidasa 

e inulinasa), proteína unicelular, compuestos aromáticos y etanol (Fonseca, 

Witmann, Heinzle, & Gombert, 2008). Específicamente, la enzima β-

galactosidasa cuenta con la funcionalidad de generar una hidrolisis en la 

molécula de lactosa, carbohidrato mayoritario de la leche; mediante esta 

hidrolisis se consigue separar la molécula en glucosa y galactosa. La 

funcionalidad de esta enzima ha conducido al desarrollo de nuevos productos 

alimenticios con bajos niveles de lactosa, donde se destacan: leche 

ultrapasteurizda (UHT), quesos y leches fermentadas con bajos contenidos de 

lactosa residual, menor al 1% (Herrera, 2013) (Fonseca, Witmann, Heinzle, & 

Gombert, 2008).  

 

La producción de alimentos constituidos a base de leche con bajos niveles de 

lactosa residual, está íntimamente relacionado con la presencia del trastorno 

digestivo conocido como intolerancia a la lactosa, que es la incapacidad que 

tiene una persona para digerir la lactosa que ingiere a través de la 

alimentación. Este trastorno no es considerado mortal, pero sí ocasiona 

malestares gastrointestinales que resultan en la limitación del consumo de 

alimentos que contengan lactosa (Centro Nacional de Excelencia Tecnológica 

en Salud, 2014). La intolerancia a la lactosa afecta principalmente a la 

población adulta (23 a 68 años de edad), puesto que se ha considerado a el 

deterioro de la velocidad intestinal como el principal causante de la intolerancia, 

misma que se expresa con varios síntomas que resultan molestosos para quien 

lo padece, como son: dolor abdominal, náusea, flatulencias o diarrea (Rosado 

J. L., 2016).  
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La intolerancia a la lactosa se refiere a la incapacidad del cuerpo para sintetizar 

suficiente cantidad de enzima lactasa, la cual es responsable de provocar una 

ruptura de la molécula de lactosa a través de una reacción de hidrólisis. Esta 

reacción facilita la digestión en el organismo, ya que las moléculas que son 

generadas como resultado de la hidrólisis constituyen moléculas simples, 

monosacáridos (Centro Nacional de Excelencia Tecnológica en Salud, 2014)  

 

En el Ecuador las industrias del sector lácteo han aumentado sus ventas en un 

28% a partir del año 2017 en sus productos semi descremados, descremados y 

deslactosados (FEPALE, 2017), lo que pone en evidencia la tendencia del 

consumo de alimentos con bajo contenido de lactosa. Por lo tanto, para poder 

producir alimentos deslactosados, la industria alimenticia requiere tener a su 

disposición la enzima lactasa (β-galactosidasa); generando así la necesidad de 

desarrollar nuevas y mejores técnicas para la obtención de esta enzima 

(Varghes, 2019). 

 

La lactosa es un carbohidrato que está presente de forma inherente en la leche 

independientemente de su origen animal, es así que la leche procedente de 

vaca puede presentar un porcentaje de lactosa correspondiente al 5%, 

mientras que en otras especies su presencia tiende a disminuir (FAO, Portal 

Lácteo, 2018). Químicamente hablando la lactosa está compuesta por una 

molécula de glucosa y una de galactosa; está complejidad en su composición 

provoca que sea de difícil digestión en ciertas personas, que resultan en la 

generación de malestares a nivel del aparato digestivo (Varghes, 2019). 

 

La producción de leche en el Ecuador fluctúa alrededor de 5,3 millones de litros 

diarios (CIL, 2018), los cuales son destinados principalmente a producción de 

derivados lácteos en cuyo proceso se genera el lactosuero. El lactosuero es un 

subproducto que se genera principalmente durante la fabricación de quesos, 
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específicamente al momento de la precipitación de la caseína de la leche. 

Además, es considerado uno de los materiales más contaminantes dentro de 

los desechos emitidos por los centros de procesamiento de alimentos, debido a 

su elevado contenido en materia orgánica, atribuido principalmente a la lactosa; 

carbohidrato presente en la leche en concentraciones desde 42 a 52 gramos 

por litro (Padín & Díaz, 2009). 

 

Sin embargo, es conocido que la molécula de lactosa es la responsable de 

inducir a la producción de β-galactosidasa en la etapa de crecimiento in vitro 

de K. marxianus cuando se hace uso de medios de cultivo compuestos por 

suero de leche (Barragán, Quicaña, Flores, & Obeso, 2012) (Castillo, Jordán, 

Abellán, Laencina, & López, 1996). Por ello, se deriva la oportunidad de utilizar 

el suero de leche como ingrediente principal en la preparación de medios de 

cultivo orientados al crecimiento in vitro de la levadura, ya que constituye un 

componente de muy bajo costo, por el hecho de que es catalogado como un 

desperdicio contaminante dentro de la industria láctea.  

 

La contaminación ambiental a causa del mal manejo de los residuos lácteos ha 

sido motivo de experimentación de varias técnicas que buscan minimizar dicho 

impacto, en las que se encuentran el fraccionamiento, la deshidratación y la 

fermentación; siendo esta última la de mayor aplicación cuando se busca 

generar un segundo aprovechamiento del lactosuero como componente en la 

realización de abonos, pesticidas y balanceado animal (Ramirez, 2012). 

Desafortunadamente, a nivel de América Latina el suero de leche generado 

como subproducto en la industria es limitado a ser desechado en ríos y fuentes 

de agua, lo que significa un manejo irresponsable que ciertamente ocasiona 

contaminación ambiental (Rodríguez, Gómez, Ramírez, & Rosas, 2016). Por lo 

tanto, se busca generar conciencia en todos los actores de la industria láctea, 

con el propósito de ampliar el alcance de su sistema de gestión ambiental y 

que pueda expandirse a generar una mayor eficiencia en sus actividades 
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productivas, que incluya, el manejo responsable de sus desperdicios y el 

aprovechamiento de los mismos para la generación de nuevos productos con 

valor agregado (Giannasi, 2018).  

 

En el Ecuador  no se encuentra constituido un sistema industrial para la 

producción de enzimas principalmente debido a los altos costos que abarca 

(Epicore, 2017), lo que conlleva a que todo el mercado local adquiera este 

insumo alimenticio a través de la importación, ya que las enzimas son parte 

importante en las técnicas y procesos llevados a cabo en la industria para 

elaborar alimentos (MIPRO, 2018), solo en el año 2018 se realizaron 

importaciones correspondientes a enzimas y preparaciones enzimáticas por 

14,7 millones de dólares, siendo el principal país proveedor Estados Unidos, 

por un valor de 1,7 millones de dólares, por último el dato global de los últimos 

5 años en la importación de enzimas y preparaciones enzimáticas fue de 64,1 

millones de dólares (COMEX, 2019).  

 

La presente investigación busca integrar dos aspectos importantes 

relacionados a la industria láctea, en donde claramente se puede explicar la 

aplicación del suero de leche como sustrato para la propagación de la levadura 

Kluyveromyces marxianus, además del estudio para determinar las condiciones 

físicas y químicas para el crecimiento y propagación óptima de la levadura, que 

incluya la generación de la enzima β-galactosidasa. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo General 

Evaluar el proceso de extracción de la enzima lactasa a partir de 

Kluyveromyces marxianus. 

2.2. Objetivos Específicos 

• Demostrar el uso del suero de leche como medio de cultivo para el 

crecimiento de Kluyveromyces marxianus. 

 

• Identificar las condiciones químicas óptimas para el crecimiento de la 

levadura.  

 
• Efectuar un análisis de actividad enzimática de la lactasa obtenida.  

