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Abstraet 
The capacity of rouy veromycesjragllis (K. marxíanusj ATCC 8554 lo induce the produclion of r! -D

-galactosidase during growth in deprotelnized cheese whey at tempera tures of 25°C and 29°C and a t ini
tial pH of 4. 5 was s ludied. Enzyme a ctiVity was determined in cell- free exlracls evaluating lhe hydrolys is 
of o-nltrophenyl-fl-D-galactopiranoside (ONPGj , as substitu te for Iactose. Extraction o[ the enzyme from 
fresh cells was ach ieved by au tolysis u s ing 2% toluene. The enzymc was re1eased lo the m edium by perme 
abilizalion and partial d igestion of the cell wall , withoul breaking, as rey aled lhrough electron micros
copy. The highest activity. 0 .604 J.lmol ortonilrophen ol /mI/5min was obtained a t 29°C inilialing lile sla
tionary phase. Th e resulls ob tain ed, including lhe prod uction of biomase , ulilizalion of subslrate and c 11 
yield indicaled lhe possibility of develop lng a biop roc ss witb ch eese wh ey for the production of (1-D galac
tosid' se u tilizing this microorganism, 
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Producción de {3-D-galactosidasa 

por Kluyveromyces fragilis en cultivo por carga, 


con lactosuero como substrato 


Resumen 
Se estudió la capacidad de Kl.uyveromycesjragllis (K. marxíanus) ATCC 8554 para in ducir la prOduc

ción d e íl -D-galactosidasa durante s u crecimien lo en suero de leche desprotein izado. a la s temperaturas 
de 25°C y 29"C y pH in icial de 4 ,5 . La actividad enzimáUca se detennlnó en extractos lib res de células. eva
luando la hidrólisis del o-nitrofen il-¡1-D-galaclopiranósido (ONPGj, como sustilulo de la lactosa. La x
tracción de la enzima de las células frescas se realizó por a u tólisis de las m ismas con tolueno al 2%, libe
rándose la enzima al m edio por permeabilización y digestión parcial de la par d celu lar, sin rompimien to 
de las células, como lo r eveló la microscopía eleclrónica practicada . La mayor activida d, 0,60411-0101 de 0 

nitrofenol liberado/ m I/5min se obluvo a 29°C al comienzo de la fase estacion aria . Los resultados obteni
dos , incluyendo la producción de biomasa, u Ullzación de sustrato y rendimien to celular , indican la pOSibi
lidad de desarrollar un bioproceso con el laclosuero para la producción de ¡J-D-gala ctosidasa util iZando 
stc m icroorganism o. 

Palabras clave: fl -galactosidasa. K marxían us, penneabilización, ONPG. 
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Introducción 

Lafl -galactosidasa (la ctasa) hidroliza la lac 
tosa de la lecbe. produclo lácteos y s u ro a glu 
cosa y galactosa [1. 2 ]. Dich a hidrólisis produce 
u na reducción del con tenido de lactosa y la modi
ficación de sus propiedades fun ionales que in
cluye: p revención de 1 cristalización. incremento 
del poder du lcificante. de los carbohidratos s olu
bles fácilmenle fennen tables [3 -5]. que pennitiría 
la elaboración de produclos a limenticios de in te
rés comercial e in dustriallales como: concen tra
d os congela dos con mayor estabilidad física du
rante el almacenruniento y mejor recon ·litución. 
produclos desh idratados com o leche en polvo 
con bajo conten id o en lactos a adecuados para in
dividuos intolerantes a este azúcar. productos 
cu ltivados como queso. yoghurt. los cuales mos
trarían desarrollo acelerado de acidez. debido a la 
rápida u Ulizació • de la fu en te de carbon o. ya que 
la glucosa se presentaría en forma libre. El s uero 
obtenido cuando se produce e te tipo dc qu eso 
incrementa su solubilidad por su b ajo contenido 
en lactosa. lo que h ace pos ible que al n o p resen 
tarse su cristalización. s u s sólido puedan con
centrarse para ser utilizados en h 1 do y/o 
como humectantes en la confección de caramelos 
y confites [6-10] . 

