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Resumen

RESUMEN

El suero de leche es el principal coproducto de la industria quesera, puede causar problemas
ambientales si no es tratado adecuadamente. Entre varias alternativas biotecnoldgicas, las
levaduras del género Kluyveromyces pueden utilizar la lactosa como fuente de carbono y
energia para la produccion de biomasa y enzimas de interés industrial. Por otra parte, debido a
las caracteristicas del cultivo en medio sélido (CMS) resulta interesante desarrollar un estudio

fundamental sobre el crecimiento y fisiologia de Kluyveromyces en este sistema de cultivo.

En este sentido, usando un sistema modelo con espuma de poliuretano como soporte, se
determino el efecto del nivel de indculo, el uso de amortiguadores de pH, el origen de la
fuente de nitrogeno y la concentracion de lactosa y nutrientes sobre las variables principales
del CMS de Kluyveromyces marxianus (fases de retardo, tasas de actividad respiratoria, CO>
total formado, biomasa, consumo de lactosa, rendimientos de biomasa y de actividades
enzimaticas). Se estudiaron las cepas UCDCC 351, NCYC 587, 1109, 1429, CDBBL 278 y
Agua Miel Al. Asimismo, se llevaron a cabo estudios preliminares del cultivo de K.
marxianus sobre bagazo de cafia de azucar Yy rastrojo de sorgo impregnados con suero de leche

industrial en un reactor de charolas y en reactor agitado por listones helicoidales.

Se llevaron a cabo estudios para determinar las condiciones de cultivo de K. marxianus
CDBBL 278 en medio sélido empleando espuma de poliuretano como soporte inerte, el cual
fue impregnado con medio de cultivo conteniendo lactosa. El seguimiento de las diferentes
fases de crecimiento de esta levadura se llevé a cabo por respirometria, seleccionando el nivel

de inoculacion de 2.5x10° células por gramo de materia seca (gms) para estudios posteriores.

Al llevar a cabo CMS con esta levadura empleando dos amortiguadores de pH: amortiguador
de acetatos de sodio y amortiguador de fosfatos de potasio, no hubo diferencia significativa en
el pH final del cultivo. Se observé una diferencia significativa (a<0.5) en la produccion de
biomasa (53+0.1 mg/gms), rendimiento celular (0.36£0.01) y consumo de lactosa (90 %)
cuando se empled el amortiguador de fosfatos en el medio de cultivo y por esto fue

seleccionado para estudios posteriores.
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Resumen

Al estudiar la adicion de mezclas de sulfato de amonio y urea no se logré regular el pH en los
cultivos, sin embargo, bajas concentraciones de urea (20 % del Nt) favorecieron la actividad
enzimética tanto de lactasa como de inulinasa para todas las cepas estudiadas (UCDCC 351,
NCYC 587, NCYC 1109, NCYC 1149, CDBBL 278 y Agua Miel Al). Las cepas NCYC 587
y CDBBL 278 presentaron los mayores titulos de actividad lactasa e inulinasa,
respectivamente, cuando 20 % de la fuente de nitrégeno provino de urea (2038.3 y 241.6
Ul/gX, respectivamente) y por ello fueron seleccionadas para estudiar el efecto del aumento en
la concentracion de lactosa asi como de todos los nutrientes del medio en el CMS de K.
marxianus. La maxima produccién de biomasa para las cepas NCYC 587 y CDBBL 278
(71.745.1 y 95.8+5.1 mg/gms, respectivamente) se obtuvo con la mayor concentracion de
lactosa presente en el medio de 150 g/L. La mayor tasa de actividad respiratoria (0.3£0.003 y
0.4+0.001 h, respectivamente), asi como el mayor consumo de lactosa y rendimiento de
biomasa (91.4+0.3 % y 0.36£0.01 mg/gms, respectivamente) se obtuvo con una concentracion

de lactosa de 50 g/L, para ambas cepas.

Al emplear el suero de leche fresco como sustrato, éste amortigud el pH en el cultivo de K.
marxianus NCYC 587 y CDBBL 278, con un consumo casi total de lactosa (99+£1.2 y 98+1.1
%, respectivamente) y rendimientos similares a los reportados en la literatura para estas
levaduras (0.32+0.06 y 0.33+0.03, respectivamente) en CML.

Las cepas de Kluyveromyces marxianus NCYC 587 y CDBBL 278 fueron capaces de crecer
sobre bagazo de cafia de azUcar y rastrojo de sorgo como soportes naturales empleando suero
de leche industrial. Con la cepa CDBBL 278 se llevaron a cabo CMS empleando rastrojo de
sorgo como soporte usando columnas de fermentacion, un reactor de charolas y un reactor
agitado por listones helicoidales. Los mejores valores de las variables principales del cultivo:
fase de retardo, pcoz, X, Yxss y rendimientos de actividades enziméticas de lactasa e inulinasa,
se obtuvieron cuando el cultivo se llevd a cabo en reactor de charolas (7.5 h, 0.35 h', 54+3.8
mg X/gms, 0.36+0.02, 1755+80 Ul/gX y 166+25.2 Ul/gX, respectivamente). Los rendimientos
de actividad lactasa en cultivo en columnas y en reactor de charolas (1433+15 y 1754.7+80
Ul/gX, respectivamente), aumentaron en un 25 y 53 %, respectivamente, en comparacion con

los obtenidos en trabajos anteriores (1148 Ul/gX).
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Por ultimo, con el rastrojo de sorgo fermentado se llevaron a cabo pruebas bromatologicas y
de digestibilidad ruminal, encontrando que este residuo fermentado con la levadura aporta un
mayor contenido proteinico (6.7+0.2 %) que puede ser un factor determinante en la
propagacion de bacterias ruminales y promover una mayor digestibilidad de los compuestos
fibrosos, por lo que se puede emplear en mezcla con otros ingredientes de la dieta de animales

rumiantes.

En este trabajo se presenta evidencia experimental indicando que es posible establecer las
condiciones nutricionales de cultivo para la levadura Kluyveromyces marxianus en un sistema
modelo, lo cual permitié extrapolar los resultados a un sistema més cercano a la realidad. Los
resultados indican el potencial que presenta el CMS en resolver problemas ambientales y

contribuir parcialmente a la produccion de alimentos para rumiantes.
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ABSTRACT

The whey is the main byproduct in the dairy industry and it can cause environmental problems
if it is not treated suitable. Between several biotechnological alternatives, the yeasts belonging
to the genus Kluyveromyces can metabolize lactose as carbon source and energy for the
production of biomass and enzymes of industrial interest. On the other hand, due to the
characteristics of the solid state culture (SSC), it is interesting to develop a fundamental study

on the growth and physiology of Kluyveromyces in this culture system.

In this sense, using a SSC with polyurethane foam like support, the effect of inoculum level,
the use of pH buffers, the nitrogen source and the lactose concentration and nutrients on the
main variables of the SSC (lag phase, respiratory activity rate, total CO, formed, biomass,
lactose consumption, yields and enzymatic activities) using Kluyveromyces marxianus was
determined.. UCDCC 351, NCYC 587, 1109, 1429, 278 CDBBL and AGUA MIEL Al strains
were studied. Preliminary studies of the SSC of K. marxianus were also carried out on sugar
cane bagasse and sorghum strubble impregnated with industrial whey in a tray reactor and in a

helical ribbons rotating reactor.

Studies were carried out to determine the conditions of SSC of K. marxianus CDBBL 278
using polyurethane foam impregnated with culture medium containing lactose. The
monitoring of different growth phases was carried out by respirometry. An inoculation level of

2.5x106 cells per gram of dry matter (gdm) was selected for further studies.

SSC cultures using two buffers: sodium acetate and potassium phosphate showed no
significant difference in the final pH of the culture. Nevertheless, a significant difference
(<0.5) in the biomass production (53+0.1 mg/gdm), cellular yield (0.36£0.01) and lactose
consumption (90%) was observed when a phosphate buffer was used and for this reason

phosphate buffer was selected for further studies.

The addition of ammonium sulfate and urea mixtures didn’t avoid changes in the pH of the
cultures; nevertheless, low urea concentrations (20% of the Nt) favored the enzymatic activity
of lactase as well as inulinase for all the studied strains (UCDCC 351, NCYC 587, NCYC
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1109, NCYC 1149, 278 CDBBL and Agua Miel Al). NCYC 587 and CDBBL 278 strains
presented the higher titles of lactase and inulinase activity, respectively, when 20 % of the
nitrogen source was provided by urea (2038.3 and 241.6 1U/gX, respectively). This condition
was selected to study the effect of the increase in the lactose concentration as well as of all the
nutrients in SSC of K. marxianus. The maximum production of biomass for NCYC 587 and
CDBBL 278 strains (71.7+5.1 and 95.8+5.1 mg/gdm, respectively) was obtained at a lactose
concentration of 150 g/L. The greater rate of respiratory activity (0.3+0.003 and 0.4+0.001 h™,
respectively), as well as the higher lactose consumption and biomass production (91.4+ 0.3%

and 0.36+0.01 mg/gdm, respectively) were obtained with 50 g/L lactose.

Fresh whey was used as substrate in SSC of K. marxianus NCYC 587 and CDBBL 278, with
an almost total lactose consumption (99+1.2 and 98+1.1%, respectively) and similar yields to
those reported in the literature for these strains (0.32+0.06 and 0.33+0.03, respectively) in

submerged cultures.

Kluyveromyces marxianus NCYC 587 and CDBBL 278 strains were able to grow on sugar
cane bagasse and sorghum strubble as natural supports using industrial whey. In the case of
CDBBL 278 SSC were carried using sorghum strubble like support using 3 fermentations
systems: a small columns reactor, a tray reactor and a helical ribbons rotating reactor. The best
values of the main variables of the culture: lag phase, pco., X, Yx/s and lactase and inulinase
activities, were obtained when the culture was carried out in the tray reactor (7.5 h, 0.35 h,
54+3.8 mgX/gdm, 0.36+0.02, 1755480 IU/gX and 166+25.2 1U/gX, respectively). The lactase
activity yields in columns and tray reactor (1433+15 and 1754.7+80 1U/gX, respectively),
increased in 25 and 53%, respectively, in comparison with the obtained in previous work
(1148 1U/gX).

In the case of the sorghum strubble fermented material, bromatologicals and ruminal
digestibility assays were carried out, finding that the protein content was increased to 6.7+
0.2%, this fact can be an important factor in the growth of ruminal bacteria and for promoting
a greater digestibility of fiber compounds for that reason it can be used in mixture with other

ingredients of the ruminant feed.
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In this work experimental evidence appears indicating that is possible to set the nutritionals
conditions of culture for the Kluyveromyces marxianus yeast in a SSC system model, it
allowed extrapolation of the results to a real system. The results indicate the potential that
represents the SSC in solving environmental problems and contributing partially to the feed

production for ruminants.
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I[ntroduccion

CAPITULO 1. INTRODUCCION

La preocupacion por el control de la contaminacion ambiental ha motivado a la busqueda de la
forma mas conveniente de aprovechamiento de los coproductos de la industria lactea, antes de
ser desechados. EIl suero es el mayor coproducto en la manufactura del queso o caseina de
leche, representando el 80-90 % del volumen total de leche transformada (Gurpreet et al.,
2009). La eliminacion de este coproducto es un reto para la industria quesera, especialmente
en paises donde una parte pequefia del suero es usado para la produccion de concentrados
proteicos 0 permeados y una parte mayoritaria debe ser tratada adecuadamente para evitar
problemas de contaminacion (Marwaha y Kennedy, 1988) debido a la presencia de un 5-6%

de solidos disueltos, de los cuales la lactosa es el principal constituyente (Sunil et al., 2008).

Los procesos de bioconversién surgen como una alternativa para el aprovechamiento de este
coproducto como un sustrato para el crecimiento de microorganismos capaces de producir
sustancias Utiles en la industria alimentaria, textil, farmacéutica y cosmética (Marwaha et al,
1988).

En este contexto, las levaduras han emergido como una importante fuente de lactasa, debido a
que la enzima que produce la levadura tiene un pH 6ptimo adecuado para la hidroélisis de la

lactosa en leche y suero dulce (Panesar et al., 2006).

K. marxianus ofrece algunas ventajas sobre otras levaduras como su alto rendimiento celular,
aceptabilidad como microorganismo seguro (GRAS) (Gurpreet et al., 2009) y alta actividad
lactasa. También tiene la particularidad de emplear la lactosa como fuente de carbono y
energia, un amplio intervalo de temperatura (Hughes et al., 1984; Anderson et al., 1986; Banat
et al., 1992) de crecimiento (25-52 °C) por lo que es un buen modelo de estudio en cultivos en

medio soélido.

El presente trabajo esta dividido en 8 capitulos y uno méas de anexos. Inicialmente se presenta
una introduccion donde se da informacion sobre los problemas que representa para la industria
lactea los coproductos de la misma y la capacidad que tienen algunos microorganismos como

las levaduras para aprovechar este coproducto.
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En la revision bibliografica se presenta informacion relevante que muestra la capacidad de
estos microorganismos para ser empleados en diversos procesos de bioconversion. Su
importancia fisioldgica, bioquimica, metabdlica asi como sus aplicaciones biotecnoldgicas
como es la generacion de compuestos de interés industrial los cuales van desde compuestos
aromaticos, produccién de etanol, enzimas a través de la conversion de la lactosa. El punto
mas importante es el hecho de que estos bioprocesos se han llevado a cabo en su mayoria en
cultivo en medio liquido. Esto es un antecedente importante para nuestro estudio, ya que

justifica la utilizacion de estos microorganismos ahora en cultivo en medio solido.

Se plantea un objetivo general y cinco particulares que engloban el trabajo realizado. Para

cumplir con los mismos se presentan los materiales y métodos empleados en este estudio.

Finalmente, se presentan los resultados obtenidos de cultivos en medio solido a partir de
levaduras de la especie Kluyveromyces marxianus empleando lactosa como sustrato y espuma
de poliuretano como soporte inerte y se determinaron las condiciones ambientales y
nutricionales para el crecimiento de dicho microorganismo estudiando el nivel de indculo,
presencia de amortiguador de pH en el medio de cultivo, fuente de nitrogeno, concentracion de

lactosa y nutrientes.

Una vez establecidas las condiciones de cultivo se llevaron a cabo cultivos en medio sélido
empleando suero de leche ultrafiltrado como sustrato con bagazo de cafia y rastrojo de sorgo
como soportes naturales. EI material fermentado se emple6 para llevar a cabo pruebas
bromatoldgicas y de digestibilidad en rumiantes, con la participacion del Dr. Marcos Meneses
Mayo, del Colegio de Posgraduados. El suero de leche ultrafiltrado y el rastrojo de sorgo
fueron donados por el M en B. Fernando Vazquez Mantecén, del establo Michintepec del

Municipio de Pedro Escobedo, Qro.

Este trabajo presenta una opcidn interesante para utilizar el coproducto mas importante de la
industria quesera para la produccion de alimentos para rumiantes. Esto no s6lo soluciona un
problema ambiental sino que también contribuye a mejorar la sustentabilidad del proceso de la

industria lactea sobre todo en pequefias queserias.
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CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 LEVADURAS Y SU IMPORTANCIA

Las levaduras son hongos unicelulares, la mayoria perteneciente a los ascomicetos. Estos
microorganismos son importantes y ampliamente utilizados en la industria. Se cultivan por el
interés en sus propias células, sus componentes celulares y los productos finales que forman
durante la fermentacion alcoholica. Asimismo, las células de levadura se utilizan en la
fabricacion de pan y también como fuente de alimento, de vitaminas y de diversos factores de
crecimiento. La fermentacion a gran escala que produce la levadura es la que hace posible la
produccién de alcohol para propoésitos industriales, aungue se le conoce mejor por su papel en
la fabricacion de bebidas alcohdlicas, como son el vino, la cerveza y los licores (Madigan et
al., 2004).

Muchos microorganismos industriales como las levaduras, poseen el sistema bioquimico para
sintetizar algunos productos de interés comercial (Hewitt et al., 1984). La produccion de
etanol como sustancia quimica a granel es uno de los procesos biocataliticos mas importantes
y hoy en dia se fabrican casi 400 mil millones de litros de alcohol al afio en los Estados
Unidos, principalmente por la fermentacion de almidon de cereales. Para este prop6sito se han
usado algunas levaduras en la produccion de etanol a granel, incluidas las especies
Saccharomyces, Kluyveromyces y Candida (Marwaha et al., 1983), aunque la mayor parte del

etanol se produce por Saccharomyces (Madigan et al., 2004).

La levadura mas conocida es Saccharomyces cerevisiae; ésta ha sido empleada para la sintesis
de ésteres de acetato durante la fermentacion de vino (Lilly et al., 2000); su crecimiento
controlado puede producir simultdneamente etanol y lisina (Tanner et al., 1977), mientras las

células son una buena fuente de enzimas, proteinas y nucleétidos (Hewitt, et al., 1984).

De igual manera existen otras levaduras de gran importancia industrial como es el caso del
género Kluyveromyces, el cual tiene la particularidad de emplear la lactosa como fuente de
carbono y energia, un intervalo amplio de temperatura (Hughes et al., 1984; Anderson et al.,

1986; Banat et al., 1992) al cual puede crecer (25-52 °C), con buen rendimiento celular,
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aceptabilidad como microorganismo seguro (GRAS) (Gurpreet et al., 2009) y alta actividad

lactasa.

2.2 BIOQUIMICA, METABOLISMO Y FISIOLOGIA DE Kluyveromyces marxianus

La gran mayoria de los estudios publicados sobre K. marxianus se centran en su bioquimica,
metabolismo o fisiologia y también exploran las aplicaciones potenciales de este
microorganismo. Tipicamente, las células de la levadura han sido cultivadas sobre sustratos
especificos y se han llevado a cabo mediciones de las concentraciones de un sustrato o

producto ademas de la concentracién celular (Fonseca et al., 2008).

Desde 1970 se han publicado numerosos estudios sobre los aspectos bioquimicos y
metabolicos de cepas de K. marxianus (Tabla 1). Algunos identifican métodos y
clasificaciones apropiadas para K. marxianus, lo cual ha sido una tarea demandante. Estos
incluyen la observacién de que, en contraste con S. cerevisiae, el ergosterol es el Unico esterol

presente en K. marxianus (Tabla 1).

En otros casos, K. marxianus ha sido usada como fuente de compuestos especificos,
principalmente de enzimas. Los ejemplos de este grupo de estudios incluyen la obtencion de
fructosa-1,6-bifosfatasa, bifosfato-uridina (UDP), glucosa-4-epimerasa, acido fosfatasa, amino
oxidasa, proteina fosfatasas, carboxipeptidasas y aminopeptidasas (Tabla 1 y 2). También se
han llevado a cabo estudios sobre el transporte de azlcares como la lactosa, glucosa, fructosa
galactosa y xilosa y acidos organicos como el lactico y mélico (Tabla 1). Finalmente, se han
Ilevado cabo algunos estudios metabdlicos con el objetivo de caracterizar ciertos aspectos de

K. marxianus (Tabla 1).
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Tabla 1 Estudios bioquimicos y metabdlicos a partir de levaduras del género Kluyveromyces

Estudio

Cepa

Referencia

Composicion de esteroles

Caracterizacion de la enzima
fructose-1,6-bifosfatasa

Transporte de lactosa

Transporte de acido lactico

Transporte de &cido mélico

Identificacion y caracterizacion
de la pared celular de una
fosfatasa acida

Caracterizacion de una amino
oxidasa

Mecanismo de transporte de
xilosa

K. fragilis NCYC 100

K. fragilis ATCC 10022

K. marxianus CBS 397; IGC 2902,
CBS 712, IGC 2587, IGC 2671,
IGC 3014, NRRL Y-1122, CBS

397.

K. marxianus IGC 3014

K. marxianus ATCC 10022, KMS3

K. marxianus Y-610

K. marxianus CBS 6556

K. marxianus ATCC 52486

Penman y Duffus, 1974

Toyoday Sy, 1984

Van den Broek et al., 1987;
Carvalho- Silva y Spencer-
Martins, 1990.

Fonseca et al., 1991

Queirds et al., 1998

Yoda et al., 2000

Corpillo et al., 2003

Stambuk et al., 2003
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Tabla 2 Enzimas de interés industrial producidas a partir de levaduras del género Kluyveromyces

Enzima Aplicacion Cepa Referencia
Producciénde K. fragilis ATCC12424 Workman y Day, 1984
. , . Rouwenhorts et al.,
Inulinasa almibar de fructosaa K. marxianus CBS 6397
artir de inulina K. marxianus CBS 6556 1988, Rouwenhorts et
P ' al., 1990a,b
K. fragilis (varias cepas) z::;;zset %’é;ﬁr:
Reduccion del K. marxianus NYCY 111 o8 y !
B-galactosidasa  contenido de lactosa K. marxianus ATCC10022 .
. ) Bacci et al., 1996
en alimentos K. marxianus IMB3
K. marxianus CBS 6556 Brady et al,, 1995
' Martins et al., 2002
Hidrolisis de Raynal y Guerineau,
-glucosidasa materiales K. fragilis ATCC 12424 1984
celulésicos Leclerc et al., 1987

Endopoligalac-
turonasa

Protein-fosfatasas

Aminopeptidasa

Carboxipeptidasa

Reduccion de la
viscosidad de
productos
procesados de frutas

Modificacion de la
calidad de
fabricacion del queso

Envejecimiento
directo de productos
de leche y carne

Reduccion del gusto
amargo en alimentos
gue contienen
proteina

K. marxianus CCT 3172;
CCT 3172 (mutante)

K. marxianus

K. marxianus

K. marxianus

lay Wheals, 2000

Jolivet et al., 2001

Ramirez-Zavala et al.,
2004a

Ramirez-Zavala et al.,
2004b

En términos de estudios bioguimicos sobre enzimas de interés industrial, ésta especie ha sido

usada para producir inulinasa, 3-galactosidasa, B-glucosidasa y endopoligalacturonasa (Tabla

2). Ademas de estas, algunas enzimas menos difundidas con potencial de aplicacion industrial,

como las proteina-fosfatasas, carboxipeptidasas y aminopeptidasas que han sido investigadas

recientemente (Tabla 2).

En 1970 también se empezaron a llevar a cabo estudios sobre la influencia de factores

ambientales comunes sobre el crecimiento de K. marxianus, como un reflejo del interés
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eventual durante el uso de esta levadura en aplicaciones industriales. Estudios posteriores
reportaron el efecto del pH (S&nchez y Castillo, 1980), concentracion de etanol (Bajpai y
Margaritis, 1982) y concentracion de azlcar (Margaritis y Bajpai, 1983) sobre las cinéticas de

crecimiento de K. marxianus.

También se ha demostrado que cuando se fija el metabolismo oxidativo en K. marxianus,
como una funcion del incremento del flujo glicolitico, la méxima capacidad respiratoria de las

células no se ha llevado a cabo (Castillo y Ugalde, 1993).

K. marxianus no crece bajo condiciones estrictamente anaerobias: la formacion de etanol esta
casi exclusivamente ligada a la limitacion de oxigeno (Visser et al., 1990; van Dijken et al.,
1993; Bellaver et al., 2004). Otros estudios fisioldgicos se centran en la floculacion
(Fernandes et al., 1992, 1993) y la influencia de O> sobre la sobrevivencia de ésta levadura
(Isenschmid et al., 1995).

K. marxianus tiene una clara ventaja sobre otras levaduras: es termotolerante (Nigam et al.,
1997; Hack et al., 1994), tiene una velocidad de crecimiento alta, ausencia de metabolismo
fermentativo en presencia de altas concentraciones de azucar, un amplio espectro de sustratos
que puede utilizar y una alta capacidad de producciéon de enzimas de interés industrial
(Castillo, 1990).

2.3 APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE Kluyveromyces marxianus

El desarrollo de las aplicaciones biotecnoldgicas con K. marxianus han sido motivadas por un
namero de ventajas en comparacion con K. lactis. Estas incluyen el hecho de que puede crecer
sobre una gran variedad de sustratos y a altas temperaturas, altas velocidades especificas de
crecimiento y una menor tendencia a producir etanol cuando se ha expuesto a concentraciones

elevadas de aztcar (Rouwenhorst et al., 1988; Steensma et al., 1988; Bellaver et al., 2004).

Aunque algunas levaduras han sido reportadas debido a la produccion de aromas, sélo unas
pocas de éstas pueden tener una aplicacion industrial debido a su calidad GRAS (Medeiros et

al., 2000, 2001). Kluyveromyces sp. produce compuestos con aroma como ésteres de frutas,
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acidos carboxilicos, cetonas, furanos, alcoholes, alcoholes monoterpenos y acetato de isoamilo
en CML (Scharpf et al., 1986, Fabre et al., 1995), siendo el 2-feniletanol (2-PE) el més
importante comercialmente hablando (Welsh et al., 1989; Leclercqg-Peralt et al., 2004). Este
alcohol tiene un aroma a pétalos de rosa y presenta caracteristicas sensoriales que influyen en

la calidad del vino, bebidas destiladas o alimentos fermentados.