 

3. MARCO TEÓRICO 

3.1. Enzimas: Definición y clasificación 

 

Una enzima es una sustancia generado a partir de un conjunto de aminoácidos 

al igual que las proteínas. Principalmente tienen la función de acelerar 

procesos metabólicos con un nivel de especificidad bastante alto, es decir, que 

tienen acción sobre un elemento en concreto al que se le conoce como 

sustrato, el mismo que al ser metabolizado por la enzima da lugar a un 

producto.  El principio del funcionamiento de las enzimas está en catalizar 

procesos que son llevados a nivel celular, por lo que se encargan de reducir o 

acelerar la energía contenida en una reacción química, sin generar un 

desequilibrio. Durante la reacción química la enzima está presente y no pierde 

su estructura o se modifica y si bien es cierto pueden desarrollarse en 

diferentes reacciones y procesos hay que tomar en cuenta que la efectividad y 

eficiencia del proceso metabólico generado por la enzima va a depender 
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mucho del entorno y condiciones como pH, temperatura, concentración del 

sustrato y cantidad de enzima involucrada (Vénica C. , Perotti, Wolf, Bergamini, 

& Zalazar, 2011). 

 

Al igual que las proteínas, las enzimas pueden sufrir de desnaturalización 

dependiendo de factores como pH o temperatura. Se ha podido determinar que 

su cambio de fase se da en medios muy ácidos o muy alcalinos y/o también a 

temperaturas por encimas de los 60°C (Cotrino & Gaviria, 2004). 

 

Para la clasificación de las enzimas se han definido el tipo de acción que tienen 

en la reacción química, principalmente se han definido seis tipos de enzimas 

los cuales abarcan a un grupo de sustancias con acciones similares pero 

específicas, dentro las cuales tenemos: 

 

• Oxireductasas 

• Transferasas 

• Hidrolasas 

• Isomerasas 

• Liasas 

• Ligasas 

(WISEMAN, 1985) 

 

3.1.1.  Hidrolasas, tipo de enzimas de interés para el estudio 

 

Este tipo de enzimas son de importancia en este estudio puesto que es la 

clasificación a la que pertenece la enzima lactasa. Las enzimas de hidrólisis se 
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encargan de la ruptura o degradación de un compuesto a una forma más 

sencilla del mismo (WISEMAN, 1985). 

 

3.1.2. Cinética de Michaelis Menten 

 

Este principio busca explicar el modo en que actúa una enzima dentro de una 

reacción en donde están involucrados la enzima y un sustrato. La explicación 

está en que la reacción de la enzima depende directamente de la cantidad de 

sustrato presente. Es decir que mientras concentración de sustrato exista 

mayor será a velocidad de acción de la enzima, tomando en cuenta un 

aumento lineal de este factor y considerando que las enzimas pueden 

saturarse (Lee, 2000). 

 

3.2. La lactasa, su importancia en la industria y su obtención 

 

La lactasa es una enzima que se encarga de la hidrólisis de la lactosa. Es 

decir, se encarga de romper la estructura de la lactosa que emplea como 

sustrato en glucosa y galactosa entendiéndose como productos. Este proceso 

de ruptura del carbohidrato genera cambios físicos químicos en las 

características como solubilidad, digestibilidad, poder edulcorante, viscosidad, 

textura y reacción de Maillard. Para poder explicar esto se debe conocer que la 

glucosa y galactosa tienen un mayor poder edulcorante que la lactosa, 

aproximadamente de 3 veces más, en cuanto a la digestibilidad como antes se 

mencionó, el organismo humano está preparado para asimilar carbohidratos 

simples por lo que al romper al disacárido aumenta esta propiedad y finalmente 

la solubilidad ya que a condiciones normales de 25°C la lactosa tiene un 

porcentaje de solubilidad en agua del 18% frente al 50% de glucosa y el 25% 
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de la galactosa; donde se ha podido determinar bajo estudios que su acción 

oscila en un rango de pH entre 4 y 7 (WISEMAN, 1985). 

 

Las otras tres funciones son denominadas como tecnológicas debido a la 

influencia en los procesos industriales, en donde se puede aclarar que los 

carbohidratos simples tienen una viscosidad menor lo que se traduce en un 

menor efecto de cristalización durante el proceso, también la textura y sabor se 

ven influenciados gracias a la desencapsulación de la galactosa lo que 

intensifica estas condiciones y finalmente la reacción de Maillard ya que se ha 

podido determinar una mayor reacción con proteínas por parte de los 

carbohidratos simples (HANSEN, 2015).  

 

Se ha visto un aumento a escala del interés de estudiar y aplicar a la enzima 

lactasa en procesos industriales de mejora y disminución de residuos por parte 

de la industria láctea. Llevando el proceso de hidrólisis al suero de leche lo que 

genera un aprovechamiento de este abundante subproducto de la industria 

(Garbayo, 2018). 

 

Los estudios han posicionado a la lactasa como un sustituto y muy eficiente 

aditivo para uso en el procesamiento de lácteos. Al realizar el proceso de 

ruptura se generan unas soluciones que se los conoce como jarabes que 

puede ser aplicado como sustitutos del jarabe de maíz o también conocido 

como glucosa (Montiel, Carruyo, Marcano, & Marváez, 2005).  

 

Gracias a su funcionalidad en la industria se ha visto importante la producción y 

generación de esta enzima para uso en la elaboración de productos lácteos. 

Para su producción se han evaluado levaduras que se encargan de fermentar y 

producir dicha enzima, entre las cuales tenemos Kluyveromyces marxianus y 
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Kluyveromyces lactis. Debido al gran interés en la producción de la enzima no 

solo tecnológico sino con influencia económica se han planteado estudios que 

ayuden a definir medios de cultivos, sustratos, condiciones y metodologías 

adecuadas para optimizar este proceso y obtener resultados favorables, 

eficientes y rentables (Manera et al., 2008).  

 

La producción de la enzima va a estar medida bajo condiciones favorables del 

proceso. Es decir que va a tener que ser seleccionado un medio de cultivo con 

sustrato y nutrientes que favorezcan y potencialicen al crecimiento de la 

levadura productora de la enzima. Hay que tener en cuenta que el 

microorganismo va a tener requerimientos específicos, condiciones de 

desarrollo y etapas de producción. Para lo cual va a ser indispensable realizar 

un seguimiento del proceso durante las etapas de crecimiento y latencia 

(Perinia et al., 2013). 

 

3.2.1. Kluyveromyces marxianus 

 

Kluyveromyces marxianus es una levadura aerobia, presente en los productos 

lácteos, con la capacidad de fermentar, además de su gran importancia 

biotecnológica para poder desarrollarse en condiciones de temperaturas (42°C) 

y a concentraciones de soluciones bastante altas (Pozo, Díaz, Ratón, & Pérez, 

2011).  

 

Esta levadura fue caracterizada por Hansen en 1888, en donde se la nombro 

primero como Saccharomyces marxianus y fue aislada a partir de un cultivo de 

uvas, sin embargo, este microrganismo con importancia industrial puede estar 

presente en derivados lácteos como kéfir y el pulque. Los estudios demuestran 

que posee la capacidad de desarrollarse en distintos sustratos sin problema, 
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siempre y cuanto el pH se encuentre en un rango 6 y 7 como preferencia 

(Gardeazábal, 2013).  Sin embargo, se ha podido evaluar su respuesta de 

propagación en medios más ácidos similares al pH estomacal, en donde se 

pudo concluir que si bien su biomasa es más limitada no se inhibe por completo 

su desarrollo a pH de hasta 1.5 (Fonseca, Witmann, Heinzle, & Gombert, 2008) 

 

Tabla 1.  

