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RESUMEN

Kluyveromyces marxianus es una levadura que presenta aplicacion en el
campo de la agroindustria principalmente por su capacidad de sintetizar la
enzima [-galactosidasa, misma que es responsable de la ruptura de la

molécula de lactosa en moléculas de glucosa y galactosa.

La presente investigacion tuvo como finalidad evaluar el proceso de extraccion
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 lactea Pronafil.
Para lo cual, se puso en evaluacion diferentes composiciones quimicas del
medio de cultivo, la cuales tuvieron como base la utilizacion del suero de leche.

La variable en anélisis fue la velocidad de crecimiento.

Una vez realizado el analisis de varianza y posterior analisis funcional de los
resultados con diferencias significativas se determiné que las condiciones
Optimas a las que Kluyveromyces marxianus genera mayor cantidad de
biomasa es a un pH de 6,5 y 100% de concentracion de suero, seleccionando
al tratamiento T9 como el que obtuvo mejores resultados con una produccién
de 608,43 mg/ml durante 24 horas y una velocidad de crecimiento de 25,35

mg/h.

Finalmente se realiz6 la extraccion de la enzima producida bajo las condiciones
correspondientes al tratamiento T9 mediante sonicacion. La actividad
enzimatica se evalu6 a través de un método indirecto con el uso de un
glucometro, donde se adiciond la enzima extraida 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
evidencio la finalizacion de la hidrdlisis 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 [(-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. INTRODUCCION

La levadura Kluyveromyces marxianus es un microorganismo que presenta
aplicacion en la industria por su capacidad de sintetizar una amplia variedad de
biocompuestos, que incluye: enzimas (B-galactosidasa, [(-glucosidasa
e inulinasa), proteina unicelular, compuestos aromaticos y etanol (Fonseca,
Witmann, Heinzle, & Gombert, 2008). Especificamente, la enzima -
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 produccion de alimentos constituidos a base de leche con bajos niveles de
lactosa residual, estd intimamente 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
alimentacion. Este trastorno no es considerado mortal, pero si ocasiona
malestares gastrointestinales que resultan en la limitacion del consumo de
alimentos que contengan lactosa (Centro Nacional de Excelencia Tecnologica
en Salud, 2014). La intolerancia a la lactosa afecta principalmente a la
poblacion adulta (23 a 68 afios de edad), puesto que se ha considerado a el
deterioro de la velocidad intestinal como el principal causante de la intolerancia,
misma gue se expresa con varios sintomas que resultan molestosos para quien
lo padece, como son: dolor abdominal, nausea, flatulencias o diarrea (Rosado
J. L., 2016).



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 reaccion de hidrolisis. Esta
reaccion facilita la digestion en el organismo, ya que las moléculas que son
generadas como resultado de la hidrdlisis constituyen moléculas simples,
monosacaridos (Centro Nacional de Excelencia Tecnolédgica en Salud, 2014)

En el Ecuador las industrias del sector lacteo han aumentado sus ventas en un
28% a partir del afio 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
disposicion la enzima lactasa (B-galactosidasa); generando asi la necesidad de
desarrollar nuevas y mejores técnicas para la obtenciébn de esta enzima
(Varghes, 2019).

La lactosa es un carbohidrato que esta presente de forma inherente en la leche
independientemente de su origen animal, es asi 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
Lacteo, 2018). Quimicamente hablando la lactosa esta compuesta por una
molécula de glucosa y una de galactosa; estd complejidad en su composicién
provoca que sea de dificil digestidbn en ciertas personas, que resultan en la

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

La produccion de leche en el Ecuador fluctia alrededor de 5,3 millones de litros
diarios (CIL, 2018), los cuales son destinados principalmente a produccién de
derivados lacteos en cuyo proceso se genera el lactosuero. El lactosuero es un

subproducto que se genera principalmente durante la fabricacion de quesos,



especificamente al momento de la precipitacion de la caseina de la leche.
Ademas, es considerado uno de los materiales mas contaminantes dentro de
los desechos emitidos por los centros de procesamiento de alimentos, debido a
su elevado contenido en materia organica, atribuido principalmente a la lactosa;
carbohidrato presente en la leche en concentraciones desde 42 a 52 gramos
por litro (Padin & Diaz, 2009).

Sin embargo, es conocido que la molécula de lactosa es la responsable de
inducir a la produccion de B-galactosidasa en la etapa de crecimiento in vitro
de K. marxianus cuando se hace uso de medios de cultivo compuestos por
suero de leche (Barragan, Quicafia, Flores, & Obeso, 2012) (Castillo, Jordan,
Abellan, Laencina, & Lopez, 1996). Por ello, se deriva la oportunidad de utilizar
el suero de leche como ingrediente principal en la preparacién 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 lactea.

La contaminacion ambiental a causa del mal manejo de los residuos lacteos ha
sido motivo de experimentacion de varias técnicas que buscan minimizar dicho
impacto, en las que se encuentran el fraccionamiento, la deshidratacion y la
fermentacion; siendo esta ultima la de mayor aplicacion cuando se busca
generar un segundo aprovechamiento del lactosuero como componente en la
realizacion 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 rios y fuentes
de agua, lo que significa un manejo irresponsable que ciertamente ocasiona
contaminacion ambiental (Rodriguez, Gémez, Ramirez, & Rosas, 2016). Por lo
tanto, se busca generar conciencia en todos los actores de la industria lactea,
con el propdsito de ampliar el alcance de su sistema de gestion ambiental y

gue pueda expandirse a generar una mayor eficiencia en sus actividades



productivas, que incluya, el manejo responsable de sus desperdicios y el
aprovechamiento de los mismos para la generacion de nuevos productos con

valor agregado (Giannasi, 2018).

En el Ecuador no se encuentra constituido un sistema industrial para la
produccion 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 importacion, 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 afio 2018 se realizaron
importaciones correspondientes a enzimas y preparaciones enzimaticas por
14,7 millones de dodlares, siendo el principal pais proveedor Estados Unidos,
por un valor de 1,7 millones de délares, por ultimo el dato global de los ultimos
5 afos en la importacion de enzimas y preparaciones enzimaticas fue de 64,1
millones de dolares (COMEX, 2019).

La presente investigacion busca integrar dos aspectos importantes
relacionados a la industria lactea, en donde claramente se puede explicar la
aplicacion del suero de leche como sustrato para la propagacion de la levadura
Kluyveromyces marxianus, ademas del estudio para determinar las condiciones
fisicas y quimicas para el crecimiento y propagacion éptima de la levadura, que

incluya la generacién de la enzima 3-galactosidasa.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo General

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

Kluyveromyces marxianus.
2.2. Objetivos Especificos

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

crecimiento de Kluyveromyces marxianus.

o Identificar las condiciones quimicas 6ptimas para el crecimiento de la
levadura.
o Efectuar un andlisis de actividad enzimatica de la lactasa obtenida.