La (1-galactosidasa es una enzim inlra- y 
extracelular, pero exclusivamente in tracelular 
en K. ftag iLis [1 1]. Su actividad se determina so
bre el sustrato inductor o bien con análogos; en
lre éstos los más com únmente usados son , e i 
XGAL (5-bromo-4-cloro-3 -indolil-(1-D-galaclopi
ranósido) para la detección cuali tativa in vívo y el 
O PG para la delenninación cuantitativa [12]. 

Una fuen l importante de lactosa lo consti
tuye el su ero de leche. cuyo uso como aditivo 
para alimentos se ve llnútado por el al to conteni
do de ésta. Sin embargo, K. fragiLis crecien do en 
un medio a partir de suero de leche, con lactosa 
com o ünica fuen te de carbono . induce 1 p roduc
ción de la enzima (1-galactosida a [13 ]. Los estu 
dios respecto a la produ cción . tanto en lo que 
concierne a la influencia de los parámetros fis íco
qu imicos. concentración de la fuente de carbon o, 
nitrógeno y disponib ilidad de oxigeno son contra
dictmios. En consecu encia el objetivo de este en
sayo fue valorar la producción de la ¡i-galactosi
dasa en culUvo por carga inducida por K. ftagilis 

ATCC 8 554 durante su crecimiento en suero de 
leche. 

Procedimiento Experimental 

Microorganismo: K. Jragilis ATCC 8554, 
actu almente denom in ado K. marxianus, se obtu 
vo del centro in ternacional de cultivo, American 

Type Culture Collection . Se activó y se mantuvo 
en tubos de cultivos de 25 x 150 nun con agar 
papa dextros a mas 0 ,5% de extracto de levadura 
(PDY) en forma de cuna . 

Desproteinizaci6n del suero de leche: El 
suero de leche fresco de vaca s e desprotein izó se
gú n el m étod o propuesto por Ramana y Dut ta 
[14] . por calentamien lo a 90· C por 10 min previo 
a jus te del pH a 4 .5 con ácido fosfórico, se enfrió 
por 2 4 horas (4°C-8 QC). se decanló y el extracto 
claro obtenido se fil tró a través de papel What
man N° l. 

Medio de cultivo: El suero desproteinizado 
se suplementó con extracto de levadura 0.75%, 
sulfato de amonio 0.84% y sulfato de magnesio 
0 .05% . ajustado su pH nuevamente a 4 .5 y este
ri lizado a 121°C por 15 min [15]. 

Bioproc::eso: Los biorreactores estuvieron 
represen tados por matraces de 125 m i de a paci
dad nominal . provistos de tapones de algodón y 
operados con un volumen de tra bajo de 10 m!. 
Los procesos se evaluaron por duplicado a las 
temperatura de 25°C y 29°C Y plI inicial 4.5 . El 
tiempo de operación fue de 12 horas y la veloci
dad de agitación de 200 rpm (baño reciprocante 
Lab Line). Duranle el bioproceso se determinó, 
para cada hora desde la hora O (inmediatamente 
después de inocular) hasta la h ora doce: concen
tración de biomasa, concentración de sustrato. 
actividad enzimática y pH. 

Concentraci6n de Biomasa: Fue seguida 
espectrofotoméLricamente (Spectronic 20 Baush 
and Lomb) a una longitud de onda de 650 n m [1 6. 
17] . La densidad óptic fue relacionada con el 
peso seco de la biomasa por unidad de volumen, 
por medio de curvas de calibración adecuadas 
construidas previamente. 

Velocidad especifica de crecimiento (p): 
Se delenninó en la fase exponencial del creci
mi nto. para cada temperatura evalu ada. utili
zando la siguiente e uación: 
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(1) 

don de: X l Y X2 represenlan la concentración c 
lula r (peso s eco) en mg/ m l a l tiempo ti y t2 res
pectiva mente. La unida d de jl fue expresada 
como el recíproco de h ora (h- J

). 

