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INTRODUCCION

Los galactooligosacaridos (GOS) son carbohidratos prebiéticos muy usados como
ingredientes funcionales. Se obtienen a nivel industrial por accion de la B-galactosidasa sobre
la lactosa, en una reaccion de transgalactosilacion que ocurre simultaneamente con la
reaccion de hidrdlisis. La mezcla obtenida de esta reaccion esta compuesta por lactosa
(residual), monosacaridos (glucosa y galactosa) y GOS con diferente grado de polimerizacion
(Ackerman et al., 2017). Para obtener altos rendimientos en GOS se parte de soluciones con
elevado contenido de lactosa, siendo el suero de queseria la principal materia prima; su
aprovechamiento resulta muy beneficioso para la industria lactea y contribuye al cuidado del
medio ambiente (Gomez Soto y Sanchez Toro, 2019). La presencia de mono y disacéaridos en
la mezcla se considera indeseable desde el punto de vista del efecto prebibtico del producto
(Torres et al., 2010). Se han reportado varias estrategias de purificacion tales como la
cromatografia de exclusion molecular, tecnologia de membranas, tratamiento con carbén
activado y fermentacién microbiana (Torres et al., 2010; Vera et al., 2016). Particularmente, la
fermentacion microbiana es una alternativa biotecnoldgica plausible para el proposito buscado
gue se fundamenta en la eliminacion selectiva de los azucares presentes (glucosa, galactosa
y lactosa residual), que son metabolizados por diferentes microorganismos (levaduras y
bacterias lacticas), lograndose incrementar la concentracion de GOS (Goulas et al., 2007;
Sangwan et al., 2014).

OBJETIVOS

Evaluar la performance de tres fermentos comerciales de levaduras Saccharomyces (L1y L2,
liofilizadas y L3 deshidratada) para purificar los GOS presentes en una mezcla obtenida via
enzimatica con una B-galactosidasa de Kluyveromyces lactis, a partir de permeado de suero
concentrado en lactosa.

Titulo del proyecto: Obtencién de un ingrediente alimentario funcional compuesto por
galacto-oligosacaridos a partir del suero de queseria. Aplicacion de tecnologias de
membranas, procesos enzimaticos y fermentativos.

Instrumento: PICT N° 2615

Afo convocatoria: 2018

Organismo financiador: FONCyT

Director/a: Vénica, Claudia Inés
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METODOLOGIA

La mezcla de GOS se obtuvo incubando un permeado de suero concentrado en lactosa (14,2
0/100 g, 4L) (Milkaut S.A., Argentina) con la enzima B-galactosidasa (GODO YNL-2, Japon)
(1 g/L) a 42 °C por 60 min. La mezcla se traté a 80 °C/5 min para inactivar la enzima, se
fracciond en 8 alicuotas y a 4 de ellas se les adicion6 extracto de levadura (0,5% p/v) y se
esterilizaron en autoclave. Las levaduras se inocularon individualmente (100 mL) en una dosis
adecuada para tener una concentracion inicial de 6 o6rdenes log UFC/mL en todos los
tratamientos (L1, L2 y L3, sin extractoy L1E, L2E y L3E con extracto) y se incubaron (30 °C/48
h). Previamente, las levaduras se hidrataron en agua (3 h/5 °C) y luego se activaron en la
mezcla de GOS (50 mL) por 16 h/30 °C. Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos (0, 8, 24,
32 y 48 h) para determinar el pH, el crecimiento microbiano mediante la medicion de la
densidad 6ptica (DO) a 600 nm, se analizé el perfil de carbohidratos (GOS, lactosa, glucosa
y galactosa) para cuantificar el rendimiento de GOS en la mezcla de partida (porcentaje en
peso de GOS con respecto al contenido de lactosa inicial) y el factor de purificacion (FP)
(pureza final (Ps) sobre pureza inicial (Pi), siendo que la pureza representa el porcentaje en
masa de GOS (Mgos) con respecto a los carbohidratos totales (Mcrt), al inicio (Pi) y al final (Px)
del proceso, respectivamente; calculandose de la siguiente manera: Pis= MGOS/MCT x 100)
de GOS luego de la fermentacion, y se cuantifico la produccion de etanol por HPLC-IR. Los
ensayos se realizaron por duplicado. Los resultados se analizaron mediante analisis de
varianza de dos vias (ANOVA) para detectar diferencias entre los dos factores estudiados
(levaduras y composicion del medio) y ANOVA de una via para analizar el efecto del tiempo
de fermentacion para cada tratamiento.