3. MARCO TEORICO

3.1. Enzimas: Definicién y clasificacion

Una enzima es una sustancia generado a partir de un conjunto de aminoacidos
al igual que las proteinas. Principalmente tienen la funcion de acelerar
procesos metabdlicos con un nivel de especificidad bastante alto, es decir, que
tienen accion 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 est4 en catalizar
procesos que son llevados a nivel celular, por lo que se encargan de reducir o
acelerar la energia contenida en una reaccidn quimica, sin generar un
desequilibrio. Durante la reaccion quimica la enzima esta 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 metabdlico generado por la enzima va a depender



mucho del entorno y condiciones como pH, temperatura, concentracion del
sustrato y cantidad de enzima involucrada (Vénica C. , Perotti, Wolf, Bergamini,
& Zalazar, 2011).

Al igual que las proteinas, las enzimas pueden sufrir de desnaturalizacion
dependiendo de factores como pH o temperatura. Se ha podido determinar que
su cambio de fase se da en medios muy acidos o muy alcalinos y/o también a

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

Para la clasificacion de las enzimas se han definido el tipo de accion que tienen
en la reaccion quimica, principalmente se han definido seis tipos de enzimas
los cuales abarcan a un grupo de sustancias con acciones similares pero

especificas, dentro las cuales tenemos:

o Oxireductasas
o Transferasas
o Hidrolasas

. Isomerasas

o 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

clasificacion a la que pertenece la enzima lactasa. Las enzimas de hidrdlisis se



encargan de la ruptura o degradacion de un compuesto a una forma mas
sencilla del mismo (WISEMAN, 1985).

3.1.2. Cinética de Michaelis Menten

Este principio busca explicar el modo en que actda una enzima dentro de una
reaccion en donde estan involucrados la enzima y un sustrato. La explicacion
esta en que la reaccion de la enzima depende directamente de la cantidad de
sustrato presente. Es decir que mientras concentracion de sustrato exista
mayor sera a velocidad de acciéon de la enzima, tomando en cuenta un
aumento lineal de este factor y considerando que las enzimas pueden

saturarse (Lee, 2000).

3.2. Lalactasa, suimportancia en laindustriay su obtencién

La lactasa es una enzima que se encarga de la hidrdlisis 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 fisicos quimicos en las
caracteristicas como solubilidad, digestibilidad, poder edulcorante, viscosidad,
textura y reaccion 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 mas, en cuanto a la digestibilidad como antes se
menciono, el organismo humano esta preparado para asimilar carbohidratos
simples por lo que al romper al disacarido 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%



de la galactosa; donde se ha podido determinar bajo estudios que su accién
oscila en un rango de pH entre 4y 7 (WISEMAN, 1985).

Las otras tres funciones son denominadas como tecnoldgicas 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 cristalizacién durante el proceso, también la textura y sabor se
ven influenciados gracias a la desencapsulacion de la galactosa lo que
intensifica estas condiciones y finalmente la reaccion de Maillard ya que se ha
podido determinar una mayor reaccidbn con proteinas 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 disminucién de residuos por parte
de la industria lactea. Llevando el proceso de hidrolisis 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 lacteos. 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 maiz o también conocido
como glucosa (Montiel, Carruyo, Marcano, & Marvaez, 2005).

Gracias a su funcionalidad en la industria se ha visto importante la produccion y
generacion de esta enzima para uso en la elaboracion de productos lacteos.
Para su produccion se han evaluado levaduras que se encargan de fermentar y

producir dicha enzima, entre las cuales tenemos Kluyveromyces marxianus y



Kluyveromyces lactis. Debido al gran interés en la produccion de la enzima no
solo tecnoldgico sino con influencia econémica se han planteado estudios que
ayuden a definir medios de cultivos, sustratos, condiciones y metodologias
adecuadas para optimizar este proceso y obtener resultados favorables,

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

La produccion 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 especificos, condiciones de
desarrollo y etapas de produccién. 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
lacteos, con la capacidad de fermentar, ademas de su gran importancia
biotecnoldgica para poder desarrollarse en condiciones de temperaturas (42°C)
y a concentraciones de soluciones bastante altas (Pozo, Diaz, Raton, & 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 lacteos 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
(Gardeazabal, 2013). Sin embargo, se ha podido evaluar su respuesta de
propagacion en medios mas acidos similares al pH estomacal, en donde se
pudo concluir que si bien su biomasa es mas 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 acidos

pH K. Marxianus (UFC/ml)

15 1.1x10"3
2 3.2x10"M
2,5 4.1x10™M
3 4.6x10"5
3,5 5.1x10"5
4 3.1x1076

Tomado de Gardeazabal, 2013.

Dentro de su aplicacion se ha visto buenos resultados en la produccion de
proteina unicelular usando como sustrato al lactosuero, ademas de la

formacion de derivados del benceno, alcoholes, ésteres y acidos carboxilicos.

Generalmente las levaduras pueden fermentar compuestos como glucidos,
donde tenemos hexosas y disacéaridos. Kluyveromyces marxianus ha tenido
estudios para evaluar su actividad en la fermentacién de lactosa, fermentacién

alcohdlica y en la produccién de enzimas (Kendrick, 2008).
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El proceso de fermentacion generado por una levadura se ve influida
directamente por las condiciones de temperatura, pH, y concentracion de
azucares 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 produccion de etanol a los 50°C, pero
especificamente Kluyveromyces marxianus tiene sus condiciones favorables

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

También se ha podido fijar que Kluyveromyces marxianus es una levadura con
propagacion exponencial que tiende a aumentar con el transcurso de tiempo en
incubacion. Las referencias muestran que la fase logaritmica del
microorganismo esta dada a partir de la 3 hora en incubacion, entra en la fase
estacionaria entre las 27 y 36 horas y empieza su descenso a las 39 horas
(Gardeazabal, 2013).

1207
L.607
1.407
1.207
L.007
0.807
0.607
0.407
0.207
0.007 ¥

Absorbancia a 620 nm

Horas

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

Tomado de Gardeazabal, 2013.
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3.3. Extraccién enzimética

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 extraccion
de la enzima lactasa es por medio de solventes organicos, dentro de los cuales
tenemos tolueno, cloroformo y alcohol isoamilico. La funcién de los solventes
organicos en la extraccion enzimatica favorece a la introduccion dentro de la
membrana de la célula, logrando llegar al citoplasma sin generar mayor dafio

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

Segun (Montiel, Carruyo, Marcano, & Marvaez, 2005) es importante tener en
cuenta no solo el método que se emplea para realizar la extraccion sino
también las condiciones a las que se expone el proceso. Estas condiciones van
a ser directamente relacionados con la eficiencia de la extraccion 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 extraccion es importante tener en cuenta algunos
factores previos al proceso que determinar los pardmetros como el aislamiento
enzimatico, las propiedades de la enzima, la especificidad del medio y
condiciones favorables como temperatura y pH. Hay que considerar también
gue existen dos tipos de enzimas segun su método para extraccion, asi
tenemos las intracelulares y extracelulares. La diferencia estd en que las
intracelulares requieren de una separacion 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, Gonzélez, Lema,
& Moreira, 2017).
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La extraccion 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 quimicos
que ayuden a degradar las fases que no se necesitan hasta obtener el producto
0 enzima como tal. A estos procesos se los puede también llamar purificacion,
mediante los cuales se logra equilibrar al producto biol6gico de interés
(Vazquez, 2013).