Re ndimiento de biomasa (Y) : Se determi
nó cmpl ando la siguiente ecuación: 

y= Biomasa produ cida/ Lactosa consumida (2) 

La biom asa produ cida. al igual que la lacto
sa con su mida . r esu ltó de la diferen cia de los valo
res finales e in iciales obtenidos en el proceso. 

Concentración de sustrato: La concentra
ción de lactosa se detenninó u lilizando el método 
colorimétrico de feno l-ácido sulfú rico [18]. Es te 
análisis . al igual que la medición del pH . se reali
zó en el medio libre de células. 

Actividad enzimática-Ensayo con tolue
no: La actividad enzimá tica de la f-1-galactosidasa 
fue determin ada sob re el sustra to cromogénico 
ONPG en extractos libres de células . Estos ex
tractos fu eron obtenidos al som eler el microorga
nis mo a la ac Ión del tolueno: para ello la b ioma
sa obtenida en cada tiempo fue resuspendida en 
b uffer fosfa to 0 . 1 M pH 6.6 con 2% de toluen o 
[1 9 ]. agitada a 200 rpm a 3 7°C por 20 h oras . des
pués de las cuales se centrifugó a 9 .000 g por 
10 mino recuperando el sob renadante para el en · 
sayo. Una unidad de (1-galaclosidasa activa es de
fin ida como la cantidad de enzima requerida para 
liberar 1 pmol de o-nltrofenol (O P) al incubar a 
37°C por 5 minu tos 0. 1 mI de extraclo libre de cé
lulas con 0 .1 mI de ONPG 0 .01 5M. diluidos hasta 
3 m I con bu ffer fosfato. La cantidad de ONP libe
rado fue medida a 420 ron y el valor obtenido (con 
el uso de una curva pa trón) fue expresado como 
!J rnol de ONP/ ml / 5 min [19. 20J. 

Con el propósito de evidenciar el efecto del 
lolu en o sobre K. fragiLis fue realiZada una mi
croscopía electróruca de b arrido (MEB): para ello 
las célu las control y las células tratadas fueron 
emb ebidas en glutaraldehido 2. 5% p /v en buffer 
cacodi lato 0 .1 M pH 7 por 3 h oras (fij a ción) y lu e
go lavada 3 veces con este buffer . En u n portaob
jeto limp io y seco se preparó un [roUs fino. me
diante lápiz de diamanle se cor taron cuadrados 
de este portaobjeto de aproXimadamen te 0 .5 cm2 . 

el pequeñ o trozo de vidrio se fijó con cinta doble 

ta pe 3 M a un portaespécimen de aluminio 
(STUB) bordeando el trozo de vidrio con pi La co
loida l d il u ida en a e laLo de am ilo y secado en es
tufa a 37"C por u na hora. El STUS se colocó en 
un cobertor iónico marca EIKO f83 para el meta
lizado con p lícu la d e oro de aprOxim adamen te 
10 0 Á a 200 Á. El examen al micros copio [ue rea
liza do con un MES Hitach i-2300 entr e 10 kV Y 
15 kV. 

Anüisis estadístico: Los datos fueron 
analizados e in terpretado u tilizando el coefi
cien te de cOITelación de Pearson a fin de determi
nar la infl uen cia del tiempo sobre los parám etros 
estu di dos (biomasa, con su m o de su stra to . acti
vidad enzima tica). Para ello se uti lizó el paquet 
es tadístico Statgraf versión 7 . O. 

Resultados y Discusión 

El análisis por MEB de K. fragüis ATCC 
8554 u lolizada con tolu eno reveló qu e d icho s ol 
vente ocasionó camb ios en la morfología. 