RESULTADOS

Tratamiento del suero con B-galactosidasa

La concentracién total de GOS en la mezcla fue de 2,20 g/100 g (13,8%, respecto al total de
carbohidratos), lo que representa un rendimiento de 15,5%. Asimismo, la composicion de
lactosa (residual), glucosa y galactosa fue de 4,70, 5,20 y 3,90 g/100 g, lo que representa un
29,4, 32,5y 24,4 % del total de carbohidratos, respectivamente. Similares rendimientos fueron
obtenidos por Vénica et al. (2017) utilizando la misma enzima y partiendo de una mezcla de
leche y suero en polvo.

Fermentacion selectiva

En presencia de algunos azucares (como glucosa y galactosa) y junto con otros nutrientes
esenciales como aminoacidos, minerales y vitaminas, S. cerevisiae conducira el metabolismo
fermentativo generando metabolitos de fermentacion primarios (etanol y diéxido de carbono),
entre otros compuestos secundarios (otros alcoholes, ésteres, carbonilos y compuestos de
azufre) (Walker y Stewart, 2016).

En general, los dos factores (3 levaduras y el medio: con y sin extracto) y el tiempo de
fermentacion influyeron (p<0,05) en las variables estudiadas, a excepciéon de lo observado
para GOS vy lactosa. Se produjo desarrollo microbiano en todos los tratamientos, el pH
disminuy6 desde 5,5 hasta aprox. 4,7. La DO aument6 desde 0 hasta 1,9, hasta las 24 h,
dependiendo de la levadura, y luego se mantuvo hasta las 48 h. Para ambos medios (con y
sin extracto) se tuvieron menores valores de pH para L3 y mayores valores de DO para L2,
en la mayoria de los tiempos analizados. La incorporacion del extracto incremento los valores
tanto de pH como de DO. Los niveles de etanol se incrementaron durante la fermentacién
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(desde valores menores de 0,1 g/100g hasta 2,1-3,7 g/100g a las 48 h), de acuerdo a la
levadura y medio utilizado; las menores concentraciones fueron para la L1 en ambos medios
y las mayores para L2 y L3 en el medio con extracto.

Los tratamientos aplicados no afectaron las concentraciones de GOS vy lactosa (2,2 y 4,7
0/100g, respectivamente). Se observo una brusca disminucion de glucosa (desde aprox. 5,2
0/100g hasta 0,2 g/100g a las 48 h) en todos los casos, mientras que la evolucién de galactosa
(concentracion inicial 3,9 g/100g) dependioé del tratamiento aplicado: para L3 disminuyé en los
dos medios (2,2 y 0,2 g/100g a las 48 h, sin y con extracto, respectivamente), para L2
disminuy6 solo en el medio suplementado (0,9 g/100g), y para L1 no se observaron cambios
(Figura 1). Los niveles inalterados de lactosa y GOS observados en este trabajo y la
disminucion practicamente total de glucosa fueron similares a aquellos reportados por Goulas
et al. (2007) y Sangwan et al. (2014). Sin embargo, en estos trabajos no lograron reducir
significativamente el contenido de galactosa empleando levaduras (S. cerevisiae). Por el
contrario, Yoon et al. (2003) lograron la eliminacién completa de la galactosa cuando
incubaron la galactosa con la misma levadura por 24 h a 37 °C. Sangwan et al. (2014)
sugirieron que es necesario que la levadura se desarrolle en presencia de galactosa como
Unica fuente de carbohidratos, para que se active el mecanismo para su utilizacién. De hecho,
en el presente trabajo la galactosa comenz6 a disminuir cuando se agoté la glucosa del medio.
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Figura 1. Concentracion de glucosa (A) y de galactosa (B) durante las fermentaciones con las levaduras
en los medios sin (L1, L2 y L3) y con (L1E, L2E y L3E) extracto de levadura.

Las tres levaduras fueron capaces de purificar los GOS en diferente grado: L3 arrojé los
mejores resultados con un FP de 1,72 en el medio sin extracto, y se incrementd por la
presencia del mismo (FP 2,18), L2 present6 una performance intermedia (FP 1,48 y 2,01, sin
y con extracto, respectivamente) y L1 fue la menos eficiente (FP 1,48), para ambos medios.

CONCLUSION

La presencia de mono y disacaridos en ingredientes de GOS es altamente indeseable, ya que
disminuye el efecto prebiético entre otros aspectos. Los resultados del presente estudio ponen
de manifiesto que el uso de levaduras para la purificacién es un método eficaz para mejorar
la calidad del producto, ya que se logro purificar parcialmente la mezcla de GOS. Los mejores
resultados se obtuvieron para las levaduras L3 y L2 y con la suplementacion de extracto de
levadura. Futuros estudios seran llevados a cabo para conseguir mayores niveles de
purificacion, a través del empleo de otros cultivos microbianos que metabolicen la lactosa.
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