Es importante tener claro que en este proceso se encuentran interactuando dos
fases, la fase proteica o enzima vy la fase liquida o sobrenadante, la segunda es
la que después de estos procesos de purificacibn se degrada gracias a la
especificidad con la que actua el solvente, por eso es importante emplear el
especifico para el producto bioldégico 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 catalitica 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 caracteristicas acuosas que
se desprende de la fase organica cuando esta inicia un proceso de
coagulacion. El suero de leche es un liquido con tonalidad amarillenta verdosa,
sin embargo, esta caracteristica va a depender mucho de la calidad en la que
se encuentre el suero (Navas, 2012).

Se forma a partir de la precipitacion de la proteina de la leche conocida como
caseina durante la tecnologia y transformaciéon de la leche en productos
lacteos, 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 util que se le atribuye al producto en su estado natural ademas de
generar derivados y productos alternos, principalmente en la obtencion de
quesos. En donde en términos generales se puede hablar de una generacion
de 9kg de suero por cada kg de queso procesado partiendo de 10L de leche
(Badui, 1999).

Como se explico anteriormente el suero se desprende durante el
procesamiento de la leche por lo que la relacion de contenido nutricional es
alta, aproximadamente del 55% de nutrientes encapsulados. Se podria decir
gue en el estan presentes la mayoria de los nutrientes de la leche y estudios
han podido aportar en que podria tener propiedades importantes de
desintoxicacion y regeneracion de la flora intestinal, asi como accion sobre el

sistema inmune (Navas, 2012).

El suero principalmente estd compuesto por agua, aproximadamente un 95%
de este componente, 4.8% de lactosa y minerales y un 0.5% de proteina. A
diferencia de la proteina de la leche como tal, la proteina del suero es globular,
podemos enmarcar a la Beta lactoglobulina y alfa lactoalbimina, es soluble a
condiciones amplias de pH, estudios han podido verificar que en presencial de
pH muy acido también puede mantener su caracteristica de solubilidad siempre
y cuando no haya sufrido una desnaturalizacion (Farfan, 2013). Se podria decir
gue es sensible a la temperatura y levemente influida por el pH acido, debido a
gue su mecanismo para estabilizacion es por hidratacion a diferencia de la

caseina que requiere de carga eléctrica.

La Beta lactoglobulina no esta presente en la composicion 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 tecnologica de aislar este

compuesto en las leches de ingesta para bebés. La alfa lactoalbumina es parte
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del sistema enzimatico de la proteina del suero y es la responsable de la
sintesis de la lactosa (Badui, 1999).

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

obtencion:

o Suero de leche dulce: se denomina lactosuero dulce al que se ha
obtenido por la hidrélisis de la caseina sin que existan cambios en la cantidad
de minerales inicial por lo que el pH en el proceso de coagulaciéon enzimatica

no ha sufrido mayor cambio (Navas, 2012).

o Suero de leche acido: se lo conoce asi al que durante el proceso de
coagulacion enziméatica genera acido lactico dando como resultado un pH
aproximado de 4.5, ademas existe un aumento considerado en la composicion

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

Como se mencion6 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 lactea.

Lastimosamente en las industrias lacteas de Latinoamérica no existe una
correcta gestion del suero generado. Una parte del suero es destinado a la
alimentacion del ganado como cerdos o vacas, pero la mayoria es enviada

afluentes de agua generando una contaminacién ambiental muy marcada.

Se han estudiado técnicas para manejar el lactosuero generado por la
industria, en las que se puede destacar el fraccionamiento, la deshidratacion y

la fermentacién; siendo la fermentacion la mas importante porque le ha
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permitido brindarle un valor agregado al suero en la generacion de biomasa,

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

Segun El Instituto Nacional de Argentina para la tecnologia industrial (2010)
supone que una industria que reporta 400.00 litros de suero diarios podria
contaminar a una poblacion de 1'250.000 habitantes.

Al realizar una caracterizacion de las aguas residuales mediante DBO y DQO,
estudios que ayudan a evaluar la demanda biologica de oxigeno y demanda
guimica de oxigeno, se puede apreciar claramente un aumento en los valores
de estos efluentes en zonas donde existe presencia de industrias destinadas al
procesamiento de lacteos, 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 (Rodriguez, 2016), lo
que claramente es preocupante porque se han fijado estadisticas en donde se
explica que una industria promedio deberia generar valores de 500-1000 mg/L
en sus aguas residuales (INTEMAN, 2012).

3.5. Lalactosay su implicacion en la salud del consumidor

La lactosa es el carbohidrato con mayor presencia en la leche, también
podemos encontrar en pequefias 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 glandula mamaria gracias a procesos
enzimaticos, en el que tiene actividad la alfa lactoalbumina, proteina antes

mencionada y que esta presente en el suero de leche (Badui, 1999).
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La lactosa esta presente en la leche en un 4.8% aproximadamente, por lo que
no se le denomina como una solucion saturada, sin embargo, suele usarse
como técnica a la concentracion de este componente para la elaboracion de
ciertos derivados lacteos como leche evaporada o condensada (FAO, 2018).
Principalmente la lactosa estd conformada por dos carbohidratos simples,
glucosa y galactosa. Los cuales dependiendo de la forma isométrica en la que

han sido acoplados generaran 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
cristalizacion, temperatura de fusion y poder rotatorio. Dentro de la leche como
solucion 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 mas 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 mas soluble en
agua esta se encontrara en mayor proporcion. Ademas de esto tiene un poder

edulcorante un poco mas elevado (Badui, 1999).

En términos generales la lactosa es un carbohidrato complejo que por si 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 esta 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 sintomas como dolor abdominal, nauseas, 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 esta
influenciado por la cantidad de lactosa que el individuo ingirid, asi como la
sensibilidad que pueda tener a este carbohidrato y factores metabdlicos propios
de cada persona como el tiempo de transito gastrointestinal. Sin embargo, cabe
recalcar que el problema no acaba en la poca o nula asimilacion de la lactosa,
sino en que puede desencadenar la ineficiencia en la absorcion de ciertos
minerales, especificamente 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 estadisticas que
aproximadamente el 70% de la poblacion mundial tiene este problema. Se ha
colocado con mayor afectacion en paises como Japén y China donde el
porcentaje es de casi la totalidad de la poblacién, en Latino américa, Africa y el
resto de Asia esta alrededor del 50% y se ha visto una incidencia directa de
esta patologia en el tipo de raza, siendo en la raza negra la mas afectada frente
a la raza blanca (Vénica, Perotti, Wolf, Bergamini, & Zalazar, 2011).



4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Materiales
4.1.1. Bioldgicos

e Levadura Kluyveromyces marxianus LAF4 Swing de CHR Hansen ®.
4.1.2. Laboratorio

e Matraces

e Embudos

e Vasos de precipitacion
e Cubetas de espectrofotometria
e Cajas petri

e Asas microbioldgicas
e Caldo PDB

e Extracto de levadura

e Sulfato de amonio

e Sulfato de magnesio

e Acido clorhidrico

. Hidréxido de sodio
4.1.3. Equipos

e Potenciometro

e Termometro

e Planchas de calentamiento
e Micropipetas

e Espectrofotbmetro

e Incubadora

e Autoclave
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4.2. Metodologia

4.2.1. Ubicacién del experimento

El experimento se realiz6 en los laboratorios de microbiologia de la Universidad
de las Américas sede Queri (0°10'10.2"S 78°28'14.5"0). Los laboratorios
presentan una temperatura promedio de entre 16°-22°C y una humedad

relativa alrededor del 45%.