Crecimiento de K. marxianus en pH ácidos 

pH K. Marxianus (UFC/ml) 

1,5 1.1x10^3 

2 3.2x10^4 

2,5 4.1x10^4 

3 4.6x10^5 

3,5 5.1x10^5 

4 3.1x10^6 

 

Tomado de Gardeazábal, 2013. 

 

Dentro de su aplicación se ha visto buenos resultados en la producción de 

proteína unicelular usando como sustrato al lactosuero, además de la 

formación de derivados del benceno, alcoholes, ésteres y ácidos carboxílicos. 

 

Generalmente las levaduras pueden fermentar compuestos como glúcidos, 

donde tenemos hexosas y disacáridos. Kluyveromyces marxianus ha tenido 

estudios para evaluar su actividad en la fermentación de lactosa, fermentación 

alcohólica y en la producción de enzimas (Kendrick, 2008). 
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El proceso de fermentación generado por una levadura se ve influida 

directamente por las condiciones de temperatura, pH, y concentración de 

azúcares en el medio de crecimiento. En general, levaduras del género 

Kluyveromyces son conocidas como termotolerantes, con adaptabilidad y 

capacidad de desarrollarse a temperaturas sobre 52°C, se han demostrado por 

estudios su eficiencia en la producción de etanol a los 50°C, pero 

específicamente Kluyveromyces marxianus tiene sus condiciones favorables 

localizadas en 49°C con una producción de etanol a 40°C (Arevalo, 1998). 

 

También se ha podido fijar que Kluyveromyces marxianus es una levadura con 

propagación exponencial que tiende a aumentar con el transcurso de tiempo en 

incubación. Las referencias muestran que la fase logarítmica del 

microorganismo está dada a partir de la 3 hora en incubación, entra en la fase 

estacionaria entre las 27 y 36 horas y empieza su descenso a las 39 horas 

(Gardeazábal, 2013).  

 

Figura 1. Ciclo de vida de la levadura K. marxianus 

Tomado de Gardeazábal, 2013. 
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3.3. Extracción enzimática 

 

Actualmente gracias a la cantidad de estudios que se han realizado en el tema 

se han determinado que uno de los mejores métodos para realizar la extracción 

de la enzima lactasa es por medio de solventes orgánicos, dentro de los cuales 

tenemos tolueno, cloroformo y alcohol isoamílico. La función de los solventes 

orgánicos en la extracción enzimática favorece a la introducción dentro de la 

membrana de la célula, logrando llegar al citoplasma sin generar mayor daño 

de la pared celular (Montiel, Carruyo, Marcano, & Marváez, 2005). 

 

Según (Montiel, Carruyo, Marcano, & Marváez, 2005) es importante tener en 

cuenta no solo el método que se emplea para realizar la extracción sino 

también las condiciones a las que se expone el proceso. Estas condiciones van 

a ser directamente relacionados con la eficiencia de la extracción por lo cual es 

importante tener en cuenta y evaluar el efecto generado por pH, temperatura y 

tiempos del bioproceso (Kyamuhangire W, 2002).  

 

Para entender un proceso de extracción es importante tener en cuenta algunos 

factores previos al proceso que determinar los parámetros como el aislamiento 

enzimático, las propiedades de la enzima, la especificidad del medio y 

condiciones favorables como temperatura y pH. Hay que considerar también 

que existen dos tipos de enzimas según su método para extracción, así 

tenemos las intracelulares y extracelulares. La diferencia está en que las 

intracelulares requieren de una separación dentro de la célula, en el que se 

debe penetrar la pared celular a diferencia de las extracelulares que tan solo 

requieren de un desfase del sobrenadante y biomasa (Feijoo, González, Lema, 

& Moreira, 2017).  
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La extracción como tal es un proceso que consiste en remover las partes de la 

muestra que no son de interés, mediante un conjunto de solventes o químicos 

que ayuden a degradar las fases que no se necesitan hasta obtener el producto 

o enzima como tal. A estos procesos se los puede también llamar purificación, 

mediante los cuales se logra equilibrar al producto biológico de interés 

(Vazquez, 2013).  

 

Es importante tener claro que en este proceso se encuentran interactuando dos 

fases, la fase proteica o enzima y la fase líquida o sobrenadante, la segunda es 

la que después de estos procesos de purificación se degrada gracias a la 

especificidad con la que actúa el solvente, por eso es importante emplear el 

específico para el producto biológico que se busca obtener. Finalmente, estos 

ensayos son llevados a un biorreactor que ayuda a expandir la biomasa 

generada, a la vez de evaluar la actividad catalítica de la enzima de interés 

(Vazquez, 2013). 

 

3.4. El suero como medio de cultivo, importancia e impacto ambiental 

 

Se denomina suero o lactosuero a la sustancia con características acuosas que 

se desprende de la fase orgánica cuando esta inicia un proceso de 

coagulación. El suero de leche es un líquido con tonalidad amarillenta verdosa, 

sin embargo, esta característica va a depender mucho de la calidad en la que 

se encuentre el suero (Navas, 2012).  

 

Se forma a partir de la precipitación de la proteína de la leche conocida como 

caseína durante la tecnología y transformación de la leche en productos 

lácteos, en este caso el suero es un subproducto obtenido por el 

procesamiento de la leche, dicho procesamiento es llevado a cabo debido a la 
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poca vida útil que se le atribuye al producto en su estado natural además de 

generar derivados y productos alternos, principalmente en la obtención de 

quesos. En donde en términos generales se puede hablar de una generación 

de 9kg de suero por cada kg de queso procesado partiendo de 10L de leche 

(Badui, 1999). 

 

Como se explicó anteriormente el suero se desprende durante el 

procesamiento de la leche por lo que la relación de contenido nutricional es 

alta, aproximadamente del 55% de nutrientes encapsulados. Se podría decir 

que en el están presentes la mayoría de los nutrientes de la leche y estudios 

han podido aportar en que podría tener propiedades importantes de 

desintoxicación y regeneración de la flora intestinal, así como acción sobre el 

sistema inmune (Navas, 2012). 

 

El suero principalmente está compuesto por agua, aproximadamente un 95% 

de este componente, 4.8% de lactosa y minerales y un 0.5% de proteína. A 

diferencia de la proteína de la leche como tal, la proteína del suero es globular, 

podemos enmarcar a la Beta lactoglobulina y alfa lactoalbúmina, es soluble a 

condiciones amplias de pH, estudios han podido verificar que en presencial de 

pH muy ácido también puede mantener su característica de solubilidad siempre 

y cuando no haya sufrido una desnaturalización (Farfán, 2013). Se podría decir 

que es sensible a la temperatura y levemente influida por el pH ácido, debido a 

que su mecanismo para estabilización es por hidratación a diferencia de la 

caseína que requiere de carga eléctrica.  

 

La Beta lactoglobulina no está presente en la composición de la leche materna 

por lo que estudios han demostrado que puede producir tendencia a alergias 

en recién nacidos, por lo que se ha buscado la forma tecnológica de aislar este 

compuesto en las leches de ingesta para bebés. La alfa lactoalbúmina es parte 
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del sistema enzimático de la proteína del suero y es la responsable de la 

síntesis de la lactosa (Badui, 1999).  

 

Existen dos clasificaciones, las cuales han sido divididas por el origen de su 

obtención:  

• Suero de leche dulce: se denomina lactosuero dulce al que se ha 

obtenido por la hidrólisis de la caseína sin que existan cambios en la cantidad 

de minerales inicial por lo que el pH en el proceso de coagulación enzimática 

no ha sufrido mayor cambio (Navas, 2012). 

 

• Suero de leche acido: se lo conoce así al que durante el proceso de 

coagulación enzimática genera ácido láctico dando como resultado un pH 

aproximado de 4.5, además existe un aumento considerado en la composición 

de minerales en comparación a la inicial de la leche (Navas, 2012).  

