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Abstract

The effect of lactose concentration on the kinetics of growth of Kluyveromyces marxianus var.
marxianus ATCC 8554 and production of enzyme B-D-galactosidase in cheese whey previously
deproteinized was studied. The assays were carried out to lactose concentrations of 4.72%, 8.5%, 12.6%
and to pH of 5 and temperature of 35°C, in a bioreactor Bioflo 4000 with a volume work of 3 liters. The en-
zymatic activity was determined evaluating hydrolysis of o-nitrophenil-B-D-galactopiranoside (ONPG)
and the extraction of the enzyme from the cell was realized through ultrasound treatment. The maximum
activity, 384.42 + 13.11 pmol ONP/L/5minutos was obtained in the non concentrated cheese whey
(4.72%). The greater concentration of biomass and the highest specific speeds of growth were obtained in
the non concentrated cheese whey (4.72%), and were 19.68 + 0.004 kg/ m® and 0.29 h™! + 0,006 respec-
tively. The results showed a decrease in enzyme activity at high concentration of lactose, despite the fact
that this carbohydrate is normally used for induction of -D-galactosidase activity.
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Efecto de la concentracion de lactosa sobre la cinética
de crecimiento de Kluyveromyces marxianus

var. marxianus y la produccion de B-D-galactosidasa
(E.C. 3.2.1.23)

Resumen

Se estudi6 el efecto de la concentracion de lactosa sobre la cinética de crecimiento de Kluyveromyces
marxianus var. marxianus ATCC 8554 y la produccion de la enzima -D- galactosidasa en lactosuero pre-
viamente desproteinizado. Se llevaron a cabo 3 bioprocesos por triplicado a diferentes concentraciones de
lactosa (4,72%; 8,50% y 12,60%), pH de 5 y temperatura de 35°C en un biorreactor Bioflo 4000 con un vo-
lumen de trabajo de 3 litros. La actividad enzimatica se determiné evaluando la hidrélisis del o-nitrofe-
nil-p-D-galactopirandsido (ONPG) y la extraccion de la enzima de las cé€lulas se realiz6 a través de la técni-
ca de ultrasonido. La mayor concentracion de biomasa y las mas altas velocidades especificas de creci-
miento se obtuvieron en el suero sin concentrar (4,72%) siendo de 19,68 + 0,004 kg/ m? y 0,29 = 0,006 ht
respectivamente. La maxima actividad se obtuvo en el suero sin concentrar (4,72%) y fue 384,42 + 13,11
umoles de ONP/L/5minutos. Los resultados demostraron una disminucion en la actividad de la enzima a
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elevadas concentraciones de lactosa, a pesar de que este carbohidrato es normalmente utilizado para in-

ducir la p-D-galactosidasa.

Palabras clave: Lactosa, B-D-galactosidasa, cinética de crecimiento Kluyveromyces marxianus.

Introducciéon

La enzima p-D-galactosidasa, también lla-
mada lactasa (E.C. 3.2.1.23) es ampliamente uti-
lizada en la industria lactea para la hidrolisis de
la molécula de lactosa en sus correspondientes
monosacaridos, glucosa y galactosa. Esto permi-
te la preparacion de diversos productos lacteos,
especialmente para el consumo por individuos
intolerantes al disacarido. La hidrolisis de la lac-
tosa modifica sus propiedades funcionales y pre-
viene la cristalizacion, aumentando la vida ttil de
los productos lacteos asi como la disponibilidad
de azucares facilmente fermentables [1].

La hidrdélisis enzimatica de la lactosa utili-
zando suero de leche como medio de cultivo per-
mite el aprovechamiento de este abundante
subproducto de la industria lactea, el cual se
produce en Venezuela en grandes cantidades
835.370.739 kg/ano [2] y se ha convertido en un
problema de contaminacién ambiental debido a
que generalmente es descargado en cuerpos de
agua [3]. Por tal motivo, es conveniente tratar el
suero mediante técnicas que permitan la sepa-
racion y/o concentracion de sus componentes
mas valiosos: lactosa y proteinas. La ultrafiltra-
cion y la nanofiltracion son tecnologias de mem-
branas adecuadas para ello. Estas técnicas son
relativamente econémicas si se comparan con
otros procesos que utilizan membranas para se-
parar las fases de los fluidos, como la 6smosis
inversa [4].