4.2.2. Estadistica

4.2.2.1. Hipotesis

Previo a la ejecucion de la experimentacion en laboratorio se pretende obtener
diferencias significativas al realizar el Andlisis de Varianza, por lo que se busca

aceptar la hipétesis alternativa y rechazar la hipoétesis nula.

° Hipotesis alternativa (Ha)

Existe efecto de la composicion quimica del medio de cultivo en el crecimiento

in vitro de Kluyveromyces marxianus.

° Hipotesis nula (Ho)

No existe efecto de la composicion quimica del medio de cultivo en el

crecimiento in vitro de Kluyveromyces marxianus.



4.2.2.2. Factores en estudio

. Concentracion de Suero de

leche (S):

concentraciones de suero de leche para cada medio de cultivo.

21

se trabajara con tres

o Acidez del medio de cultivo (P): se evaluaran tres niveles de pH en

cada uno de los medios de cultivo.

La descripcion de los factores en estudio, sus valores y cédigos asignados se

presentan en la Tabla 2.

Tabla 2.

Detalle de los factores en estudio

FACTOR DESCRIPCION CcODIGO NIVELES
F1 Concentracion S1 > 55%
suero de leche en > 80%
S2
medio de cultivo > 100%
S3
F2 Acidez del medio P1 > 45
de cultivo > 55
P2
> 6,5
P3

Para el estudio estadistico y determinacion de la influencia de los factores

mencionados se realizaron las combinaciones con el fin de obtener un disefno
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con 9 tratamientos, los mismos que estdn descritos con su composicion y

nomenclatura en la Tabla 3.

Tabla 3.

Descripcion de los tratamientos

No. Tratamiento Nomenclatura Descripcién
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 Analisis de Varianza

A continuacion, en la tabla 4, se describe el esquema del Andlisis de Varianza

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

Esquema del Andlisis de Varianza

Fuentes de Variacion (F de V) Grados de Libertad (gL)
Total 9
Concentracion de suero de leche 2
Acidez del medio de cultivo 2
(Concentracion de suero de leche x )
Acidez del medio de cultivo)
Error Experimental 3

4.2.2.4. Andlisis funcional

Una vez concluido el analisis de varianza se realizar4 el analisis funcional a
través de la prueba Duncan, en caso de existir diferencias significativas en los

resultados.

La prueba de Duncan es un test estadistico que ayuda a realizar una
comparacion de los valores obtenidos en las medias para definir la aceptacion
0 negacion de una hipotesis. Por lo tanto, se eligid esta prueba al resultar
apropiada y efectiva cuando se poseen mediciones y variables combinadas en

rangos multiples (Delgado, 2001).

4.2.2.5. Unidad experimental

Estara representada por un matraz que contengan los tratamientos indicados

en la Tabla 4.
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4.2.2.6. Variable

e Biomasa de Kluyveromyces marxianus (g/ml)

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

4.2.3 Metodologia del experimento

42.3.1 Preparacién del medio de cultivo

Siguiendo el disefio 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 acondicioné a pH y concentracion de suero acorde a

lo que planteaba evaluar en el estudio.

Los 9 matraces fueron llevados a agitacion 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 Cuantificacion de biomasa en soluciones

Los tratamientos fueron incubados a 37°C durante 80 horas. Se tomaron
muestras peridédicas de cada uno con intervalos de una a dos horas y se
registrd6 su absorbancia utilizando un espectrofotdmetro con una longitud de
onda de 600nm; con el fin de establecer una relacién entre el valor de la
absorbancia y la cantidad de biomasa presente, utilizando como base una
curva de calibracion realizada con anterioridad en el equipo, en concordancia a

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

La curva de calibracién se realiz6 en base a 10 diluciones secuenciales del
inoculo en agua destilada, en tubos de ensayo donde se agreg6é 1ml de inoculo
y se aforé con 9ml de agua destilada, hasta que la dilucién 10 corresponda a
10ml del inoculo puro, como se muestra en la tabla 5.
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Tabla 5.

Preparacion de la curva de calibracion

Solucién madre

Kluyveromyces
Soluto: marxianus Solvente: Caldo PDB

Soluto Solvente

Diluciones: Concentracion (mg/ml) (ml) (ml)
1 0,1 1 9
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1

© 00 N oo 00 b~ WD
© 00 N o o0~ WD
O R N W b~ O O N ©

[ —
o
[EEN
o

Las mediciones se realizaron por triplicado, por un periodo de 80 horas con el
fin de establecer el punto maximo de produccién de biomasa y el ciclo de vida

de la levadura Kluyveromyces marxianus.

4233 Calculo de velocidad de crecimiento de la levadura

Una vez obtenidos los datos de absorbancia por cada tratamiento se realiz6 el

calculo de velocidad de crecimiento de acuerdo a la siguiente férmula:
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Biomasa maxima (mg) — Biomasa inicial (mg)
Tiempo de incubacién (h)

_ mg
V. crecimiento (T) =

(Ecuacion 1)

4234 Extraccion de enzima lactasa

Una vez definido que las condiciones éptimas de concentracion de suero y
acidez del medio de cultivo correspondian a el tratamiento 9 (100% de suero;
pH 6,5), ya que éste fue el tratamiento que demostré6 mayor velocidad de
crecimiento, se procedid a incubar el inéculo por 24 horas a 37°C. Una vez
transcurrido el tiempo se tomd 13ml del inoculo y se colocé en tubos falcom;

accion que se hizo por triplicado.

Las muestras se llevaron a la centrifugadora a 8500rpm durante 15 minutos, y
se procedié a desechar el sobrenadante con el fin de aislar el pellet. Seguido,
se afor0 cada tubo a 3ml con agua destilada y se homogeniz6 la muestra.
Posteriormente, se llevaron las muestras al sonicador, mismo que se
encontraba previamente configurado a una amplitud de 40%, con duracién de 4

minutos y con pausas de 1 minuto.

En el sonicador cada muestra (un tubo falcom) se colocé dentro de vaso de
precipitacion 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.



28

Posterior a esto los tubos falcom fueron llevados nuevamente a centrifugacion
10000rpm durante 10 minutos con el fin de separar la enzima contenida en el
sobrenadante del residuo solido correspondiente a la pared celular de la

levadura.

4235 Evaluacién de actividad enziméatica

Para determinar la actividad enzimatica se tomd como referencia un método
indirecto correspondiente a la medicidén de glucosa. Se utiliz6 una muestra de

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

Se empled 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 aplicacion 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 DISCUSION

5.1. Evaluacioén del suero

El procedimiento descrito en el Anexo 7 hace referencia a la metodologia
empleada para el pre-tratamiento realizado al suero de leche a ser destinado

como base para la preparacion del medio de cultivo. La informacién obtenida al
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realizar dicho pre-tratamiento se encuentra descrita a continuacion en la Tabla
6.