También se ha estudiado la influencia de la fuente de carbono (Fabre et al., 1998; Medeiros et
al., 2000), la velocidad de aireacion (Medeiros et al., 2001) y la composicion del medio de

cultivo (Etschmann y Schrader, 2006) sobre la produccion de aromas usando K. marxianus.

K. marxianus posee la capacidad natural de excretar enzimas. Una de las enzimas importantes
que han sido producidas a partir de esta levadura es la pectinasa, o enzima pectinolitica. Esta
estd encargada de hidrolizar la pectina. Estas enzimas son usadas industrialmente en la
extraccion y clarificacion de jugos frutales (Schwan et al., 1997; Blanco et al., 1999). Otras
aplicaciones interesantes estan relacionadas con la maceracion de vegetales, extraccion de
aceites y formulacion de comida para animales usando mezclas complejas con celulosa para
hacer mas facil la asimilacion nutricional (Blanco et al., 1999). K. marxianus tiene una
considerable ventaja sobre Aspergillus como fuente de endopoligalacturonasas, siempre y
cuando no tenga modificaciones genéticas (Harsa et al., 1993).

En esta levadura, las enzimas pectinoliticas son producidas durante el crecimiento
exponencial, pero también toda la poligalacturonasa es secretada en el inicio de la fase
estacionaria (Schwan y Rose, 1994; Schwan et al., 1997; Serrat et al., 2004). Entre los
parametros de cultivo, el oxigeno disuelto fue reportado como la clave en la produccién de
biomasa y endopoligalacturonasa (Wimborne y Rickard, 1978; Garcia-Garibay et al., 1987a).
Altas velocidades y rendimientos de produccion de biomasa requieren altos niveles de
oxigenacion, sin embargo, reprime la induccion de la endopoligalacturonasa (Wimborne y
Richard, 1978). Se ha reportado que K. marxianus exhibe capacidad pectinolitica cuando crece
sin agitacion y bajo condiciones anaerdbicas (en presencia de inductor) y no hay actividad
cuando hay altas velocidades de aireacién (Barnby et al., 1990; Schwan y Rose, 1994; Garcia-
Garibay et al., 1987a). También se reportd que la temperatura no tuvo un efecto directo sobre

la sintesis de ésta enzima pero si sobre la velocidad de crecimiento y tuvo un efecto indirecto
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en la solubilidad del oxigeno (Cruz-Guerrero et al., 1999). Se reportd también que la adicion
de pectina en un cultivo aerobio en un fermentador desreprimié la produccion de la enzima
(Garcia-Garibay et al., 1987a). Sin embargo, algunos autores no han encontrado un efecto de
la adicion de pectina en el medio en una cepa productora de endopoligalacturonasa (Schwan y
Rose, 1994; Schwan et al., 1997), mientras que otros autores reportaron el aumento en la
produccion de la enzima por esta levadura cuando se adiciond pectina (Wimborne y Rickard,
1978; Lim et al., 1980; Cruz-Guerrero et al., 1999). Esta enzima esta reportada con una fuerte

actividad entre un pH de 4 a 6 con un pH 6ptimo de 5 (Schwan et al., 1997).

De igual manera, existen reportes de que sélo el 2% de las especies de levaduras reconocidas
son capaces de fermentar la lactosa (Barnett et al., 1983), dentro de las cuales se incluye a
varias especies del género Kluyveromyces. La lactosa es un azucar presente en la leche y
representa ademas un importante interés biotecnologico y nutricional. Es el principal
constituyente sélido del suero, un coproducto en la produccion del queso y su eliminacién
representa una seria preocupacion a causa de su alta demanda de oxigeno (Gonzélez-Siso,
1996). Este azUcar es considerado el inductor primario de la sintesis de la —D-galactosidasa o
lactasa (Furlan et al., 2000).

La B-galactosidasa o lactasa es una enzima importante en la industria farmacéutica y de
alimentos (Belem et al., 1998). Esta enzima hidroliza la lactosa en sus monosacaridos glucosa
y galactosa y es usada en la preparacion de leche deslactosada o suero, en productos usados
por gente intolerante a la lactosa y para incrementar el valor y posibilidades de uso del suero,
el cual es un potencial contaminante (Belem et al., 1998), que causa serios problemas

ambientales si no es tratado adecuadamente (Castillo et al., 1990).

Las fuentes mas importantes de lactasa o P-galactosidasa son K. marxianus y K. lactis
(Castillo et al., 1990). Las aplicaciones industriales de procesos basados en la hidrolisis
enzimatica del suero de leche son escasas porque la enzima de levadura es intracelular,
haciendo dificil y costosa su extraccion (Gekas et al., 1985, Machado et al., 1990). Por otro
lado, los cultivos de K. marxianus han sido propuestos, con la finalidad de reducir la
contaminacion causada por este desecho industrial (Harden, 1996; Aktas et al., 2005), ya que
los cultivos aerobios de microorganismos pueden reducir cerca del 90-95 % de su DQO
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(Grubb y Mawson, 1993), resultando en bioingredientes de alto valor agregado para la

industria alimentaria (Belem et al., 1997).

Se han publicado algunos estudios sobre el efecto de la variacién de condiciones de cultivo
sobre la produccion de B-galactosidasa por Kluyveromyces marxianus (Garcia-Garibay et al.,
1987b). Algunos de estos han revelado el papel importante de la tension del oxigeno disuelto
(DOT) sobre el proceso (Garcia-Garibay et al., 1987b; Barberis et al., 1998; Schneider et al.,
2001). En otros estudios han usado el DOT como un pardmetro de control de sustrato en

cultivos en lote alimentado (Barberis et al., 1997; Barberis et al., 2002).

En este mismo contexto, existen reportes en los que muestran que durante la fase estacionaria
del cultivo de K. marxianus (cepas CBS 712 y CBS 6556) la actividad lactasa permanecié
constante (Rech et al., 1999). En contraste, otros autores reportaron una reduccion en la
actividad lactasa en la fase estacionaria (Mahoney et al., 1975). La alta actividad lactasa de las
cepas CBS 712 y CBS 6556 se reportd a una temperatura de 37 °C, decayendo rapidamente a
temperaturas por arriba de 40 °C (Rech et al., 1999), mientras que en la cepa IMB3 la enzima
fue activa a 50 °C (Barron et al., 1995).

Otra enzima industrialmente importante es la inulinasa, la cual libera las moléculas de fructosa
de la inulina. Esta expresion es inducida por inulina o sacarosa y la enzima puede ser
excretada al medio de cultivo o permanecer asociada a la pared celular (Rouwenhorst et al.,
1988; Barranco-Florido et al., 2001). K. marxianus ha sido ampliamente estudiada por la
produccién de inulinasa, con el objetivo de producir fructosa a partir de inulina (Cruz-
Guerrero et al., 1995). Esta enzima es producida por muchos microorganismos como
Kluyveromyces, Aspergillus, Staphylococcus, Xantomonas y Pseudomonas. Sin embargo una
de las ventajas de usar Kluyveromyces marxianus es su resistencia a condiciones de aireacién
y de estrés (Hewitt et al., 1984).

Esta especie tambien ha sido propuesta como una fuente de oligonucledtidos, usados como
saborizantes de comida, oligosacaridos usados como prebidticos y oligopéptidos
inmunoestimuladores adicionados a productos lacteos (Belem et al., 1997; Belem y Lee, 1998,
1999).
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Por otra parte, esta especie ha sido reportada como productora de etanol a temperaturas por
arriba de los 40 °C, con un crecimiento maximo a 47 °C (Anderson et al., 1986), a 49 °C
(Hughes et al., 1984) 0 52 °C (Banat et al., 1992). Diferentes procesos han sido usados para la
produccidn de etanol a partir de ésta especie: cultivos con elevadas concentraciones de sustrato
(Grubb y Mawson, 1993; Barron et al., 1996), lote alimentado (Ferrari et al., 1994; Gough et
al., 1998; Love et al., 1996), sistemas continuos (Love et al., 1998), procesos simultaneos de
sacarificacion y fermentacion adicionando enzimas (Barron et al., 1995b, 1996, 1997; Boyle et
al., 1997; Nilsson et al., 1995; Ballesteros et al., 2002a,b, 2004), por clonacion de genes
heter6logos de celulasa (Hong et al., 2007), entre otros. Otras aplicaciones potenciales de ésta
especie incluyen su uso como levadura de pan (Caballero et al., 1995) y como agente
anticolesterolémico (Yoshida et al., 2004).

2.4 CULTIVO EN MEDIO LiQUIDO (CML) Y EN MEDIO SOLIDO (CMS)

Los procesos de fermentacion pueden ser divididos generalmente en fermentaciones
sumergidas (CML) y sélidas (CMS). La mayor diferencia entre estos dos bioprocesos es la
cantidad de agua libre en el sustrato. EI CMS involucra el crecimiento de microorganismos
sobre sustratos solidos humedos, en ausencia o casi ausencia de agua libre entre las particulas.
Por supuesto que los microorganismos necesitan agua para crecer y en los sistemas de CMS
ellos obtienen agua de la humedad retenida entre las particulas del sustrato (Mitchell et al.,
2000).

Dentro de las diferencias que se pueden encontrar en los procesos de CMS en comparacion
con el CML es que en el primero el medio de cultivo es relativamente simple y los nutrientes
estdn mas concentrados, permitiendo emplear reactores pequefios y obteniendo altas
productividades volumetricas y productos mas concentrados. La baja actividad de agua ayuda
a evitar contaminantes, se genera un bajo volumen de efluente, sin embargo, la capacidad de
remover el calor metabodlico esta restringida, conduciendo a problemas de sobrecalentamiento
y el control del proceso es dificil debido a las dificultades de las mediciones en linea en
comparacion con el CML (Cochet et al., 1988; Durand y Chereau, 1988). En la Tabla 3 se

resumen las diferencias principales entre estos sistemas.
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Los CMS ofrecen numerosas oportunidades en los procesamientos de residuos
agroindustriales. Estos es particularmente interesante porque los procesos en estado solido
tienen bajos requerimientos energéticos, consumen menos gasto de agua y son amigables con
el ambiente ya que el problema de la disposicion de los desechos solidos es posible de atender

con facilidad (Pandey, 2003).

Hay algunos aspectos que deben ser considerados en el desarrollo de un bioprocesos en CMS.
Estos incluyen la seleccion de un microorganismo Yy sustrato adecuados, optimizacion de los
parametros del proceso y la extraccién, aislamiento y purificacién del producto (Pandey,
2003). En cuanto a la seleccion de los parametros del proceso y su optimizacion, se incluyen
los pardmetros fisicoquimicos y bioquimicos como el tamafio de particula, el contenido de
humedad inicial, pH y el pretratamiento del sustrato, humedad relativa, temperatura de
incubacion, agitacion y aireacion, edad y tamafio de indculo suplementacion de nutrientes

como el nitrégeno, fésforo y elementos traza, suplementacion de la fuente de carbono e

inductores, extraccion del producto y su purificacion, entre otros (Pandey, 2003).

Tabla 3 Comparacién entre el CML y el CMS (Durand y Chereau, 1988).

CULTIVO EN MEDIO SOLIDO

CULTIVO EN MEDIO LIQUIDO

Algunos productos son producidos con bajos
contenidos de humedad.

Productos muy variados con wuna diversidad de
microorganismaos.

El medio de cultivo es relativamente simple y no
puro. Puede contener todos los nutrientes
necesarios para el crecimiento. Pretratamientos
simples y sustrato variable.

EI medio contiene ingredientes altamente procesados. La
reproducibilidad es posible con un medio bien definido.

La baja actividad de agua evita el crecimiento de
contaminantes.

La actividad de agua es usualmente muy alta y pueden
crecer muchos contaminantes.

Usa medios concentrados, empleo de reactores
pequefios, altas productividades volumétricas y
rendimientos.

Medios diluidos y grandes volimenes,

productividades volumétricas.

bajas

Altas concentraciones de sustrato facilitan alta
concentracion de producto

Altas concentraciones de sustrato pueden causar
problemas de reologia.

La aireacion requiere menos potencia ya que las
presiones son bajas.

Pueden ser requeridas altas presiones de aire. La
transferencia del gas a la fase liquida es limitada.

Los mezclados entre particulas es imposible y el
crecimiento puede ser limitado por la difusion de
nutrientes.

Se pueden hacer mezclados vigorosos y no verse limitada
la difusion de nutrientes.
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La capacidad de remover el calor metabdlico esta
restringida  conduciendo a problemas de
sobrecalentamiento.

El alto contenido de agua y la dilucion natural facilitan
el control de temperatura.

El control de los procesos no es facil debido a las
dificultades de las mediciones en linea y la
medicion de la biomasa.

Muchos sensores en linea pueden ser empleados. Se
pueden adicionar sustancias para controlar el proceso.

Estos procesos requieren mover grandes volimenes de
Los productos son mas concentrados. agua y es costoso. La purificacion del producto puede
ser facil.

No se producen grandes volimenes de liquido

Se producen grandes volumenes de liquido remanente.
remanente.

Las cinéticas de crecimiento y fenémenos de Mucha informacion cinética y de transporte es capaz de
transporte estan pobremente caracterizados. guiar al disefio y operacion del reactor.

Los hongos y las levaduras son microorganismos que han sido empleados en procesos de
CMS, aunque también los cultivos bacterianos pueden ser bien manejados y manipulados en
CMS (Namboothiri y Pandey, 1996; Pandey et al., 1998; Pandey et al., 2000). Los hongos son
capaces de crecer sobre sustratos solidos, mientras que las bacterias y levaduras crecen sobre

sustratos solidos a niveles de humedad del 40-70% (Raghavarao et al., 2003).

La seleccion de un sustrato adecuado es otro aspecto importante del CMS. El sustrato sélido es
no soluble y acttia como soporte fisico y como fuente de nutrientes. Este material puede ser un
soporte solido natural, por ejemplo, residuos agroindustriales o soportes inertes (Pandey et al.,
2000; Pandey et al., 2001; Hoogschagen et al., 2001). Sin embargo, no es necesario combinar
el papel de soporte y sustrato si no mas bien reproducir las condiciones de baja actividad de
agua Yy alta transferencia de oxigeno usando un material nutricionalmente inerte embebido en

una solucion de nutrientes (Pandey, 2003).

Dentro de los problemas que se pueden encontrar en los sistemas de CMS, el calor y la
transferencia de calor y masa son de los mas importantes. Durante el CMS se genera una gran
cantidad de calor, el cual es directamente proporcional a la actividad metabdlica del
microorganismo (Chahal, 1983). Los materiales sdlidos usados en CMS tienen baja
conductividad térmica, por lo tanto, la remocion del calor del proceso puede ser muy lenta. La
transferencia de calor dentro o fuera del sistema del CMS esta estrechamente relacionada con
la aireacion en el sistema. La temperatura del sustrato es también un factor critico en el CMS y

afecta el crecimiento del microorganismo, la formacion de esporas y germinacion y la
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formacion de producto (Moreira et al., 1981). Un alto contenido de humedad resulta en la
disminucion de la porosidad del soporte, lo cual impide la penetracion de oxigeno (Pandey,
2003).

Por otra parte, el agua es un factor critico en los CMS. La actividad de agua (Aw) de un
sustrato tiene una gran influencia sobre la actividad microbiana. En general, los tipos de
microorganismos que puede crecer en los sistemas de CMS son determinados por al Aw. La
Aw del medio ha sido considerada como un parametro fundamental para la trasferencia de
masa del agua y solutos a través de las células del microorganismo. El control de éste
pardmetro puede ser usado para modificar la produccion o excrecién metabolica de un

microorganismo (Pandey, 2003).

Dentro de las aplicaciones del CMS se encuentran:
1. El desarrollo de bioprocesos como la bioremediacion y biodegradacién de compuestos
peligrosos (Classen et al., 2000).

2. La detoxificacion bioldgica de residuos agroindustriales (Brand et al., 2000).

3. Biotransformacion de residuos agricolas para enriquecimiento nutricional (Schmidt et
al., 2001).

4. Producciéon de productos con valor agregado como metabolitos secundarios con

actividad bioldgica, incluidos antibidticos, alcaloides, factores de crecimiento en
plantas, acidos organicos, biopesticidas incluidos micopesticidas y bioherbicidas,

biosurfactantes, compuestos aromaticos y enzimas, entre otros (Medeiros et al., 2000).

2.5 CULTIVO DE Kluyveromyces marxianus EN CML Y EN CMS

Es importante destacar que se tiene una amplia informacion de levaduras en general y en
particular de Kluyveromyces marxianus en cultivo liquido (CML) (Ballesteros et al., 2004;
Becerra et al., 2004; Cortés et al., 2005; Gonzélez-Siso, 1994; Inchaurrondo et al., 1993;
Cruz- Guerrero et al., 1999; Belem et al.,1999), como se observa en la Tabla 4, mientras que
los estudios en fermentacion en estado solido (CMS) son muy escasos (Tabla 5), considerando
que este tipo de fermentacion es aplicable a varios sustratos y las aplicaciones industriales son

numerosas (Sato et al., 1985).
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A pesar de todas las ventajas que presenta la fermentacién en estado sélido sobre la

fermentacion en cultivo sumergido, hay pocos reportes de ésta especie en CMS, los cuales se

centran en la sintesis de inulinasa (Selvakumar y Pandey, 1999; Medeiros y Pandey, 2000;

Bender et al., 2006; Mazutti et al., 2006, 2007) y recientemente de lactasa (Tovar-Castro et

al., 2008). Por tal motivo consideramos que esta especie es un buen modelo de estudio para

profundizar més acerca de su fisiologia en CMS y su aplicacion en la utilizacion del principal

coproducto de la industria quesera como lo es la lactosa.

Tabla 4 Produccion de enzimas por Kluyveromyces en CML

Levadura Sustrato Producto Referencia
K. fragilis NRRL-Y- [-galactosidasa )
1109 Lactosa 10% Marison, 1987

K. marxianus CBS 6556

K. marxianus
CDBBL278

K. marxianus
CDBBL278

K. marxianus

K. marxianus CDBBL
52466

K. marxianus NRRL-
Y1109

K. marxianus ATCC
16045

K. marxianus CDBBL

278y Al

Inulina 0.25 %

Lactosa/Inulina/Pectina

Pectina/Glucosa

Suero deshidratado
15%

Inulina 1.0 %

Suero deshidratado 6.6
%

Sacarosa 0.4 %

Inulina 0.25 %

Inulinasa

[-galactosidasa
Pectinasa

Inulinasa

Endopoligalacturonasa

Oligonucledtidos

Inulinasa

Etanol

B-galactosidasa

Inulinasa

Inulinasa

Rouwenhorts et al.,
1988

Espinoza et al., 1992

Cruz-Guerrero et al.,
1999

Belemy Lee, 1999

Selvakumar y
Pandey, 1999.

Cortés et al., 2005

Khalil et al., 2004

Cruz-Guerrero et al.,
2006.
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Tabla 5 Produccion de enzimas por Kluyveromyces en CMS

Levadura Sustrato Producto Referencia

K. marxianus ATCC

Inulina 20 g Inulinasa Selvakumar y Pandey, 1999
52466
K. marxianus ATCC Compuestos ]
Glucosa 10% ) Medeiros y Pandey, 2000
10022 aromaticos
Bagazo de cafia
K. marxianus NRRL Y- suplementado ]
Inulinasa Bender et al., 2006
7571 con melaza 'y
licor de maiz
K. marxianus NRRL Y- ) )
Sacarosa 2 % Inulinasa Mazutti et al., 2007
7571
) Lactasa
K. marxianus CDBBL 278 Lactosa 5% ] Tovar-Castro et al., 2008
Inulinasa
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

Existen reportes que indican que sélo el 2% de las especies de levaduras reconocidas son
capaces de fermentar la lactosa (Barnett et al., 1983), dentro de las cuales se incluye a las del
género Kluyveromyces. La lactosa representa un importante interés biotecnologico y
nutricional. Es el principal constituyente solido del suero, un coproducto en la produccion del
queso y su eliminacidn representa una seria preocupacion ambiental (Gonzalez-Siso, 1996).
Este azUcar es considerado el inductor primario de la sintesis de la B—D-galactosidasa o lactasa
(Furlan et al., 2000). K. marxianus tiene una clara ventaja sobre otras levaduras: es
termotolerante (Nigam et al., 1997; Hack y Marchant, 1998), tiene una velocidad de
crecimiento alta, efecto Crabtree negativo, un amplio espectro de sustratos que puede utilizar y

una alta capacidad de produccion de enzimas de interés industrial (Castillo, 1990).

Existe una amplia informacion de levaduras de Kluyveromyces marxianus en cultivo
sumergido (CML) (Ballesteros et al., 2004; Becerra et al., 2004; Cortés et al., 2005;
Gonzélez-Siso 1994; Inchaurrondo et al., 1993; Cruz- Guerrero et al., 1999; Belem et
al.,1999) Mientras que los estudios en cultivo en estado sélido (CMS) son escasos
(Selvakumar y Pandey, 1999; Medeiros et al., 2000; Bender et al., 2006; Mazutti M. et al.,
2007; Tovar-Castro et al., 2008), ademas, este tipo de cultivo puede llevarse a cabo con varios
sustratos y las aplicaciones industriales son numerosas (Sato et al., 1985). A pesar de todas las
aplicaciones potenciales de Kluyveromyces marxianus, hace falta informacion sobre su cultivo
en estado solido. Esto establece la necesidad de estudiar la fisiologia de estas levaduras en

CMS empleando lactosa como fuente de carbono y energia.

Por lo anterior, nuestra hipotesis es que la utilizacion de un sistema experimental modelo
usando soporte sintético en el CMS de Kluyveromyces marxianus, permitira establecer las
bases técnicas para la extrapolaciéon a un sistema de cultivo mas cercano a la realidad usando

fibras naturales como soportes y suero de leche industrial como fuente de lactosa.
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CAPITULO 4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Generar conocimiento fundamental del cultivo de levaduras de Kluyveromyces

marxianus en medio sélido empleando soportes sintéticos y naturales y lactosa como

fuente de carbono y energia.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES
a) Evaluar el efecto del nivel de in6culo y de amortiguadores de pH en las fases de

retardo, tasas de actividad respiratoria, CO> total formado, biomasa, consumo de lactosa,

rendimientos de biomasa (Yx/s) y de actividad enzimatica del CMS de K. marxianus.

b) Valorar el efecto del origen de la fuente de nitrogeno en las fases de retardo,
tasas de actividad respiratoria, CO> total formado, biomasa, consumo de lactosa,
rendimientos de biomasa (Yx/s) y de actividad enzimatica del CMS de 6 cepas de K.

marxianus.

C) Determinar el efecto del aumento en la concentracion de lactosa y de nutrientes
sobre las variables principales del CMS (fase de retardo, tasa de actividad respiratoria,
CO; total formado, biomasa, consumo de lactosa, rendimiento de biomasa y de

actividades enzimaticas) de Kluyveromyces marxianus.
d) Evaluar el efecto de suero de leche como sustrato en fase de retardo, tasa de
actividad respiratoria, CO> total formado, biomasa, consumo de lactosa, rendimiento de

biomasa y de actividades enziméticas del CMS de Kluyveromyces marxianus.

e) Valorar el cultivo de levaduras de Kluyveromyces marxianus sobre bagazo de

cafia de azucar Yy rastrojo de sorgo impregnados con suero de leche industrial.
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CAPITULO 5. MATERIALES Y METODOS

5.1 MICROORGANISMOS Y MEDIOS DE CULTIVO

5.1.1 MICROORGANISMOS

Se estudiaron 6 cepas del genero Kluyveromyces (Tabla 6), las cuales fueron proporcionadas
por la Dra. Alma Cruz Guerrero de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa. Las cepas se resembraron en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) y se
incubaron a 30 °C por 24 h, posteriormente se subcultivaron cada dos semanas y se
mantuvieron a 4 °C. Su preservacion se llevd a cabo a -40 °C empleando etilenglicol como

crioprotector.

Tabla 6 Cepas de Kluyveromyces marxianus estudiadas.

Cepa Clave Produccion
K. marxianus UCDC-C 351 Lactasa, pectinasa
K. marxianus NCYC 587 Lactasa, pectinasa
K. marxianus NRRL-Y-1109 Lactasa
K. marxianus NCYC 1429 Hiperproductora inulinasa
K. marxianus CDBBL-278 Lactasa, pectinasa, inulinasa
K. marxianus var. bulgaricus Agua Miel A1 Hiperproductora inulinasa

5.1.2 MEDIOS DE CULTIVO

Se emplearon tres medios de cultivo:

1. Agar Papa Dextrosa (PDA) de la marca BIOXON para el crecimiento de Kluyveromyces
marxianus.

2. Medio de cultivo lactosado reportado para el cultivo liquido de Kluyveromyces marxianus
(Cortés et al., 2005, Lukondeh et al., 2005), cuya composicion es (g/L): Lactosa 50;
extracto de levadura 2.23; (NH4)2SO4 8.75; KH2PO4 2.72 y MgSO47H.0 0.518. EI medio
de cultivo fue balanceado para una produccion de biomasa de 21.5 g/L. La composicion de

los medios y la preparacion del suero de leche se detallan en el anexo A-1y A-2.
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5.2 CONDICIONES DE CULTIVO

5.2.1 PREPARACION DEL INOCULO

El indculo se prepard de la siguiente manera: con la ayuda de un asa se transfirieron células
del cultivo en PDA a un matraz Erlenmeyer de capacidad de 250 mL conteniendo 60 ml de
medio de cultivo lactosado, pH 5.5 (Cortés et al., 2005, Lukondeh et al., 2005) previamente
esterilizado a 121 °C por 15 min. Los matraces fueron incubados a 30 °C por 24 h en un
agitador rotatorio a 150 rpm.