Com o s e observa en la Figu ra 1, la s célu las 
no tratadas presentan caracteIislicas p ropia de 
la s levaduras perteneci n tes a este gén ero: forma 
helicoida l y sup erfic ie lis a . 

Las células de K. Jragilis despu és de 20 h o
ras de exposición al tolu eno se repr senlan en la 
Figura 2 . donde se a precian depres iones en su 
superficie qu e pueden s er interpretadas como se
ñal de un a parcial digestión de la pared . Se obser
va igualmente u n alargamien to de las célu las 
ha ta adquirir formas cilíndrtcas , lo qu e podría 
explicarse como el p roduclo de u na d ismin ución 
de s u volumen interno; pu eden a parecer enlaza
das. pOSib lemente por la liberación de alguna 
sustancia adherente. producto d la digestión , y 
con pérdida de u rtgider¿. Los campos observa
dos resultaron homogén eos sin ninguna célul 
rota. lo que permite inferir que la liberación de los 
compuestos marcadores del espacio intracelular 
V]-galactosidasa) ocurre por perm eabilización 
con una diges tión parcial de la pared celu lar pero 
p reservando su con tin uidad [21, 22J. 

Al inocular células tra tadas en u n medio a 
partir de suero de lech e. n o s e eviden ció ningún 
crecimiento des p ués de 4 8 horas de in cubación a 
25°C, 29°C. indicando q u e después de 20 horas 
de exposición al s olven te . las células posiblem en
te pierden la capacidad de as imilar esta fu en te de 
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Figura l . Células de Kiuyveromyces Jragtlis 
cultivadas en su ero de leche (con trol). 

Figura 2 . Célu las de Kluyueromycesfragilis 
tra tadas con 2% de lolu eno durante 20 hora s . 

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

Las Figuras 3 y 4 m ues tran el comporta 
miento del proceso a las lemperatura evalua
da s, señalando: la cinética de crecimien to celu

lar , de la u tilización de lactosa y de la actividad 
enzimática, partiendo de un medio de concenlra

ión de lactosa de 4, 78 g ! 100 m I y pH de 4. 5 . 

El crecimiento de K. Jragilis a ambas tempe
ra turas s iguió la forma típica de la curva de creci
miento microbian o de u n cultivo en el que no se 
renu evan los nu trientes o e ve autolimit.ado por 
la acu m ulación de productos metabólicos que 
inhiben el crecimiento. Como se pu ede observar 
en ambas curvas, la fa se de a da p tación no estuvo 
presente. lo que in dica que no h ubo Iimilación en 

l transporle de lactosa al interior de la levadura, 
ya que se partió de célula s in ducidas con lactosa 
al utilizarse para la propagación del in óculo el 
mismo medio de tr abajo. El crecimient.o expo
nen cial s e mantuvo durante 10 h oras de cultivo a 
25"C y durante 8 horas a 29°C. obteniéndose u na 
correlación pos itiva y al tamente signifi ca tiva en
tre la biomasa y el tiempo tanto para 25"C 
(r =0 .9886, P < 0 ,0 1) como para 29°C (r =0,99 11, 
p< 0 .01 ) indicando que a medida que transcurre 
e l tiempo hay un a umento en la biomas a que res
pon de a las ecuaciones: 

y = 0 .8452 + 0 ,55X para 25°C 

y = 0,9933 + 1 ,085X para 29°C 

alcanzando el pH valores de 4 ,5 y 3 ,8 respectiva
men le. 

