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Abstract

The ef fect of lac tose con cen tra tion on the ki net ics of growth of Kluyveromyces marxianus var.
marxianus ATCC 8554 and pro duc tion of en zyme b-D-galactosidase in cheese whey pre vi ously
deproteinized was stud ied. The as says were car ried out to lac tose con cen tra tions of 4.72%, 8.5%, 12.6%
and to pH of 5 and tem per a ture of 35°C, in a bioreactor Bioflo 4000 with a vol ume work of 3 li ters. The en -
zy matic ac tiv ity was de ter mined eval u at ing hy dro ly sis of o-nitrophenil-b-D-galactopiranoside (ONPG)
and the ex trac tion of the en zyme from the cell was re al ized through ul tra sound treat ment. The max i mum
ac tiv ity, 384.42 ± 13.11 µmol ONP/L/5minutos was ob tained in the non con cen trated cheese whey
(4.72%). The greater con cen tra tion of bio mass and the high est spe cific speeds of growth were ob tained in
the non con cen trated cheese whey (4.72%), and were 19.68 ± 0.004 kg/m3 and 0.29 h–1 ± 0,006 re spec -
tively. The re sults showed a de crease in en zyme ac tiv ity at high con cen tra tion of lac tose, de spite the fact
that this car bo hy drate is nor mally used for in duc tion of b-D-galactosidase ac tiv ity.
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Efec to de la con cen tra ción de lac to sa so bre la ci né ti ca 
de cre ci mien to de Kluy ve romy ces mar xia nus

var. mar xia nus y la pro duc ción de b-D-ga lac to si da sa
(E.C. 3.2.1.23)

Re su men

Se es tu dió el efec to de la con cen tra ción de lac to sa so bre la ci né ti ca de cre ci mien to de Kluy ve romy ces

mar xia nus var. mar xia nus ATCC 8554 y la pro duc ción de la en zi ma b-D- ga lac to si da sa en lac to sue ro pre -
via men te des pro tei ni za do. Se lle va ron a cabo 3 bio pro ce sos por tri pli ca do a di fe ren tes con cen tra cio nes de
lac to sa (4,72%; 8,50% y 12,60%), pH de 5 y tem pe ra tu ra de 35°C en un bio rreac tor Bio flo 4000 con un vo -
lu men de tra ba jo de 3 li tros. La ac ti vi dad en zi má ti ca se de ter mi nó eva luan do la hi dró li sis del o-ni tro fe -
nil-b-D-ga lac to pi ra nó si do (ONPG) y la ex trac ción de la en zi ma de las cé lu las se rea li zó a tra vés de la téc ni -
ca de ul tra so ni do. La ma yor con cen tra ción de bio ma sa y las más al tas ve lo ci da des es pe cí fi cas de cre ci -
mien to se ob tu vie ron en el sue ro sin con cen trar (4,72%) sien do de 19,68 ± 0,004 kg/m3 y 0,29 ± 0,006 h–1

res pec ti va men te. La má xi ma ac ti vi dad se ob tu vo en el sue ro sin con cen trar (4,72%) y fue 384,42 ± 13,11
µmo les de ONP/L/5mi nu tos. Los re sul ta dos de mos tra ron una dis mi nu ción en la ac ti vi dad de la en zi ma a
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ele va das con cen tra cio nes de lac to sa, a pe sar de que este car bohi dra to es nor mal men te uti li za do para in -
du cir la b-D-ga lac to si da sa.

Pa la bras cla ve: Lac to sa, b-D-ga lac to si da sa, ci né ti ca de cre ci mien to Kluy ve romy ces mar xia nus.

Intro duc ción

La en zi ma b-D-ga lac to si da sa, tam bién lla -
ma da lac ta sa (E.C. 3.2.1.23) es am plia men te uti -
li za da en la in dus tria lác tea para la hi dró li sis de
la mo lé cu la de lac to sa en sus co rres pon dien tes
mo no sa cá ri dos, glu co sa y ga lac to sa. Esto per mi -
te la pre pa ra ción de di ver sos pro duc tos lác teos,
es pe cial men te para el con su mo por in di vi duos
in to le ran tes al di sa cá ri do. La hi dró li sis de la lac -
to sa mo di fi ca sus pro pie da des fun cio na les y pre -
vie ne la cris ta li za ción, au men tan do la vida útil de 
los pro duc tos lác teos así como la dis po ni bi li dad
de azú ca res fá cil men te fer men ta bles [1].