Tabla 6.

Valoracién del suero

Valoracion suero Tratamiento térmico Filtrado
Muestra (ml) 300 Muestra (ml) 300 Muestra inicial (ml) 100
pH inicial 5.45 Calentado (°C) 90 Tiempo (min) 9
H2S04 3.5M (ml) 35 Tiempo (min) 12 Muestral final (ml) 20
pH ajustado 4.5 Enfriado (°C) 35 Sdlidos solubles (%) 7
Sdélidos 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 concentracion de sélidos solubles igual a 7.3%. Con
base a la referencia consultada (Manera, Ores, Ribeiro, & André, 2007) el
suero de leche deberia 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 guia.

Figura 2. Esquema del tratamiento térmico al suero
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La metodologia descrita por Araujo et al. (2010), indica que para el proceso de
valoracion del suero se requiere un ajuste del pH a 4.5, para lo cual se adicioné
H2S0O4 3.5M a la muestra de 300ml de suero, el H2SO4 fue adicionado con
pipeta a temperatura ambiente y constante agitacion, que por consiguiente se
pudo llevar a un tratamiento térmico en el cual se logré desproteinizar al medio
después de mantener en una plancha térmica durante 12 min a 90°C y
agitacion. La bibliografia 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 podian estabilizar
a un valor fijo (Araujo, 2010)

Una vez concluido el tratamiento térmico, se mantuvo en agitacion constante
con el fin de enfriar la muestra a 35°C, dicho proceso tuvo una duracion de 62
minutos. De esta forma se retird la muestra de la plancha y se separ6 en tres
vasos de precipitacion para poder hacer un filtrado por triplicado, cada uno con

20 ml de suero desproteneizado.

Siguiendo, la metodologia de Araujo et al. (2010), se filtr6 en matraces
preparados con embudos, papel filtro y 2 gramos de tierra de diatomeas, al
transcurrir 9 minutos concluyo el goteo de la separacion de fases obteniendo
un cambio notorio en la mezcla inicial. Se pudo observar que el papel filtro
contenia una sustancia con una tonalidad blanquecina y que el liquido
recolectado en los matraces, tenia una coloracién verdosa y mas transparente

que el original.

Considerando que el proceso de filtrado retiene hasta un 51.5% de las
proteinas presentes en el suero (Paez, Pérez, Araujo, Marmol, & Rincon,

2012), se tomo el liquido recolectada en el matraz y se desecho el papel filtro
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con el excedente de muestra correspondiente a las proteinas retenidas. En

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

5.2. Preparacion y evaluacion de los tratamientos

Una vez realizado el tratamiento térmico y desproteinizado del suero, se
procedié a preparar los tratamientos de experimentacion para la determinacion

de las condiciones para el crecimiento 6ptimo de la levadura Kluyveromyces

marxianus, de la siguiente forma:

300 ml de suero + otros ]

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

nutrientesa?

240 ml de suero + 60 ml

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

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

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

de agua destilada + otros
nutrientes?

filtrado

+

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

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

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

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

—/

nutrientes2

Matraz con 20ml medio de cultivo,
ajustadoa pH 5.5

N——

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

Figura 3. Composicion de los tratamientos

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

y 0.15g de sulfato de magnesio
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Con el fin de poder medir la cantidad de biomasa, se utiliz6 como referencia el
estudio efectuado por Montiel, Carruyo, Marcano & Marvaez (2005), en el
mismo que se empleé una curva de calibracién para evaluar la biomasa en
relacion de los miligramos producidos por mililitros de solucion. Por
subsecuente se prepararon los estandares para construir la curva de

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

3.000
2.500
E = 165,98x + 11414
S 2.000
g ~
T; /
-5 1.500
Q -~
=
6 1.000
w
Q2
<
500
0
0 2 4 6 8 10 12
Concentracion (mg/ml)

Figura 4. Curva de calibracion de biomasa
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T8

0 2 4 6 2024 26 28 30 48 50 52 54 60 72 80 T9
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——T2
T3
—=T4
——T5
~T6
T7
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T9

55% Suero + 45 pH
55% Suero + 55 pH
55% Suero + 6,5 pH
80% Suero + 4.5 pH
80% Suero + 55 pH
80% Suero + 6,5 pH
100% Suero + 4,5 pH
100% Suero + 5,5 pH
100% Suero + 6,5 pH

Figura 5. Curva de produccion de biomasa

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

andalisis matematico mediante la determinacién de la velocidad de crecimiento

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

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

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

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

horas y el tratamiento T6 con una produccién de biomasa de 601,86 mg/ml



34

durante 26 horas; mientras que el tratamiento T1 fue el de menor produccién
de biomasa generando durante 50 horas 230,96 mg/ml.

Una vez realizados los célculos de velocidad de crecimiento para cada uno de
los tratamientos se identific6 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 oOptica medidos en espectrofotometro a biomasa con la ecuacion
de la curva de calibracion propuesta. Adicional a esto se hace referencia a la
cantidad de biomasa maxima producida en relacion al tiempo necesario para
generarla segun 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 maxima que se registré por cada

tratamiento.

Cuando se somete a una levadura a estrés, se inhibe o disminuye el
crecimiento, desarrollo y demas procesos metabolicos que pueden influir en su
funcionamiento normal. Los factores que pueden estar directamente
relacionados con la generacion de estrés son pH, temperatura, actividad de
agua y oxigeno (Folch, Arroyo, Lledias, & Robles, 2004); en donde el
microorganismo se vera 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 produccion de biomasa, ya que
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los tratamientos con pH &cido generaron estrés en las células, al demostrarse

niveles inferiores de generacion de biomasa.

De igual manera, sucede con los tratamientos con baja concentracion de suero
de leche que, al encontrarse en un ambiente de estrés debido a una limitada
fuente de carbono, su tasa de crecimiento resultd afectada a pesar de su
respuesta metabdlica 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 energia, 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 ultima constituye un compuesto esencial para la
formacion de moléculas gque participan en reacciones anabdlicas y catabdlicas
(NADPH) ya que la molécula de glucosa es fosforilizada por el ATP vy la
enzima hexoquinasa en D-glucosa-6-fosfato, misma que posteriormente es
oxidada por el ATP dando como resultado la formacién del NADP vy
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

Biomasa Tiempo de
N° de

_ Inicial Maxima generada incubacidn
Tratamiento

(mg/ml) (horas)

T1 1480,53 17115 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 17243 451,11 50
19 1196,41 1804,8 608,43 24

5.3. Andlisis Estadistico de los resultados de Velocidad de Crecimiento.

El andlisis de varianza se realiz6 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
analisis de varianza, el cual determiné diferencias significativas al 1% entre los

tratamientos.



Tabla 8.

Analisis de la varianza

37

F.V. SC gl CM F Significancia
Tratamientos 1412,78 8 176,6 253,86 <0,0001
Concentracion suero 95,59 2 47,8 68,71 <0,0001
pH 1086,26 2 543,13 780,76 <0,0001
Concentracion suero * pH 230,93 4 57,73 82,99 <0,0001
Error 12,52 18
Total 1425,31 26

5.3.1. Andlisis funcional por prueba Duncan 0,01%

Una vez evidenciada la existencia de diferencias significativas, se realiz6 el

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

Tabla 9.