 

Como se mencionó anteriormente el lactosuero tiene un alto valor nutricional, 

por lo que cada vez aumentan las técnicas para el aprovechamiento de este un 

subproducto de la industria láctea.  

 

Lastimosamente en las industrias lácteas de Latinoamérica no existe una 

correcta gestión del suero generado. Una parte del suero es destinado a la 

alimentación del ganado como cerdos o vacas, pero la mayoría es enviada 

afluentes de agua generando una contaminación ambiental muy marcada.  

 

Se han estudiado técnicas para manejar el lactosuero generado por la 

industria, en las que se puede destacar el fraccionamiento, la deshidratación y 

la fermentación; siendo la fermentación la más importante porque le ha 
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permitido brindarle un valor agregado al suero en la generación de biomasa, 

proteína celular, insecticidas y solventes (Ramirez, 2012). 

 

Según El Instituto Nacional de Argentina para la tecnología industrial (2010) 

supone que una industria que reporta 400.00 litros de suero diarios podría 

contaminar a una población de 1’250.000 habitantes. 

 

Al realizar una caracterización de las aguas residuales mediante DBO y DQO, 

estudios que ayudan a evaluar la demanda biológica de oxígeno y demanda 

química de oxígeno, se puede apreciar claramente un aumento en los valores 

de estos efluentes en zonas donde existe presencia de industrias destinadas al 

procesamiento de lácteos, considerando que el suero es eliminado sin un 

tratamiento previo muchas de las veces, lo que ocasiona un notable impacto y 

da como resultado valores de 60000 mg/L en un DQO (Rodríguez, 2016), lo 

que claramente es preocupante porque se han fijado estadísticas en donde se 

explica que una industria promedio debería generar valores de 500-1000 mg/L 

en sus aguas residuales (INTEMAN, 2012). 

 

3.5. La lactosa y su implicación en la salud del consumidor 

 

La lactosa es el carbohidrato con mayor presencia en la leche, también 

podemos encontrar en pequeñas cantidades glucosa, galactosa y sacarosa. La 

lactosa influye directamente junto con los otros carbohidratos en la estabilidad 

de la leche principalmente cuando es sometida a un tratamiento térmico (FAO, 

2018). La lactosa se genera en la glándula mamaria gracias a procesos 

enzimáticos, en el que tiene actividad la alfa lactoalbúmina, proteína antes 

mencionada y que está presente en el suero de leche (Badui, 1999).  
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La lactosa está presente en la leche en un 4.8% aproximadamente, por lo que 

no se le denomina como una solución saturada, sin embargo, suele usarse 

como técnica a la concentración de este componente para la elaboración de 

ciertos derivados lácteos como leche evaporada o condensada (FAO, 2018). 

Principalmente la lactosa está conformada por dos carbohidratos simples, 

glucosa y galactosa. Los cuales dependiendo de la forma isométrica en la que 

han sido acoplados generarán dos tipos de lactosa (Badui, 1999).  

 

La lactosa principalmente se puede clasificar en alfa hidratada y beta anhidra. 

Las cuales van a variar en sus propiedades como solubilidad, punto de 

cristalización, temperatura de fusión y poder rotatorio. Dentro de la leche como 

solución podemos encontrar ambos tipos de lactosa y su vez tanto alfa como 

beta pueden encontrarse hidratadas o en estado anhidra; sin embargo, se ha 

podido determinar que son más estables cuando se encuentran como alfa 

hidratada y beta anhidra (Ling, 2008).  

 

En la leche siempre se van a encontrar ambos tipos de lactosa, pero van a 

variar en la cantidad presente, debido a que beta anhidra es más soluble en 

agua esta se encontrará en mayor proporción. Además de esto tiene un poder 

edulcorante un poco más elevado (Badui, 1999).  

 

En términos generales la lactosa es un carbohidrato complejo que por sí solo 

no puede ser asimilado en el organismo humano. Es decir, que debe ser 

sometida a cambios estructurales para que el cuerpo pueda aprovecharlo 

(Montoya & Sarabia, 2017).  
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El metabolismo de una persona está preparado para asimilar carbohidratos 

simples, por lo cual es necesario que la lactosa se hidrolice en sus dos 

componentes principales: glucosa y galactosa. La intolerancia es conocida por 

presentar síntomas como dolor abdominal, náuseas, flatulencias y/o diarrea. En 

términos médicos, se puede explicar que es un desequilibrio entre la cantidad 

de enzima requerida para la ruptura de la lactosa presente en la mucosa 

intestinal y la cantidad de lactosa ingerida (Rosado, 2016).  

 

Al no poder ser metabolizada la lactosa presente se fermenta por las por las 

bacterias presentes en flora intestinal de forma natural, lo cual genera un 

desorden a lo que se denomina intolerancia a la lactosa. El problema está 

influenciado por la cantidad de lactosa que el individuo ingirió, así como la 

sensibilidad que pueda tener a este carbohidrato y factores metabólicos propios 

de cada persona como el tiempo de tránsito gastrointestinal. Sin embargo, cabe 

recalcar que el problema no acaba en la poca o nula asimilación de la lactosa, 

sino en que puede desencadenar la ineficiencia en la absorción de ciertos 

minerales, específicamente del calcio (Vénica, Perotti, Wolf, Bergamini, & 

Zalazar, 2011). 

 

Se ha visto una tendencia al aumento de la intolerancia a la lactosa alrededor 

del mundo. En donde se ha podido determinar mediante estadísticas que 

aproximadamente el 70% de la población mundial tiene este problema. Se ha 

colocado con mayor afectación en países como Japón y China donde el 

porcentaje es de casi la totalidad de la población, en Latino américa, África y el 

resto de Asia está alrededor del 50% y se ha visto una incidencia directa de 

esta patología en el tipo de raza, siendo en la raza negra la más afectada frente 

a la raza blanca (Vénica, Perotti, Wolf, Bergamini, & Zalazar, 2011).  
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Materiales 

4.1.1. Biológicos 

• Levadura Kluyveromyces marxianus LAF4 Swing de CHR Hansen ®. 

4.1.2. Laboratorio 

• Matraces 

• Embudos 

• Vasos de precipitación 

• Cubetas de espectrofotometría 

• Cajas petri 

• Asas microbiológicas 

• Caldo PDB 

• Extracto de levadura 

• Sulfato de amonio 

• Sulfato de magnesio 

• Ácido clorhídrico 

• Hidróxido de sodio 

4.1.3. Equipos 

• Potenciómetro 

• Termómetro 

• Planchas de calentamiento 

• Micropipetas 

• Espectrofotómetro 

• Incubadora 

• Autoclave 
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4.2. Metodología 

4.2.1. Ubicación del experimento 

 

El experimento se realizó en los laboratorios de microbiología de la Universidad 

de las Américas sede Queri (0°10'10.2"S 78°28'14.5"O). Los laboratorios 

presentan una temperatura promedio de entre 16°-22°C y una humedad 

relativa alrededor del 45%. 

 

4.2.2. Estadística 

4.2.2.1. Hipótesis  

 

Previo a la ejecución de la experimentación en laboratorio se pretende obtener 

diferencias significativas al realizar el Análisis de Varianza, por lo que se busca 

aceptar la hipótesis alternativa y rechazar la hipótesis nula. 

 

● Hipótesis alternativa (Ha) 

Existe efecto de la composición química del medio de cultivo en el crecimiento 

in vitro de Kluyveromyces marxianus. 

 

● Hipótesis nula (Ho) 

No existe efecto de la composición química del medio de cultivo en el 

crecimiento in vitro de Kluyveromyces marxianus.  
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4.2.2.2. Factores en estudio 

• Concentración de Suero de leche (S): se trabajará con tres 

concentraciones de suero de leche para cada medio de cultivo. 