La hi dró li sis en zi má ti ca de la lac to sa uti li -
zan do sue ro de le che como me dio de cul ti vo per -
mi te el apro ve cha mien to de este abun dan te
sub pro duc to de la in dus tria lác tea, el cual se
pro du ce en Ve ne zue la en gran des can ti da des
835.370.739 kg/año [2] y se ha con ver ti do en un 
pro ble ma de con ta mi na ción am bien tal de bi do a
que ge ne ral men te es des car ga do en cuer pos de
agua [3]. Por tal mo ti vo, es con ve nien te tra tar el
sue ro me dian te téc ni cas que per mi tan la se pa -
ra ción y/o con cen tra ción de sus com po nen tes
más va lio sos: lac to sa y pro teí nas. La ul tra fil tra -
ción y la na no fil tra ción son tec no lo gías de mem -
bra nas ade cua das para ello. Estas téc ni cas son
re la ti va men te eco nó mi cas si se com pa ran con
otros pro ce sos que uti li zan mem bra nas para se -
pa rar las fa ses de los flui dos, como la ós mo sis
in ver sa [4].

La bio con ver sión de la lac to sa del sue ro de
le che en pro teí na uni ce lu lar, eta nol o en zi mas re -
du ce en más del 75% la De man da Bio quí mi ca de
Oxí ge no (DBO) que ex hi be el sue ro de le che [5]. El 
lac to sue ro des pro tei ni za do pue de uti li zar se
como me dio de cul ti vo para el cre ci mien to de mi -
croor ga nis mos ca pa ces de ge ne rar pro duc tos de
uti li dad. La en zi ma b-D-ga lac to si da sa de Kluy ve -
romy ces mar xia nus var. mar xia nus ATCC 8554 es 
una en zi ma in tra ce lu lar in du ci ble por car bohi -
dra tos como la lac to sa [1]. Ade más, po see es ta tus 
GRAS, es de cir, se con si de ra se gu ra para su apli -
ca ción en la in dus tria ali men ti cia [6].

El pH, la tem pe ra tu ra, las con di cio nes de
cre ci mien to, la ca li dad y la can ti dad de sus tra to
in flu yen sig ni fi ca ti va men te so bre la tasa es pe cí fi -
ca de cre ci mien to de la le va du ra y en la ac ti vi dad
en zi má ti ca de la b-D-ga lac to si da sa. Estu dios
rea li za dos por Mon tiel y col. [7] y por Bar be ris S;
Se go via R [1] han de ter mi na do las con di cio nes de 
pH y tem pe ra tu ra para op ti mi zar la pro duc ción
de esta en zi ma a par tir de la le va du ra Kluy ve -
romy ces mar xia nus, aun que no han re fle ja do el
efec to in duc tor de la lac to sa en or ga nis mos con
cé lu las eu ca rio tas como las le va du ras.

El ob je ti vo prin ci pal del tra ba jo es de ter mi -
nar el efec to de la con cen tra ción de lac to sa so bre
la ci né ti ca de cre ci mien to del mi croor ga nis mo y
la pro duc ción de b-D-ga lac to si da sa en cul ti vo
por car ga uti li zan do sue ro de le che.

Me to do lo gía Expe ri men tal

Mi croor ga nis mo

Se uti li zó la le va du ra Kluy ve romy ces mar -
xia nus var. mar xia nus ATCC 8554 ob te ni da de la
Ame ri can Tipe Cul tu re Co llec cion (ATCC) (Rock -
vi lle, MD, USA). La le va du ra se cul ti vó una vez
por se ma na en tu bos de cul ti vo de 25 × 150 mm
con me dio agar YM (Merck, Darm stadt, Ale ma -
nia) en for ma de cuña. Los tu bos se in cu ba ron
ae ró bi ca men te, du ran te un lap so de 3 días a
28°C y lue go se al ma ce na ron bajo re fri ge ra ción a
4°C [7].