5.2.2 TRATAMIENTO DEL SOPORTE
Se trabajé con tres soportes: espuma de poliuretano (PUF), bagazo de cafia y rastrojo de sorgo.

El PUF se moli6 con tamafio de malla de 1.5 mm y posteriormente se tamiz6 hasta obtener un
tamafo de particula de 0.8-1.5 mm. Posteriormente, se lavd tres veces con agua caliente y
después una vez con agua fria. Se desecho el agua y se sec6 en estufa a 60 °C durante 24 h. El
bagazo de cafia se tamiz0 hasta obtener un tamafio de particula de 0.8 mm y se secé en estufa a
60 °C durante 24 h. El rastrojo de sorgo se cortdé aproximadamente a 2 cm de largo y se seco
en estufa a 60 °C durante 24 h.

5.2.3 CULTIVO EN MEDIO SOLIDO (CMS)

5.2.3.1 CMS EN COLUMNAS DE VIDRIO

Los CMS de Kluyveromyces marxianus se llevaron a cabo en columnas de vidrio de 21 cm de
largo por 4 cm de didmetro (Saucedo-Castafieda, 1994). Se empled espuma de poliuretano
(PUF) como soporte inerte con un tamafo de particula de 0.8-1.5 mm el cual fue impregnado
con el mismo medio empleado para la preparacion del in6culo (Fig.1). La concentracion de
lactosa correspondiente en CMS fue de 50 g/L, ya que en el suero de leche dulce encontramos
aproximadamente esa concentracion de lactosa (que también corresponde a 17014 mg por ¢
de materia seca inicial: gmsi), siendo la Unica fuente de carbono empleada para la produccion
de biomasa y enzimas (Gonzélez-Siso, 1996; Castrillo y Ugalde., 1993; Cortés et al., 2005;
Belem y Lee, 1993; Castillo, 1990). Cada columna fue empacada con aproximadamente 5 g de
materia seca (gms), previamente esterilizada (121 °C por 15 min) e inoculada con una
suspension de levaduras de 2.5x10° cel/gms. A las columnas se les pasé un flujo de aire

previamente humedecido de 0.5 ml de aire por gramo de materia himeda por minuto (0.5

20

CMS de levaduras de K. marsianus en soportes sinté(icos y- naturales usando lacfosa como fuente de C y £



Materzales y Mégodos

vgm). El contenido de humedad inicial y Aw fue de 75% y 0.997, respectivamente; las
columnas se incubaron a 30 °C. Los tiempos de cultivo variaron en cada estudio y la toma de
muestras se realizo al inicio y final del cultivo en todos los casos, excepto en el estudio de
aumento en la concentracion de todos los nutrientes en el medio de cultivo. EI tiempo de
cultivo se determind cuando se alcanzaba la tercera parte de la velocidad maxima de
produccion de CO>. Los ensayos en columna se hicieron por triplicado como experimentos
independientes y el analisis estadistico de los resultados se llevdo a cabo empleando la

metodologia de Duncan con un .<0.05.

PUF+In6culo+Medio
de cultivo en
Columnas de vidrio

m Cultivo en medio sélido

(Saucedo-Castafieda y
col. 1994).
v e 1 /% v

Figura 1 Sistema de CMS de Kluyveromyces marxianus en columnas de fermentacion a nivel
laboratorio.

5.2.3.2CMS EN REACTOR DE CHAROLAS Y REACTOR DE LISTONES

También se llevaron a cabo CMS de K. marxianus NCYC 587 y CDBBL 278 tanto en
columnas de vidrio como en reactor de charolas empleando bagazo de cafia como soporte
(Fig.2) y posteriormente solo se trabajé con la Ultima cepa llevando a cabo CMS tanto en
columnas de vidrio asi como en reactor de charolas y reactor agitado por listones helicoidales
(Nava et al., 2006) empleando rastrojo de sorgo como soporte natural (Fig.3) y suero de leche
ultrafiltrado, proporcionados por el M. en B. Fernando Vazquez Machado del Rancho de
Pedro Escobedo, Establo Michintepec, Querétaro, como sustrato, el cual contenia 4.8 % de
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lactosa (p/v) en su composicion. Cada columna fue empacada con aproximadamente 25 gms,
previamente esterilizada (121 °C por 15 min) e inoculada con una suspension de levaduras de
2x10° cel/gms. A las columnas se les pasé un flujo de aire previamente humedecido de 0.5 ml
de aire por gramo de materia himeda por minuto (0.5 vgm). El contenido de humedad inicial y
Aw fue de 75% Yy 0.998, respectivamente; las columnas se incubaron a 30 °C. Los cultivos se
realizaron por triplicado. El analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo empleando la
metodologia de Duncan con un a<0.05. En el caso del reactor de charolas, se empacaron 4
charolas (dimensiones de 3.5x26.5x20.5 cm), cada una con aproximadamente 125 gms, un
contenido de humedad de 75%, una Aw de 0.997 y una suspension de levaduras de 5x10°
cel/lgms y se les hizo pasar un flujo de aire previamente humedecido de 1.5 vgm. La
temperatura de las charolas se midié en el centro de éstas y a la mitad del lecho y en la

corriente de aire de salida del reactor se midio la produccion de COa.

Inéeulo: p
Soporte+néculo+MC en

charolas

LT e T

Figura 2 Sistema de CMS de Kluyveromyces marxianus en columnas de fermentacion y reactor de
charolas.

El reactor de listones (Fig.3) se empaco con aproximadamente 2.5 kg de materia seca (Fig.4),
usando como soporte rastrojo de sorgo, suero de leche ultrafiltrado industrial como sustrato y
se inoculd con una suspension de levaduras de 5x10° cel/gms, se aire6 con 1.5 vkgm y un

contenido de humedad de 75%. La temperatura de la chaqueta del reactor se mantuvo a 30 °C.
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Figura 3 Diagrama esquematico del arreglo del sistema piloto (a). Vista esquematica del reactor
de listones helicoidales usado para el CMS con rastrojo de sorgo a escala piloto; entrada de aire
(1), salida de aire (2), entrada de inéculo (3), manejo de la flecha.

CMS

Soporte e indculo

G

Soporte inoculado

Suero de leche ultrafiltrado

Reactor de listones

Cultivo & temperatura
ambiente

Columnas

Figura 4 Sistema de CMS de Kluyveromyces marxianus en columnas de fermentacion, reactor de
charolas y reactor de listones usando rastrojo de sorgo y suero de leche ultrafiltrado industrial.
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5.3 CULTIVO DE K. marxianus EN MEDIO SOLIDO EMPLEANDO 4 NIVELES DE
INOCULACION Y USO DE AMORTIGUADORES.

Se realizaron ensayos preliminares para determinar el nivel de inoculacion. Para este proposito
se empled Unicamente la cepa de K. marxianus CDBBL 278. Se llevd a cabo el mismo
procedimiento que en el apartado 5.2.3, s6lo que en este caso se estudiaron 4 niveles de
inoculacion los cuales fueron: 2.5x10% 2.5x10°; 2.5x10°8 y 2.5x107 cel/gms. EI CMS se llevo a
cabo a un pH inicial de 5.5, 75% de humedad y Aw de 0.998, empleando PUF como soporte.
De igual manera, se llevaron a cabo CMS de K. marxianus CDBBL 278 empleando dos
amortiguadores de pH en el medio de cultivo: amortiguador de fosfato de potasio 25 mM y
amortiguador de acetato de sodio 25 mM. Las condiciones de cultivo fueron como se

menciona en la seccion 5.2.

5.4 CULTIVO DE K. marxianus EN SOLIDO VARIANDO LA FUENTE DE NITROGENO
Se estudio el efecto de la utilizacion de mezclas de urea y sulfato de amonio sobre el cultivo

de las 6 cepas en estudio con la finalidad de amortiguar los cambios de pH. El total de la
fuente de nitrégeno provino de mezclas de sulfato de amonio (SA) y urea (U) en las siguientes
proporciones (SA:U): 100:0; 80:20; 60:40; 40:60; 20:80 y 0:100. Los medios fueron
isonitrogenados con N_=1.85 g/L.

55 CULTIVO DE K. marxianus EN MEDIO SOLIDO AUMENTANDO LA
CONCENTRACION DE LACTOSA EN EL MEDIO DE CULTIVO.

Se trabajé bajo las mismas condiciones que en el apartado 5.2.3.1, empleando el medio de
cultivo lactosado con una mezcla de SA 'y U en proporcién 80:20 en la fuente de nitrégeno y
se aumentd la concentracion de lactosa de 50 a 100 y 150 g/L (correspondientes a 195, 314 y
518 mg/gms, respectivamente) para estudiar su efecto sobre las variables del cultivo de
levaduras en medio sélido. Por otra parte, se trabajo bajo las mismas condiciones que en el
apartado 5.2.3.1, empleando el medio de cultivo lactosado con una mezcla de SA y U en
proporcion 80:20 en la fuente de nitrégeno (1X) y se aumento la concentracion de todos los
nutrientes del medio 1X, 2X y 3X para estudiar su efecto sobre las variables principales del

cultivo de levaduras en medio sélido.
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5.6 CMS DE K. marxianus EMPLEANDO SUERO DE LECHE ULTRAFILTRADO COMO
SUSTRATO, PUF COMO SOPORTE SINTETICO Y BAGAZO DE CANA DE AZUCAR Y
RASTROJO DE SORGO COMO SOPORTES SINTETICOS

Se llevaron a cabo CMS con K. marxianus cepas NCYC 587 y CDBBL 278, empleando suero
de leche ultrafiltrado preparado a partir de leche entera Santa Clara (Anexo A-1y A-2) como
sustrato, el cual contenia 48 g/L de lactosa (aproximadamente 184 mg/gms). Posteriormente,
se llevaron a cabo CMS de K. marxianus cepa NCYC 587 y CDBBL 278 en columnas de
fermentacion, reactor de charolas y reactor de listones empleando suero de leche ultrafiltrado
industrial como sustrato (conteniendo 48 g/L de lactosa) proveniente del Establo Michintepec,
Qro., bagazo de cafia de azlcar Y rastrojo de sorgo como soportes naturales y un tamafio de

indculo de 5x10° cel/gms para evitar problemas de contaminacidn en los reactores.

5.7 TRATAMIENTO DE MUESTRAS
Una vez terminado el cultivo el material fermentado de las columnas, del reactor de charolas y

del reactor de listones, se vacio y se colocd en bolsas de polipropileno que se almacenaron a
10 °C hasta su utilizacion. El procedimiento para el tratamiento de las muestras se presenta a

continuacion:

Se pesaron 4 g de materia fermentada y se adicionaron 20 ml de Tween 80 al 0.01%, se
mezcl6 durante 5 min con agitador magnético. La biomasa se separd de la materia fermentada
mediante prensado Y filtrado a través de un tamiz de acero inoxidable de malla No. 100. El
filtrado fue centrifugado por 10 min a 6500 rpm. El sobrenadante fue empleado para
determinar la lactosa y las actividades enzimaticas extracelulares, mientras que el precipitado
fue secado a 60 °C por 24 h para determinar la biomasa (Carrizales y Rodriguez, 1981). En
muestras separadas, el extracto enzimatico intracelular se obtuvo de la biomasa precipitada
después de centrifugacion, como se menciond arriba. El precipitado fue sometido a
rompimiento celular empleando perlas de vidrio en un rompedor ultrasénico (Mini-
BeadBeater, Sartorius). Posteriormente, se adiciond 1 ml de buffer de fosfatos de potasio 25
mM, pH 5.5 y se centrifugd a 12000 rpm por 10 min. El sobrenadante fue empleado para el

analisis de las actividades enzimaticas intracelulares.
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Por otra parte, el resto del material fermentado con rastrojo de sorgo se dividié en dos
porciones y para cada sustrato empleado se hizo un tratamiento con y sin temperatura con
vapor directo en autoclave a 90 °C por 10 min. Una vez concluido este tiempo el material
tanto tratado térmicamente como sin tratar se seco a temperatura ambiente por 72 h y una vez

seco se empled para las pruebas bromatologicas y de digestibilidad en rumiantes.

5.8 TECNICAS ANALITICAS

5.8.1 DETERMINACION DE BIOMASA
Se determind la produccion de CO, como medida indirecta del crecimiento de las cepas de

Kluyveromyces marxianus (Saucedo-Castafieda et al., 1994). La concentracién de CO2 que
salia de las columnas de fermentacion se monitored en linea usando un cromatografo de gases
(GowMac 580, Gow-Mac Instrumentation Co., Bethlehem, PA, USA), equipado con un
detector de conductividad térmica y un inyector automaético; una columna concéntrica de
separacion de gases (CTRI, Alltech) y un programa integrador (Chroma Biosystémes, France).
Los resultados se expresaron en términos de velocidad de formacion de dioxido de carbono
(mgCO2/h gmsi), CO- total formado (mgCO./g msi), fase de retardo (h) y de la tasa especifica

de CO- 0 tasa de actividad respiratoria (h).

Los datos de concentracion de CO> fueron utilizados para estimar las velocidades de
produccion de CO». Considerando la definicion de p (ec. 1) y el rendimiento Yco./x (ec. 2)

constante en la fase de crecimiento exponencial, se obtiene (ec. 3):

U= (%Xd%t) (ec. 1)

Considerando que Yco,/x es constante, la ecuacion 1 se puede reescribir:

R P =

u tiene el subindice CO- para indicar que fue estimada a través de mediciones de CO>
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ﬂcof(%ozjdco%t (ec. 3)

Al integrar esta ecuacion se obtiene:

Ln(coz%ozi] (ec.4)

Hco,= At
Si las consideraciones anteriores son correctas, el valor de p sera el valor de la pendiente de la
grafica del logaritmo de la concentracion de CO2 contra el tiempo (ec. 4), en la fase de
crecimiento acelerado (Saucedo-Castafieda et al., 1994). Esta estimacion es muy atil para
caracterizar los cultivos en medio sélido, cuando no es posible la determinacion directa de la

biomasa.

El ti,g €s la duracion de la fase de retardo y se calcula en la interseccion de la tangente a la
curva del Ln CO2 en la etapa de crecimiento exponencial (ucoz) con el valor del Ln CO>

practicamente constante de las primeras horas de cultivo.

5.8.2 DETERMINACION DE LACTOSA
El consumo de lactosa se midié durante los cultivos de Kluyveromyces marxianus mediante la

técnica de fenol-sulfarico (Dubois et al., 1956) determinando los azUcares totales a 490 nm.
Una vez separada la biomasa se tom6 1 ml del sobrenadante centrifugado y se empleé para el
analisis de azucares totales por el método del fenol-sulfirico. Este método esta basado en la
reaccion de los carbohidratos con fenoles en presencia de un acido fuerte. Bajo condiciones
fuertemente acidas, los carbohidratos se deshidratan y forman furfural e hidroximetilfurfural,
los cuales se condensan con el fenol. La reaccion completa resulta en la formacion de un
complejo color amarillo-naranja que se puede leer a 490 nm (para las hexosas) y a 480 nm
(para pentosas). El color producido es permanente y es Gtil para determinar pequefias
cantidades de azucares y sus metilderivados, oligosacaridos y polisacaridos extraidos con

diferentes disolventes.
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Método:

Se adicionan 2 ml de la solucion de carbohidratos en tubo y 0.5 ml de fenol al 80%,
rapidamente se incorporan 5 ml de H2SO4 concentrado con agitacion continua y se deja
reposar durante 10 min. Se agita nuevamente y se colocan los tubos en bafio maria a 25-30 °C
durante 10-20 min. Se leen las absorbancias del color caracteristico amarillo-naranja a 490 nm
para hexosas y 480 nm para pentosas y acidos uronicos. Los blancos se preparan sustituyendo

la solucidn de azdcares por agua destilada. Las soluciones se preparan por triplicado.

Curva de calibracion: la concentracion de azlcares se determin6é con ayuda de una curva
patron de 0 a 0.1 g/L. a partir de la solucion patron de lactosa de 10 g/L se prepararon
estandares de 0, 10, 20 hasta 100 pL. Los coeficientes de regresion de la curva de calibracién

fueron mayores a 0.998.

Este método solo se aplico para las muestras de los estudios de los niveles de inoculacién y de
los amortiguadores de pH. Posteriormente, esta técnica se reemplazé por HPLC (Perkin Elmer
Binary LC Pump 250) empleando un detector de indice de refraccion (Perkin Elmer LC-30 RI
Detector), una columna Rezex de 300 mm (Phenomenex) y como fase movil se empled H.SO4
5 mN a un flujo de 0.5 mL/min y 50 °C.

5.8.3 DETERMINACION DE HUMEDAD, pH, Aw Y CONCENTRACION CELULAR
El contenido de humedad del material fermentado se determin6 empleando una termobalanza

Ohaus, previamente tarada. EI pH se determin6 empleando un potenciémetro marca
Conductronic pH120, previamente calibrado. Se utiliz6 un instrumento AQUA-LAB (CX-2)
para determinar la actividad de agua (Aw) de una porcién de materia himeda fermentada (0.5
g). La concentracion de células se estim6 tomando 100 uL del indculo y se llevaron a 1000 pL
con agua destilada. Posteriormente, se tomaron 300 uL de la suspension y se procedié al

conteo en microscopio Olympus empleando un hematocitometro Neubauer.
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5.8.4 DETERMINACIONES ENZIMATICAS

5.8.4.1 LACTASA O B-GALACTOSIDASA

Una vez que se obtuvieron los extractos enzimaticos intracelulares se procedio a la
determinacion de la actividad enzimatica de lactasa (Barberis y Segovia, 2002) de la siguiente
manera: un volumen de 0.2 ml de orto-nitrofenil-f3,d-galactopiranésido 34 mM (preparado en
amortiguador de fosfatos de potasio 0.1 M, en solucion de magnesio y manganeso 0.1 M, pH
6.6) se adiciond a 0.1 ml de extracto enzimatico intracelular. EI volumen final se ajusté a 3 mi
con amortiguador de fosfatos de potasio (anexo A-2). La mezcla de reaccidn fue incubada a 37
°C por 3 min y la densidad dptica (420 nm) fue registrada mediante un espectrofotometro
Shimadzu TCC-240. El blanco contenia 0.2 ml de orto-nitrofenil-f,d-galactopirandsido 34
mM y 2.8 mL de amortiguador de fosfatos de potasio 0.1 M. Se calculd la pendiente en el

intervalo de 0.5 a 3.5 min de reaccion.

Curva de calibracion: la hidrolisis del ONPG se determind con ayuda de una curva patrén de
0.2 a 6.5 umol/ml a partir de la solucién patron de ortonitrofenol (ONP) de 1.8 g/L. Los
blancos se corrieron simultdneamente sin el extracto enzimatico. La curva de calibracion dio
un coeficiente de regresion de 0.998. Una unidad internacional de actividad lactasa (Ul) fue
definida como la cantidad de enzima que liber6 1 pmol de ONP por minuto bajo estas

condiciones de estudio.

5.8.4.2 INULINASA
Una vez obtenidos los extractos enzimaticos intra y extracelulares se procedié a la

determinacion de la actividad enzimatica de inulinasa por el método de Somogyi-Nelson

(Nelson, 1944, Selvakumar y Pandey, 1999), corriendo un blanco de enzima para eliminar los

azUcares presentes en el extracto enzimatico de la siguiente manera:

e Se mezclaron 0.2 ml de inulina al 1% (disuelta en amortiguador de acetato de sodio 100
mM, pH 4.5) y 0.05 ml de extracto enzimatico.

e Se mezclaron 0.2 ml de amortiguador de acetatos de sodio (100 mM, pH 4.5) y 0.05 ml de
extracto enzimatico (blanco de enzima).

e Se incubaron a 37 °C por 15 min. Después de la incubacion, se les adiciono 0.25 ml del

reactivo de Somogyi y los tubos se colocaron en un bafio de agua hirviendo por 10 min.
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e Se enfriaron y se les adiciond 0.25 ml del reactivo de Nelson y se incubaron por 30 min a
temperatura ambiente.

e Posteriormente se les adicionaron 4 ml de agua destilada.

e El incremento de la absorbancia por la aparicion de grupos reductores de fructosa fue

medido en un espectrofotometro Shimadzu TCC-240 a 580 nm.

Se prepard una curva de calibracion con solucion de fructosa 100 mM en amortiguador de
acetatos pH 4.5. Los blancos se corrieron simultaneamente sin el extracto enzimético. La

curva de calibracion dio un coeficiente de regresion de 0.988.

Una unidad internacional (Ul) de actividad inulinasa se definié como la cantidad de enzima
necesaria para liberar 1 umol de azlcares reductores de fructosa por minuto bajo estas

condiciones de estudio.
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CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 EFECTO DEL NIVEL DE INOCULO Y USO DE AMORTIGUADORES DE pH EN EL
CULTIVO DE K. marxianus EN MEDIO SOLIDO

K. marxianus cepa CDBBL 278 fue seleccionada en esta primera etapa debido a que es una
levadura que presenta una concentracion importante de biomasa y de actividades enzimaticas
en CML empleando medios lactosados. El objetivo de este estudio fue determinar si la
levadura era capaz de crecer en CMS y obtener las condiciones de cultivo dptimas para su
desarrollo en este tipo de sistemas. Con este proposito, se llevaron a cabo CMS empleando
cuatro niveles de inoculacion y posteriormente dos amortiguadores de pH, con espuma de
poliuretano como soporte inerte, el cual fue impregnado con medio de cultivo conteniendo
lactosa (50 g/L, que correspondieron a aproximadamente 170+14 mg/gms). El tiempo de
cultivo para los niveles de inoculacion de 2.5x10°, 2.5x10° y 2.5x10 cel/gms fue de 36 h y
para el indculo de 2.5x10* cel/gms fue de 60 h. Solo se tomaron muestras al inicio y final de
cada cultivo para determinar si la levadura era capaz de emplear la lactosa para producir
biomasa y actividad lactasa. El rendimiento de actividad enzimatica se presenta en Ul/gX para
poder comparar los resultados con los reportados en CML ya que no existian reportes hasta
este momento de ello en CMS. Los experimentos se hicieron por triplicado y se trabajé con

unidades experimentales independientes. Los resultados se presentan a continuacion.

6.1.1 EFECTO DEL NIVEL DE INOCULO EN EL CMS DE K. marxianus CDBBL 278

La formacion de CO2 es un método indirecto para estimar el crecimiento de la biomasa
(Saucedo-Castarieda, 1994), esto permite determinar la velocidad de formacion del CO:
(VFDC, expresado en mg CO2/h gmsi) automaticamente en linea y sin perturbar el cultivo. El
total de CO> formado resulta de la integracion de la VFDC en el tiempo, el cual puede ser
transformado en biomasa usando un coeficiente de rendimiento (Yx/co.). El anélisis de estos
datos permitieron identificar las diferentes fases del cultivo: fase de retardo, estacionaria y
crecimiento de esta levadura en CMS.

En la Figura 5 se presentan los perfiles de la velocidad de formacion de CO2 durante el cultivo

de la cepa CDBBL 278 empleando 4 niveles de inoculacion (2.5x10% 2.5x10° 2.5x10° y
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2.5x107 cel/gms). Se observa que en la medida en que el indculo es menor la fase de retardo
(lag) es mayor, siendo de casi 25 h para el nivel de inoculacién mas bajo (2.5x10* cel/gms). En
contraste, para los niveles de inoculacion mayor 2.5x10°%y 2.5x10" cel/gms, la fase de retardo
es cercana a 12 y 6 h, respectivamente. La lactosa se consumio en un 90% en todos los casos,

pero la duracion del cultivo fue de 24 h mas al nivel de inoculacion mas bajo.
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D —— 2.5E5 cels/gms
S 3+
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<
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Figura 5 Efecto del nivel de in6culo sobre la velocidad de formacion de CO; durante el CMS de
Kluyveromyces marxianus CDBBL 278.

En la Tabla 7 se presenta la fase de retardo, la tasa de actividad respiratoria, la regresion lineal
usada para la estimacion de pco2 asi como el CO; total producido por Kluyveromyces
marxianus CDBBL 278 en CMS con 4 niveles de inoculacion. La fase de retardo se
incremento a medida que el nivel de indculo disminuy6 observandose una fase lag de 31 h para
el nivel de inoculacion mas pequefo (2.5x10* cel/gms). Esto se puede explicar debido a que la
concentracion de CO> en el flujo de aire depende de la poblacion microbiana; ésta disminuyd
cuando la poblacidn celular fue baja. EI CO; total formado no se ve afectado por los niveles de
inoculacion estudiados, excepto para el caso de 2.5x10* cel/gms, lo cual podria ser explicado

por el desarrollo de contaminantes debido a una concentracion baja de levaduras en el inoculo.
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Tabla 7 Resultados de la respirometria del CMS de K. marxianus CDBBL 278 con 4 niveles de

inoculacion.
Nivel de inoculacion Fase lag Hco2 R? CO; total formado
(cel/gms) (h) (hh (mg CO/g msi)
2.5x10* 31+0.1¢ 0.3+0.01° 0.99 55.0+0.012
2.5x10° 16.7+0.1°¢ 0.34+0.01° 0.99 34.4+0.01°
2.5x108 12.4+2.2° 0.32+0.03° 0.99 34.6+0.04°
2.5x10’ 5.1+0.12 0.45+0.12 0.98 34.5+0.03°

Letras diferentes indican que hay diferencia significativa (a<0.5).