La Tabla 1 reporta los valores obtenidos 
para la p roducción de biomasa. la velocida d es
pecífica de crecim ien to y el rendimien to en blo
masa bajo las con diciones del en sayo. En ella se 
observa que estos parámetros resultaron mayo
res a 29°C; se increment.ó 1,4 veces la biomasa y 
se mantuvo prácticam en te const.ante el rendi
miento de K. fragilis producto del a umento de la 
velocidad específica de crecimiento, al el varse 
en 4°C la temperatura. io que indica qu e el rango 
de la temperatura evaluado no Invol ucró la tem
peralura óptima de crecimiento para este micro
organismo [26 ]. Por el contrario, se b tuvo u na 
correlación altamente significativa al es tudiar el 
consumo de su s trato con respecto al tiempo en 
ambas temperaturas (r = -0,9761 para 25°C y 
r = -0,9979 para 29°C), r presentando el 50% y el 
66% respectivamente. Los resultados obt.enidos 
están en el rango de los reportados en la literatu
ra y obedecen o son particulares de la especie y! o 
condiciones de cultivo [12, 15, 17, 19,20,27]. 
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Figura 3. Actividad de la ¡J-galactosld asa (e l. 
consu m o de lactosa (.l y crecimiento cel lar (O ) 

durante el cullivo de K. jragilis ATee 8554 
(K. marxianus) en suero de leche 

(pH in icial 4. 5 y tem peratura de 25°C), 

Las Figuras 3 y 4 señ alan qu e ) comporta 
mien to de la actividad enzlmatlca en relación a la 
curva de crecimiento del microorganismo. alcan
zó su máxim o valor al inicio de la fase estacion a 
ria en ambas temperaturas. sien do s uperior a 
29c C. Se obtu vo correlación positiva altamente 
s ign ificativa de la actividad enzimática con res
pecto al tiempo, lo cual se evidenció tanto a 25"C 
(r = 0 ,9975 , P < 0.0 1) como a 29°C (r = 0 ,9882, 
p < 0 .0 1). Los valores máximos fueron , para 25°C 
0 .429 J.l mol de ONP /rnlj5min y 29°C 0.604 Jlmol 
ONP j mlj5min. S i se considera qu e de la solución 
de ONPG 0,0 15 M se uWiZó para el ensayo 0 ,1 mI. 
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Figura 4. Ac tividad de la ¡J-g lactosidasa (el. 

consumo de lactosa CA) y crecimiento celular (O ) 


durante el cultivo d e K. f ragilis ATCe 8554 

(K. marxianus) en suero de leche 


(pH inicial 4, 5 y temperatu ra de 29°C) . 


se puede establecer que la cantidad de ONPG dis 
ponible en la reacción fu 1,5 Jlmoles , de allí que 
la hidrólisis del ONPG en los extractos crudos ob
ten idos d ' las células cultivada s a 25°C repre 
sentó el 28,6% y en las cu ltivadas a 29°C el 40%. 

Ya que las tempera turas de trabajo elegidas 
para el crecimiento y determinación de la activi 
dad enzimática de K. jragilis probablem ente n o 
sean las óptimas para obtener la mayor can tidad 
d e biomasa ni la actividad de la enzima [261, se 
afinarán los valores de esas vartables en una 
banda de temperaturas más amplia. con miras a 
una posible a plicación industrial del proces o . 

Tab la 1 

Biomasa producida. velocidad de crecimiento l\-l), y rendimien to (Y) 


para K. fragiUs ATCC 8554 a las temperaturas del ensayo 


Temperatura 
(oC) 

Biomasa producida 
(mg/ml) 

p 
(h-1) 

Y 
Biomasa produ cida 
Lactosa consumida 

25 5,63 0 .1 86 0.23 

29 7 ,93 0 ,285 0.25 
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Conclusiones 

La producción de la enzima¡l-gala c tosidasa 
a partir de suero de leche involucra un proceso 
biotecn ológico de tiempo corlo de operación que 
pu ede resultar d [ácil adaptación para una pro
ducción indu strial de la misma. 

Los resultados oi.J tenidos en este trabajo in

dican la posibilidad dc desarrollar un bioproceso 
con el s u ero de leche para la producción de ¡i-ga 
lactosidasa utilizando K. fragil is ATCC 8554. 
Es le microorganismo creció a 29~C on una ma 
yo r v locidad specífica de c r cim iento. p . condi
ción a la qu e también se obtuvo una mayor activi
dad enzimática. 
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