Ca rac te ri za ción del sue ro de le che

El por cen ta je de ni tró ge no se de ter mi nó por 
el mé to do de KJELDAHL y el por cen ta je de pro teí -
nas se ob tu vo mul ti pli can do el por cen ta je de ni -
tró ge no por 6,38 [8]. La con cen tra ción de lac to sa
se ob tu vo me dian te el mé to do de Du bois y col. [9]. 
El pH se ob tu vo uti li zan do un po ten ció me tro Me -
trohm mo de lo 744 (Sui za).

Me dio de cul ti vo

Se uti li zó como me dio de cul ti vo sue ro de le -
che (pH 6,43), pro ve nien te de la pro duc ción de
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que so pren sa do en la em pre sa Ve ne lác teos, ubi -
ca da en el sec tor San ta Rosa de Agua en Ma ra cai -
bo, Esta do Zu lia.

Pre pa ra ción del me dio de cul ti vo

El sue ro se fil tró para se pa rar los gru mos de 
gra sa en sus pen sión y los res tos de ca seí na y evi -
tar la obs truc ción de los ori fi cios de los pla tos y
los ca na les de sa li da de la des na ta do ra du ran te el 
pro ce so de cen tri fu ga ción, em plean do una ma lla
de dril con po ros de 0,1 mm de diá me tro. Lue go,
el sue ro se cen tri fu gó en una des na ta do ra
WETSFALIA tipo MTA-500-104 con una ve lo ci -
dad má xi ma de 9.000 rpm, para se pa rar la gra sa
re ma nen te en el sue ro. Pos te rior men te, el sue ro
fue so me ti do a un pro ce so de ul tra fil tra ción tan -
gen cial (FILMTEC FT 30, DOW CHEMICAL
COMPANY) para se pa rar las pro teí nas del sue ro
me dian te su paso a tra vés de una mem bra na po -
ro sa con una capa in ter na de po li sul fo na con mi -
cro po ros, una capa de po lia mi da y una de po liés -
ter como re fuer zo en el tope de la su per fi cie de la
mem bra na. Este pro ce so se rea li zó a tem pe ra tu -
ras por de ba jo de 30°C y a una pre sión de 310,26
kPa [4]. Se ob tu vie ron dos co rrien tes de sa li da,
una co rrien te pro tei ca que se hizo re cir cu lar para 
re ti rar la ma yor can ti dad de pro teí na po si ble y
otra co rrien te rica en lac to sa y po bre en pro teí -
nas, la cual fue uti li za da para los pro ce sos de fer -
men ta ción. Des pués de la ul tra fil tra ción, se apli -
có el tra ta mien to ter moá ci do, para lo cual se
ajus tó el pH del sue ro a 4,5 con HCl (6N), se ca -
len tó a 90°C por 10 mi nu tos [7] y des pués se dejó
en friar has ta una tem pe ra tu ra por de ba jo de
35°C para so me ter lo nue va men te al pro ce so de
ul tra fil tra ción y de esta for ma ga ran ti zar una efi -
cien te des pro tei ni za ción. Una vez des pro tei ni za -
do, se apar tó un vo lu men su fi cien te (10 li tros)
para rea li zar la fer men ta ción de sue ro fres co
(4,76% de lac to sa). Se uti li za ron 90 li tros de sue -
ro des pro tei ni za do para ob te ner las con cen tra -
cio nes de sea das de lac to sa (8,5%: na no fil tra do 1
y 12,6%: na no fil tra do 2), el cual se pasó por la
mem bra na de na no fil tra ción, uti li zan do un mo -
du lo con mem bra na de po lia mi da (4040-TS40-
 TSA, TRISEP CORPORATION) don de se se pa ra -
ron las sa les y se ob tu vo un re cir cu la do con cen -
tra do en lac to sa. La tem pe ra tu ra de ope ra ción
fue 30°C y la pre sión de ope ra ción 1120,40 kPa.
Fi nal men te se pro ce dió a fil trar con pa pel fil tro

WHATMAN Nº 42 (Meids to ne, Ingla te rra) en un
em bu do de por ce la na y se al ma ce nó bajo re fri ge -
ra ción (4°C-10°C).