La tasa especifica de crecimiento (u) se estim6 a través de la tasa de actividad respiratoria
(ucoz), calculada a partir del logaritmo natural de la produccion total de CO3, determinando la
pendiente (ucoz) en la zona lineal (Fig. 6). La R? corresponde a la regresion lineal usada para
la estimacion de pco. (Fig. 6). El valor méximo de pco2 se alcanzd cuando se empled un nivel
de inoculacion de 2.5x107 cel/gms y fue menor con los niveles de inoculacion méas bajos
(2.5x10%, 2.5x10° y 2.5x10° cel/gms) en donde no se observaron diferencias significativas

(a<0.05) de acuerdo a la prueba de comparaciones multiples de Duncan.
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Figura 6 Tasa de actividad respiratoria (uCO.) del CMS de Kluyveromyces marxianus CDBBL
278 con cuatro niveles de inoculacion.

En la Tabla 8 se presenta la biomasa producida, el rendimiento de biomasa, la concentracién y
consumo de lactosa y la actividad lactasa intracelular de Kluyveromyces marxianus CDBBL
278 en CMS con 4 niveles de inoculacion. EI mejor rendimiento se presentd al emplear
2.5x107 células/gms, mientras que el mayor consumo de lactosa se obtuvo con el in6culo mas

bajo, el cual tuvo el mayor tiempo de cultivo. En ningln estudio se detectd actividad de lactasa
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extracelular, mientras que el rendimiento de actividad enzimética intracelular obtenido con un
nivel de inoculacion de 2.5x10° cel/gms representa sélo el 36 % de la reportada en la literatura
(1590 Ul/gX) para esta cepa en CML (Espinoza et al., 1992). Sin embargo, se tendrian que
haber llevado a cabo cinéticas para determinar el tiempo en que se obtiene el mayor
rendimiento de actividad enzimética y sin este estudio los valores obtenidos no reflejan el

efecto que tiene el nivel de indculo sobre las actividades enzimaticas.

Tabla 8 Parametros de crecimiento de K. marxianus CDBBL 278 en CMS con 4 niveles de

inoculacion.
Nivel de Biomasa I Lactosa Consumo Rendimiento de
inbculo  producida Reng;ml)e nto (mg/gms) lactosa actividad lactasa
(cellgms)  (mg/gms) XS Oh 36 h (%) (UligX)
2.5x10* 46.3+1.8? 0.27+0.002° 180.8+22 10+0.92 94.5+0.42 2.1+0.01°
2.5x10° 44.2+1.2° 0.30+0.001° 165.6+0.1°¢ 13.7+0.03° 91.7+0.2° 35+0.01°

2.5x105  45.3+1.3? 0.28+0.01"  173.1+2.3 14+1.5° 91.9+1° 580.2+0.022

2.5x107 52.2+9% 0.36+0.03% 174.5+0.3° 16.7+1° 90.5+0.1° 15+0.02°
Letras diferentes indican que hay diferencia significativa (a<0.5).

Se decidié emplear el nivel de inoculacion de 2.5x108 céls/gms para estudios posteriores.
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6.1.2 EFECTO DEL AMORTIGUADOR DE pH EN EL CMS DE K. marxianus CDBBL 278

En este estudio se trabajé con dos amortiguadores de pH, amortiguador de fosfatos de potasio
25 mM y amortiguador de acetatos de sodio 25 mM vy el medio de cultivo sin amortiguador de

pH. Se empled PUF como soporte sintético y un nivel de in6culo de 2.5x10° cel/gms.

En la Figura 7 se muestran los perfiles de la velocidad de formacion de CO> durante el cultivo
de Kluyveromyces marxianus cepa CDBBL 278 en medio solido en las siguientes condiciones:
sin amortiguador (42 h de cultivo), con amortiguador de acetato de sodio 25 mM (36 h de
cultivo) y con amortiguador de fosfato de potasio 25 mM (36 h de cultivo). Al emplear
amortiguador de fosfato de potasio, se identificaron claramente las diferentes fases de
crecimiento de la levadura durante el CMS; se observo una fase de retardo corta (9.6 h+2.1 h),
la maxima velocidad de formacion de COz (3.1 mg/h gmsi) se observé a las 18 h de cultivo,
mientras que la tasa de actividad respiratoria fue de 0.3 h™. Estos valores son similares a los
reportados en la tabla 7 con el nivel de indculo de 2.5x10° cel/gms. Mientras que la velocidad
de formacion de CO- al emplear acetato de sodio se vio subestimada, reflejandose esto en la

produccion de biomasa de Kluyveromyces marxianus cepa CDBBL 278 (Tabla 9).

4 - —a&— Sinamortiguador

—m— Con fosfatos 256 mM

Con acetato 25 mM

CO,(mg/h g msi)

o T
0 - L _&f';‘M ,

0 6 12 18 24 30 36
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Figura 7 Efecto de amortiguador en el medio de cultivo sobre la velocidad de formacion de CO»
durante el CMS de Kluyveromyces marxianus CDBBL 278.

Bajo las condiciones estudiadas, en todos los casos, no hubo diferencia significativa en el pH
final alcanzado al tratar el cultivo con y sin amortiguador de fosfatos y acetatos, el cual fue
cercano a 2.7. Esto probablemente pueda deberse a que esta levadura produce acidos organicos
que acidifican el medio (Mahoney, 1998). Sin embargo, es importante mencionar que el poder
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amortiguador de una solucion estd dado por su concentracion y en este caso las

concentraciones empleadas con ambos amortiguadores fueron bajas (25 mM).

En la Tabla 9 se presentan los resultados de la biomasa producida, consumo de lactosa y
rendimiento de biomasa formada por lactosa consumida (Yxss). La mejor produccién de
biomasa asi como el mejor rendimiento y consumo de lactosa se obtuvieron con el

amortiguador de fosfato de potasio en el medio de cultivo.

El fosforo presente en esta sal es fuente de ATP y favorece la produccién de lactasa, sin
embargo en este estudio no se encontro esta actividad enzimatica. Esto se puede deber a que la
enzima pierde toda la actividad a pH 3-4 y a pH bésico es capaz de mantener una alta
actividad hasta pH de 10.7 (Ladero et al., 2005). Sin embargo, también existen reportes en
donde se ha comprobado que la lactasa, comparada con otras enzimas de levaduras, mantiene
una actividad razonable a valores de pH acido de aproximadamente 3 a 4 (Pessela et al.,
2003).

Esta reportado que el sodio es un inhibidor de la produccién de lactasa (Jurado et al., 2004), lo
cual puede explicar la ausencia de esta enzima bajo estas condiciones, sin embargo la levadura
fue capaz de producir la mitad de la biomasa que se produjo al emplear el amortiguador de

fosfatos en el medio de cultivo.

Tabla 9 Variables del cultivo de K. marxianus CDBBL 278 en medio sélido con amortiguadores

de pH
Biomasa Lactosa Consumo
Condicién producida Y xis (mg/gms) lactosa
(mg/gms) 0h 36 h (%)

Sin amortiguador ~ 15+1.8° 0.25+0.03° 153.4+5% 93.56+0.03¢ 39+0.3°

Amortiguador de
] 53+0.1*  0.36+0.001% 164+10° 16.9+0.03° 90+0.012
fosfato de potasio

Amortiguador de
] 24.3+1.1° 0.24+0.03° 148.4+7.32 49+0.03° 67+0.001°
acetato de sodio

Letras diferentes indican que hay diferencia significativa (a<0.5).

36

CMS de levaduras de K. marsianus en soportes sinté(icos y- naturales usando lacfosa como fuente de C y £



Cultivo de & marszznas en medio silido empleande 2 amortiguadores de pld

Estos resultados son consistentes con lo obtenido en la seccién 6.1, encontrando valores
similares de produccién de biomasa, rendimiento y consumo de sustrato al emplear el nivel de

indculo de 2.5x108 cel/gms.

CONCLUSIONES
1. Las diferentes sales empleadas no amortiguan los cambios de pH entre el inicio y final
del cultivo.
2. Las sales de fosfato aumentan el consumo de sustrato, disminuyen la fase de retardo y
aumentan la velocidad de formacion de CO: en el cultivo de Kluyveromyces marxianus
CDBBL 278.

Estos resultados sugieren que la regulacion del pH puede jugar un papel importante en el
mejoramiento del cultivo, por tal motivo se procedi6 a estudiar el efecto de la utilizacion de
mezclas de sulfato de amonio (SA) y urea (U) sobre las fases de crecimiento, las tasas de
actividad respiratoria, la produccion de CO. y biomasa, el consumo de lactosa, asi como los
rendimientos de biomasa y de las actividades enzimaticas en el cultivo de 6 cepas de

Kluyveromyces marxianus en medio sélido.
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6.2 EFECTO DE LA FUENTE DE NITROGENO EN EL CMS DE K. marxianus CEPAS
UCDCC 351, NCYC 587, 1109, 1429, CDBBL 278 y AGUA MIEL Al

La utilizacion de mezclas de SA y U es una estrategia conocida para el control de pH en CMS
(Raimbault y Alazard, 1980; Clementi y Rossi, 1986) asi como también es conocido su efecto
positivo sobre el crecimiento de levaduras (Boze et al., 1989; Saucedo-Castarieda et al., 1992).
Por lo tanto, en esta seccion se estudio el efecto de la fuente de nitrogeno en el control del pH
del cultivo, en el estado fisioldgico asi como en la produccién de biomasa, consumo de
lactosa, rendimiento de biomasa (Yx/s) y de actividades enzimaticas de seis levaduras de
Kluyveromyces marxianus en medio sélido. Para este propdsito se emplearon mezclas de
SA:U (100:0; 80:20; 60:40; 40:60; 20:80 y 0:100) en el medio de cultivo. La concentracion
inicial de lactosa asi como el tiempo de cultivo para todas las condiciones estudiadas fueron de
169.4+11.6 mg/gms y 32 h, respectivamente. La toma de muestras se realiz6 al inicio y final
del cultivo. Los andlisis se hicieron por triplicado y se trabajo con unidades experimentales

independientes.

6.2.1 ANALISIS DE RESPIROMETRIA

En las Figuras 8, 9, 10, 11, 12 y 13, se muestra la velocidad de formacion de CO. de K.
marxianus UCDCC 351, NCYC 587, Agua Miel A1, NCYC 1109, 1429 y CDBBL 278,
respectivamente, empleando diferentes mezclas de sulfato de amonio (SA) y urea (U) como
fuente de nitrégeno. Se puede apreciar que la velocidad de formacién de CO; del CMS de
Kluyveromyces marxianus cepas UCDCC 351, Agua Miel A1y NCYC 587 (Fig. 8, 9 y 10),
practicamente no se ve afectada por la presencia de urea en la fuente de nitrégeno. Mientras
que para la cepa NCYC 1109 (Fig. 11), la fase de retardo se alarga aproximadamente 10 h en
presencia de urea. Sin embargo, las cepas NCYC 1429 (Fig. 12) y CDBBL 278 (Fig. 13) se
ven muy afectadas por la presencia de urea en la fuente de nitrogeno. El perfil de CO>
encontrado en este estudio para la cepa CDBBL 278 coincide con el reportado en la seccién

6.1, en donde se presentan fases de retardo de aproximadamente 12 h.
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Figura 8 Efecto de la relacion SA:U como fuente de nitrégeno en las fases de crecimiento de
Kluyveromyces marxianus UCDC 351, en CMS.

CO, (mg /h g msi)
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Figura 9 Efecto de la relacién SA:U como fuente de nitrégeno en las fases de crecimiento de
Kluyveromyces marxianus Agua Miel A1, en CMS.

CO, (mg/h g msi)

Tiempo (h)
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Figura 10 Efecto de la relacion SA:U como fuente de nitrégeno en las fases de crecimiento de
Kluyveromyces marxianus NCYC 587, en CMS.
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Figura 11 Efecto de la relacion SA:U como fuente de nitrégeno en las fases de crecimiento de
Kluyveromyces marxianus NCYC 1109, en CMS.
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Figura 12 Efecto de la relacion SA:U como fuente de nitrégeno en las fases de crecimiento de
Kluyveromyces marxianus NCYC 1429, en CMS.
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Figura 13 Efecto de la relacién SA:U como fuente de nitrdgeno en las fases de crecimiento de
Kluyveromyces marxianus CDBBL 278, en CMS.
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En las Figuras 14, 15 y 16, se muestra el efecto de la relacion SA:U sobre la fase de retardo,
la tasa de actividad respiratoria y el CO- total formado, del CMS de todas las cepas de K.

marxianus estudiadas.

La fase de retardo se vio afectada por la presencia de urea en la fuente de nitrégeno. Pequefas
proporciones de esta extendieron la fase de retardo de los cultivos. La cepa UCDCC 351
presento las fases de retardo mas cortas (2.9 a 3.7 h) sin diferencia significativa al emplear
solo SA o con una proporcién de hasta el 40% de U en la fuente de nitrégeno. Mientras que
para las cepas de Agua Miel A1y NCYC 587 no hubo diferencia significativa en las fases de
retardo independientemente de la condicion estudiada. Sin embargo, las cepas NCYC 11009,
1429 y CDBBL 278 presentaron fases de retardo mas largas al ir aumentando la proporcion

de U en el medio de cultivo (Fig. 14).

SA:U: m100:0 =80:20 " 60:40 ™ 40:60  20:80 ®0:100
25

20 1

- airmitl |HJ"

UCDCC351 AGUAMIEL NCYC587 NCYC1109 CDBBL278 NCYC1429
Al

Fase deretardo (h)

Cepas estudiadas

Figura 14 Efecto de la relacion SA:U en las fases de retardo de levaduras de

Kluyveromyces marxianus en CMS.

La cepa Agua Miel Al presentd la mayor tasa de actividad respiratoria (Fig. 15) de 0.42 h!
empleando s6lo SA o con una proporcion de U de hasta un 40 % en la fuente de nitr6geno en
donde no hubo diferencia significativa entre estas proporciones. Para las cepas NCYC 587,

1109 y CDBBL 278 se presentaron las mejores tasas de actividad respiratoria cuando solo
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habia SA en la fuente de nitrégeno (0.26, 0.27 y 0.27 h™, respectivamente) y disminuyeron al
aumentar la proporcion de urea en el medio de cultivo. Mientras que para la cepa NCYC 1429
no hubo diferencia significativa al emplear s6lo SA (0.21 h') o con una proporcion de urea del
20% en la fuente de nitrégeno (0.23 h). En el caso de la cepa UCDCC 351 la mejor tasa de
actividad respiratoria (0.27 h') se observo con una proporcion de urea de 40 % en la fuente de

nitrégeno.
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Figura 15 Efecto de la relacion de SA:U en la tasa de actividad respiratoria de levaduras
de Kluyveromyces marxianus en CMS.

En la Figura 16 se muestra el efecto de la relacion SA:U en el CO- total formado de las cepas
en estudio. K. marxianus UCDCC 351 presentd los mejores titulos de CO: total formado,
independientemente de la proporcion de SA:U presente en la fuente de nitrogeno
(aproximadamente 96 mgCO»/gmsi). Para las cepas NCYC 587 y 1429 y CDBBL 278 no
hubo diferencia significativa al emplear s6lo SA o una proporcién de U de 20 a 40 % en la
fuente de nitrégeno. La cepa NCYC 1109 presentd el mayor titulo de CO; total formado
cuando solo habia SA en la fuente de nitrégeno (65.4+0.6 mgCO./gmsi). Mientras que para la
cepa Agua Miel Al no hubo diferencia significativa en el CO; total formado al emplear 40 y

60 % de U en la fuente de nitrégeno (57.1 y 55.4 mgCO2/gmsi, respectivamente).
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Figura 16 Efecto de la relacion SA:U en el CO; total formado de levaduras de Kluyveromyces
marxianus en CMS.
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6.2.2 CONTENIDO DE HUMEDAD, ACTIVIDAD DE AGUA, pH, PRODUCCION DE
BIOMASA, CONSUMO DE LACTOSA Y RENDIMIENTO DE BIOMASA (Yxs)

El contenido de humedad, la actividad de agua (Aw) y el pH inicial para todas las cepas en
estudio fueron de 74.7£0.4 %, 0.997+0.002 y 5.5+0.2, respectivamente. El contenido de
humedad y la actividad de agua (Aw) final para todas las cepas fue de 71.2+1.5 % y
0.994+0.002. En todos los casos, el pH al final del cultivo fue considerablemente &cido y
varié de 2.7+0.1 a 3.5+0.6, excepto en los casos donde se empled Unicamente urea en la
fuente de nitrogeno (pH de 6.4%0.3).

En las Figuras 17, 18 y 19, se presentan los pardmetros importantes del cultivo: produccion de
biomasa, consumo de lactosa y rendimiento (Yxss) para las 6 cepas en estudio. Las cepas
NCYC 587 y UCDCC 351 se vieron menos afectadas por la presencia de U en la fuente de
nitrégeno, mientras que la mayor produccion de biomasa se presentd con la cepa NCYC 1429
(78.4 mgX/gms) sblo con SA en la fuente de nitrégeno. Sin embargo, la cepa CDBBL 278 fue
la més afectada por la presencia de urea en la fuente de nitrégeno, con la menor produccién de
biomasa (Fig. 17).
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Figura 17 Efecto de la relacion de SA:U en la produccion de biomasa de levaduras de
Kluyveromyces marxianus en CMS.

En cuanto al consumo de lactosa (Fig. 18), se mantuvo arriba del 80 % para casi todas las
condiciones del medio y cepas estudiadas. Para la UCDCC 351 el consumo de lactosa no se ve
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afectado al emplear pequefias proporciones de urea en la fuente de nitrégeno (< 60%). Para las
cepas NCYC 1109 y Agua Miel Al, el consumo de lactosa no se ve afectado por la presencia
de urea en la fuente de nitrogeno hasta en una proporcion del 80 %. Estos resultados coinciden
con lo reportado en la literatura, especificamente al emplear proporciones de SA:U de 25:75y
0:100 en el CMS de Schwanniomyces castellii (Saucedo-Castafieda et al., 1992), en donde
observan un consumo de sustrato con la primera proporcion de 85.2 % y con la segunda de
93.3 %. Sin embargo, el consumo de lactosa si se ve afectado para las cepas 1429 y CDBBL

278 por la presencia de urea en la fuente de nitrogeno hasta en una proporcion mayor del 40%.
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Figura 18 Efecto de la relacion de SA:U en el consumo de lactosa de levaduras de Kluyveromyces
marxianus en CMS.

En la Figura 19 se presenta el efecto de la relacién SA:U en el rendimiento de las seis cepas de
Kluyveromyces marxianus en medio solido. Para la cepa NCYC 1429, los mejores
rendimientos se observaron cuando la fuente de nitrégeno fue suplementada s6lo con SA y con
20% de urea (Yx/s=0.50 y 0.45, respectivamente). Estos resultados coinciden con lo reportado
en la literatura (Inchaurrondo et al., 1994; Marison y von Stockan, 1986) para la cepa de K.
fragilis NRRLY 1109 (Yx/s=0.46 y 0.51, respectivamente) en CML empleando 8 y 45 g/L de
lactosa, a 30 °C. En tanto que para la cepa NCYC 587, los mejores rendimientos (Y x/s=0.46 y
0.48) se observaron cuando la fuente de nitrégeno fue suplementada sélo con SA y con 20%
de urea, respectivamente. Para la cepa UCDCC 351 se observa un rendimiento de biomasa
promedio de 0.37+0.04 al variar la composicion de la fuente de nitrégeno. Estos rendimientos
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coinciden con los reportados en la literatura (Lukondeh et al., 2005) en CML empleando 40
g/L de lactosa en el medio de cultivo (Yx/s=0.37) para K. marxianus FIl 510700. Para la cepa
NCYC 1109 el rendimiento de biomasa se ve poco afectado por la presencia de urea en la
fuente de nitrogeno. Por ultimo, la cepa CDBBL 278 presentd el mejor rendimiento
(Yx/s=0.37) cuando menos del 40% de la fuente de nitrégeno fue suplementado con urea,
mientras que el mejor rendimiento para la cepa Agua Miel Al (Yx/s=0.31) se observo cuando

la fuente de nitrogeno fue suplementada con 60% de urea (Fig. 19).
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Figura 19 Efecto de la relacion de SA:U en el rendimiento de biomasa de levaduras de
Kluyveromyces marxianus en CMS.

46

CMS de levadurss de K. marsianus en sqportas sintéticos y naturalas usando lactoss como fhente de C y F



Rendimiento de actividades ensindticas empleande mezclas de SA v U en Ja fhente de nitrdgeno

6.2.3 PRODUCCION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS (LACTASA E INULINASA)

En la Figura 20 se presenta el efecto de la utilizacion de mezclas de SA:U en el cultivo de las
cepas estudiadas: UCDCC 351, NCYC 587, 1109, 1429, CDBBL 278 y Agua Miel Al, en el
rendimiento de actividad lactasa. No se encontraron diferencias significativas en los
rendimientos de actividad lactasa para la cepa NCYC 587 cuando la fuente de nitrogeno fue
suplementada s6lo con SA (2129.3+£115 Ul/gX) o con una proporcion de U del % (2038.3+47
Ul/gX). Mientras que para las demas cepas los mayores rendimientos se presentaron con 20%
de U en la fuente de nitr6geno. No se detect6 actividad en las proporciones de U del 60, 80 y

100% en la fuente de nitrégeno.
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Figura 20 Efecto de la relacion de SA:U en el rendimiento de actividad lactasa de levaduras de K.
marxianus en CMS.

En la Figura 21 se presenta el efecto de la utilizacién de mezclas de SA:U en el cultivo de las
cepas estudiadas: UCDCC 351, NCYC 587, 1109, 1429, CDBBL 278 y Agua Miel A1, en el
rendimiento de actividad inulinasa. La cepa CDBBL 278 presentd los mayores rendimientos
de actividad inulinasa (241.7 Ul/gX), cuando la fuente de nitrégeno fue suplementada con
20% de U en la fuente de nitrogeno. El rendimiento de actividad enzimatica inulinasa
representa el 72% del valor reportado en CML para ésta cepa, sin embargo, estos resultados
son cercanos a los valores reportados en la literatura (Selvakumar y Pandey, 1999, Mazultti et
al., 2006, Mazutii et al., 2007) para éste género. No se encontro actividad inulinasa en las

proporciones de U del 60, 80 y 100% en la fuente de nitrogeno.
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Figura 21 Efecto de la relacion de SA:U en el rendimiento de actividad inulinasa del CMS de
levaduras de K. marxianus.

En la Tabla 10 se presenta la comparacion de los resultados de las variables del cultivo de las
6 cepas estudiadas con una proporcion de urea del 20 % en la fuente de nitrégeno. Las cepas
UCDCC 351, NCYC 587 y 1429 se adaptan mejor al medio de cultivo y se ve reflejado en las
fases de retardo, en el CO; total formado y en los rendimientos de biomasa y de actividad

lactasa para las dos Ultimas cepas.

Tabla 10 Comparacion de los resultados de las variables del CMS de K. marxianus de las 6 cepas
en estudio, con una proporcién de urea del 20 % en la fuente de nitrégeno.