La bioconversion de la lactosa del suero de
leche en proteina unicelular, etanol o enzimas re-
duce en mas del 75% la Demanda Bioquimica de
Oxigeno (DBO) que exhibe el suero de leche [5]. El
lactosuero desproteinizado puede utilizarse
como medio de cultivo para el crecimiento de mi-
croorganismos capaces de generar productos de
utilidad. La enzima B-D-galactosidasa de Kluyve-
romyces marxianus var. marxianus ATCC 8554 es
una enzima intracelular inducible por carbohi-
dratos como la lactosa [1]. Ademas, posee estatus
GRAS, es decir, se considera segura para su apli-
cacion en la industria alimenticia [6].

El pH, la temperatura, las condiciones de
crecimiento, la calidad y la cantidad de sustrato
influyen significativamente sobre la tasa especifi-
ca de crecimiento de la levadura y en la actividad
enzimatica de la B-D-galactosidasa. Estudios
realizados por Montiel y col. [7] y por Barberis S;
Segovia R [1] han determinado las condiciones de
pH y temperatura para optimizar la produccion
de esta enzima a partir de la levadura Kluyve-
romyces marxianus, aunque no han reflejado el
efecto inductor de la lactosa en organismos con
células eucariotas como las levaduras.

El objetivo principal del trabajo es determi-
nar el efecto de la concentracion de lactosa sobre
la cinética de crecimiento del microorganismo y
la produccion de B-D-galactosidasa en cultivo
por carga utilizando suero de leche.

Metodologia Experimental

Microorganismo

Se utilizo la levadura Kluyveromyces mar-
xianus var. marxianus ATCC 8554 obtenida de la
American Tipe Culture Colleccion (ATCC) (Rock-
ville, MD, USA). La levadura se cultivé una vez
por semana en tubos de cultivo de 25 x 150 mm
con medio agar YM (Merck, Darmstadt, Alema-
nia) en forma de cuna. Los tubos se incubaron
aerobicamente, durante un lapso de 3 dias a
28°C y luego se almacenaron bajo refrigeracion a
4°C [7].

Caracterizacion del suero de leche

El porcentaje de nitrogeno se determiné por
el método de KIELDAHL y el porcentaje de protei-
nas se obtuvo multiplicando el porcentaje de ni-
trogeno por 6,38 [8]. La concentracion de lactosa
se obtuvo mediante el método de Dubois y col. [9].
El pH se obtuvo utilizando un potenciémetro Me-
trohm modelo 744 (Suiza).

Medio de cultivo

Se utilizé como medio de cultivo suero de le-
che (pH 6,43), proveniente de la produccion de
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queso prensado en la empresa Venelacteos, ubi-
cada en el sector Santa Rosa de Agua en Maracai-
bo, Estado Zulia.