• Acidez del medio de cultivo (P): se evaluarán tres niveles de pH en 

cada uno de los medios de cultivo. 

 

La descripción de los factores en estudio, sus valores y códigos asignados se 

presentan en la Tabla 2. 

 

Tabla 2.  

Detalle de los factores en estudio 

FACTOR DESCRIPCIÓN CÓDIGO NIVELES 

F1 Concentración 

suero de leche en 

medio de cultivo 

S1 

S2 

S3 

 55% 

 80% 

 100% 

F2 Acidez del medio 

de cultivo 

P1 

P2 

P3 

 4,5 

 5,5 

 6,5 

 

Para el estudio estadístico y determinación de la influencia de los factores 

mencionados se realizaron las combinaciones con el fin de obtener un diseño 
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con 9 tratamientos, los mismos que están descritos con su composición y 

nomenclatura en la Tabla 3. 

 

Tabla 3.  

Descripción de los tratamientos 

No. Tratamiento Nomenclatura Descripción 

1 S1P1 55% Suero + 4,5 pH 

2 S1P2 55% Suero + 5,5 pH 

3 S1P3 55% Suero + 6,5 pH 

4 S2P1 80% Suero + 4,5 pH 

5 S2P2 80% Suero + 5,5 pH 

6 S2P3 80% Suero + 6,5 pH 

7 S3P1 100% Suero + 4,5 pH 

8 S3P2 100% Suero + 5,5 pH 

9 S3P3 100% Suero + 6,5 pH 

 

4.2.2.3. Esquema del Análisis de Varianza 

 

A continuación, en la tabla 4, se describe el esquema del Análisis de Varianza 

utilizando un Diseño Completamente al Azar en arreglo factorial 2 x 3 
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Tabla 4.  

Esquema del Análisis de Varianza 

Fuentes de Variación (F de V) Grados de Libertad (gL) 

Total 9 

Concentración de suero de leche 2 

Acidez del medio de cultivo 2 

(Concentración de suero de leche x 

Acidez del medio de cultivo) 

 

 
 

2 

Error Experimental 3 

  

4.2.2.4. Análisis funcional 

 

Una vez concluido el análisis de varianza se realizará el análisis funcional a 

través de la prueba Duncan, en caso de existir diferencias significativas en los 

resultados. 

 

La prueba de Duncan es un test estadístico que ayuda a realizar una 

comparación de los valores obtenidos en las medias para definir la aceptación 

o negación de una hipótesis. Por lo tanto, se eligió esta prueba al resultar 

apropiada y efectiva cuando se poseen mediciones y variables combinadas en 

rangos múltiples (Delgado, 2001).  

 

4.2.2.5. Unidad experimental 

Estará representada por un matraz que contengan los tratamientos indicados 

en la Tabla 4. 
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4.2.2.6. Variable 

• Biomasa de Kluyveromyces marxianus (g/ml) 

• Velocidad de crecimiento de Kluyveromyces marxianus (mg/h) 

 

4.2.3 Metodología del experimento 

4.2.3.1 Preparación del medio de cultivo 

 

Siguiendo el diseño experimental con dos factores y 3 niveles se elaboraron 9 

tratamientos correspondientes a los medios de cultivo. 

 

Para esto, se colocaron 9 matraces de 100ml con 20ml de medio de cultivo, 

10% del inoculo y se nutrieron con 0,75% de extracto de levadura, 0,84% de 

sulfato de amonio y 0,05% de sulfato de magnesio. 

 

Cada medio de cultivo se acondicionó a pH y concentración de suero acorde a 

lo que planteaba evaluar en el estudio.  

 

Los 9 matraces fueron llevados a agitación con el fin de generar una mezcla 

uniforme de los insumos incluidos en el medio de cultivo. 
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4.2.3.2 Cuantificación de biomasa en soluciones 

 

Los tratamientos fueron incubados a 37°C durante 80 horas. Se tomaron 

muestras periódicas de cada uno con intervalos de una a dos horas y se 

registró su absorbancia utilizando un espectrofotómetro con una longitud de 

onda de 600nm; con el fin de establecer una relación entre el valor de la 

absorbancia y la cantidad de biomasa presente, utilizando como base una 

curva de calibración realizada con anterioridad en el equipo, en concordancia a 

la técnica descrita por Montiel, Carruyo, Marcano, Marvárez (2005).  

 

La curva de calibración se realizó en base a 10 diluciones secuenciales del 

inoculo en agua destilada, en tubos de ensayo donde se agregó 1ml de inoculo 

y se aforó con 9ml de agua destilada, hasta que la dilución 10 corresponda a 

10ml del inoculo puro, como se muestra en la tabla 5. 
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Tabla 5.  

Preparación de la curva de calibración 

Solución madre 

Soluto: 

Kluyveromyces 

marxianus Solvente: Caldo PDB 

Diluciones: Concentración (mg/ml) 

Soluto 

(ml) 

Solvente 

(ml) 

1 0,1 1 9 

2 0,2 2 8 

3 0,3 3 7 

4 0,4 4 6 

5 0,5 5 5 

6 0,6 6 4 

7 0,7 7 3 

8 0,8 8 2 

9 0,9 9 1 

10 1 10 0 

 

Las mediciones se realizaron por triplicado, por un periodo de 80 horas con el 

fin de establecer el punto máximo de producción de biomasa y el ciclo de vida 

de la levadura Kluyveromyces marxianus. 

 

4.2.3.3 Cálculo de velocidad de crecimiento de la levadura 

 

Una vez obtenidos los datos de absorbancia por cada tratamiento se realizó el 

cálculo de velocidad de crecimiento de acuerdo a la siguiente fórmula: 

 



27 
 

𝑽.  𝒄𝒓𝒆𝒄𝒊𝒎𝒊𝒆𝒏𝒕𝒐 (
𝒎𝒈
𝒉

) =
𝑩𝒊𝒐𝒎𝒂𝒔𝒂 𝒎á𝒙𝒊𝒎𝒂 (𝒎𝒈) −𝑩𝒊𝒐𝒎𝒂𝒔𝒂 𝒊𝒏𝒊𝒄𝒊𝒂𝒍 (𝒎𝒈)

𝑻𝒊𝒆𝒎𝒑𝒐 𝒅𝒆 𝒊𝒏𝒄𝒖𝒃𝒂𝒄𝒊ó𝒏 (𝒉)
  

(Ecuación 1) 

 

4.2.3.4 Extracción de enzima lactasa 

 

Una vez definido que las condiciones óptimas de concentración de suero y 

acidez del medio de cultivo correspondían a el tratamiento 9 (100% de suero; 

pH 6,5), ya que éste fue el tratamiento que demostró mayor velocidad de 

crecimiento, se procedió a incubar el inóculo por 24 horas a 37°C. Una vez 

transcurrido el tiempo se tomó 13ml del inoculo y se colocó en tubos falcom; 

acción que se hizo por triplicado.  

 

Las muestras se llevaron a la centrifugadora a 8500rpm durante 15 minutos, y 

se procedió a desechar el sobrenadante con el fin de aislar el pellet. Seguido, 

se aforó cada tubo a 3ml con agua destilada y se homogenizó la muestra. 

Posteriormente, se llevaron las muestras al sonicador, mismo que se 

encontraba previamente configurado a una amplitud de 40%, con duración de 4 

minutos y con pausas de 1 minuto.  