Pre pa ra ción del inócu lo

El inócu lo se pre pa ró aña dien do a 100 mL
de me dio el con te ni do de una cuña de mi croor ga -
nis mo ac ti va do (10 mL). Pos te rior men te se in cu -
bó a 30°C y 200 rpm du ran te 8 ho ras en una in -
cu ba do ra INNOVA 4300 New Bruns wick Scien ti -
fic (New Jer sey, USA) [10]. Se de ter mi nó la ab sor -
ban cia del inócu lo con un es pec tro fo tó me tro
VARIAN UV-50-10 (Vic to ria, Aus tra lia) a una lon -
gi tud de onda de 650 nm y se rea li zó un re cuen to
di rec to de cé lu las para es tan da ri zar la con cen -
tra ción de bio ma sa ini cial, em plean do un mi -
cros co pio Will-Wetz lar GmbH D 6330 Wetz lar 21
(Netz stec ker, Ale ma nia) y la cá ma ra de Neu bauer
Prop per (Long Island City, NY, USA). El vo lu men
del inócu lo co rres pon dió al 10% del vo lu men to -
tal de tra ba jo para la fer men ta ción. La can ti dad
de cé lu las/mL en pro me dio fue 1,785 × 108, y la
ab sor ban cia 0,937 ± 0,111.

Pro ce so de fer men ta ción

Se rea li za ron 3 cul ti vos por car ga, cada uno 
por tri pli ca do, a pH de 5 y tem pe ra tu ra de 35°C y
a di fe ren tes con cen tra cio nes de lac to sa: 4,76%;
8,50% y 12,6%. Las fer men ta cio nes se lle va ron a
cabo a 150 rpm en un bio reac tor Bio flo 4000
(New Bruns wick Scien ti fic, New Jer sey, USA). El
pH se con tro ló au to má ti ca men te a tra vés de la
con so la de con trol del bio reac tor con adi ción de
HCl 6N y NaOH 10N. El sue ro se su ple men tó con
ex trac to de le va du ra 0,75% (Merck), sul fa to de
amo nio 0,84% (Merck) y sul fa to de mag ne sio
0,05% (Merck) [7]. Fi nal men te, se es te ri li zó en un 
au to cla ve Fe li sa (Ciu dad de Mé xi co, DF, Mé xi co)
a 115°C por 20 mi nu tos. Las con di cio nes de pH,
tem pe ra tu ra y agi ta ción se man tu vie ron cons -
tan tes du ran te las 16 ho ras de fer men ta ción.

Aná li sis de las mues tras

Du ran te el pe rio do de fer men ta ción, se to -
ma ron mues tras cada hora y se le rea li za ron los
si guien tes aná li sis:

Den si dad ce lu lar: la con cen tra ción de bio -
ma sa (kg/m3) se de ter mi nó mi dien do la ab sor -
ban cia en un es pec tro fo tó me tro VARIAN
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UV-50-W a una lon gi tud de onda de 650 nm. Se
re la cio nó la ab sor ban cia con el peso de la bio ma -
sa por uni dad de vo lu men a tra vés de una cur va
de ca li bra ción cons trui da pre via men te [11]. Se
cal cu ló la ve lo ci dad es pe cí fi ca de cre ci mien to (µ),
el ren di mien to (Y), el co cien te me ta bó li co (q) y la
cons tan te de sa tu ra ción (Ks) para cada una de
las con di cio nes es tu dia das.

Con cen tra ción de lac to sa: la con cen tra -
ción de lac to sa se de ter mi nó em plean do el mé to -
do de Du bois y col. [9].

Acti vi dad en zi má ti ca: la ac ti vi dad de la
en zi ma se de ter mi nó so bre el sus tra to cro mo gé -
ni co ONPG Sig ma (St. Louis, Mis sou ri). En cada
tiem po, la bio ma sa ob te ni da por cen tri fu ga ción a
8.000 rpm por 15 mi nu tos se re sus pen dió en
buf fer fos fa to (pH:6,6) 0,1 M y se so me tió a un
tra ta mien to con ul tra so ni do por 30 mi nu tos en
un baño a 4°C. La ac ti vi dad so bre el ONPG se de -
ter mi nó al in cu bar 0,1 mL de ex trac to li bre de cé -
lu las con 0,1 mL de ONPG 0,015 M y di lui dos
has ta 3 mL con buf fer a 37°C por 5 mi nu tos, pos -
te rior men te se mi dió la den si dad óp ti ca a una
lon gi tud de onda de 410 nm y se ob tu vo la can ti -
dad de ONP li be ra do a tra vés de una cur va de ca -
li bra ción ela bo ra da pre via men te. La ac ti vi dad se
ex pre só en µmo les ONP/L/5min y re pre sen ta la
can ti dad de en zi ma re que ri da para li be rar 1 µmol 
de ONP al in cu bar a 37°C du ran te 5 mi nu tos [12].