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

Concentracion suero  pH  Medias n E.E
55 4,5 4,62 3 A
80 4,5 7,82 3
100 5,5 9,02 3
55 9,5 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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27,73

25,35
23,19 2315
21,62
16,82
15,86
15,504
9,02
9,39-
4 62
3,28 .

T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
N° de fratamiento

Welocidad de crecimiento

Figura 6. Velocidad de crecimiento por tratamiento

Al observar el resultado de la prueba de andlisis 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 proposicion que establece al tratamiento T9 como el
Optimo para el crecimiento in viro de Kluyveromyces marxianus al ser el que

demostré la cifra mayor en velocidad de crecimiento.

Parrondo, Garcia, & Diaz (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 concentracién de lactosa mayor a la encontrada de forma
natural en el suero de leche podria generar una inhibicién en el crecimiento
celular a causa de estrés osmotico, mientras que niveles muy bajos de lactosa
podrian resultar en la limitacién 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 analisis funcional también establece diferencias
significativas de los tratamientos con pH 6,5 (T9, T6 y T3) sobre los demas
grupos de tratamientos, lo cual comprueba que el pH del medio de cultivo es
otro de los factores de implicacion 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 &
Marvaez (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
observara un crecimiento mayor al que puede generarse a un pH mas alcalino
o acido. Ademas, Paez, Pérez, Araujo, Marmol, & Rincén (2012), en su estudio
de valoracién del crecimiento de la levadura, presentan mejores resultados de

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

5.4. Evaluaciéon de la actividad enzimética

6
&
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e 2
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o
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0 10 20 30 40 50
Tiempo
(min)

Figura 7. Actividad enzimatica en lactosa.
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Para evaluar la actividad enzimatica de la enzima extraida, 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 maximo de una hora
(PROZYN, 2016).

En la evaluacion enzimatica realizada se pudo evidenciar el aumento de la
cantidad de glucosa en la muestra, la cual parti6 desde una concentracion de
1,4 g/L antes de colocar la enzima y alcanzando una concentracion maxima de
5,92 g/L.

Los resultados muestran que la enzima extraida alcanzé su actividad maxima e
hidrdlisis total de lactosa en el minuto 45, ya que el nivel de glucosa demostrd
estabilidad desde el minuto 30 hasta la finalizacion del andlisis en el minuto 45.
Adicional se puede evidenciar que en los ultimos 15 minutos solo existid un
incremento de 0,05 g de glucosa, por lo que demuestra que la enzima alcanzo

su punto maximo de hidrdélisis.

Segun Ohlsson et al. (2017) en su estudio de caracterizacion de la leche
deslactosada, establece un valor de 5,9 g/L de glucosa, lo cual sustenta el
resultado durante el andlisis de actividad enzimatica anteriormente presentado,
donde se obtuvo una concentracion final de glucosa de 5,92 g/L al concluir el
periodo de hidrélisis de la enzima en leche.

Para validar los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad
enzimatica se compard con un estudio realizado por Sanchez, Rosales, &
Bustamante (2015) para determinar los factores que influian el proceso de

hidrolisis en donde estaba considerados la temperatura, tiempo y cantidad de
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enzima empleados. En este estudio se logré una hidrolisis del 93,9% siendo el
mas 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 bibliografia la misma que es requerida
en la hidrélisis para acelerar el proceso que en contraste al uso de una
temperatura baja puede ocasionar que se postergue hasta 12 horas y

consiguiendo una hidroélisis maxima del 79% tal como lo indican en su estudio.

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

Una vez realizado el analisis funcional de la velocidad de crecimiento in vitro de
Kluyveromyces marxianus, misma que fue calculada estableciendo una
relacion entre la cantidad de biomasa generada y tiempo de incubacion, se
concluyo que las condiciones Optimas para la produccidén 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 identificé que el factor pH fue el
de mayor influencia en la generacién de biomasa y que en combinacion con un
ambiente de alta disponibilidad de alimento (suero de leche como fuente de
lactosa) conformaron las condiciones apropiadas para la produccion de
biomasa, sin inducir a la generacion de estrés durante el metabolismo de las

células.

La enzima extraida demostré tener capacidad de hidrélisis de lactosa, ya que al
ser sometida a reaccionar con una muestra de leche con una concentracion
inicial de glucosa de 1,4 g/L, logré incrementar el nivel de glucosa a 5,92 g/L al

cabo de 40 minutos manteniendo una temperatura de 50°C, determinando asi
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de forma indirecta la disminucién de la concentracién de lactosa a través del

incremento de glucosa.

6.2. Recomendaciones

Realizar futuros estudios sobre la producciéon 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 O6ptimos tomando en

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

Establecer comparaciones entre diferentes métodos de extraccion para
contrastar la efectividad de la obtencion de la enzima, mediante una evaluacion

enziméatica por un método directo empleando un ONPG.

Experimentar con la adicion 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
obtencién de energia y asi evaluar su influencia sobre la generacion de

biomasa con el fin de optimizar el proceso de extraccion.

Se recomienda experimentar con la adicion de otros nutrientes al medio de
cultivo para evaluar su influencia sobre la generacion de biomasa con el fin de

optimizar el proceso de extraccion.
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Anexo 1: Ficha técnica Kluyveromyces marxianus LAF-4
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SWING YEAST LAF-4

Informacion de Producto
Version: 5 PI-EU-ES 09-01-2014

Descripcion

Taxonomia

Envase

Propiedades Fisicas

Aplicacion

www.chr-hansen.com
RO e S R

Queso

Cepa de levaduras simple seleccionada con origen en la fabricacion de queso
tradicional Francés. Los cultivos SWINGe LAF son una herramienta importante en la
fabricacion de queso ya que pueden ser utilizadas para afectar a la neutralizacion, la
textura y el aroma de la cuajada. Las levaduras son comunes en la fabricacion de queso
con leche cruda pero raramente se encuentran en quesos producidos industrialmente.
Por lo tanto, anadiendo cultivos de levaduras seleccionados y controlados al queso se
puede mejorar la calidad.

Leche fermentada

El cultivo de levaduras puede ser utilizado para proparcionar un aroma equilibrado y
niveles de formacion medio-altas de €Oz en productos tipo Kefir. El cultivo
proporcionara aroma y una formacion medio - alta de COz .

Kluyveromyces marxianus subsp. marxianus

No Material: Tamafo Tipo

200865 10U Sobre (s) en caja
Color: Blanco

Aspecto Fisico: Polvo

Uso

Los cultivos de levaduras pueden ser utilizados en quesos blandos con mohao blanco y
quesos con maduracion en superficie y quesos con cortezas mixtas. La levadura
crecera en la leche, ademas de en la cuajada, Su funcién es

- dar aroma

- evitar el sabor amargo (por la actividad aminopeptidasa).

Para productos tipo Kefir, la levadura es utilizada en combinacion con bacterias acido
lacticas mesofilas y termofilas v es ideal para productos batidos, liquidos v firmes.