Cepa Fase d?h;etardo ,zl,h(??)z R? CO2 r;o;/a;l ;‘T?Srir)nado
UCDC 351 3.6+0.1 0.24+.001 0.99 95+5.8
NCYC 587 9.5+0.1 0.2+0.02 0.99 81.8+1.3
NCYC 1109 10.540.1 0.2+0.001 0.98 41+2.5
NCYC 1429 7.2+1.9 0.23+0.03 0.99 80.8+7.8
CDBBL 278 17.1+1 0.23+.001 0.99 36.7+0.9

AGUA MIEL A1 6.4+0.9 0.42+0.01 0.94 37.5+0.5
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Cepa (Brgggf;]ss C|212§33r20 (mg;(( /Xr/:] ) I(_S ::/;a)s(? Intracellurl]al: : n?Eszracelular
(%) (Ul/gX) (Ul/gX)
UCDC 351 47.5£04 81.3x1.4 0.39+0.01 24.4+0.02 nd 49.4+1
NCYC 587 69.5+0.5 94+0.1 0.48+0.02 2038.3+x47 15.4+0.001 23.0£0.1
NCYC 1109 47.4+0.1 90+0.2 0.31+0.003 644.9+7 nd 10.5+0.1
NCYC 1429 72.5+1.2 97.2+0.04 0.45%0.05 1831.1+15.2 9.7+0.04 Nd
CDBBL 278 42.5+1.2 85.6+0.02 0.27+0.001 1147.7+17 34.2+0.2 241.6x0.4
AGUA MIEL Al 33+£0.3 81.7+0.03 0.22+0.002 1214.7+15.2 nd 31.1+0.05

Letras diferentes implican que hay diferencia significativa (0<0.05); nd: No detectada

En la Tabla 11 se presentan algunas comparaciones de actividades enzimaticas tanto de lactasa
como de inulinasa en CMS y en CML con respecto a lo encontrado en este trabajo. Es
importante mencionar que el rendimiento de actividad lactasa obtenida en este trabajo con las
cepas NCYC 587, 1429 y CDBBL 278 se encuentra dentro de los valores reportados en CML
(Hewitt y GrootWassink, 1984; Espinoza et al., 1992; Barberis y Gentina, 1998) para esta
especie, mientras que en el caso de las actividades més altas reportadas (Barberis y Segovia,
2002; Cortés et al., 2005; Becerra et al., 2004) se trabajé con algunas cepas modificadas
genéticamente. El rendimiento de actividad inulinasa extracelular obtenida con la cepa
CDBBL 278 se encuentra dentro de los valores reportados tanto en CML (Hewitt y
GrootWassink, 1984; Espinoza et al., 1992) asi como en CMS (Selvakumar y Pandey, 1999;

Mazutti et al., 2006), empleando inulina como inductor.

En el anexo A-4 (Tablas 20-25) se presenta cada una de las cepas y sus variables de cultivo en

donde se muestra el analisis estadistico de las mismas.
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Tabla 11 Comparacion de rendimientos de actividades enzimaticas reportadas en la literatura en
CML y CMS respecto a las obtenidas en este trabajo.
Actividad Actividad Inulinasa

CML
Referencias en CML y CMS o) lactasa Extracelular
CMS (Ul/g X) Ul/gX

Espinoza et al., 1992 CML 1590°

Barberis y Gentina, 1998 CML 699"

Barberis y Segovia, 2002 CML 5910

Cortés et al., 2005 CML 2800

Becerra et al., 2004 CML 5030

Hewitt y GrootWassink, 1984 CML 310

Espinoza et al.,1992 CML + 812

INDUCTOR
Selvakumar y Pandey, 1999 CMS 122.9
Mazutti et al., 2006 CMS 391
Hewitt y GrootWassink, 1984 CML + 400
INDUCTOR

Cepas de Kluyveromyces marxianus evaluadas en este trabajo

UCDCC 351 CMS 24.4* Nd
NCYC 587 CMS 2038.3* 23*
NCYC 1109 CMS 644.9* 10.5*
NCYC 1429 CMS 1831.1* 8.5"
CDBBL 278 CMS 1147.7* 241.6*
AGUA MIEL CMS 118.9* 31.3

1=UCDCC 351; 5=CDBBL 278; * 20% de urea adicionada en el medio de cultivo, ™ 40% de urea adicionada en
el medio de cultivo, nd = no detectada.
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CONCLUSIONES

1. La adicion de mezclas de sulfato de amonio y urea no logré regular el cambio del pH
en los cultivos, sin embargo, pequefias concentraciones de urea (20 y 40%)
favorecieron la produccién de la actividad enzimatica tanto de lactasa como de

inulinasa para todas las cepas estudiadas.

2. Los rendimientos Yx/s obtenidos (0.37-0.5) coinciden con lo reportado en la literatura
(Marison y von Stockan, 1986; Inchaurrondo, 1994), en CML.

3. Los rendimientos de actividad lactasa obtenidos fueron bajos con respecto a lo
reportado en CML: 5910 (Barberis y Gentina, 1998), 5770 (Barberis y Segovia, 2002)
y 2800 Ul/gX (Cortés et al., 2005) por Kluyveromyces fragilis NRLL-Y1109; sin
embargo, es dificil esta comparacion ya que algunos estudios se han llevado a cabo con

cepas modificadas genéticamente y en CML.

Kluyveromyces marxianus cepa NCYC 587 presentd los mayores rendimientos de actividad
lactasa cuando la fuente de nitrégeno fue suplementada sélo con SA (2129.3 Ul/gX) y con
20% de urea en la fuente de nitrégeno (2038.3 Ul/gX). Mientras que la cepa CDBBL 278
presento los mejores rendimientos de actividad inulinasa (241.6 Ul/gX) con 20% de urea en la
fuente de nitrégeno a las 32 h de cultivo. Por lo anterior, fueron seleccionadas para estudiar
efecto del aumento en la concentracion de lactosa asi como de todos los nutrientes del medio
enel CMS de K. marxianus.
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6.3 EFECTO DEL AUMENTO EN LA CONCENTRACION DE LACTOSA Y LA
CONCENTRACION DE TODOS LOS NUTRIENTES EN EL MEDIO DE CULTIVO DE
Kluyveromyces marxianus CEPAS NCYC 587 Y CDBBL 278 EN MEDIO SOLIDO

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del aumento de la fuente carbono y de todos
los nutrientes en el medio de cultivo sobre las fases de crecimiento y la produccién de biomasa
del CMS de Kluyveromyces marxianus. En un primera etapa se llevaron a cabo CMS
aumentando la concentracion de la fuente de carbono en 50, 100 y 150 g/L, ya que el limite de
solubilidad de la lactosa es de 170 g/L. En una segunda etapa, se llevaron a cabo CMS con
estas cepas aumentando en la concentracion de todos los nutrientes del medio de cultivo en
1X, 2X y 3X.

El tiempo de cultivo fue de 36, 48 y 61 h con 50, 100 y 150 g/L de lactosa para ambas cepas.
A partir de este capitulo la fuente de nitrégeno fue suplementada con una proporcion de 20 %
de urea en la fuente de nitrogeno. En todos los casos se tomaron muestras solo al inicio y final

del cultivo.

6.3.1 EFECTO DEL AUMENTO EN LA CONCENTRACION DE LACTOSA EN EL CMS
DE K. marxianus NCYC 587 y CDBBL 278

Los contenidos de humedad inicial del cultivo de K. marxianus NCYC 587 y CDBBL 278
fueron de 72.2+4 y 69.9+2.2 %, respectivamente y final de 69.9+4.7 y 67.8£0.5 %,
respectivamente. La Aw inicial en ambos casos fue de 0.993+0.006 y 0.991+0.002,
respectivamente. Mientras que el pH inicial fue de 5.7£0.1 y 6.1+0.2 y el pH final de 2.7£0.2
para ambas cepas. Esto se puede deber a la produccion de compuestos acidos en el cultivo
(Mahoney, 1998).

En la Figura 6.9 se presentan las velocidades de formacion de CO, del CMS de K. marxianus
cepas NCYC 587 y CDBBL 278, aumentando la concentracion de lactosa en el medio de
cultivo (50, 100 y 150 g/L). La cepa NCYC 587 no se ve afectada por el aumento en la
concentracion de lactosa como se observa en la Fig. 22, presentandose fases de retardo de

aproximadamente 6 h. Mientras que para la cepa CDBBL 278 se observa que al aumentar la
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concentracion de lactosa en el medio de cultivo la fase de retardo es mayor (13 h). El tiempo
final del cultivo con la concentracion de lactosa de 100 y 150 g/L fue de 12 y 31 h mas con
respecto a la concentracion de 50 g/L de lactosa en el medio de cultivo. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Ghaly y Ben-Hassan en 1995, en donde estudiaron intervalos
de concentracion de lactosa de 50, 75, 100 hasta 200 g/L en CML y observaron que al
aumentar la concentracion de lactosa se incrementé también la fase de adaptacion (tiempo
requerido para que la levadura se adapte al nuevo medio) y disminuy0 la velocidad especifica
de crecimiento (u=0.14 h'') para ésta especie en CML. Resultados similares fueron reportados
por Margaritis y Bajpai en 1983. Sin embargo, la cepa NCYC 587 no sigue esta tendencia y
sus fases de crecimiento no se ven afectadas por la presencia de altas concentraciones de

lactosa en el medio de cultivo.

—8— 50 g/L NCYC 587 —a—100g/L —e— 150¢g/L
S5 1 —m—50g/LCDBBL278 —a— 100 g/L —e— 150 g/L
= 4
2]
IS
o
£ 3
(o]
E
o~
o 2
O

Tiempo (h)

Figura 22 Efecto de la concentracion de lactosa en la velocidad de formacion de CO; de
Kluyveromyces marxianus NCYC 587 y CDBBL 278 en CMS.

En la Tabla 12 se muestra el efecto del aumento en la concentracion de lactosa sobre las fases
de retardo, tasas de actividad respiratoria, CO> total formado biomasa, consumo de lactosa y
rendimientos del CMS de K. marxianus cepas NCYC 587 y CDBBL 278. Se observa que
para la cepa NCYC 587 no hay diferencia significativa en las fases de retardo ni en las tasas
de actividad respiratoria al emplear 50, 100 6 150 g/L de lactosa en el medio de cultivo. De

igual manera, no se observa diferencia significativa en el CO; total formado al emplear 100 y
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150 g/L de lactosa en el medio de cultivo. La tasa de actividad respiratoria obtenida con
ambas cepas (0.33 y 0.36 h'), coincide con la tasa especifica de crecimiento (0.37 h™)
reportada en la literatura (Tredwell et al., 2005) para K. marxianus FIl 510700 empleando 40
g/L de lactosa en CML.

Para K. marxianus CDBBL 278 la menor fase de retardo (7.6 h) se obtuvo cuando el medio
de cultivo fue suplementado con 50 g/L de lactosa. La mayor produccion de biomasa para
ambas cepas se obtuvo con una concentracion de lactosa de 150 g/L, lo cual coincide con lo
reportado en la literatura (Ghaly y Ben-Hassan, 1995; Margaritis y Bajpai, 1983), en donde

con 150 g/L de lactosa se observa una produccién de biomasa de 4.2 g/L.

Por otra parte, con una concentracion inicial de lactosa de 50 g/L, las dos cepas fueron
capaces de consumir aproximadamente el 90 % del sustrato, obteniendo el mejor rendimiento
(0.36+0.004), el cual coincide con el reportado en la literatura (Yx/s=0.37) por Tredwell y
col. en 2005 para K. marxianus FI1 510700 empleando 40 g/L de lactosa en CML.

Los resultados obtenidos de las variables importantes del cultivo (fase de retardo, tasa de
actividad respiratoria, produccion de biomasa asi como el consumo de lactosa y rendimiento
de biomasa) de la cepa CDBBL 278 con 50 g/l de lactosa en el medio de cultivo, son
similares a los reportados en la seccion 6.1.1 y 6.1.2. Sin embargo, al comparar estos
resultados con los obtenidos en la seccion 6.2, sélo el consumo de lactosa y la produccion de
CO2 son similares entre si. Mientras que para la cepa NCYC 587 solo son similares los
valores de produccion de biomasa y de consumo de lactosa. Estas diferencias pueden deberse
a que a partir de esta seccion se trabajé con un tamafio de particula de PUF menor (0.5-0.8

mm) a la que se habia estado trabajando en las secciones anteriores (0.8 mm).

54

CMS de levaduras de K. marsianus en soportes sinté(icos y- naturales usando lacfosa como fuente de C y £



CMS do & marszings sumentande I concentracion de sustrato en el medio de cul(ivo

Tabla 12 Efecto del aumento en la concentracion de lactosa sobre las fases de crecimiento del
CMS de K. marxianus NCYC 587 y CDBBL 278.

c Lactosa Fase de cos , COytotal . - a  CONSUMO Y e
g RC ey N DrEnsy (mogms) OS8R (mgximgs)
NCYC 50 6.1+0.3? 0.33£0.01* 0.99 75+1.2°  46.640.1° 90.6+0.8%  0.36+0.004%
557 100 6.4+0.1° 0.34+0.01* 0.99 137+8.8%° 56.9+0.2° 80.1+0.004" 0.23+0.003"
150 7.4+1.1% 0.34+0.01* 0.99 125+19* 71.7#5.1%  69.03+3.3° 0.20+0.025"
50 7.6+0.12 0.36+0.001° 0.99 87.4+1.3" 56.2+1.6° 91.4+0.3 0.36+0.01%
CZS:L 100 138+11°  0.20:0.01° 099 69+12° 67.6+0.4°  72.8+1.1°  0.3240.007°

150 13.9+1P 0.17+£0.02° 0.99 101.4+3* 95.8+1.2% 76.9+0.4>  0.31+0.001°

Letras diferentes implican que hay diferencia significativa («<0.05) por cepa.

CONCLUSIONES

1. Las cepas de Kluyveromyces marxianus NCYC 587 y CDBBL 278 fueron capaces de

crecer en concentraciones elevadas de lactosa en CMS.

2. Al emplear 50 g/L de lactosa en el medio de cultivo se obtienen las fases de retardo
mas cortas (aproximadamente 6 h), las mayores tasas de actividad respiratoria (0.36 h"
1, el mejor consumo de sustrato (90 %) y los mejores rendimientos (0.36), en
comparacién con concentraciones de lactosa de 100 y 150 g/L en el medio de cultivo.

3. La méaxima produccion de biomasa para la cepa NCYC 587 y CDBBL 278 (71.745.1
y 95.8+1.2 mg/gms, respectivamente) se obtiene con la mayor concentracion de

lactosa presente en el medio de cultivo.

4. Se confirma que la levadura es capaz de usar una concentracion de 150 g/L de lactosa,
que es un valor cercano al limite de solubilidad de este azucar en agua (170 g/L).
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6.3.2 EFECTO DEL AUMENTO DE LA CONCENTRACION DE TODOS LOS
NUTRIENTES DEL MEDIO (1X, 2X Y 3X) EN LAS VARIABLES PRINCIPALES DEL
CMS DE K. marxianus CEPAS NCYC 587 Y CDBBL 278

En esta seccion se presentan los resultados por variable. El tiempo de cultivo fue de 28 h para
ambas cepas, excepto en el caso del cultivo de la cepa CDBBL 278 con el medio de cultivo
3X, el cual fue de 36 h. La toma de muestra se realizo cada 6 h de cultivo. Todos los analisis

se hicieron por triplicado y se trabajo con unidades experimentales independientes.

6.3.2.1 EFECTO DEL AUMENTO DE LA CONCENTRACION DE TODOS LOS
NUTRIENTES DEL MEDIO (1X, 2X Y 3X) EN LA VELOCIDAD DE FORMACION DE
CO2 Y EN LA PRODUCCION DE BIOMASA DEL CMS DE K. marxianus CEPAS NCYC
587 Y CDBBL 278

En la Figura 23 se presentan las velocidades de formacion de CO, del CMS de K. marxianus
NCYC 587 y CDBBL 278 aumentando la concentracion de nutrientes en el medio. Aqui se
puede apreciar que al aumentar la concentracion de nutrientes en 2X y 3X las fases de retardo
para ambas cepas aumentan, mientras que la velocidad de formacion de CO; disminuye. Al
igual que el resultado obtenido en la seccion 6.3.1, se observa que la cepa CDBBL 278 se ve

mas afectada por la presencia de altas concentraciones de nutrientes en el medio de cultivo.

CO, (mg/h gmsi)

0 6 12 24 30 36

) 18
Tiempo (h)
—E—1XNCYC587 —4&—2X —©—3X —#—1XCDBBL278 —&—2X —8—3X

Figura 23 Efecto del aumento en la concentracién de todos nutrientes en la velocidad de
formacion de CO; de Kluyveromyces marxianus NCYC 587 y CDBBL 278 en CMS.
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En la figura 24 se muestra el efecto del aumento en la concentracion de todos los nutrientes
del medio sobre la produccion de biomasa del CMS de K. marxianus cepa NCYC 587 y
CDBBL 278. Para la cepa NCYC 587 se observa que la produccion de biomasa no se ve
afectada por el aumento en la concentracion de nutrientes en el medio de cultivo. Sin embargo,
para la cepa NCYC 587 la mayor produccion de biomasa se obtuvo con los medios de cultivo
2Xy 3X.

—M— 1XCDBBL278 —4&—2X —@— 3X
100 - B 1XNCYC587 —A—2X —0—3X

Biomasa (mg/gms)

0 6 12 18 24 30 36 42
Tiempo (h)

Figura 24 Efecto del aumento en la concentracion de todos los nutrientes en la produccion de
biomasa de Kluyveromyces marxianus NCYC 587 y CDBBL 278 en CMS.
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6.3.22 EFECTO DEL AUMENTO DE LA CONCENTRACION DE TODOS LOS
NUTRIENTES DEL MEDIO (1X, 2X Y 3X) EN EL CONSUMO DE LACTOSA Y
RENDIMIENTO DE BIOMASA DEL CMS DE K. marxianus CEPAS NCYC 587 Y CDBBL
278

En la Figura 25 se muestra el efecto del aumento en la concentracion de todos los nutrientes
del medio sobre el consumo de lactosa del CMS de K. marxianus cepa NCYC 587 y CDBBL
278. Se observa que después de las 6 h de cultivo de K. marxianus NCYC 587, el consumo de
lactosa aumentd para los medios de cultivo 1X y 2X, alcanzando el maximo consumo a las 30
h (71.2 'y 79.4 %, respectivamente), lo cual concordd con la méxima produccion de biomasa
para la cepa NCYC 587, mientras que para el medio de cultivo 3X el mayor consumo de
lactosa se observé a las 32 h de cultivo (73 %). De igual forma que con la cepa NCYC 587, la
cepa CDBBL 278 presentd el mayor consumo de lactosa al final del cultivo para todos los

casos estudiados.

El consumo de lactosa para las cepas NCYC 587 y CDBBL 278 fue menor en comparacion
con lo encontrado anteriormente empleando s6lo SA como fuente de nitrégeno (93.7 y 83 %,
respectivamente). Esta diferencia en el consumo de lactosa puede deberse a que el tiempo de
cultivo en este estudio fue de 6 h menos en comparacion con lo reportado en las secciones
anteriores y a que las levaduras fueron mas afectadas por la presion osmética, debido al

incremento en la concentracion de todos los nutrientes del medio de cultivo.

58

CMS de levaduras de K. marsianus en soportes sinté(icos y- naturales usando lacfosa como fuente de C y £



CMS do & morzzznns sumentande Io concentracion de (odos los nutrdentes en of medio de culiivo

—HB— 1XNCYC 587 —A—2X —6—3X —— 1XCDBBL 278 —&— 2X —@— 3X

Concentracion de lactosa
(mg/gms)

Tiempo (h)

Figura 25 Efecto del aumento en la concentracion de todos los nutrientes en el consumo de
lactosa de Kluyveromyces marxianus NCYC 587 y CDBBL 278 en CMS.

De igual manera, para ambas cepas, el mejor rendimiento (Yx/s=0.4) se obtuvo con el medio
de cultivo 1X y al ir aumentando la concentracion de nutrientes en el medio disminuyd el

rendimiento de biomasa (Tabla 12).
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6.3.2.3 EFECTO DEL AUMENTO DE LA CONCENTRACION DE TODOS LOS
NUTRIENTES DEL MEDIO (1X, 2X Y 3X) EN EL pH, HUMEDAD Y Aw DEL CMS DE
K. marxianus CEPAS NCYC 587 Y CDBBL 278

En la Figura 26 se presenta el efecto del aumento en la concentracion de todos los nutrientes
del medio en el pH del cultivo de K. marxianus NCYC 587 y CDBBL 278. Para la cepa
NCYC 587, el pH inicial fue de 5.93+0.03 y después de las 6 h bajo considerablemente hasta
llegar a un pH final de 2.84 £0.13 con los 3 medios de cultivo. En el caso de la cepa CDBBL
278, el pH inicial fue de 6.1+0.01 y después de las 6 h bajo considerablemente con el medio de
cultivo 1X, mientras que con el medio de cultivo 2X se mantuvo constante hasta las 24 h y con
el medio 3X hasta las 40 h hasta llegar a un pH final de 3.03 +£0.03. Esta disminucion en el pH
del cultivo se puede deber a que se estan liberando compuestos acidos en el cultivo (Mahoney,

1998), sin embargo, no podemos precisar cuales son ya que no se realiz6 un estudio para esto.

—H—1XNCYC 587 —&—2X —©—3X —#— 1XCDBBL 278 —&— 2X —@— 3X

pH

0 6 12 18 24 30 36 42
Tiempo (h)

Figura 26 Evaluacion del pH del cultivo de K. marxianus NCYC 587 y CDBBL 278 en medio
solido aumentando la concentraciones de todos los nutrientes del medio.

En la Figura 27 se presenta el efecto del aumento en la concentracién de todos los nutrientes
del medio sobre la humedad y la Aw del cultivo de K. marxianus NCYC 587 y CDBBL 278.
Se observa que para ambas cepas el contenido de humedad disminuye aproximadamente en un
10 % con respecto al inicial. Asi mismo, se observa que la Aw se mantiene constante con el
medio de cultivo 1X para ambas cepas. Sin embargo, al aumentar la concentracion de

nutrientes en el medio la Aw disminuye después de las 12 h de cultivo, tanto para K.
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marxianus NCYC 587 como para la CDBBL 278. Esta tendencia se explica por el aumento en

los solidos presentes en el medio de cultivo.

—8— 1X NCYC 587 —A—2X —0—3X —&— 1X CDBBL 278 —A—2X —0—3X

100 1.00
90 0.98
S R
§ 096 &
3
()]
g <
T 0.94
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Y
0.90
0 6 12 18 24 30 36 42

Tiempo (h)

Figura 27 Evaluacion del contenido de humedad y Aw del cultivo de K. marxianus NCYC 587 y
CDBBL 278 en medio s6lido aumentando la concentracion de todos los nutrientes del medio.
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6.2.3.4 EFECTO DEL AUMENTO DE LA CONCENTRACION DE TODOS LOS
NUTRIENTES DEL MEDIO (1X, 2X Y 3X) EN LOS RENDIMIENTOS DE
ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE K. marxianus CEPAS NCYC 587 Y CDBBL 278 EN
CMS

Los resultados del efecto de la concentracion de todos los nutrientes en el medio sobre los
rendimientos de actividad lactasa del CMS de Kluyveromyces marxianus NCYC 587 y
CDBBL 278 se presentan en las Figuras 28 y 29, respectivamente. Los mayores rendimientos
de actividad lactasa para la cepa NCYC 587 (Fig. 28) se obtuvieron a las 12 (331 Ul/gX), 18
(188.1 Ul/gX) y 20 h (157.7 Ul/gX) de cultivo con los medios de cultivo 1X, 2X y 3X,
respectivamente, lo cual concordé con los tiempos en que la levadura se encontraba en su fase
de crecimiento acelerado, ya gque esta enzima esta asociada al crecimiento, de acuerdo a lo
reportado por Inchaurrondo y col. en 1994. Los rendimientos de actividad lactasa con el medio
de cultivo 1X representan aproximadamente el 15 % del rendimiento de actividad reportado en

la seccién 6.2 (Tabla 10) para esta cepa.

—H—1X
—— 2X
—0— 3X

Actividad lactasa
intracelular (Ul/gX)

0 6 12 18 24 30 36 42
Tiempo (h)

Figura 28 Efecto del aumento en la concentracion de todos los nutrientes del medio en los titulos
de actividad lactasa de Kluyveromyces marxianus NCYC 587 en CMS.

Para la cepa CDBBL 278 (Fig. 29) el mejor rendimiento de actividad lactasa (772 Ul/gX) se
obtuvo también con el medio de cultivo 1X, lo cual concordd con los tiempos en que la
levadura se encontraba en su fase de crecimiento acelerado. Este valor representa el 67 % del
rendimiento reportado en la seccion 6.2 y el 48 % de lo reportado en la literatura (1590 Ul/gX)
para esta cepa en CML, respectivamente (Espinoza et al., 1992). Es importante mencionar que

los extractos enzimaticos se obtuvieron 2 dias despues de haber terminado el cultivo, lo cual
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pudo haber ocasionado pérdida de la actividad enzimatica y por eso los resultados obtenidos

en este estudio son bajos en comparacion con los obtenidos en la seccion 6.2.

—8— 1X

(U1/gX)

0 6 12 18 24 30 36 42
Tiempo (h)

Actividad lactasa intracelular

Figura 29 Efecto de la concentracion de todos los nutrientes en los titulos de actividad lactasa de
Kluyveromyces marxianus CDBBL 278 en CMS.

Por otra parte, en la Figura 30 se presenta el efecto de la concentracion de todos los nutrientes
en el medio sobre los rendimientos de actividad inulinasa del CMS de Kluyveromyces
marxianus NCYC 587. ElI mayor rendimiento de actividad inulinasa extracelular para la cepa
NCYC 587 se obtuvo con el medio de cultivo 3X a las 28 h de cultivo (1064.1 Ul/gX), lo cual
concordo con los tiempos en que la levadura se encontraba en su fase de desaceleracion y
muerte, ya que esta enzima es excretada al medio de cultivo en esta fase de crecimiento
(Rouwenhorst et al., 1988; Barranco-Florido et al., 2001). Este valor es mayor a los obtenidos
en la seccion 6.2 para esta cepa, esto probablemente se deba a que en este caso el tiempo de
cultivo fue menor (32 h) y probablemente la enzima ain no perdia actividad. También es

mayor a lo reportado en la literatura para esta especie en CMS (Tabla 11).
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Figura 30 Efecto de la concentracion de nutrientes en los titulos de actividad inulinasa
extracelular de Kluyveromyces marxianus NCYC 587 en CMS.