Aná li sis es ta dís ti co

Se apli có una prue ba F de aná li sis de va -
rian za (ANOVA) para es ta ble cer el efec to de la
con cen tra ción de lac to sa so bre la ci né ti ca de la

fer men ta ción de la le va du ra K. mar xia nus, con
un ni vel de sig ni fi ca ción de a = 0,05. Con el ob je -
ti vo de de ter mi nar si exis te o no di fe ren cia sig ni fi -
ca ti va en tre las pa re jas de me dias de los tra ta -
mien tos, se uti li zó el mé to do de la mí ni ma di fe -
ren cia sig ni fi ca ti va (LDS) [13].

Re sul ta dos y Dis cu sión

En las Ta blas 1 y 2 se pre sen ta la com po si -
ción del sue ro de le che fres co, ul tra fil tra do y na -
no fil tra do. Los va lo res de pH (6,43 ± 0,21) y con -
cen tra ción de lac to sa (4,76% ± 0,04), coin ci den
con los va lo res re por ta dos para sue ro dul ce por
Ba dui [14]. El sue ro ul tra fil tra do, pre sen tó una
con cen tra ción de lac to sa ma yor que el sue ro fres -
co (6,41% ± 0,05), mien tras que la can ti dad de ni -
tró ge no y pro teí nas se re du jo no to ria men te, evi -
den cian do la efi cien cia de los pro ce sos de des pro -
tei ni za ción apli ca dos.

En la Ta bla 2 se pre sen ta la ca rac te ri za ción
del sue ro na no fil tra do, los va lo res ob te ni dos son
muy si mi la res en re la ción al con te ni do de ni tró -
ge no y pro teí nas, a ex cep ción de la con cen tra ción 
de lac to sa que fue de 8,50 % ± 0,02 y de 12,6% ±
0,01, in di can do la efi cien cia de la mem bra na de
na no fil tra ción.

La Fi gu ra 1 mues tra el cre ci mien to de la
K.mar xia nus a di fe ren tes con cen tra cio nes de lac -
to sa. La má xi ma can ti dad de bio ma sa ob te ni da
(19,68 ± 0,004 kg/m3) en las fer men ta cio nes con
el sue ro sin con cen trar (4,72%) su pe ra el va lor
re por ta do por Mon tiel y col. (7 kg/m3) [7]. Por otro 
lado, los re sul ta dos coin ci den con los ob te ni dos
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Ta bla 1
Ca rac te ri za ción del sue ro de le che sin con cen trar

pH Lactosa (%) Nitrógeno (%) Proteínas (%)

Fresco        6,43 ± 0,21 4,76 ± 0,04 0,09 ± 0,03 0,57 ± 0,09

Ultrafiltrado 4,72 ± 0,12 6,41 ± 0,05 0,04 ± 0,02 0,25 ± 0,03

Ta bla 2
Ca rac te ri za ción del sue ro de le che con cen tra do en lac to sa

pH Lactosa (%) Nitrógeno (%) Proteínas (%)

Nanofiltrado 1 5,23 ± 0,15  8,50 ± 0,02 0,04 ± 0,16 0,23 ± 0,16

Nanofiltrado 2 5,20 ± 0,13 12,60 ± 0,01 0,04 ± 0,16 0,25 ± 0,20



por Espi nel y Mon tiel [15] y por San chez y Cas ti -
llo [16] quie nes es tu dia ron el efec to del pH y la
tem pe ra tu ra so bre el cre ci mien to de la K. mar xia -
nus, es ta ble cien do va lo res óp ti mos de pH en tre
4,5 y 5,7 y la tem pe ra tu ra op ti ma en 35°C. Se ob -
ser va que el cre ci mien to fue más len to cuan do se
uti li zó sue ro con cen tra do (8,5% y 12,6%). Esto
pue de in di car que a al tas con cen tra cio nes de lac -
to sa, las cé lu las tie nen me nor ca pa ci dad de asi -
mi lar esta fuen te de car bo no pro ba ble men te por
la al te ra ción del sis te ma lac to sa-per mea sa, el
cual se en car ga de fa ci li tar el trans por te de la lac -
to sa al in te rior de la cé lu la [17].