 

En el sonicador cada muestra (un tubo falcom) se colocó dentro de vaso de 

precipitación de 250 ml con hielo, sal y 125ml de alcohol al 70%. Procurando 

conservar el resto de muestras en un fuente con hielo para conseguir un 

ambiente con temperatura estable alrededor de 4°C. 
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Posterior a esto los tubos falcom fueron llevados nuevamente a centrifugación 

10000rpm durante 10 minutos con el fin de separar la enzima contenida en el 

sobrenadante del residuo sólido correspondiente a la pared celular de la 

levadura. 

 

4.2.3.5 Evaluación de actividad enzimática 

 

Para determinar la actividad enzimática se tomó como referencia un método 

indirecto correspondiente a la medición de glucosa. Se utilizó una muestra de 

leche entera comercial para evaluar la variación de glucosa en la muestra. 

 

Se empleó un equipo medidor de glucosa marca PRODIGY, siguiendo la 

técnica descrita por Amamcharla & Metzger (2011). La técnica antes 

mencionada consiste en colocar una muestra de leche en una tira reactiva que 

al introducirla en el equipo es detectada por el sensor arrojando un dato de 

nivel de glucosa en mg/dl, la aplicación de esta técnica al estudio se enfoca en 

ir realizando mediciones progresivas de la muestra de leche con enzima para ir 

tomando los datos del aumento de la glucosa concentrada. 

 

5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1. Evaluación del suero 

 

El procedimiento descrito en el Anexo 7 hace referencia a la metodología 

empleada para el pre-tratamiento realizado al suero de leche a ser destinado 

como base para la preparación del medio de cultivo. La información obtenida al 
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realizar dicho pre-tratamiento se encuentra descrita a continuación en la Tabla 

6.  

 

Tabla 6.  

Valoración del suero 

Valoración suero Tratamiento térmico Filtrado 

Muestra (ml) 300 Muestra (ml) 300  Muestra inicial (ml) 100 

pH inicial 5.45 Calentado (°C) 90 Tiempo (min) 9 

H2SO4 3.5M (ml) 35 Tiempo (min) 12  Muestral final (ml) 20 

pH ajustado 4.5 Enfriado (°C) 35 Sólidos solubles (%) 7 

Sólidos solubles (%) 7.3 Tiempo (min) 62  

  
 

El suero recolectado de la empresa Pronafil se encontraba a un pH de 5.45 a 

temperatura de 13°C y una concentración de sólidos solubles igual a 7.3%. Con 

base a la referencia consultada (Manera, Ores, Ribeiro, & André, 2007) el 

suero de leche debería tener un pH de 5.5; lo que comprueba que el suero 

empleado en el laboratorio para el estudio se encontraba dentro del rango 

recomendado por la técnica guía.  

 

Figura 2. Esquema del tratamiento térmico al suero 
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La metodología descrita por Araujo et al. (2010), indica que para el proceso de 

valoración del suero se requiere un ajuste del pH a 4.5, para lo cual se adicionó 

H2SO4 3.5M a la muestra de 300ml de suero, el H2SO4 fue adicionado con 

pipeta a temperatura ambiente y constante agitación, que por consiguiente se 

pudo llevar a un tratamiento térmico en el cual se logró desproteinizar al medio 

después de mantener en una plancha térmica durante 12 min a 90°C y 

agitación. La bibliografía explica que el procedimiento se debe efectuar durante 

10 minutos a 90°C; sin embargo, se adicionaron 2 minutos considerando 

variaciones leves de la temperatura en la plancha que no se podían estabilizar 

a un valor fijo (Araujo, 2010)  

 

Una vez concluido el tratamiento térmico, se mantuvo en agitación constante 

con el fin de enfriar la muestra a 35°C, dicho proceso tuvo una duración de 62 

minutos. De esta forma se retiró la muestra de la plancha y se separó en tres 

vasos de precipitación para poder hacer un filtrado por triplicado, cada uno con 

20 ml de suero desproteneizado. 

 

Siguiendo, la metodología de Araujo et al. (2010), se filtró en matraces 

preparados con embudos, papel filtro y 2 gramos de tierra de diatomeas, al 

transcurrir 9 minutos concluyó el goteo de la separación de fases obteniendo 

un cambio notorio en la mezcla inicial. Se pudo observar que el papel filtro 

contenía una sustancia con una tonalidad blanquecina y que el líquido 

recolectado en los matraces, tenía una coloración verdosa y más transparente 

que el original.  

 

Considerando que el proceso de filtrado retiene hasta un 51.5% de las 

proteínas presentes en el suero (Páez, Pérez, Araujo, Mármol, & Rincón, 

2012), se tomó el líquido recolectada en el matraz y se desechó el papel filtro 
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con el excedente de muestra correspondiente a las proteínas retenidas. En 

cada uno de los matraces se obtuvieron 20 ml de suero.  

 

5.2. Preparación y evaluación de los tratamientos 

 

Una vez realizado el tratamiento térmico y desproteinizado del suero, se 

procedió a preparar los tratamientos de experimentación para la determinación 

de las condiciones para el crecimiento óptimo de la levadura Kluyveromyces 

marxianus, de la siguiente forma: 

 

 

Figura 3. Composición de los tratamientos 

a Otros nutrientes: 2.25g de extracto de levadura + 2.52g de sulfato de amonio 

y 0.15g de sulfato de magnesio 

 

Suero 
de 

leche 
filtrado 

300 ml de suero + otros 
nutrientesaa 

Matraz con 20ml medio de cultivo, 
ajustado a pH 4.5 

Matraz con 20ml medio de cultivo, 
ajustado a pH 5.5 

Matraz con 20ml medio de cultivo, 
ajustado a pH 6.5 

240 ml de suero +  60 ml 
de agua destilada + otros 

nutrientesa 

Matraz con 20ml medio de cultivo, 
ajustado a pH 4.5 

Matraz con 20ml medio de cultivo, 
ajustado a pH 5.5 

Matraz con 20ml medio de cultivo, 
ajustado a pH 6.5 

65 ml de suero + 135ml 
de agua destilada + otros 

nutrientesa 

Matraz con 20ml medio de cultivo, 
ajustado a pH 4.5 

Matraz con 20ml medio de cultivo, 
ajustado a pH 5.5 

Matraz con 20ml medio de cultivo, 
ajustado a pH 6.5 
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Con el fin de poder medir la cantidad de biomasa, se utilizó como referencia el 

estudio efectuado por Montiel, Carruyo, Marcano & Marváez (2005), en el 

mismo que se empleó una curva de calibración para evaluar la biomasa en 

relación de los miligramos producidos por mililitros de solución. Por 

subsecuente se prepararon los estándares para construir la curva de 

calibración a ser medida en una longitud de onda de 600nm. 

 

 

Figura 4. Curva de calibración de biomasa 
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Figura 5. Curva de producción de biomasa 

 

Después de evaluar los tratamientos por un periodo de 80 horas se realizó un 

análisis matemático mediante la determinación de la velocidad de crecimiento 

para definir el tratamiento que generó la mayor cantidad de biomasa en el 

menor tiempo. Teniendo como resultados que el tratamiento T9 fue el de mayor 

producción de biomasa de 608,43 mg/ml durante 24 horas, seguido del 

tratamiento T3 con una producción de biomasa de 602,94 mg/ml durante 26 

horas y el tratamiento T6 con una producción de biomasa de 601,86 mg/ml 
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durante 26 horas; mientras que el tratamiento T1 fue el de menor producción 

de biomasa generando durante 50 horas 230,96 mg/ml. 

 

Una vez realizados los cálculos de velocidad de crecimiento para cada uno de 

los tratamientos se identificó los tratamientos con mayor velocidad de 

crecimiento, los cuales fueron: tratamiento T9 con una velocidad de crecimiento 

de 25,35 mg/h, seguido del tratamiento T3 con 23,19 mg/h y el T6 con 23,15 

mg/h, como se muestra en la Tabla 7.  