Por el contrario, para la cepa CDBBL 278 el mejor rendimiento de actividad inulinasa se
obtuvo con el medio 1X a las 14 h de cultivo (63.32 Ul/gX). Sin embargo, estos resultados no
son congruentes con el analisis de respirometria, ya que a las 14 h el cultivo esta levadura

todavia estaba en la fase de retardo, adaptandose adn al medio de cultivo.

En la Tabla 13 se muestra el efecto del aumento de todos los nutrientes del medio de cultivo
sobre las fases de retardo, la velocidad de crecimiento, el rendimiento (Yxs), consumo de
lactosa y rendimientos enzimaticos durante el CMS de K. marxianus NCYC 587 y CDBBL
278. Como se observa, la menor fase de retardo para ambas cepas se obtuvo con el medio de
cultivo 1X. No hubo diferencia significativa («<0.05) en la tasa de actividad respiratoria
(1co2) al emplear los medios de cultivo 2X y 3X para la cepa NCYC 587 y la mayor pcoz se
obtuvo con el medio de cultivo 1X para ambas cepas (0.36+0.01 h™%), lo cual coincidi6 con la
velocidad especifica de crecimiento reportada en la literatura (u=0.35 h'!) para K. marxianus
NRRL-Y 1109 en CML a 29 °C empleando 50 g/L de lactosa (Cortes et al., 2005). Los

mejores rendimientos se obtienen con el medio de cultivo 1X para ambas cepas.
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Tabla 13 Efecto del aumento en la concentracion de todos los nutrientes sobre las fases de
crecimiento del CMS de K. marxianus NCYC 587 y CDBBL 278.

Medio Fase de CO; total Biomasa Consumo v
Cepa de retardo F(lhc_?)z R?  formado (malgms) lactosa (m X/XIr;l )
cultivo (h) (mg/g msi) 99 (%) 9-4/mg
1X 4+0.28  0.36+0.01* 0.99 50.4+82 49.6£3.38  71.2+4.6°  0.4+0.03°
NCYC
557 2X 7.840.2¢ 0.29+0.01° 0.99 50.2+0.1>  50.3%6.7¢  79.4+2.8%  0.2+0.03"
3X 6.240.3° 0.26+0.004° 0.97 53.9+0.2°  53.8+0.1% 73.1+1°  0.12+0.04°
1X 13.7+0.5* 0.36+.01* 098  385+1.3®  51.8t04°  71.7+25*  0.4+0.08°
CDBBL
278 2X 21.940.5>  0.3+.01° 096 28.8+2.4>  59.9+35%  65.7+1.3" 0.25+0.03°

3X 18.6+0.5° 0.15+.006° 0.97 39.3+3% 58.5+0.7¢  62.4+0.2° 0.17+0.01°

Letras diferentes implican que hay diferencia significativa (a<0.05) por cepa.

CONCLUSIONES
1. Kluyveromyces marxianus cepa NCYC 587 y CDBBL 278 fueron capaces de crecer en

presencia de altas concentraciones de lactosa y de nutrientes en el medio de cultivo.

2. Kluyveromyces marxianus cepa CDBBL 278 se vio mas afectada por la presencia de
altas concentraciones de lactosa y de nutrientes en el medio de cultivo, lo cual se
reflejé en fases de retardo més largas, tasas de actividad respiratoria pequefias, menor
produccién de biomasa, menor consumo de lactosa y de rendimientos de actividades

enzimaticas de lactasa e inulinasa.

3. El rendimiento de actividad inulinasa obtenido con la cepa NCYC 587 (1064.1 Ul/gX)

es mayor a lo reportado en la literatura en CMS.

De acuerdo a los resultados hasta este punto, se observé que Kluyveromyces marxianus es
capaz de crecer y transformar la lactosa en producto, ya sea biomasa o enzimas
industrialmente importantes como lo son la lactasa y la inulinasa, asi que se decidio probar
esta capacidad empleando residuos agroindustriales como soporte natural y como sustrato un
coproducto de la industria quesera como lo es el suero de leche, que contiene

aproximadamente 6% de lactosa en su composicion.
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6.4 EFECTO DEL SUERO DE LECHE ULTRAFILTRADO COMO SUSTRATO, PUF
COMO SOPORTE SINTETICO Y BAGAZO DE CANA DE AZUCAR Y RASTROJO DE
SORGO COMO SOPORTES NATURALES EN EL CMS DE K. marxianus

Las cepas de K. marxianus NCYC 587 y CDBBL 278 fueron cultivadas en medio sélido
empleando suero de leche ultrafiltrado para eliminar las proteinas y la grasa presentes en el
suero (preparado a partir de leche entera Santa Clara) y PUF como soporte sintético y bagazo
de cafia de azUcar Yy rastrojo de sorgo como soportes naturales. En este caso sélo se observo el
crecimiento de la levadura con este sustrato y su efecto en la produccion de biomasa. Los

analisis se hicieron por triplicado y se trabajo con unidades experimentales independientes.

6.4.1 CMS DE K. marxianus EMPLEANDO SUERO DE LECHE ULTRAFILTRADO
COMO SUSTRATO Y PUF COMO SOPORTE SINTETICO

El contenido de humedad inicial y final fue de 72.7+0.3 y 68.9 % +1, respectivamente y la Aw
inicial y final fue de 0.994+0.004 y 0.986+0.001, respectivamente, para ambas cepas. El pH
inicial fue de 6.4+0.02 y después de 20 h de cultivo el pH final fue de 6.4+0.2 para ambas
cepas. Hasta este momento no habia sido posible controlar el pH y el suero de leche amortigud
el cambio del pH en el cultivo. Este sustrato presenta compuestos nitrogenados y sales y
minerales en forma de citratos, cloruros, fosfatos y calcio (Alais, 1991; Badui, 1993; Riel,

1991) el cual puede amortiguar el pH en el cultivo.

En la Figura 31 se muestra la velocidad de formacion de CO. de K. marxianus NCYC 587 y
CDBBL 278 empleando suero de leche ultrafiltrado adicionado con las sales indicadas en el
anexo A-1 y PUF como soporte sintético. En este caso se pudo observar que al adicionar suero
de leche como sustrato las fases de retardo se acortan significativamente. La méaxima
velocidad de formacion de CO: se obtiene en un corto tiempo de cultivo (5.5 h en promedio
para ambas cepas). Esta diferencia en el perfil de CO, con respecto a los obtenidos en las
secciones anteriores puede deberse a la composicién misma del suero de leche, en donde se
encuentran también vitaminas y iones como el magnesio, sodio, potasio, calcio, fierro, cobre y

zinc (Alais, 1991; Badui, 1990; Reil, 1991), los cuales son esenciales para el crecimiento.
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Figura 31 Efecto de utilizacion de suero de leche fresco como sustrato sobre la velocidad de
formacién de CO, de K. marxianus cepas NCYC 587 y CDBBL 278 en CMS.

En la Tabla 14 se muestra el efecto de la utilizacion de suero de leche fresco ultrafiltrado sobre
las fases de retardo, las tasas de actividad respiratoria (uco2), el CO2 total formado, la
biomasa producida, el rendimiento (Yxss) y el consumo de lactosa del CMS de K. marxianus
NCYC 587 y CDBBL 278. No hubo diferencia significativa (a<0.05) en las fases de retardo,
tasa de actividad respiratoria (ucoz) y CO; total formado para ambas cepas. La R? en la tabla
6.8 se refiere a la regresion lineal usada para la estimacion de pco.. El suero de leche
ultrafiltrado como sustrato favorecio la produccion de biomasa, el consumo de lactosa y por

consiguiente los rendimientos (Tabla 14) para ambas cepas.

El aumento en las variables principales del cultivo, sobre todo las tasas de actividad
respiratoria, la produccién de biomasa y los rendimientos, puede deberse a la composicion del
suero de leche, el cual aporta compuestos nitrogenados como la urea, vitaminas y minerales, lo
que puede estar favoreciendo el cultivo de K. marxianus NCYC 587 y CDBBL 278.

Los resultados de produccion de biomasa y rendimiento son similares a los reportados en

estudios anteriores (Tabla 12 y 13), mientras que las fases de retardo se acortan notablemente

al emplear el suero de leche fresco.
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Tabla 14 Efecto del suero de leche fresco como sustrato sobre las fases de crecimiento del CMS
de K. marxianus NCYC 587 y CDBBL 278 con PUF como soporte sintético.

Fase de CO: total Biomasa Lactosa o
Lco: ) Rendimiento
Cepa retardo ) R? formado producida (mg/gms) (Ys)
- S
(h) (mg CO2/g msi)  (mg/gms) Inicial Final
NCYC
cg7 2+0.1* 0.64+0.1* 0.99 40.3+14° 58+1.12 182.4+4.2*  1.8+0.01° 0.32+0.06?
CDBBL
278 1.8+£0.2¢ 0.7+£0.02* 0.99 39.3+3.22 60.5#5.78  187.743.28  3.8+0.02° 0.33+0.032

Letras diferentes implican que hay diferencia significativa (<0.05)

CONCLUSIONES

1.  El suero de leche permite amortiguar el pH del cultivo de Kluyveromyces marxianus en
medio solido.

2.  Se obtienen tasas de actividad respiratoria altas en comparacion con los estudios
anteriores para ambas cepas.

3. Las variables principales del cultivo como la produccion de biomasa, consumo de

lactosa y rendimiento se mantienen constantes en comparacion con estudios anteriores.
Debido a la rapida utilizacion de la lactosa y su conversidn en biomasa, se decidio llevar a

cabo estudios ahora con residuos agroindustriales como soportes naturales y suero de leche

industrial como una aplicacion biotecnolégica de estos.
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6.42 CMS DE K. marxianus EMPLEANDO SUERO DE LECHE ULTRAFILTRADO
COMO SUSTRATO Y BAGAZO DE CANA DE AZUCAR Y RASTROJO DE SORGO
COMO SOPORTE Y PRUEBAS DE DIGESTIBILIDAD EN RUMIANTES.

Se llevaron a cabo estudios con residuos agroindustriales como son el bagazo de cafia de
azucar y el rastrojo de sorgo como soportes naturales para determinar si la levadura era capaz
de crecer en ellos empleando suero de leche ultrafiltrado proveniente de una queseria en
Quereétaro. Para este proposito, se llevaron a cabo CMS de K. marxianus con las cepas NCYC
587 y CDBBL 278, primero con bagazo de cafia en reactor de charolas y posteriormente con
la dltima cepa en columnas de fermentacion, reactor de charolas y reactor de listones. Los

resultados se presentan a continuacion.

6.4.2.1 CMS DE K. marxianus CEPA NCYC 587 Y CDBBL 278 EMPLEANDO SUERO DE
LECHE ULTRAFILTRADO COMO SUSTRATO Y BAGAZO DE CANA DE AZUCAR
COMO SOPORTE NATURAL

Para ambas cepas, el contenido de humedad inicial y la Aw fueron de 78.5+0.5 % y
0.993+0.0005, respectivamente, con un pH inicial de 5.57+0.07. Al final de los cultivos, el pH
fue de 6.9£0.06 para la cepa NCYC 587 y 6.29+0.1 para la cepa CDBBL 278, mientras que el
contenido de humedad y la Aw fueron de 71.6 £3 % y 0.988+0.001 para ambos cultivos.

En la Fig. 32 se presentan los resultados de la velocidad de formacion de CO; de K.
marxianus cepas NCYC 587 y CDBBL 278 empleando suero de leche ultrafiltrado como
sustrato y bagazo de cafia como soporte natural. La méaxima velocidad de formacion de CO>
para la cepa CDBBL 278 se alcanzd a las 10.2 h de cultivo (12.7 mg CO2/h gmsi). La
temperatura maxima del cultivo super6 los 40 °C, como se observa en la Fig. 33. El perfil de
la velocidad de CO; de esta levadura es similar al reportado en la seccion anterior al emplear
PUF como soporte sintético, pero en este caso la fase de retardo se alarga aproximadamente
1.3 h. Mientras que para la cepa NCYC 587 el perfil de CO fue completamente diferente,
mostrando dos maximos para la velocidad de formacion de COz a las 8.7 y 30.2 h (5.2 y 10.05

mg CO2/ h gmsi, respectivamente).
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Figura 32 Efecto de utilizacion de suero de leche como sustrato y bagazo de cafia como soporte
sobre la velocidad de formacion de CO; de K. marxianus cepas NCYC 587 (42 h de cultivo) y
CDBBL 278 (24 h de cultivo) en reactor de charolas.
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Figura 33 Temperatura del CMS de K. marxianus cepa CDBBL 278 en reactor de charolas
empleando bagazo de cafia de azicar como soporte.

El perfil de CO. mostrado por la cepa NCYC 587 es dificil de explicar, sin embargo, en este
cultivo se logro disminuir la temperatura dentro del reactor de charolas al emplear 2
ventiladores al interior del reactor de charolas en el CMS de K. marxianus NCYC 587, como

se observa en la Fig. 34, la cual no super6 los 37 °C.
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Figura 34 Temperatura del CMS de K. marxianus NCYC 587 en reactor de charolas empleando
bagazo de cafia de azdcar como soporte.

En la Tabla 15 se presenta el efecto de la utilizacion de bagazo de cafia de azlcar como
soporte natural en las variables principales del CMS de Kluyveromyces marxianus cepa
NCYC 587 y CDBBL 278. En este caso se obtienen mayores tasas de actividad respiratoria
para ambas cepas con bagazo de cafia en comparacion con los estudios reportados con suero
de leche fresco ultrafiltrado y PUF. No se observaron diferencias significativas en la
produccion de biomasa, consumo de lactosa y rendimientos para cualquier cepa estudiada.
Estos resultados son similares a los reportados con suero de leche y PUF como soporte. De
igual manera, se observa un aumento en la concentracion de CO; total formado con respecto a
estudios anteriores (Tabla 12, 13 y 14). Ambas cepas se adaptan rapido al medio de cultivo al
tener fases de retardo muy cortas ya sea con PUF o bagazo de cafia de azicar como soporte (2
y 3 h, respectivamente).

Por otra parte, si se presentaron diferencias significativas en los rendimientos de actividades
de lactasa e inulinasa (Tabla 6.9), en donde la cepa CDBBL 278 presentdé el mayor
rendimiento de actividad lactasa (866.8+£73 Ul/gX), mientras que la cepa NCYC 587 presento
el mayor rendimiento de actividad inulinasa (217.5£25 Ul/gX), a las 24 y 42 h de cultivo,

respectivamente.

Los rendimientos de actividad lactasa para la cepa NCYC 587 representan solo el 34 % de la

actividad encontrada en el estudio con 20 % de urea en la fuente de nitrégeno (Tabla 10) y 2
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veces méas de la actividad encontrada con el medio de cultivo 1X (Fig. 28). Esta diferencia
puede deberse al tiempo en que se midieron las actividades, los cuales no fueron los mismos
(20, 32 y 36 h de cultivo, respectivamente), ademas las enzimas de levaduras son mas
propensas a desactivacion acida (Ladero et al., 2003) y en este caso el pH al final del cultivo
fue casi neutro a diferencia de los estudios anteriores. En cuanto al rendimiento de actividad
enzimatica de inulinasa para esta cepa, los titulos obtenidos representan un aumento del 94 %
en comparacion con lo obtenido en la seccion 6.2.3, cuyo tiempo de cultivo fue de 32 h. Sin
una cinética de actividad enzimatica es dificil concluir acerca de estas diferencias en los

titulos de actividad enzimatica.

Por otra parte, comparando los rendimientos de actividad lactasa obtenidos en este estudio
para la cepa CDBBL 278 con los obtenidos al adicionar 20 % de urea en la fuente de
nitrogeno, estos representan el 76 % de la actividad encontrada en la seccion 6.2.3 y un 90 %
en comparaciéon con la actividad encontrada al emplear el medio de cultivo 1X (seccién
6.3.2.4). Asi mismo, comparando los rendimientos de actividad inulinasa con estudios
anteriores, estos representan sélo el 46 % de la actividad obtenida con 20 % de urea en la
fuente de nitrogeno (seccion 6.2.3).

Dado que la produccion de enzimas depende del tiempo, estas diferencias en los rendimientos
de actividad lactasa e inulinasa pueden deberse a que los tiempos de cultivo variaron
dependiendo del estudio realizado. De igual manera se tendrian que llevar a cabo los estudios
bajo las mismas condiciones para poder determinar en qué tiempo se presenta el mayor
rendimiento de actividad para esta levadura en CMS empleando bagazo de cafia de azUcar
como soporte y suero de leche ultrafiltrado como sustrato para mantener el pH inicial, ya que
la enzima es capaz de mantener una alta actividad a pH de 6 y hasta 10.7 (Ladero et al.,
2005).
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Tabla 15 Efecto del soporte en las variables principales del CMS de K. marxianus cepas NCYC
587 y CDBBL 278 en reactor de charolas.

Fase retardo pcoz CO: total formado
Cepa R? .
(h) (h™) (mg/gmsi)
NCYC 587 3.3 0.83 0.99 88.9
CDBBL 278 3.3 0.85 0.99 88.4
) Consumo Inulinasa
Biomasa Lactasa
Cepa de lactosa Yxis Intracelular ~ Extracelular
(mg x/gms) (Ul/igX)
(%) (Ul/gX) (Ul/gX)
NCYC 587 46.4+1.4° 100+0.002 2 0.3+0.03? 701.5+91° 8.3+12 217.5+25%

CDBBL 278 42.6+1.3% 100+0.003%  0.27+0.03? 866.8+73% 5.7+0.4% 110.443°

Letras diferentes implican que hay diferencia significativa (c.<0.05)

CONCLUSIONES

1. Las dos cepas fueron capaces de crecer sobre bagazo de cafia como soporte, con un
consumo total de la lactosa presente en el suero de leche.

2. Las tasas de actividad respiratoria asi como el CO- total formado obtenidos son mayores
a las reportadas en estudios anteriores.

3. La regulacion del pH jugd un papel muy importante en la produccion de la actividad
lactasa y probablemente se debio al suero de leche y al rastrojo de sorgo que permite

amortiguar de manera natural los cambios de pH.

De acuerdo a los perfiles de CO2, se decidié emplear la cepa CDBBL 278 para una escala
mayor en CMS para los estudios con rastrojo de sorgo y suero de leche ultrafiltrado industrial
como sustrato, pasando de columnas de fermentacion y reactor de charolas a escala
laboratorio a un reactor agitado con listones helicoidales a escala semipiloto. Los resultados

se presentan a continuacion.
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6.4.2.2 CMS DE K. marxianus CEPA CDBBL 278 EMPLEANDO SUERO DE LECHE
ULTRAFILTRADO INDUSTRIAL COMO SUSTRATO Y RASTROJO DE SORGO COMO
SOPORTE NATURAL

Se llevaron a cabo CMS empleando la cepa CDBBL 278 de K. marxianus utilizando rastrojo
de sorgo (cosecha 2007) como soporte natural y suero de leche ultrafiltrado industrial como
sustrato, proveniente del Establo Michintepec, Pedro Escobedo, Qro. Los ensayos fueron
realizados en columnas de fermentacion, reactor de charolas y reactor de listones. Ningun
material fue esterilizado para simular las condiciones de campo y poder aplicar el fermentado
como parte de alimento para rumiantes. La concentracion de lactosa proveniente del suero de

leche industrial fue de 48 g/L (aproximadamente 182 mg/gms).

El contenido de humedad inicial y la Aw en los tres sistemas fueron de 72.9+0.1 % vy
0.99+0.003, respectivamente, con un pH inicial de 5.57+0.07. El pH al final de los cultivos fue
de 6.29+0.03 en columnas de fermentacion, 6.29+0.1 en reactor de charolas y 6.9+0.09 en
reactor de listones, mientras que el contenido de humedad y la Aw final fueron de 66.5 2.9 %
y 0.986+0.003 en columnas de fermentacion, 69.5 +0.2 % y 0.986+0.002 en reactor de
charolas y 68.1 £1.9 % y 0.989+0.0043 en reactor de listones. Al igual que en el estudio con

bagazo de cafia de azUcar, en este caso se logra amortiguar el pH del cultivo de la levadura.

En la Fig. 35 se muestran la velocidad de formacion de CO; de K. marxianus cepa CDBBL
278 en CMS en columnas de vidrio, reactor de charolas y reactor de listones.
Independientemente del sistema de cultivo empleado, la levadura fue capaz de crecer y de
presentar perfiles de CO- similares en cada sistema de estudio. Las fases de adaptacion en los
dos primeros sistemas de cultivo son de aproximadamente 9 h y de 11.9 h con el reactor de
listones. La produccién maxima de COz en el cultivo en columnas de fermentacion y en
reactor de listones mostro un retraso de 4 y 7 h, respectivamente, en comparacion con el

cultivo en reactor de charolas.
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Figura 35 Efecto de utilizacion de suero de leche ultrafiltrado industrial como sustrato y rastrojo
de sorgo como soporte sobre la velocidad de formacién de CO- de K. marxianus cepa CDBBL 278
en CMS en columnas de vidrio, reactor de charolas y reactor de listo.

La temperatura maxima del cultivo en el reactor de charolas (el cual fue el Unico que se pudo
monitorear) se presentd a las 22 h y no superd los 37 °C (Fig. 36). En este sistema de cultivo
el mantenimiento es mayor, lo cual podria explicar el incremento en la temperatura del
cultivo. En este caso también se emplearon 2 ventiladores para evitar el aumento en la
temperatura dentro del reactor de charolas, debido al aumento de la turbulencia del aire al

interior del fermentador.
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Figura 36 Temperatura del CMS de K. marxianus cepa CDBBL 278 en el reactor de charolas
empleando rastrojo de sorgo como soporte natural.
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En la Tabla 16 se presentan los resultados del CMS de K. marxianus cepa CDBBL 278
empleando suero de leche ultrafiltrado industrial como sustrato en los tres sistemas de cultivo.
Las menores fases de retardo asi como la mejor tasa de actividad respiratoria se presentaron al

emplear las columnas de fermentacion y el reactor de charolas.

Independientemente del sistema de cultivo, el consumo de lactosa fue del 100 %, sin embargo
hubo una diferencia significativa («<0.05) al emplear el reactor de charolas, lo cual se vio
reflejado en una mayor produccion de biomasa (54+3.8 mgX/gms), mejor rendimiento
(0.36+0.02) y mayores rendimientos de actividad lactasa (1754.7+80 Ul/g X) e inulinasa
(166.1+25.2 Ul/gX) en comparacion con el cultivo en columnas de fermentacion y en el
reactor de listones (Tabla 16). Independientemente del sistema de cultivo empleado, los
titulos de actividad lactasa son mayores a los reportados en la seccion 6.2 y 6.3 para esta cepa
en columnas de fermentacion con PUF como soporte. El titulo de actividad lactasa obtenido
en este estudio superd los resultados reportados en la seccién 6.2 (1147.3 Ul/gX) y en CML
reportado por Espinoza y col en 1992 (1590 Ul/gX). Esto pudo deberse a que el cultivo en el
reactor de charolas estuvo mejor aireado (1.5 vkgm), mientras que en las columnas de
fermentacion la aireacion fue de 0.5 vgm y de acuerdo a la literatura la aireacion favorece la
produccion de la enzima (Hewitt et al., 1984). De igual manera, los valores de biomasa asi
como el consumo de sustrato y rendimiento de biomasa son similares a los encontrados al

emplear suero fresco y PUF (Tabla 14) y suero de leche fresco y bagazo de cafia (Tabla 15).

En este caso el pH jug6 un papel importante en la produccion enzimética. Existen reportes en
donde se ha estudiado el efecto del pH en la produccion de la lactasa y se ha observado que a
pH 6 (el cual es el pH del suero dulce) la enzima muestra la méxima actividad y estabilidad
(Ladero et al., 2005). Comparando estos resultados con los de las secciones anteriores,
podemos decir que la lactasa producida por Kluyveromyces marxianus presenta este mismo

comportamiento.

76

CMS de levaduras de K. marsianus en sopores sintéiicos y naturales usando lactoss como fhente de C y £



CMS de K. marsianus empleando suero de leche ultrafifirade v rastropo de sorgo

Tabla 16 Caracteristicas del CMS de K. marxianus cepa CDBBL 278 usando suero de leche
ultrafiltrado industrial y rastrojo de sorgo como soporte en diferentes sistemas de cultivo (36 h

de cultivo).
Escala Fase de retardo pco: 2 CO: total formado
cMS (gms) (h) () R (mglgmsi)
Columnas 10 7.510.2 0.33+0.02 0.99 123+11.3
Charolas 550 7.7 0.35 0.99 133.3
Listones 2,500 11.9 0.29 0.99 121.6
CMS Escala Biomasa COP;’ le[g;g de v Lactasa Inulinasa
(gms) (mgX/gms) %) e (UI/gX) (Ul/gX)
Columnas 10 40+3.4° 100+0.02 0.23+0.05°>  1432.9+52° 126.8+14.72
Charolas 550 54+3.8? 100+0.012 0.36+0.028  1754.7+80? 166.1+25.22

Listones 2,500 35.3+6.6" 100£0.02¢  0.26+0.05° 1103+40° 143.5+21.3%

Letras diferentes implican que hay diferencia significativa (a<0.05)

Existen reportes en donde el factor de escala es importante ya que es dificil mantener algunos
parametros del proceso constantes (Nava et al., 2006). En nuestro caso observamos que
cuando cambiamos de escala en un factor de 13.8 en columnas de fermentacion a un factor de
250 en reactor de listones, las tasas de actividad respiratoria, el CO, total formado, la
produccién de biomasa, el consumo de sustrato asi como los rendimientos de biomasa y de

actividades enzimaticas se mantienen constantes.