La Ta bla 3 mues tra los va lo res ob te ni dos
para la ve lo ci dad es pe cí fi ca de cre ci mien to, el
ren di mien to en bio ma sa, el co cien te me ta bó li co y 
la cons tan te de sa tu ra ción de sus tra to para las
con di cio nes del es tu dio. Se ob ser va que la ma yor

ve lo ci dad (µ) (0,29 ± 0,006 h–1) se ob tie ne en el
sue ro sin con cen trar, sien do su pe rior al en con -
tra do por Quin te ro y col. [10] (0,23h–1), quie nes
tra ba ja ron con una tem pe ra tu ra de 29°C y sin
con trol de pH. El re sul ta do ob te ni do coin ci de con
el re por ta do por Mon tiel y col. [7] (0,29 h–1) quie -
nes em plea ron 30°C y pH de 5. Del aná li sis de va -
rian za, se ob tu vo que el por cen ta je de lac to sa
afec tó sig ni fi ca ti va men te (a = 0,05) las ve lo ci da des 
es pe cí fi cas de cre ci mien to de la K. mar xia nus. De
acuer do con la prue ba de com pa ra ción de pa re jas
de me dias de tra ta mien tos (LDS), la ve lo ci dad es -
pe cí fi ca de cre ci mien to en el sue ro sin con cen trar
fue sig ni fi ca ti va men te di fe ren te (a = 0,05) a las ob -
te ni das en el sue ro con cen tra do, las cua les no
pre sen tan en tre sí di fe ren cia sig ni fi ca ti va.

Se ob ser vó que el ren di mien to (Y) dis mi nu -
yó cuan do se in cre men tó la con cen tra ción de lac -

Rev. Téc. Ing. Univ. Zu lia. Vol. 30, No. 1, 2007

68 Araujo y col.

Ta bla 3
Va lo res pro me dios de Ve lo ci dad Espe cí fi ca de Cre ci mien to (µ), Ren di mien to (Y),
Co cien te Me ta bó li co (q) y Cons tan te de Sa tu ra ción de Sus tra to (Ks) a di fe ren tes

con cen tra cio nes de lac to sa

Lactosa
(%)

µ
(h–1)

Y
(kg Biomasa/

kg lactosa)

q
(h–1)

Ks
(m3/kg h)

 4,72 0,29a ± 0,01 0,36a ± 0,04 1,04a± 0,28 0,04a± 0,08

 8,50 0,22b ± 0,01 0,32b ± 0,01 0,42b ± 0,14 0,01b ± 0,02

12,60 0,22b ± 0,02 0,31b ± 0,03 0,48b ± 0,19 0,01b ± 0,04
Le tras di fe ren tes in di can di fe ren cia sig ni fi ca ti va (a = 0,05).
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Fi gu ra 1. Cre ci mien to de la K.mar xia nus var. mar xia nus ATCC 8554 a di fe ren tes con cen tra cio nes
de lac to sa.



to sa. El ma yor ren di mien to se ob tu vo en el sue ro
sin con cen trar (0,362 ± 0,043kg de bio ma sa/kg
de sus tra to). De la prue ba de com pa ra ción de me -
dias de tra ta mien tos (LDS) se de ter mi nó que
exis ten di fe ren cias sig ni fi ca ti vas (a = 0,05) en tre
los ren di mien tos del sue ro sin con cen trar y el
sue ro con cen tra do. Estos re sul ta dos coin ci den
como lo re por ta do por Cas ti llo [18], quien en con -
tró que los ren di mien tos de caen por de ba jo del
40% en sue ro con con cen tra ción de lac to sa ma -
yor al 6%. Ozil gen y col. [11], re por tan que el ren -
di mien to del mi croor ga nis mo pue de dis mi nuir
con el in cre men to de la con cen tra ción de sus tra -
to, de bi do a sub pro duc tos del me ta bo lis mo o in -
ter me dia rios en la hi dró li sis de la lac to sa en glu -
co sa y ga lac to sa, el cual, se ría ma yor si hay una
con ver sión com ple ta de sus tra to.