 

En la siguiente tabla se muestran los valores obtenidos al transformar los datos 

de densidad óptica medidos en espectrofotómetro a biomasa con la ecuación 

de la curva de calibración propuesta. Adicional a esto se hace referencia a la 

cantidad de biomasa máxima producida en relación al tiempo necesario para 

generarla según el tratamiento. La biomasa generada como su nombre lo 

indica, viene a ser la cantidad de biomasa que se produjo en esa cantidad de 

tiempo entre la biomasa inicial y la biomasa máxima que se registró por cada 

tratamiento.  

 

Cuando se somete a una levadura a estrés, se inhibe o disminuye el 

crecimiento, desarrollo y demás procesos metabólicos que pueden influir en su 

funcionamiento normal. Los factores que pueden estar directamente 

relacionados con la generación de estrés son pH, temperatura, actividad de 

agua y oxígeno (Folch, Arroyo, Lledías, & Robles, 2004); en donde el 

microorganismo se verá en la necesidad de generar una respuesta que le 

ayude a combatir su estado actual. Frente a estas situaciones desfavorables 

las levaduras se encargan de producir moléculas y compuestos que 

compensan al estrés (Alba, 2015), por lo tanto, al analizar los resultados 

obtenidos en el presente estudio se puede corroborar que el pH tuvo influencia 

directa en el crecimiento de la levadura para la producción de biomasa, ya que 
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los tratamientos con pH ácido generaron estrés en las células, al demostrarse 

niveles inferiores de generación de biomasa.  

 

De igual manera, sucede con los tratamientos con baja concentración de suero 

de leche que, al encontrarse en un ambiente de estrés debido a una limitada 

fuente de carbono, su tasa de crecimiento resultó afectada a pesar de su 

respuesta metabólica a situaciones desfavorables para su desarrollo, en este 

caso el suero de leche viene a ser la fuente de lactosa que la levadura utiliza 

para obtener energía, lactosa es la fuente de carbono, por lo tanto, es un 

compuesto limitante para el crecimiento de las células, ya que dentro del 

metabolismo de K. marxianus la lactosa es hidrolizada en moléculas de D-

galactosa y D-glucosa; esta última constituye un compuesto esencial para la 

formación de moléculas que participan en reacciones anabólicas y catabólicas 

(NADPH) ya que  la molécula de glucosa es fosforilizada por el ATP y la 

enzima hexoquinasa en D-glucosa-6-fosfato, misma que posteriormente es 

oxidada por el ATP dando como resultado la formación del NADP y 

subsecuente el NADPH (Mannheim, 2017). Es por esto que, el tratamiento 9 al 

componerse de 100% de suero concentrado a un pH 6,5 (valor cercano al 

neutro) la levadura fue capaz de generar mayor cantidad de biomasa al no 

estar sometido a estrés.  
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Tabla 7.  

Crecimiento in vitro de Kluyveromyces marxianus 

 

Biomasa   
  

N° de 
Tratamiento 

Inicial Máxima 
Biomasa 
generada 
(mg/ml) 

Tiempo de 
incubación 

(horas) 

T1 1480,53 1711,5 230,96 50 

T2 1282,00 1752,7 470,72 50 

T3 1195,65 1798,6 602,94 26 

T4 1384,89 1791,7 406,77 52 

T5 1330,72 1801,7 470,99 28 

T6 1193,41 1795,3 601,86 26 

T7 1336,12 1780,2 444,08 28 

T8 1273,18 1724,3 451,11 50 

T9 1196,41 1804,8 608,43 24 

 

5.3. Análisis Estadístico de los resultados de Velocidad de Crecimiento. 

 

El análisis de varianza se realizó bajo el programa Infostat con el objetivo de 

determinar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos. En 

la siguiente tabla se muestran los valores obtenidos una vez concluido el 

análisis de varianza, el cual determinó diferencias significativas al 1% entre los 

tratamientos. 
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Tabla 8.  

Análisis de la varianza 

F.V. SC gl CM F Significancia 

Tratamientos 1412,78 8 176,6 253,86 <0,0001    

Concentración suero 95,59 2 47,8 68,71 <0,0001    

pH 1086,26 2 543,13 780,76 <0,0001    

Concentración suero * pH 230,93 4 57,73 82,99 <0,0001    

Error  12,52 18 

   Total 1425,31 26       

 

5.3.1. Análisis funcional por prueba Duncan 0,01% 

Una vez evidenciada la existencia de diferencias significativas, se realizó el 

análisis funcional a través de la prueba de Duncan al 0,01%. 

 

Tabla 9.  

Test Duncan Alfa=0,01 Error: 0,6956 gl: 18 

Concentración suero pH Medias n E.E 

55 4,5 4,62 3 A 

    80 4,5 7,82 3 

 

B 

   100 5,5 9,02 3 

 

B 

   55 5,5 9,42 3 

 

B 

   100 4,5 15,86 3 

  

C 

  80 5,5 16,82 3 

  

C 

  80 6,5 23,15 3 

   

D 

 55 6,5 23,19 3 

   

D 

 100 6,5 25,35 3         E 
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Figura 6. Velocidad de crecimiento por tratamiento 

 

Al observar el resultado de la prueba de análisis funcional, se evidencia que el 

tratamiento T9 (100% Suero + pH 6,5) demuestra diferencia significativa sobre 

el grupo de los tratamientos T6 (80% Suero + pH 6,5) y T3 (55% Suero + pH 

6,5), lo cual respalda la proposición que establece al tratamiento T9 como el 

óptimo para el crecimiento in viro de Kluyveromyces marxianus al ser el que 

demostró la cifra mayor en velocidad de crecimiento. 

 

Parrondo, García, & Díaz (2009) sugieren que el nivel de lactosa en el medio 

de cultivo constituye un factor de gran influencia en el crecimiento de la 

levadura, ya que una concentración de lactosa mayor a la encontrada de forma 

natural en el suero de leche podría generar una inhibición en el crecimiento 

celular a causa de estrés osmótico, mientras que niveles muy bajos de lactosa 

podrían resultar en la limitación del crecimiento de la levadura a través del 

tiempo. Sustento que es corroborado en el presente estudio al proponer al 
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tratamiento con 100% suero de leche como el de mayor velocidad de 

crecimiento. 

 

Por otro lado, la prueba de análisis funcional también establece diferencias 

significativas de los tratamientos con pH 6,5 (T9, T6 y T3) sobre los demás 

grupos de tratamientos, lo cual comprueba que el pH del medio de cultivo es 

otro de los factores de implicación directa en el crecimiento de K. marxianus, 

siendo el pH cercano a un valor neutro el que facilita el crecimiento y desarrollo 

de la levadura. Argumento que es confirmado por Montiel, Carruyo, Marcano & 

Marváez (2005), en su estudio del crecimiento de K. marxianus, donde se 

asegura que a medida que el pH del medio se encuentre entre 6 a 7, se 

observará un crecimiento mayor al que puede generarse a un pH más alcalino 

o ácido. Además, Páez, Pérez, Araujo, Mármol, & Rincón (2012), en su estudio 

de valoración del crecimiento de la levadura, presentan mejores resultados de 

generación de biomasa al evaluar medios con pH cercano al neutro. 

 

5.4. Evaluación de la actividad enzimática 

 

Figura 7. Actividad enzimática en lactosa. 
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Para evaluar la actividad enzimática de la enzima extraída, se tomaron como 

referencia las condiciones establecidas por HANSEN (2014), mismo que afirma 

que con una dosis de 0,8 g/L y a una temperatura de 50°C se obtiene cerca del 

100% de actividad por parte de la enzima en un periodo máximo de una hora 

(PROZYN, 2016). 