En el anexo A-5 se presenta una tabla comparativa de los balances de carbono (C) del CMS de
K. marxianus empleando suero de leche, PUF, bagazo de cafia de azlcar y rastrojo de sorgo
(Tabla 26). Es posible que se esté sobreestimando el CO2 porque los sistemas de cultivo
cambian de columnas de fermentacion a reactores. Sin embargo, los valores de recuperacion

de carbono en forma de biomasa se mantienen constantes al cambiar de sistema de cultivo.
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CONCLUSIONES

1. Kluyveromyces marxianus cepa CDBBL 278 fue capaz de crecer sobre rastrojo de sorgo
como soporte natural y suero de leche ultrafiltrado industrial.

2. Al cambiar el factor de escala, las tasas de actividad respiratoria, el CO> total formado, la
produccién de biomasa, el consumo de sustrato asi como los rendimientos de biomasa y de

actividades enzimaticas se mantienen constantes.

3. Los rendimientos de actividad lactasa (1433+15 y 1754.7+80 Ul/gX) en cultivo en
columnas y en reactor de charolas, respectivamente para la cepa CDBBL 278 son mayores
a los obtenidos en trabajos anteriores reportados en esta tesis (1147 Ul/gX) y en CML
(1590 Ul/gX) para esta cepa.
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6.4.2.3 PRUEBAS DE DIGESTIBILIDAD DEL CMS DE K. marxianus CEPA CDBBL 278
EN REACTOR DE CHAROLAS.

El material fermentado en reactor de charolas de K. marxianus cepa CDBBL 278 con rastrojo
de sorgo cosecha 2007 (36 h de CMS) fue usado para realizar ensayos de digestibilidad. Una
porcion fue sometida a tratamiento térmico con vapor directo en autoclave a 90 °C por 10 min
y otra sin tratamiento térmico. Se realizaron los mismos tratamientos al rastrojo de sorgo como
control. Posteriormente, todos los materiales se secaron a temperatura ambiente hasta un
contenido de humedad aproximado del 6-8% para realizar las pruebas de digestibilidad en
bovinos. Esta parte del estudio se realizd con apoyo del Dr. Marcos Meneses Mayo del
Colegio de Posgraduados. Los andlisis se hicieron por duplicado en dos bloques (Anexo A-3).

Los resultados se presentan a continuacion.

6.4.2.3.1 ANALISIS BROMATOLOGICO

En la Tabla 17 se presentan los resultados de la composicion bromatolégica de los materiales
de estudio. El contenido de minerales aumentd en los materiales fermentados por el suero de
leche y por la fermentacion propia de la levadura. Los tratamientos fermentados mostraron
mayor contenido de proteina, la cual provino de la fuente de nitrégeno utilizada por la
levadura. También se pudo observar que los materiales después de ser fermentados con
levadura disminuyeron la fraccion de fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido
(FDA) lo que indica que hay un efecto positivo del microorganismo en el consumo de
carbohidratos estructurales (Rojo et al. 2007). Esta reportado que Kluyveromyces marxianus
presenta actividad hidrolasa, la cual puede estar atacando la celulosa presente en el rastrojo de
sorgo, facilitando la asimilacion de la fibra (Bamby et al., 1990; Barron et al., 1995; Barron et
al., 1997; Boyle et al., 1997; Ballesteros et al., 2002; Ballesteros et al., 2004).
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Tabla 17 Analisis bromatol6gico de materiales fermentados y controles con y sin tratamiento

térmico.
MS MIN MO PROT FDN FDA
Muestra (%) (%) (%) (%) (%) (%)
CDBBL278
94+0.06° 15+0.1° 79+0.08® 6.7+0.2% 80.2+1° 54.4+0.72

conTT
CDBBL 278

T 03.24+0.04° 15.9+0.1* 77.240.08° 6.6+0.2%8 77.7+1* 54.7+0.72
SIn

Sorgocon TT 96+0.04* 12.1+0.3° 83.5+0.3* 3.1+0.07° 83.3+0.9° 54.8+0.7%

Sorgosin TT ~ 91.5+0.04% 12.1+0.3° 79.4+0.3° 2.740.07° 82.4+0.9° 59+0.7°

Letras diferentes implican que hay diferencia significativa («<0.05)
MS=Materia Seca; MIN=Minerales; MO=Materia Organica; PROT=Proteina; FDN=Fibra Detergente Neutro;
FDA=Fibra Detergente Acida; TT= Tratamiento Térmico.

Existen estudios en donde se muestra que el tratamiento térmico por explosion de vapor
incrementa la digestibilidad de los forrajes de baja calidad, lo que estéd relacionado con la
solubilizacion de la FDN y hemilcelulosa, permitiendo una mayor digestién de componentes
de la pared celular; sin embargo cada forraje o subproducto es diferente y por tanto la fractura
celular por emisién de vapor los fragmenta diferente; esto depende del grado de lignificacion
del material vegetal (Cortez, 1992). En este estudio no se observo el mismo comportamiento,
ya que la finalidad del tratamiento térmico era la de minimizar el contenido de acidos
nucleicos presentes en el fermentado, ya que estos compuestos pueden provocar un aumento
en el contenido de acido Urico en los rumiantes, sin embargo en este caso no se llevaron a

cabo estudios para verificarlo.

Por otra parte, ademas de la colonizacién bacteriana, las enzimas exdgenas amiloliticas (endo
y exoamilasas) y fibroliticas (xilanasa, celulasa y R-glucanasa de Aspergillus niger) pueden
estimular la actividad enzimatica endégena del rumen (Pinos-Rodriguez et al., 2002a; Ingle y
Erickson, 1978; Helbert et al.,, 1996; Rojo et al. 2005; Rojo et al., 2007). Estudios
preliminares han demostrado que el suministro directo de microorganismos de origen fungico
en el alimento como Aspergillus oryzae (el cual produce amilasas), aumenta el nimero de
bacterias en el rumen. EI mecanismo de dicha estimulacion no esta totalmente claro pero se

cree que el suministro directo de microorganismos aporta factores de crecimiento, necesarios
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para las bacterias del rumen (Martin y Nisbet, 1992), modera el bajo pH del rumen o
suministra enzimas fibroliticas exdgenas (Newbold, 1995). Se ha sugerido que el aumento de
la poblacién de bacterias celuloliticas, es el elemento responsable del aumento de la digestidn
del forraje, cuando se suministran microorganismos directamente en el rumen. De igual
manera, Aranda en el 2000 observo un efecto sinérgico en el crecimiento microbiano en la
cafia de azUcar y sus fracciones de FDN y FDA, al adicionar Fibrozyme® (0.1 g/g de sustrato)
durante 8.5 h de incubacion in vitro. El rastrojo de maiz tratado con Fibrozyme® (1.5 g kg-1),
tuvo una mayor digestibilidad in vitro de MS (Tirado-Estrada et al., 2001). En estos casos, las
investigaciones in vitro sugieren una accion sinérgica de los microorganismos ruminales, con

el producto enzimatico en la degradacion de la fibra.

En nuestro estudio, los analisis bromatolégicos indicaron que la levadura presente en el
material fermentado degrada fracciones fibrosas del sorgo. Esta reportado que Kluyveromyces
marxianus presenta actividad celulésica (Raynal y Guerineau, 1984), la cual ataca a la celulosa
presente en el rastrojo de sorgo, facilitando la asimilacién de la fibra (Bamby et al., 1990;
Barron et al., 1995; Barron et al., 1997; Boyle et al., 1997; Ballesteros et al., 2002; Ballesteros
etal., 2004).

6.4.2.3.2 PRUEBAS DE DIGESTIBILIDAD
Los datos del analisis bromatoldgico sugieren que este tipo de productos fermentados pueden

aprovecharse como componentes en la dieta de rumiantes, por lo que se realizé un estudio de
digestibilidad in vitro e in situ de la materia seca (DIVMS) en bovinos. Para este propdsito se
empled fluido ruminal fresco extraido de una vaca con canula ruminal y alimentada con
alfalfa fresca (60 %) y ensilado de maiz (40 %). Para mayor informacion consultar anexo A-

3.1. Las graficas correspondientes a esta seccion se encuentran en el anexo A-6.

El pH (Anexo A-6.1) se mantuvo constante durante la cinética de digestibilidad in vitro,
iniciando con un valor de 7.3 y terminando en 7.6+0.1. Mientras que el nitrogeno amoniacal
tuvo un aumento drastico a las 12 h de digestibilidad (anexo A-6.2) lo cual coincidié con el
aumento en el pH y estabilizacion del mismo, posiblemente el nitrogeno amoniacal fungio

como amortiguador. El nitrdgeno amoniacal es importante porque sostiene la sintesis de
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proteina microbiana y optimiza la utilizacion y el consumo de alimentos fibrosos de baja
calidad (Leng, 1990).

El objeto de la prueba de digestibilidad in situ de la materia seca (MS), fibra detergente
neutro (FDN) y fibra detergente acida (FDA), es tener mayor precision en lo que ocurre al

interior del rumen de pequefios rumiantes (ver anexo A-6.4, 6.5 y 6.6, respectivamente).

No se observd diferencia significativa (a<0.05) en las cinéticas de digestibilidad in vitro e in
situ para las condiciones estudiadas. Sin embargo, la digestibilidad in situ aument6 15.4 % en

comparacion al ensayo in vitro.

CONCLUSIONES GENERALES

1. El suero de leche ultrafiltrado permitié amortiguar el pH en el cultivo de Kluyveromyces

marxianus en medio sélido.

2. El suero de leche ultrafiltrado como sustrato mejora algunos de los parametros del cultivo
de Kluyveromyces marxianus, sobre todo el rendimiento de biomasa y consumo de la
lactosa presente en el suero de leche asi como la tasa de actividad respiratoria.

3. Los tratamientos fermentados presentaron mayor contenido de proteina por accion

microbiana y los porcentajes de digestibilidad obtenidos muestran que este residuo sélo o

mezclado con la levadura puede ser un buen componente en la dieta de rumiantes.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Nuestro sistema experimental modelo nos permitié determinar las mejores condiciones para el
CMS de Kluyveromyces marxianus, empleando lactosa como fuente de carbono y energia en
una concentracion de 50 g/L, un indculo de 2.5x10° cel/gms, el uso de amortiguador de
fosfatos de potasio en la preparacion del medio de cultivo y una concentracion del 20% de

urea en la fuente de nitrégeno.

Este sistema permitié determinar que altas concentraciones de lactosa y nutrientes afectan de
manera negativa a las variables principales del cultivo como son: las fases de retardo, las tasas
de actividad respiratoria, la produccién de biomasa y consumo de lactosa asi como las

actividades enzimaticas de lactasa e inulinasa de Kluyveromyces marxianus en medio solido.

Asi mismo, se mostro que al emplear suero de leche ultrafiltrado como sustrato, se amortigua
el pH del cultivo y se favorece el consumo de lactosa, la produccion de biomasa, el
rendimiento celular y la expresion de las actividades enzimaticas de lactasa e inulinasa en el
CMS de K. marxianus. De igual manera, al trabajar con un sistema de cultivo empleando
suero de leche ultrafiltrado y bagazo de cafia de azUcar o rastrojo de sorgo como soportes
naturales se mantienen constantes las variables principales del cultivo, obteniendo
rendimientos de actividad lactasa e inulinasa mayores a los obtenidos en CML para
Kluyveromyces marxianus CDBBL 278 y manteniendo los valores de recuperacién de carbono

en forma de biomasa constantes al cambiar de sistema de cultivo.

Por altimo, mediante estos procesos de bioconversion se pueden aprovechar algunos
coproductos de la industria lactea y agricola al emplear el suero de leche, el bagazo de cafia o
el rastrojo de sorgo en el cultivo de esta levadura como ingrediente en la dieta de animales
rumiantes, con lo cual se le puede dar una aplicacion biotecnoldgica a este tipo de materiales

y evitar en la medida posible mas contaminacion derivada de los mismos.

Es importante realizar estudios a futuro sobre optimizacion del medio de cultivo y el empleo

de inductores que favorezcan los mayores rendimientos y mejores titulos de actividad tanto
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lactasa como inulinasa, llevando a cabo cinéticas de cultivo para una mejor caracterizacion

del cultivo de Kluyveromyces marxianus en medio sélido.

Se recomienda optimizar las condiciones de cosecha y tratamiento de residuos
agroindustriales, asegurando una mayor digestibilidad de los mismos, lo cual repercute en el

crecimiento y produccion del animal.
Se presenta evidencia experimental indicando que es posible establecer las condiciones
nutricionales de cultivo para Kluyveromyces marxianus en un sistema modelo, permitiendo

extrapolar los resultados a un sistema mas cercano a la realidad.

El CMS presenta potencial en resolver problemas ambientales y contribuir parcialmente a la

produccion de alimentos para rumiantes.
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Anexo A-1 Medios de caltzvo

ANEXOS

A-1 MEDIOS DE CULTIVO

Agar_Papa Dextrosa (marca BIOXON). Empleado para propagacion de Kluyveromyces

marxianus. (g/L): 39.0.

Tabla 18 A-1 Composicion del medio basal

Composicién g/L Referencia

Lactosa 50

Extracto Levadura 2.23

(NH.):S04 (SA) 8.75 Cortés et;léﬁozogésl_ukondeh
KH2PO4 2.72

MgSO4-7H,0. 0.518
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Tabla 19 A-2 Medios de cultivo

Medio Preparacion Modificacién g/L
. En amortiguador de acetatos - -
Medio basal de sodio pH 5.5, 25 mM
. En amortiguador de fosfato - -
Medio basal de potasio pH 5.5, 25 mM
SA, 80 % 7
Urea (U), 20 % 0.796
SA, 60 % 5.25
U, 40 % 1.592
Medio basal 0
modificado DA 0 oo
0
En amortiguador de fosfato SASOZ 9/0/0 ézg 4
de potasio pH 5.5, 25 mM ' '
U, 100 % 3.98
Medio basal 100
modificado Lactosa 150
SA:U (80:20)
Medio basal 2%
modificado Todos los nutrientes 3%
SA:U (80:20)
Medio basal . Suero de leche
modificado A partir de I(e:clgfaentera Santa ultrafiltrado por 48
SA:U (80:20) lactosa
. Suero de leche
Med.lq basal ultrafiltrado
modificado industrial vor 48
SA:U (80:20) P

lactosa
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A-2 SOLUCIONES

Preparacion _de ONPG 34 mM. Pesar 0.1025 g de ONPG, disolverlos en 10 mL de
amortiguador de KH2PO4 (6.8 g/L) y KoHPO4 (8.7 g/L) pH 7, 50 mM.

Preparacion de reactivos Nelson-Somogyi

Reactivo 1. Mezclar 1 ml de solucion B con 25 ml de solucién A.
Solucion A: (g/L) Na2COs 25; KNaCsH4064H20 25.0; NaHCO3 20.0 y Na>SO4 200.0.
Solucion B: (g/200 ml) H2S0O4 4 gotas disueltas en CuSO45H20 30.0 g.

Reactivo 2. Mezclar lentamente las dos soluciones con agitacion y aforar a 500 ml. Calentar
a 55 °C por 30 min.

Solucion A: Disolver en 450 ml de agua destilada: H>SOs concentrado 25 ml;
(NH4)sM020244H20 25 g.

Solucién B: Disolver en 25 ml de agua destilada: NaHAsO47H20, 0.3 g.

Suero de leche a partir de leche entera Santa Clara

1. Poner la leche en bafio Maria a 37 °C y esperar a que llegue a la temperatura.

2. Por cada litro de leche adicionar 1 ml de cuajo (Qualact).

3. Agitar y dejar calentando a 30 °C por aproximadamente 40-50 min hasta formar un gel
firme.

4. Sacar del bafio y dejar enfriar.

5. Cortar el gel para separar el suero de los sélidos.

Suero de leche ultrafiltrado. El suero de leche preparado se ultrafiltré en un concentrador

(Millipore mod. 8200) de capacidad de 150 mL, con nitrégeno como gas acarreador a un flujo

de 40 mL/min. Se empled una membrana de filtracion de 10, 000 Da.

Preparacion de la solucion FDN:
a) Pesar y disolver en 2 L de agua destilada el EDTA (335 g) y el Borato de sodio (122.6 g).
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b) Pesar y disolver en 1 L de agua destilada caliente (70°C) el fosfato de sodio monobasico
(82.19).

c) Pesar y disolver en 3 L de agua destilada el lauril sulfato sddico (540.0 g).

d) Incorporar las 3 premezclas en un depdsito con capacidad para 18 L.

e) Agregar 180 ml de etilenglicol a la premezcla.

f) Aforar con agua destilada hasta 18 L agitando constantemente.

Preparacion de la solucién FDA 1 % p/v.

A un litro de agua agregar poco a poco 56 mL de &cido sulfirico concentrado, llevar la

solucion a un volumen final de 2 L con agua y adicionar 20 g de cetil-trimetil-amonio.

Procedimiento de colecta del liguido ruminal:

Cuando la determinacién se realiza temprano por la mafiana no serad necesario alimentar a los
animales, pero si se realiza mas tarde, debera evitarse el acceso de los animales al agua o
alimento por tres horas antes del muestreo. Para obtener el liquido se quita la tapa de la canula
ruminal y preferentemente se deja reposar en una cubeta con agua tibia. Manualmente se retira
toda la ingesta situada en la parte alta del interior del rumen. A continuacion se introduce un
vaso Nalgene estéril de 250 ml al interior del rumen, se extrae el liquido ruminal de la parte
media o baja del rumen y se deposita en el termo, el cual de preferencia debe quedar lleno para
evitar espacios con aire (Castellanos et al., 1990). Finalmente se limpia el exterior de la canula

y nuevamente se coloca la tapa.

Saliva de McDougall:

Bicarbonato de sodio 9.80 g; Fosfato &cido disddico heptahidratado 7.0 g (si es anhidro pesar
3.71 g); Cloruro de potasio 0.57 g; Cloruro de sodio 0.47 g; Sulfato de magnesio heptahidratado
0.12 g; Urea 1 g; Cloruro de calcio 0.04 g. Disolver los primeros cinco reactivos en agua
destilada y aforar a un litro; antes de usarlo se adicionan el CaCl, y burbujea CO0- a la solucion

hasta alcanzar un pH de 6.8 - 7.0.
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A-3 PRUEBAS BROMATOLOGICAS Y DE DIGESTIBILIDAD

La estructura basica de los materiales lingoceluldsicos o forrajes toscos, se constituye de
microfibrillas de celulosa, de cadenas de hemicelulosa y de lignina que une cadenas de
hemicelulosa; entre ambas protegen y encierran a la celulosa. Son materiales que constituyen
las paredes celulares lignificadas, que limitan la disponibilidad de los carbohidratos para la
alimentacion de rumiantes. Existen diversos métodos para tratar estos materiales y mejorar su
aprovechamiento; uno de ellos es el tratamiento con vapor a alta presion; el agua a alta
temperatura y presion funciona como un &cido que rompe los enlaces ligninocelulosa y

solubilizando la hemicelulosa.

A-3.1 PRUEBAS BROMATOLOGICAS

DETERMINACION DE MATERIA SECA, DE CENIZAS Y DE PROTEINA (%)
La MS (%), cenizas y proteina se determind de acuerdo a la AOAC (16th ed., 1996). La MS
(%) se determiné colocando muestras en estufa con circulacion forzada de aire a 55 °C por 48

horas. Posteriormente se enfriaron y pesaron estimando el % MS por diferencia de peso.

Para la determinacion de cenizas se pesé 1 g de muestra seca molida, se puso en un crisol
tarado, numerado y a peso constante, se calcind en mufla a 600 °C por 30 minutos, se pone en
desecador a enfriar y se vuelve a pesar. Se multiplica el peso de las cenizas encontradas en 1 g

de MS por el porcentaje de MS de la muestra.

La proteina se determind por el método Kjeldahl, el cual se basa en la transformacion del
nitrégeno contenido en la muestra en sulfato de amonio mediante la digestion con acido
sulfurico en presencia de un catalizador. El ion amonio obtenido se transforma en medio
basico en amoniaco que se destila y valora con una solucion de acido patron (McKenzie y

Wallace, 1954). El procedimiento para la determinacion de proteina es el siguiente:

e Pesar 1 g de muestra homogeneizada (m) en un matraz de digestién Kjeldahl.
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e Agregar 3 perlas de vidrio, 10 g de sulfato de potasio o sulfato de sodio, 0.5 g de sulfato
caprico y 20 mL de &cido sulfurico concentrado.

e Conectar el matraz a la trampa de absorcién que contiene 250 mL de hidroxido de sodio al
15 %. El disco poroso produce la division de los humos en finas burbujas con el fin de
facilitar la absorcion.

e Los depdsitos de sulfito sodico se eliminan con acido clorhidrico.

e Calentar en manta calefactora y una vez que la solucion esté transparente, dejar en
ebullicidon 15 a 20 min mas. Si la muestra tiende a formar espuma agregar acido estearico o
gotas de silicona antiespumante y comenzar el calentamiento lentamente.

e Enfriar y agregar 200 mL de agua. Conectar el matraz al aparato de destilacion, agregar
lentamente 100 mL de NaOH al 30 % por el embudo y cerrar la llave.

e Destilar no menos de 150 mL en un matraz que lleve sumergido el extremo del refrigerante
0 tubo colector en: 50 mL de una solucién de acido sulfdrico 0.1 N, 4 a 5 gotas de rojo de
metilo y 50 mL de agua destilada. Asegurar un exceso de H2SO4 para que se pueda realizar
la retrotitulacion. Titular el exceso de &cido con NaOH 0.1 N hasta color amarillo 0 50 mL
de &cido bdrico al 3 %. Titular con &cido clorhidrico 0.1 N hasta pH 4.6

e Efectuar un ensayo en blanco usando una sustancia organica sin nitrégeno (sacarosa) que
sea capaz de provocar la reduccion de los derivados nitricos y nitrosos eventualmente

presentes en los reactivos.
Los célculos son los siguientes:
14 x N xV x 100 14 x N x V x 100 x factor

N % Proteina = -----------------mmmmmom oo
m x 1000 m x 1000

Donde:
e V:50mL H2SO4 0.1 N - gasto NaOH 0.1 N o gasto de HCI 0.1 N
e m: masa de la muestra en gramos

e factor: 6.25: para proteinas en general.
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DETERMINACION DE FIBRA DETERGENTE NEUTRO (FDN) Y FIBRA
DETERGENTE ACIDA (%)

El contenido de los diferentes componentes del material vegetal del rastojo de sorgo (celulosa,
hemicelulosa y lignina) se determiné empleando la metodologia de Van Soest (1967, 1994). El
material seco se paso por un molino de cribas (Wiley, mod.4) hasta obtener particulas de 1
mm de didmetro. Las muestras fueron sometidas a tratamiento con las soluciones FDN y FDA
(Anexo A-2). El tratamiento con los detergentes consiste en ebullicion por 1 h, posteriormente
el material se filtra y lava con agua caliente y etanol empleando un crisol Gooch,
posteriormente se seca a 90 °C por 24 h y se pesa. Inmediatamente, a las muestras tratadas con
los detergentes se les cubre con H2SO4 al 76% durante 3 h. El &cido se lava con agua caliente
y se deja reposando por 24 h. Se pesan los residuos de cada tratamiento para estimar la

composicion del rastrojo de sorgo.

El reactivo de fibra detergente neutro permite eliminar todo el material soluble (proteinas,
cenizas, grasas, carbohidratos solubles). Después de éste tratamiento solo queda el material
celular compuesto por celulosa, hemicelulosa y lignina, a éste residuo se le Ilama entonces
fibra detergente neutro (FDN). Mientras que el reactivo de fibra detergente acida solubiliza la
hemicelulosa y su residuo sera la fibra detergente acida (FDA) y el tratamiento con H2SO4

solo deja intacta la lignina.

DETERMINACION DE MATERIA ORGANICA (%)
La materia organica (MO), nitr6geno (N), fueron determinados por el método de la AOAC
(16th ed., 1996).