En la Fi gu ra 2 se mues tra como el con te ni -
do de lac to sa del me dio dis mi nu ye en fun ción del
tiem po. Para el sue ro sin con cen trar (4,72%) se
con su mió el 100% de sus tra to, re sul ta do que
coin ci de con Espi nel y Mon tiel [15], mien tras que
para el con cen tra do con 8,5% y 12,6% de lac to sa
se con su mió el 73,17% y 59,60%, res pec ti va -
men te.

Del aná li sis de va rian za y la prue ba de com -
pa ra ción de me dia LDS apli ca do se de ter mi nó
que la con cen tra ción de lac to sa afec ta sig ni fi ca ti -
va men te el co cien te me ta bó li co (q) y que exis ten
di fe ren cias sig ni fi ca ti vas en tre los en sa yos con
4,72% y 8,50% de lac to sa y en tre 4,72% y
12,60%. El sue ro sin con cen trar (4,72%) pro du ce 

un co cien te me ta bó li co de ma ne ra sig ni fi ca ti va -
men te ma yor que el res to de las con cen tra cio nes
es tu dia das.

En la Fi gu ra 3 se mues tra el com por ta mien -
to de la ac ti vi dad en zi má ti ca en fun ción de la con -
cen tra ción de lac to sa. En to dos los ca sos se pro -
du ce un au men to de la ac ti vi dad en zi má ti ca a
me di da que trans cu rre el cre ci mien to has ta al -
can zar la fase es ta cio na ria. La ma yor pro duc ción
de la en zi ma b-D-ga lac to si da sa se ob tu vo con
sue ro sin con cen trar (384,42 ± 13,11 µmo les
ONP/L/5min), la cual se al can zó a la hora 11,
pos te rior men te se ob ser vó una dis mi nu ción en la 
ac ti vi dad en zi má ti ca que co rres pon dió con la dis -
mi nu ción en el cre ci mien to del mi croor ga nis mo.

En el lac to sue ro con cen tra do al 8,50% y al
12,60%, la ma yor ac ti vi dad en zi má ti ca que se
ob tu vo fue de 186,53 ± 5,46 y de 168,20 ± 10,47
µmo les ONP/L/5min, res pec ti va men te. Del
aná li sis es ta dís ti co se in fie re que la con cen tra -
ción de lac to sa en el me dio afec ta sig ni fi ca ti va -
men te la ac ti vi dad en zi má ti ca. Al apli car la
prue ba de com pa ra ción de me dias de la mí ni ma
di fe ren cia sig ni fi ca ti va (LDS), se con si guie ron
di fe ren cias sig ni fi ca ti vas en tre el sue ro sin con -
cen trar y el con cen tra do, tal como se ob ser va en
la Ta bla 4.

Por otra par te, tam bién se pue de ob ser var
que la ac ti vi dad en zi má ti ca dis mi nu ye en el sue -
ro con cen tra do. Estos re sul ta dos son con sis ten -
tes con los men cio na dos por Bru nez ka y col. [19], 
quie nes de mos tra ron que la ac ti vi dad de la en zi -
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ma de cre ce du ran te el cul ti vo a al tas con cen tra -
cio nes de lac to sa o ga lac to sa, ob te nien do una
má xi ma in duc ción del car bohi dra to a la hora 4
del es tu dio. Aun que la sín te sis de la b-D-ga lac to -
si da sa es in du ci da por lac to sa y ga lac to sa [5] los
re sul ta dos su gie ren que cuan do las cé lu las de la
K. mar xia nus son cul ti va das a ele va das con cen -
tra cio nes de lac to sa se im po ne un me ca nis mo de
re pre sión ca ta bó li ca al efec to in duc tor del sus -
tra to, de bi do a la acu mu la ción de me ta bo li tos in -
ter me dia rios de la glu có li sis [19].