Dosis recomendada
1U a 2U/1.000 L. de leche 0 100 Kg. de queso fresco.
1U para 1.000 | de leche para productos tipo Kefir.

Pagina: 1 (5)

La informacidn que aqui se incluye ha sido presentada de buena fey, anuestro leal saber y entender, es auténtica y fiable. Se la ofrecemos a Ud. (nicamente

para su consideracion, comprobacion y valoracién, y puede ser modificada sin previo aviso. La garantia no inctuye su exactitud, exhaustividad, actualizacion, no
infraccion, comercializacion o idoneidad para un objetivo especial. A nuestro leal saber y entender, el/los producto(s) aqui mencionads(s) no infringe(n) los

derechos de propiedad intelectual de ningun tercero. El/los producto(s) puede(n) es tar cubierto(s) por patentes pendientes o concedidas, marcas comerciales
registradas o no registradas, o derechos similares de propiedad intelectual. Copyright © Chr, Hansen A/S. Todos los derechos reservados.
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SWING YEAST LAF-4

Informacion de Producto
Version: 5 PI-EU-ES 09-01-2014

Directivas para su uso

Anadir el cultivo a la leche antes de cuajar y/o aplicar a la superficie del queso unas
pocas horas después de salar, por lavado o aplicacion con spray. Para la inoculacion
directa de la leche, no se requiere tomar especiales precauciones. Para la aplicacion
en superficie: :

1) Suspender el contenido del sobre en 1 litro de agua.

2) Agitar bien antes de usar,

Una suspensién preparada utilizando un litro de agua es suficiente para aprox. 250 Kg.
de queso, y debe ser utilizada el mismo dia de la preparacion,

Para productos tipo Kefir: Anadir (a leche junto al cultivo DVSe de bacterias acido
ldcticas mientras se llena el tangue.

Gama Varias especies de levaduras (cepas puras o mezclas) con diferentes caracteristicas
pueden encontrarse en la gama SWINGe. Por favor, contacte €on su representante de
ventas local para mayor informacion.

Almacenaje y manipulacion =il He =)

Vida util Como minimo 12 meses desde la fecha de fabricacion cuando se almacena siguiendo las
recomendaciones.

Informacién técnica

www.chr-hansen,com Pagina: 2 (5)
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SWING YEAST LAF-4

Informacion de Producto
Version: 5 PI-EU-ES 09-01-2014

Perfil de aroma
Tendencias de sabor y aroma de la cepa

Sulphur {cabbagelgaric)
Fermented (bred/cake} 1B - {
De-biltering {‘

chouse)

i / &r {hayherbaceous)
Yy, BT o

™ icolipine-
opleibanana)

Sweet

Chessy

Ammenia Ay (millibutter)
ldushr our fyeghurtiwhey)
Cellar
Physilogical Data
LAF-3 LAF-4 LAF-5 LAF-7 —’
suave fusrte ligerarmente
Perfil de aroma mantequilla| afrutadss  |mediz afrutads levadurarafrut
Formacign de CO- bajo medic / alts medic medio- alto
actividad
Amincpeptidasa meadio alio medio alto
Crecimiento a 127 alto alto alto medio
Tolerarcia a Macl muy alto bajo bajo 4‘ medio
Temperatura Min, 2-4°C, max, 35°C, opt. 20-30°C
Perfil de - lactosa - lactosa - lactosa - lactosa
Fermentacian - galactosa | - galactosa - galactosa = gala::tasaJ
e . e

Métodos analiticos
Los métodos de referencia y analiticos estan disponibles bajo peticion.

Otra informacion
Lependiendo de la combinacion del cultivo, el perfil de aroma del producto tipo Kefir
se desarrollar durante el tiempo de vida.

Legislacién Los cultivos SWINGe de Chr, Hansen cumplen con los requerimientos generales de
seguridad alimentaria establecidos por el reglamento 178/2002. Los microorganismos de
maduracion son reconocidos de forma general como seguros,

Elproducto est4 destinado a ser utilizado en alimentos.

www.chr-hansen.com Pagina: 3 (5)
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La informacién que aqui se incluye ha sido presentada de buena fe y, a nuestro leal saber Yentender, es auténtica y fiable, Se la ofrecemos a Ud. dnicamente
infraccion, comercializacién o idoneidad para un objetive especial, A nuestro leal saber y entender, el/los producto(s) aquf mencionado(s) ne infringe(n) los

derechos de propiedad intelectual de ningun tercero. Ei/los praducto(s) puede(n) estar cubierto(s) por patentes pendientes o concedidas, marcas comerciales
registradas o no registradas, o derechos similares de propiedad intelectual. Copyright © Chr. Hansen A/S. Todos los derechos reservados.
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SWING YEAST LAF-4

|nformacion de Producto
Version: 5 PI-EU-ES 09-01-2014

Seguridad alimentaria Mo existe garantia de seguridad alimentaria implicita para aplicaciones de este
producto distintas de las indicadas en la seccion de utilizacion. Si desea utilizar este
producto en otra aplicacion por favor, contacte con su representante de Chr. Hansen

para solicitar ayuda.

Etiquetado Etiquetado recomendado "cultivo de levaduras’, sin embargo, la legislacion puede
variar. Por favor, consulte la legislacion local.

Marcas comerciales Los nombres de productos, nombres de conceptos, logotipos, marcas y otras marcas
comerciales mencionadas en este documento, figuren o no en mayusculas, en negrita
o con el simbolo ® o TM son propiedad de Chr. Hansen A/S 0 utilizados bajo licencia.
Las marcas registradas que aparecen en este documento pueden no estar registradas
en su pais, aunque estén marcadas con un ®.

Certificados alimentarios Kosher: Kosher Lacteo exclu. Pascua
Halal: Certificado
Servicio técnico Personal de los Laboratorios de Aplicacion y Desarrollo de Productos de Chr Hansen

estan a su disposicion si necesita mas informacion.

Informacion adicional El producto esta disponible en cajas con 25 articulos

P e w e e

Informacién GMO

Con arreglo a la legislacion de la Union Europea’, podemos declarar que SWING YEAST LAF-4 no contieng OMG ni materias
primas con la etiqueta MG.™. Con arreglo a la legislacion eurcpea sobre etiquetaje en producto alimentario acabado™,
podemos informar de que el uso de SWING YEAST LAF-4 no requiere etiquetado MG del producto alimenticio final. La
posicion de Chr. Hansen sobre GMO puede encontrarse en: =

www.chr-hansen.com/About us/Policies and positionszuality and product safety.