102

CMS de levaduras de K. marsianus en soportes sinté(icos y- naturales usando lacfosa como fuente de C y £



Anexo A-53 FPruebas bromatilogicas v de digestibilidad

A-3.2 PRUEBAS DE DIGESTIBILIDAD IN VITRO

DETERMINACION DE pH, NITROGENO AMONIACAL (NNHs) Y
DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LA MATERIA SECA (DIVMS)

El N total y N amoniacal se cuantificaron mediante las técnicas propuestas por Krishnamorthy
et al., 1982. La digestibilidad in vitro se midi6 con la primera fase de la técnica de Tilley y
Terry (1963).

El método de digestibilidad in vitro consiste en colocar muestras de 0.5 g como sustrato en un
tubo equipado con valvulas para el escape de gases, lo cual el sustrato servird como fuente de
carbono y nitrégeno para los microorganismos extraidos del rumen. Sin embargo, es necesario
agregar los demas elementos nutritivos para el microorganismo y el medio adecuado que les

permita desarrollarse. La saliva de McDougall llena los requisitos de estabilidad de pH y

requerimientos minerales de los microorganismos ruminales. El procedimeinto se lleva a cabo de

la siguiente manera:

o El forraje debe estar en base seca (55 °C) y molidos en un tamiz de 1 mm.

e Pesar 0.5 g de muestra dentro de un tubo de centrifuga numerado. Determinar aparte materia
organica y humedad.

e Adicionar a cada tubo 50 ml de saliva de McDougall e incubarlos a 39 °C por o menos 15 min
y adicionar 5 ml de liquido ruminal; pasar una corriente de CO, dentro del tubo por 15
segundos y tapar inmediatamente.

e Preparar un blanco siguiendo las mismas indicaciones pero sin agregar muestra.

e Es necesaria una agitacion suave a las 2, 4, 20 y 28 horas después de iniciada la incubacion
para dispersar las particulas (de tres a cinco veces al dia).

e Después de 48 h, adicionar 1 ml de HCI concentrado y agitar para homogenizar, agregando 1
ml de pepsina al 5%; rotar los tubos e incubar a 39 °C por 48 h (agitando tres veces al dia).

e Después de las 48 horas de la digestion con pepsina hay que filtrar (en papel) con el equipo de
vacio y enjuagar el tubo y el filtrado con tres porciones de 10 ml de agua fria; secar el papel (o
crisol) con la materia insoluble a 105 °C toda la noche, se enfria y pesa.

e Calcinar para determinar materia organica, si se desea expresar digestibilidad de materia
organica.

Calculos:
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% DIVMS= MSI — (MSR - MSR blanco) x 100

Materia seca inicial

Donde:

DIVMS: Digestibilidad in vitro de la materia seca (%).

MSI: Materia seca inicial.

MSR: Materia seca residual.

MSR: Materia seca residual del blanco.
Para materia organica el calculo es similar, pero utilizando los resultados de la calcinacion. La
DIVMS es un proceso que debe repetirse al menos dos veces. Los tubos de incubacion no
constituyen repeticiones sino submuestras, de tal forma que el proceso de incubacién se considera
como bloque y la informacion se analiza como un disefio de blogques generalizados al azar donde

el error experimental es el bloque tratamiento.

A-3.3 PRUEBAS DE DIGESTIBILIDAD IN SITU

DETERMINACION DE DIGESTIBILIDAD, DIGESTIBILIDAD DE FIBRA
DETERGENTE NEUTRO Y DIGESTIBILIDAD DE FIBRA DETERGENTE ACIDA
EN BASE SECA

La técnica de degradabilidad “in situ” es una forma de evaluar indirectamente la digestibilidad
de los alimentos, siendo una de las mediciones mas coincidentes con la realidad, permitiendo

estudiar la dinamica de transformacion del alimento en el rumen (Nocek, 1988).

Las muestras, antes de ser incubadas en los rumiantes, fueron picadas en particulas de 0,5 cm
aproximadamente y colocadas, 20 g/cm?, en bolsas de nylon (con 50 u de porosidad). Se
utilizaron cuatro tiempos de incubacion, 12, 24, 48 y 72 h. Al final de cada tiempo las bolsas
fueron lavadas con agua corriente, hasta que la misma quedo clara, colocadas en estufa de
ventilacion forzada de aire, a 55°C, por 48 h, luego enfriadas a temperatura ambiente y
pesadas, determinandose posteriormente la digestibilidad in situ en base seca (%),
digestibilidad de la FDN (%). y la FDA (%) (A-2.1.2 y A-2.2.1). La digestibilidad in situ se

determiné como el porcentaje de desaparicion en la bolsa de MS, FDN y FDA. Se emplearon
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bovinos canulados en rumen de peso promedio 40 Kg. Los bovinos fueron alimentados con
alfalfa fresca (60 %) y ensilado de maiz (40 %). La digestibilidad in situ de la materia seca

(%DIMS) vy la cantidad de FDN digerido se calculan de la siguiente manera:

% DIMS= 100 - [(MSR/MSO) x 100]
Donde: g MSR = Materia seca residual, gramos.

g MSO = Materia seca original, gramos.

Dig (%FDN) = 100 - [(FDNMR/FDNMO) x 100]
donde:
g FDNMR = FDN de la materia residual.

g FDNMO = FDN de la muestra original.

En el analisis estadistico, se utilizo disefio de bloques al azar (Daniel, 2002), tomando como
criterio de bloques los dias de incubacién (tres dias). El analisis de varianza se realiz6 con el

programa NCSS y las medias se compararon con la prueba de Tukey.
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A- 4 ANALISIS ESTADISTICO DE LA SECCION 6.2

Tabla 20 A.4 a. Efecto del origen de la fuente de nitrogeno en las variables principales del CMS
de K. marxianus UCDCC 351.

Fuente de Fase de CO: total dCO/dt | t
Nitrégeno retardo l(LhC_?)Z R? formado s dCO2/dt |
(SA:U) (h) mg/g msi) max
100:0 2.9+0.82 0.2+.001° 0.99 92.4+3.42 6+0.22 9.8+0.001?
80:20 3.6+0.12 0.24+.001° 0.99 95+45.82 6.7+0.5 11.740.8°
60:40 3.7+0.12 0.27+.0012 0.98 96+4.6 6.8£0.3%°  12.4+0.01°
40:60 5+0.1° 0.23+.001° 0.99 104.4+2.22 5.3+0.3°  13.8+0.01°
20:80 6.4+0.1° 0.2+.01° 0.98 96.8+2.52 5.6+0.1°  13.9+0.01°
0:100 6.4+0. 1° 0.17+.001¢ 0.99 8316.3 4.3+0.3¢  15.2+0.01¢
Ifllijterrc])geegg Biomasa Clgrgigsrgo Y s Lactasa Inulinasa
(SAU) (mg/gms) (%) (mgX/mgs) (UI/igX) Intracelular  Extracelular
(Ul/gX) (Ul/gX)
100:0 39.8+0.2¢ 81.2+1.9 0.31+0.007¢ nd nd nd
80:20 47.5+0.4¢ 81.3+1.4 0.39+0.012 24.4+0.022 nd 49.4+12
60:40 49.3+0.5° 90.4+0.92 0.35+0.01° 3.8+0.02° 1.9+0.02° 38.6+0.03°
40:60 51.840.22 89.6+2. 52 0.36+0.02° nd 3.3+£0.022 nd
20:80 45+1.2¢ 73+.2.3° 0.41+0.022 nd 0.8+0.01° nd
0:100 38.4+1° 57.4+1.2¢ 0.39+0.012 nd nd nd
Letras diferentes implican que hay diferencia significativa (a<0.05); nd: No detectada
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Tabla 21 A.4 b. Efecto del origen de la fuente de nitrdgeno en las variables principales del CMS
de K. marxianus NCYC 587.

Fuente de Fase de CO: total dCOy/dt | t

Nitrégeno retardo FEE?)Z R? formado s dCO2/dt |
(SA:U) (h) (mg/g msi) max
100:0 9.9+0.92 0.26+0.003? 0.99 76.346.5% 4.2+0.022 31.8+3.6°
80:20 9.5+0.12 0.2+0.02° 0.99 81.8+1.3? 4.2+0.022 27+3.62
60:40 9.7+0.012 0.2+0.002° 0.99 69.1+0.022 3.8+0.03° 28.2+0.4°
40:60 9.3+0.92 0.19+0.003¢ 0.99 57.845.40 3.3+0.01°¢ 27.5+0.12
20:80 9.5+0.92 0.19+0.001°¢ 0.98 70.745.12 4.2+0.12 30+1.82
0:100 10.3+0.012 0.16+0.01¢ 0.96 49.7+45.3¢ 3.240.3¢ 35.9+1.8?

Iflyt.argteegg Biomasa Clc;r;ggo Y xis Lactasa Inulinasa
IS A-gU (mg/gms) o (mgX/mgs) (Ul/gX) Intracelular ~ Extracelular
(SA:U) (%) (UI/gX) (Ul/gX)
100:0 66.7+102 93.7+0.2¢ 0.46+0.0012  2129.3+1152 13.740.001°  11.5%0.00°¢
80:20 69.5+0.5? 94+0.12 0.48+0.022 2038.3+472 15.4+0.0012 23.0+0. 12
60:40 62.8+0. 1°¢ 92.5+0.3¢ 0.42+0.001° 1.5° 19.5+0.0012 22.3+28
40:60 61.7+0.2¢ 96.3+0.3? 0.39+0.002°¢ Nd 8.2+0.001°¢ 8.8+1¢
20:80 64+0. 1P 95.5+.0.4P 0.43+0.002° Nd 7.3+0.001°¢ 6.9+0.4°
0:100 60.8+0.001¢ 94.6+0.2°¢ 0.4+0.001°¢ Nd 2.8+0.001¢ 16.9+0.5P

Letras diferentes implican que hay diferencia significativa («<0.05); nd: No detectada
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Anexo A4 Andlisis estadistico de la seccion 6.2

Tabla 22 A.4 c. Efecto del origen de la fuente de nitrdgeno en las variables principales del CMS
de K. marxianus NCYC 1109.

Fuente de Fase de CO: total dCOy/dt | t
Nitrégeno  retardo ‘Eﬁ?)z R? formado s dCO2/dt |
(SA:U) (h) mg/g msi) max
100:0 5.3+0.012 0.27+0.0012 0.99 65.4+0.6° 57+0.1*  14.1+0.01°
80:20 10.5+0.1° 0.2+0.001° 0.98 41.042.5 5.3+0.3*  20.4+0.02°
60:40 10+0.02° 0.19+0.003° 0.96 33.4+1.7¢ 3.5£0.2¢  22.2+0.01¢
40:60 10.7+0.4° 0.17+0.004¢ 0.99 36.2+0.8° 4.5+0.1° 20.6+0.2°
20:80 13.2+0.4° 0.15+0.001° 0.99 26.5+0.7° 3.1+0.1¢ 21+0.1°
0:100 16.7+1.1¢ 0.14+0.001" 0.99 18+1.4° 2.3+0.2¢ 22.2+0.1¢
Ilfllijtig;eegg Biomasa Cg;:gsrgo Y s Lactasa Inulinasa
(SAU) (mg/gms) (%) (mgX/mgs) (Ul/gX) Intracelular  Extracelular
(UligXx) (Ul/gX)
100:0 44.7+0.01¢ 86.9+0.5¢ 0.30+0.00072 434.1+10° nd nd
80:20 47.3+0.1° 90+0.2¢ 0.31+0.0032 644.9+7° nd 10.5+0.12
60:40 37.4+1¢ 71.9+32 0.30+0.0132 21.7+£1.7° nd nd
40:60 44.8+1° 93+0.4° 0.31+0.0012 Nd nd nd
20:80 50.8+12 94.1+.0.01° 0.30+0.0012 Nd nd nd
0:100 27+0.01¢ 55 +1.9¢ 0.28+0.01° Nd nd nd
Letras diferentes implican que hay diferencia significativa (0<0.05); nd: No detectada
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Anexo A4 Andlisis estadistico de la seccion 6.2

Tabla 23 A.4 d. Efecto del origen de la fuente de nitrégeno en las variables principales del CMS
de K. marxianus NCYC 1429.

Fuente de Fase de CO: total dCOy/dt | t
Nitrogeno retardo FEE?)Z R? formado mgx dCOz/dt |
(SA:U) (h) mg/g msi) max
100:0 6.9+0.72 0.21+0.022 0.99 72.8+7.82 4.2+0.4° 19.4+0.6%
80:20 7.2+1.9° 0.23+0.03? 0.99 80.8+7.8? 5+0.42 19.5+0.52
60:40 15.6+0.1° 0.18+0.02° 0.99 77.6+2.62 4.9+0.1° 27.2+0.1°
0:60 22.1+0.1° 0.17+0.01° 0.98 10.4+1.9° 1.4+0.2° 27+0.1°
20:80 23.5+0.8¢ 0.17+0.02° 0.99 10.5+2.5° 1+0.04¢ 28.3£3.6¢
0:100 nd nd nd Nd nd nd
Eﬁig;eegg Biomasa C:I(;rgi;l:;o Y ws Lactasa Inulinasa
(SA-U) (mg/gms) %) (mgX/mgs) (Ul/gXx) Intracelular ~ Extracelular
' (Ul/gXx) (Ul/gX)
100:0 78.4+0.5? 96 +0.4° 0.50£0.058  1194.1+12.4° 3.8+0.02¢ nd
80:20 72.5+1.2° 97.2+0.042 0.45+0.05*  1831.1+15.2? 9.7+0.04° nd
60:40 60.7+0.7¢ 97.8+0.042 0.35+0.006° 762.2+11°¢ 12.5+0. 52 8.5+0.05?
40:60 46.7+0. 1¢ 76.8+0.2° 0.31+0.002° Nd 1.3+0.005¢ nd
20:80 29.7+1.4¢ 69.6+.0.1¢ 0.23+0.001¢ Nd nd nd
0:100 13.8+1.2f 49.8+0.9¢ 0.16+0.003¢ Nd nd nd
Letras diferentes implican que hay diferencia significativa (a<0.05); nd: No detectada
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Anexo A4 Andlisis estadistico de la seccion 6.2

Tabla 24 A.4 e. Efecto del origen de la fuente de nitrogeno en las variables principales del CMS
de K. marxianus CDBBL 278.

Fuente de Fase de CO:; total t
Nitrégeno retardo b co: R? formado  9COAt] o0 ¢ |
(SA:U) (h) () mg/g msi) max max

100:0 12.2+1.18 0.27+0.0012 0.99 48.2+0.72 4.2+0.6° 22.50.22
80:20 17.1£1° 0.23+0.001° 0.99 36.7+0.9° 4.7+0.1° 30.2+0.1°
60:40 16.6+0.2° 0.230.001° 0.99 48.3+0.3? 5.6+0.04? 29+0.6"
40:60 nd nd nd 15.6+9¢ nd nd
20:80 nd nd nd 20+0.7¢ nd nd
0:100 nd nd nd 9.6+0.2¢ nd nd
Eiig;eegg Biomasa ng:g:;o Y ws Lactasa Inulinasa
(SAV) (mg/gms) (%) (mgX/mg3) (UligX) Intracelular  Extracelular
(Ul/gX) (Ul/gX)
100:0 53.1+52 82.3+0.5° 0.35+0.004* 659.7+12° 31+0.05P 203.1+1.3
80:20 42.5+1.2° 85.6+0.022 0.27+0.001° 1147.7+172 34.2+0.2° 241.6+0.42
60:40 51.1+1.42 77.840.2° 0.37+0.0062 344.7+6° 31.8+0.4° 69.2+0.3¢
40:60 20.4+0.3¢ 64.6+3.4° 0.18+0.01°¢ Nd 20.3+0.03¢ 10.8+0.00¢
20:80 26.4+0.5° 72.3+.0.3¢ 0.19+0.001° Nd nd nd
0:100 21.2+0.4¢ 62.1+2¢ 0.20+0.006° Nd nd nd
Letras diferentes implican que hay diferencia significativa (0<0.05); nd: No detectada
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Anexo A4 Andlisis estadistico de la seccion 6.2

Tabla 25 A.4 f. Efecto del origen de la fuente de nitrégeno en las variables principales del CMS
de K. marxianus Agua Miel Al.

Fuente de

Fase de

CO:; total

t

Nitrégeno retardo bco: R? formado dCOz/dt | dCOz/dt |
(SA:U) (h) ") mglg msi) max méx
100:0 5.7+0.12 0.42+0.022 0.94 42.3+0.5° 3.3+0.04> 10.6+0.22
80:20 6.4+0.92 0.42+0.012 0.94 37.5+0.5°¢ 2.8£0.04¢ 10.7+0.12
60:40 5.8+0.22 0.41+0.012 0.997 57.1+2.42 3.6£0.1*  10.8+0.1°
40:60 6.2+0.22 0.27+0.1° 0.993 55.4+2 32 3.5#0.1*  15.9+0.1°
20:80 7.3+0.12 0.24+0.02° 0.992 23+2.5° 1.5+0.03° 16+0.1°
0:100 7.3+0.12 0.2+0.001°¢ 0.996 34.4+0.6¢ 1.9+0.04¢ 18+0.2°
Ifl?terg;eegg Biomasa Clgrgigsrgo Y ws Lactasa Inulinasa
; (mg/gms) (mgX/mgS) (Ul/gX) Intracelular  Extracelular
(SAV) (%) (Ul/gX) (UligX)
100:0 37.5+0.4¢ 83.3+1.14¢ 0.25+0.005° 864.5+13° nd 31.3+0.1°
80:20 33+0.3¢  81.7+0.03° 0.22+0.002¢  1214.7+15.22 nd 31.1+0.05?
60:40 29.5+0.04° 94.1+0.012 0.18+0.002¢ 285.7+7.3° nd 19.4+0.2°
40:60 50.2+0.0022  92.5+0.03" 0.31+0.0022 Nd nd Nd
20:80 44+0.1°> 87.6+.0.36° 0.27+0.001° Nd nd Nd
0:100 16.7£0.1F  53.1+0.07f 0.18+0.002¢ Nd nd Nd

Letras diferentes implican que hay diferencia significativa (a<0.05); nd: No detectada
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Anexo A-5 Balonce de carbono

A-5 BALANCE DE CARBONO

Tabla 26 A-5. Tabla comparativa de los balances de carbono (C) del CMS de K. marxianus
empleando suero de leche, PUF, bagazo de cafia de azlcar y rastrojo de sorgo.

Lactosa COz X g Medicién de

Cepa Condicion (mg/gms) (mg/gmsi)  (mg X/gms) C/CO:2 9Cx C

EN LACTOSA,

PUFY 141.4+1.1 59.4+82 49.6+3.3 16.242.2 14.4+1 54.1+1.4

NCYC COLUMNAS

587 EN SUERO

FRESO, PUF Y
COLUMNAS

182.4+4.2 40.3+142 58+1.1 11+3.8  20.2+42 42.842.32

EN LACTOSA,
PUFY
CDBBL COLUMNAS
278

135+2.1 38.5+1.32 51.8+0.4  10.5+0.4 19+1.7 54.6+2.1

EN SUERO
FRESO, PUF Y
COLUMNAS

187.7+3.2 39.3+3.22 60.5+5.7 10.7¢1 21.2+1.8 42.615.1

NCYC 587 EN SUERO 180 88.9 46.4 242 16.2 56.2
FRESCO, BAG

C[;?SBL Y CHAROLAS 182 88.4 42.6 241 149 53.6

SLUI+SORGO

EN 182 123 40 335 14.0 65.3
COLUMNAS

CDBBL  SLUI+SORGO
278 EN 182 133 54 36.3 18.9 75.8

CHAROLAS

SLUI+SORGO 182 121 35.3 33.0 12.4 62.3
EN LISTONES

PUF: espuma de poliuretano; SLUI: suero de leche ultrafiltrado industrial. Letras diferentes implican que hay

diferencia significativa (a<0.05).
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Anexo A-6 Digestibilidad in vigro ¢ in situ

A-6 DIGESTIBILIDAD IN VITRO E IN SITU

Para el estudio de digestibilidad in vitro e in situ de la materia seca (DIVMS), se empled
fluido ruminal fresco extraido de una vaca con canula ruminal y alimentada con alfalfa fresca
(60 %) y ensilado de maiz (40 %).

—&— Sorgo sin tratamiento térmico —B— CDBBL 278 sin tratamiento térmico
—A7—880rg0 con tratameinto térmico. —6— CDBBL 278 con tratamiento térmico
jc:)_ 7.6
7.4
72 | T T T T T |
0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)

Figura 37 A-6.1. Cinética del pH en los ensayos de la digestibilidad in vitro con el control de
sorgo y el material fermentado con la cepa CDBBL 278 con los tratamientos de estudio.

—&— Sorgo sin tratamiento térmico
—HB— CDBBL 278 sin tratamiento térmico

O T T T T T T 1

0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)

Figura 38 A-6.2. Cinética del nitrogeno amoniacal en los ensayos de la digestibilidad in vitro con
el control de sorgo y el material fermentado con la cepa CDBBL 278 con los tratamientos de
estudio.
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Anexo A-6 Digestibilidad in vigro ¢ in situ

—&— Sorgo sin tratamiento térmico —H&— CDBBL 278 sin tratamiento térmico
—— Sorgo con tratamiento térmico —e— CDBBL 278 con tratamiento térmico
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o
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0 12 24 36 48 60 72
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Figura 39 A-6.3. Cinética de la digestibilidad in vitro con el control de sorgo y el material
fermentado con la cepa CDBBL 278 con los tratamientos de estudio.

—&— Sorgo sin tratamiento térmico —&— CDBBL 278 sin tratamiento térmico
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Figura 40 A-6.4. Cinética de la digestibilidad in situ de la materia seca con los tratamientos de
estudio.
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Anexo A-6 Digestibilidad in vigro ¢ in situ

—— Sorgo sin tratamiento térmico —8— CDBBL278 sin tratamiento térmico
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Figura 41 A-6.5. Cinética de digestibilidad in situ de la fibra detergente neutro con los
tratamientos de estudio.
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Figura 42 A-6.6. Cinética de digestibilidad in situ de la fibra detergente acida con los
tratamientos de estudio.
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Apexo A7 Tabyis derrradns 2 aste asqudl

A-7 TRABAJOS DERIVADOS DE NUESTROS ESTUDIOS

EFECTO DE SALES AMORTIGUADORAS DE CAMBIOS DE pH SOBRE EL CULTIVO
DE Kluyveromyces marxianus CDBBL 278 EN FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO, en
la modalidad de cartel. Presentado en el XI Congreso Nacional de Biotecnologia y
Bioingenieria, realizado por la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria, A.C.
Meérida, Yucatan, septiembre de 2005.

EFECTO DEL NIVEL DE INOCULO SOBRE EL CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE
B-GALACTOSIDASA DE Kluyveromyces marxianus CDBBL 278 CULTIVADA EN
MEDIO SOLIDO, en la modalidad de cartel. Presentado en el XI Congreso Nacional de
Biotecnologia y Bioingenieria, realizado por la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y
Bioingenieria, A.C. Mérida, Yucatén, septiembre de 2005.

EFECTO DEL ORIGEN DE LA FUENTE DE NITROGENO EN EL CULTIVO DE
Kluyveromyces marxianus CDBBL 278 EN MEDIO SOLIDO, en la modalidad de cartel.
Presentado en el XII Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria, realizado por la
Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria, A.C. Morelia, Michoacan, junio de
2007.

EFECTO DEL ORIGEN DE LA CONCENTRACION DE LACTOSA EN EL CULTIVO DE
DOS CEPAS DE Kluyveromyces marxianus EN MEDIO SOLIDO, en la modalidad de cartel.
Presentado en el XII Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria, realizado por la
Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria, A.C. Morelia, Michoacan, junio de
2007.

EFECTO DEL ORIGEN DE LA CONCENTRACION DE NUTRIENTES EN EL CULTIVO
DE DOS CEPAS DE Kluyveromyces marxianus EN MEDIO SOLIDO, en la modalidad de
cartel. Presentado en el XII Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria, realizado
por la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria, A.C. Morelia, Michoacéan, junio
de 2007.

CULTURE OF Kluyveromyces marxianus CDBBL 278 IN SOLID STATE CULTIVATION.
En la modalidad de cartel. Presentado en The International Conference on New Horizonts In
Biotechnology & 4th BRSI Convention. Trivandrum, India, Noviembre de 2007.

DIGESTIBILIDAD DE RASTROJO DE SORGO IMPREGNADO CON SUERO DE LECHE
Y FERMENTADO EN CULTIVO EN MEDIO SOLIDO POR Kluyveromyces marxianus
CDBBL 278, en la modalidad de cartel. Presentado en el XIIl Congreso Nacional de
Biotecnologia y Bioingenieria y VII simposio Internacional de Produccion de Alcoholes y
Levaduras, realizado por la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria, A.C.
Acapulco, Guerrero, México, del 21 al 25 de Junio de 2009.
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Apexo A-S Fbliacdiin

A-8 PUBLICACION A PARTIR DE NUESTRO TRABAJO

Luz Tovar-Castro, Mariano Garcia-Garibay and Gerardo Saucedo-Castafieda, (2008). Lactase
Production by Solid-state Cultivation of Kluyveromyces marxianus CDBBL 278 on an Inert
Support: Effect of Inoculum, Buffer and Nitrogen Source. Appl Biochem Biotechnol. 151:610-
617.
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