 

En la evaluación enzimática realizada se pudo evidenciar el aumento de la 

cantidad de glucosa en la muestra, la cual partió desde una concentración de 

1,4 g/L antes de colocar la enzima y alcanzando una concentración máxima de 

5,92 g/L. 

 

Los resultados muestran que la enzima extraída alcanzó su actividad máxima e 

hidrólisis total de lactosa en el minuto 45, ya que el nivel de glucosa demostró 

estabilidad desde el minuto 30 hasta la finalización del análisis en el minuto 45. 

Adicional se puede evidenciar que en los últimos 15 minutos solo existió un 

incremento de 0,05 g de glucosa, por lo que demuestra que la enzima alcanzó 

su punto máximo de hidrólisis.  

 

Según Ohlsson et al. (2017)  en su estudio de caracterización de la leche 

deslactosada, establece un valor de 5,9 g/L de glucosa, lo cual sustenta el 

resultado durante el análisis de actividad enzimática anteriormente presentado, 

donde se obtuvo una concentración final de glucosa de 5,92 g/L al concluir el 

periodo de hidrólisis de la enzima en leche. 

 

Para validar los resultados obtenidos en la evaluación de la actividad 

enzimática se comparó con un estudio realizado por Sánchez, Rosales, & 

Bustamante (2015) para determinar los factores que influían el proceso de 

hidrólisis en donde estaba considerados la temperatura, tiempo y cantidad de 
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enzima empleados. En este estudio se logró una hidrólisis del 93,9% siendo el 

más efectivo del estudio a condiciones de 50°C en 30 minutos, datos muy 

similares a los obtenidos en nuestro estudio a las mismas condiciones. De esta 

manera se puede aclarar que la levadura K. marxianus puede adaptarse a 

temperaturas altas tal como lo explica la bibliografía la misma que es requerida 

en la hidrólisis para acelerar el proceso que en contraste al uso de una 

temperatura baja puede ocasionar que se postergue hasta 12 horas y 

consiguiendo una hidrólisis máxima del 79% tal como lo indican en su estudio.  

 

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

6.1. Conclusiones 

 

Una vez realizado el análisis funcional de la velocidad de crecimiento in vitro de 

Kluyveromyces marxianus, misma que fue calculada estableciendo una 

relación entre la cantidad de biomasa generada y tiempo de incubación, se 

concluyó que las condiciones óptimas para la producción de biomasa son a un 

pH de 6.5 y 100% de suero concentrado, correspondiente al Tratamiento 9 

(T9), obteniendo en 24 horas una biomasa generada de 608,43 mg/ml y una 

velocidad de crecimiento de 25,35 mg/hora. Se identificó que el factor pH fue el 

de mayor influencia en la generación de biomasa y que en combinación con un 

ambiente de alta disponibilidad de alimento (suero de leche como fuente de 

lactosa) conformaron las condiciones apropiadas para la producción de 

biomasa, sin inducir a la generación de estrés durante el metabolismo de las 

células.  

 

La enzima extraída demostró tener capacidad de hidrólisis de lactosa, ya que al 

ser sometida a reaccionar con una muestra de leche con una concentración 

inicial de glucosa de 1,4 g/L, logró incrementar el nivel de glucosa a 5,92 g/L al 

cabo de 40 minutos manteniendo una temperatura de 50°C, determinando así 
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de forma indirecta la disminución de la concentración de lactosa a través del 

incremento de glucosa. 

 

6.2. Recomendaciones 

 

Realizar futuros estudios sobre la producción de la enzima empleando 

condiciones de pH neutral en el medio de cultivo para el crecimiento de la 

levadura con el fin de validar los niveles de pH óptimos tomando en 

consideración que este estudio obtuvo el mejor resultado a un pH de 6.5  

 

Establecer comparaciones entre diferentes métodos de extracción para 

contrastar la efectividad de la obtención de la enzima, mediante una evaluación 

enzimática por un método directo empleando un ONPG.  

 

Experimentar con la adición de otros nutrientes al medio de cultivo que puedan 

compensar el ambiente de estrés al que puede estar expuesta la levadura y 

que induzca al funcionamiento correcto del metabolismo celular para la 

obtención de energía y así evaluar su influencia sobre la generación de 

biomasa con el fin de optimizar el proceso de extracción.  

 

Se recomienda experimentar con la adición de otros nutrientes al medio de 

cultivo para evaluar su influencia sobre la generación de biomasa con el fin de 

optimizar el proceso de extracción.  
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Anexo 1: Ficha técnica Kluyveromyces marxianus LAF-4 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

Anexo 2: Certificado de análisis K. marxianus LAF-4 



 
 

Anexo 3: Factura de compra de la cepa 



 
 

Anexo 4: Metodología del manejo del experimento 

 

Determinación de lactosa en suero 
 
Considerando que el suero de leche utilizado en el experimento fue proveído 

por la empresa Pronafil ubicada en la cuidad de Quito. La empresa se encargó 

de entregar un certificado de análisis físico químico del material, el cual se 

encuentra detallado en la figura 16.  

 
Figura 8. Ficha técnica del suero de leche 

 



 
 

Anexo 5: Preparación del inventario de levaduras 

 
Para la generación de un stock de Kluyveromyces marxianus se realizó una 

propagación de la cepa en agar YM, específico para levaduras.  

 

La preparación del medio del cultivo se realizó en un vaso con agitación, donde 

se adicionó 10g del sustrato y se aforo con 180ml de agua, según la técnica 

que explicaba que su preparación debía ser de 55g/1L.  

 

El medio de cultivo se sometió a un aumento de temperatura en la plancha con 

agitación hasta que se genere el hervor y se mantuvo así por un minuto. 

Seguido a esto se llevó al autoclave a 121°C por 15 minutos.  

 

De forma paralela se preparó la cámara, con una desinfección con alcohol y UV 

durante 15 minutos para poder realizar el paso del medio de cultivo a 8 cajas 

Petri, las cuales se dejaron reposar, se etiquetaron y se almacenaron. 

 
Figura 9. Caja Petri inventario de Kluyveromyces marxianus a las 24 horas de 

incubación a 37°C en agar YM.  

 



 
 

Anexo 6: Preparación del inoculo  
 
La levadura Kluyveromyces marxianus con código LAF-4 fue obtenida por 

medio de la importadora Descalzi y es un producto de la empresa Hansen 

comercializado en polvo. El producto es distribuido con una previa activación, 

por lo cual solo se requiere hacer una inducción enzimática del producto.  

 

La inducción enzimática se realizó en un matraz de 25 ml con 2g del inoculo y 

18g de caldo PDB. El cual fue llevado a incubar tal como la biografía 

consultada en (Araujo, y otros, 2010), donde se detallan las condiciones para 

este proceso durante 24 horas a 30°C a 200rpm. 

 

Anexo 7: Pretratamiento del medio de cultivo 

 
El suero para su uso debe ser adecuado a condiciones que favorezca al 

desarrollo de la levadura, en este caso, se debe realizar un desproteneizado 

siguiendo la metodología antes detallada para la cuantificación de lactosa. 

 

Para lo cual se tomó 1,2 L de suero y se repartieron en dos matraces de 

1000ml. Se sometió a un tratamiento térmico con agitación constante en la 

plancha y se ajustó el pH a 4,5 para el desproteneizado.  

 

Después de transcurridos los 10 minutos a temperatura de 90°C y dejar 

reposar hasta conseguir una temperatura de 35°C se llevó a filtrado en tierra de 

diatomeas y papel filtro en 3 matraces de 500ml con embudo para utilizar el 

producto recolectado en los recipientes. 
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