* Directiva 2001/ 18/ CE del parlamento Europeo y del Consejo del 12 de marzo de 2001 sobre la liberacion inten cional en el medio de organismos modificados
genéticamente y por la que se deroga |a Directiva del Consejo 90/220/ CEE.
= geglamento (CE) 1829/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo del 22 de septiembre de 2003 sobre alimentas Y piensos modificados genéticamente.
Reglamento (CE) 1830/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo del 22 de septiembre de 2003 relativo a la trazabilidad y al etiquetado de organismos

a la trazabilidad de (oS alimentos y piensos producidos @ partir de estos y por el que se modifica la Directiva 2001/ 18/ CE.

modificados genéticamente y
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La informacién que aqui se incluye ha side presentada de buena fe y, @ nuestro leal saber y entender, es auténtica y fiable. Se la ofrecemos @ Ud. upicamente
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infraccion, comercializacion o idoneidad para un objetivo especial. A nuestro leal saber y entender, el/los producto(s] aqui mencion ado(s) no infringe(n) los
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SWING YEAST LAF-4

|nf9rmacic’:n de Producto
Versién: 5 PI-EU-ES09-01-2014

nal

Eﬂquetado de Estados U dos {

2000/13/EC de la Unin Europea

Presente como

ingrediente en
‘el producto

Eereales que contengan gluten* y productos derivados

No _}
‘astéceos y productos a base de crustaceos No
Wuevos y productos a base de huevo No
@cado y productos a base de pescado No
I—Ca_cahuetes y productos a base de cacahuetes No J
[—So_ja y productos a base de soja No _J
lahe y sus derivados (incluida la lactosa) Si __l
mtos de cascara* y productos derivados No J

Lista de alérgenos de acuerdo on la Directiva sobre etiquetado 2000/13/EC de la UE,
oxclusivamente

l Apio y productos derivados

|

N

Wostaza y productos derivados No J
[Eranos de sésamo y productos a base de granos de sésamo No J
l—AEamuces y productos a base de altramuces No __‘
muscos y productos a base de moluscos No J
Anhidrido sulfuroso y sulfitos en concentraciones superiores a 10
mg/kg o 10 mg/litro expresado como SO2 No

ﬂf
* por favor, consulte la Directiva de Etiquetado de la UE 2000713 Anexa [lla para una definicion legal de [0S alérgenos

comunes. Vea la legislacion de (a Unién Europea en: www.eur-lex.europa.eu.

(1) El alérgenos esta presente en el medio de fer mentacion.

www.chr-hansen.com
SN SRS e

La informacion que aqui se incluye ha sido presentada de buena fey, a nuestro leal saber y entender, es auténtica y fiable. Se la ofrece

para su cons ideracién, comprobacion y valoracion, y puede ser madificada sin previo aviso. La garantia no incluye su ex

infraccion, comercializacién o idon eidad para un objetivo especial. A nuestra {eal saber y entender, el/los producto(s) aqui mencionado(s)

derechos de propiedad intelectual de ningun tercero. Ei/los producto(s) puede(n) estar cubierto(s) por patentes pendientes o con cedidas , marcas co.
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Anexo 2: Certificado de analisis K. marxianus LAF-4
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LAF-4

Certificate of Analysis

Form: Swing

Material No: 200865

Batch no: 2827802

Date of Manufacture: 04.07.2018

Best Before Date: 04.07.2019

Performance Result Specification
Total cell count cfu/U BEBE+Y >=1.2E+9
Purity Result Specification
Coagulase-positive staphylococci cfu/g <1 =1
Enterobacteriaceae cfu/g <1 <10
Enterococal cfu/g <10 <10

Foreign moulds cfu/g <10 <10

Foreign yeasts cfu/g <10 <10

Listeria monocytogenes Absent in 25 ¢ Absent in 25 g
Mesophilic agrobic total count cfu/g <500 <500
Salmonella spp. Absent in 25 g Absent in 25 ¢
Listeria monocytogenes * * See note below Absent in 25 g
Salmonella spp. * * See note below Absent in 25 ¢

* Production 1s systematically tested on an ongoing basis - details can be supplied on request

Page: 1/1 www.chr-hansen.com Version: 25/JAN/2018 English



Anexo 3: Factura de compra de la cepa

VEdCALZE

DISTRIBUIDORA DESCALZI S.A.

RUC: 0990336792001
FACTURA
NO: 002-001-000060003

NUmero de Autorizacidn

881%%018010990336792001200200100006000300

DIR. MATRIZ KM 11.5 VIIA DAULE, PARQUE CALIFORNIA
1 EDIF.COMERCIAL 4 BODEGA 1

TELEFONOS 042103299 - 04210327 AMBIENTE: Produccion

DIR. De las Avellanas E2-25 y Juncal, Bodega il Normal

ESTABLECIMIENTO Comercial Avellanas B. a;lz Telef. 023463283 chlsIan

- 023463284
CLAVE DE ACCESO

CONTRIBUYENTE 141E

ESPECIAL:

OBLIGADO A LLEVAR CONTABILIDAD SI L 001200200100006000300000001 11 |

Eéé&!}l SOCIAL/NOMBRES Y LEON ACOSTA STEVEN RUC/CT: 1717729469 ‘

FECHA EMISION. 06/12/2018 GUIA 002001-10339

REMISION:
cODIGO DESCRIPCION CANTIDAD PRECIO DESCUENTO SUBTOTAL
LCU*ZOOBGS ISWIN(; LAF- 4 (10U) 2.00 20.200000 0.60 40.40
# 2827802
SUBTOTAL 12% US$40.40

INFORMACION ADICIONAL SUBTOTAL 0% US$0.00 |

Direccion: Pichincha, Quito, CARCELEN DESCUENTO US$0.00

Telefono: 0984003951 VA 12% US$4.85 |

Email; saaleon@udlanet.ec VALOR TOTAL US$45.25 |

Comentario:

Vendedor: S.Castro

Dias Plazo: 0

FORMA DE PAGO VALOR

OTROS CON UTILIZACION DEL SISTEMA FINANCIERQ US$45.25




Anexo 4: Metodologia del manejo del experimento

Determinaciéon de lactosa en suero

Considerando que el suero de leche utilizado en el experimento fue proveido
por la empresa Pronafil ubicada en la cuidad de Quito. La empresa se encargo
de entregar un certificado de analisis fisico quimico del material, el cual se

encuentra detallado en la figura 16.
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Figura 8. Ficha técnica del suero de leche




Anexo 5: Preparacion del inventario de levaduras

Para la generacion de un stock de Kluyveromyces marxianus se realizd una

propagacion de la cepa en agar YM, especifico para levaduras.

La preparacion del medio del cultivo se realiz6 en un vaso con agitacion, donde
se adicion6 10g del sustrato y se aforo con 180ml de agua, segun la técnica
gue explicaba que su preparacion debia ser de 55¢g/1L.

El medio de cultivo se sometié a un aumento de temperatura en la plancha con
agitacion hasta que se genere el hervor y se mantuvo asi por un minuto.
Seguido a esto se llevo al autoclave a 121°C por 15 minutos.

De forma paralela se preparé la camara, con una desinfeccion 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
incubacion a 37°C en agar YM.



Anexo 6: Preparacién del inoculo

La levadura Kluyveromyces marxianus con codigo 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 activacion,

por lo cual solo se requiere hacer una induccidn enzimatica del producto.

La induccién enzimatica se realiz6 en un matraz de 25 ml con 2g del inoculo y
18g de caldo PDB. El cual fue llevado a incubar tal como la biografia
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 metodologia antes detallada para la cuantificacién de lactosa.

Para lo cual se tomd 1,2 L de suero y se repartieron en dos matraces de
1000ml. Se someti6 a un tratamiento térmico con agitacion constante en la

plancha y se ajusto 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 llevo 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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