Las le va du ras del gé ne ro Kluy ve romy ces,
po seen un sis te ma lac to sa-per mea sa [20]. El
trans por te de lac to sa al in te rior de la cé lu la cons -
ti tu ye una eta pa li mi tan te en la ve lo ci dad de hi -
dró li sis del di sa cá ri do [17]. Tra ta mien tos con
agen tes ten soac ti vos que afec ten la per mea bi li -
dad de la mem bra na ce lu lar a la lac to sa, po drían
in cre men tar la pro duc ción de la en zi ma [21].
Ade más, la ga lac to sa li be ra da me dian te el pro ce -

so de hi dró li sis ac túa como in hi bi dor com pe ti ti vo 
de la b-D- ga lac to si da sa. Esta in hi bi ción se in cre -
men ta du ran te el cur so de la hi dró li sis y re du ce
la ac ti vi dad en zi má ti ca, ya que la ga lac to sa ocu -
pa el si tio ac ti vo de la en zi ma evi tan do que la lac -
to sa se una al mis mo [22].

Los da tos ex pe ri men ta les de la pro duc ción
de la en zi ma b-D-ga lac to si da sa, se ajus tan al mo -
de lo de for ma ción de pro duc to aso cia do al cre ci -
mien to, dP/dt = aµX [23]. En la Fi gu ra 4 se pre -
sen ta el ajus te al mo de lo y las pen dien tes de las
ec tas per mi ten cal cu lar la cons tan te es te quio -
mé tri ca a y ade más plan tear las ecua cio nes de
los mo de los que se ob ser van en la Ta bla 5.

En la Ta bla 6 se mues tra los pa rá me tros
ana lí ti cos: lí mi te de de tec ción (LDD), ran go li neal
y fac tor de co rre la ción (R2) re fe ren tes a las cur vas 
de ca li bra ción para la de ter mi na ción de las con -
cen tra cio nes de bio ma sa, lac to sa y ac ti vi dad en -
zi má ti ca.
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Ta bla 4
Va lo res má xi mos de la ac ti vi dad en zi má ti ca

Lactosa
(%)

Actividad Enzimática (µmoles ONP/L/5min)

 4,72   384,42a ± 13,11

 8,50 186,53b ± 5,46

12,60   168,20b ± 10,47
 Le tras di fe ren tes in di can di fe ren cia sig ni fi ca ti va (a = 0,05).



Con clu sio nes

La con cen tra ción de lac to sa en el me dio de
cre ci mien to de la le va du ra Kluy ve romy ces mar -
xia nus var. mar xia nus, afec ta sig ni fi ca ti va men te
(a = 0,05) la pro duc ción de la en zi ma b-D-ga lac to -
si da sa y los pa rá me tros de cre ci mien to ce lu lar.

Los má xi mos va lo res de los pa rá me tros ci -
né ti cos (µ, Y, q y Ks) se ob tie nen me dian te el cul ti -

vo de la le va du ra Kluy ve romy ces mar xia nus var.
mar xia nus en lac to sue ro con una con cen tra ción
de lac to sa de 4,72%.

La ma yor pro duc ción de la en zi ma
b-D-ga lac to si da sa por el mi croor ga nis mo Kluy -
ve romy ces mar xia nus se ob tie ne uti li zan do el
sue ro sin con cen trar, he cho evi den cia do por el
mo de lo de for ma ción del pro duc to aso cia do al
cre ci mien to.
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Ta bla 5
Mo de los de la for ma ción de b-D-ga lac to si da sa aso cia dos al cre ci mien to

Lactosa (%) Modelo R2

 4,72 P = 10,81 Xo (eµt – 1) 0,98

 8,50 P = 8,99 Xo (eµt – 1)  0,98

12,60 P = 6,80 (eµt – 1)       0,98
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Fi gu ra 4. Ajus te del mo de lo de for ma ción de pro duc to aso cia do al cre ci mien to.

Ta bla 6
Pa rá me tros ana lí ti cos de las cur vas de ca li bra ción: bio ma sa, lac to sa y ac ti vi dad en zi má ti ca

LDD Rango Lineal R2

Biomasa (Kg/m3)  0,53 1,87-20,68 0,99

Lactosa (Kg/m3)  4,77 10-70 0,99

Actividad enzimática
(µmoles ONP/L/5min)

42,87 50-500 0,98

LDD (3s).
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