Preparacion del medio de cultivo

El suero se filtré para separar los grumos de
grasa en suspension y los restos de caseinay evi-
tar la obstruccion de los orificios de los platos y
los canales de salida de la desnatadora durante el
proceso de centrifugacion, empleando una malla
de dril con poros de 0,1 mm de diametro. Luego,
el suero se centrifugd en una desnatadora
WETSFALIA tipo MTA-500-104 con una veloci-
dad maxima de 9.000 rpm, para separar la grasa
remanente en el suero. Posteriormente, el suero
fue sometido a un proceso de ultrafiltracion tan-
gencial (FILMTEC FT 30, DOW CHEMICAL
COMPANY) para separar las proteinas del suero
mediante su paso a través de una membrana po-
rosa con una capa interna de polisulfona con mi-
croporos, una capa de poliamida y una de poliés-
ter como refuerzo en el tope de la superficie de la
membrana. Este proceso se realiz6 a temperatu-
ras por debajo de 30°C y a una presion de 310,26
kPa [4]. Se obtuvieron dos corrientes de salida,
una corriente proteica que se hizo recircular para
retirar la mayor cantidad de proteina posible y
otra corriente rica en lactosa y pobre en protei-
nas, la cual fue utilizada para los procesos de fer-
mentacion. Después de la ultrafiltracion, se apli-
c6 el tratamiento termoacido, para lo cual se
ajusto el pH del suero a 4,5 con HCI (6N), se ca-
lent6 a 90°C por 10 minutos [7] y después se dejo
enfriar hasta una temperatura por debajo de
35°C para someterlo nuevamente al proceso de
ultrafiltracion y de esta forma garantizar una efi-
ciente desproteinizacién. Una vez desproteiniza-
do, se aparté un volumen suficiente (10 litros)
para realizar la fermentacién de suero fresco
(4,76% de lactosa). Se utilizaron 90 litros de sue-
ro desproteinizado para obtener las concentra-
ciones deseadas de lactosa (8,5%: nanofiltrado 1
y 12,6%: nanofiltrado 2), el cual se pasoé por la
membrana de nanofiltracion, utilizando un mo-
dulo con membrana de poliamida (4040-TS40-
TSA, TRISEP CORPORATION) donde se separa-
ron las sales y se obtuvo un recirculado concen-
trado en lactosa. La temperatura de operacion
fue 30°C y la presion de operacion 1120,40 kPa.
Finalmente se procedi6 a filtrar con papel filtro

WHATMAN N° 42 (Meidstone, Inglaterra) en un
embudo de porcelana y se almaceno bajo refrige-
racion (4°C-10°C).

Preparacion del inéculo

El in6culo se prepar6 anadiendo a 100 mL
de medio el contenido de una cufa de microorga-
nismo activado (10 mL). Posteriormente se incu-
bo a 30°C y 200 rpm durante 8 horas en una in-
cubadora INNOVA 4300 New Brunswick Scienti-
fic (New Jersey, USA) [10]. Se determiné la absor-
bancia del indéculo con un espectrofotémetro
VARIAN UV-50-10 (Victoria, Australia) a una lon-
gitud de onda de 650 nm y se realiz6 un recuento
directo de células para estandarizar la concen-
tracion de biomasa inicial, empleando un mi-
croscopio Will-Wetzlar GmbH D 6330 Wetzlar 21
(Netzstecker, Alemania) y la camara de Neubauer
Propper (Long Island City, NY, USA). El volumen
del in6culo correspondié al 10% del volumen to-
tal de trabajo para la fermentacion. La cantidad
de células/mL en promedio fue 1,785 x 108, yla
absorbancia 0,937 = 0,111.

Proceso de fermentacién

Se realizaron 3 cultivos por carga, cada uno
por triplicado, a pH de 5 y temperatura de 35°Cy
a diferentes concentraciones de lactosa: 4,76%;
8,50%y 12,6%. Las fermentaciones se llevaron a
cabo a 150 rpm en un bioreactor Bioflo 4000
(New Brunswick Scientific, New Jersey, USA). El
PH se control6 automaticamente a través de la
consola de control del bioreactor con adiciéon de
HC1 6N y NaOH 10N. El suero se suplemento con
extracto de levadura 0,75% (Merck), sulfato de
amonio 0,84% (Merck) y sulfato de magnesio
0,05% (Merck) [7]. Finalmente, se esterilizo en un
autoclave Felisa (Ciudad de México, DF, México)
a 115°C por 20 minutos. Las condiciones de pH,
temperatura y agitacion se mantuvieron cons-
tantes durante las 16 horas de fermentacion.

Analisis de las muestras

Durante el periodo de fermentacion, se to-
maron muestras cada hora y se le realizaron los
siguientes analisis:

Densidad celular: la concentraciéon de bio-
masa (kg/ms) se determiné midiendo la absor-
bancia en un espectrofotometro VARIAN
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UV-50-W a una longitud de onda de 650 nm. Se
relaciono la absorbancia con el peso de la bioma-
sa por unidad de volumen a través de una curva
de calibraciéon construida previamente [11]. Se
calculo la velocidad especifica de crecimiento (W),
el rendimiento (Y), el cociente metabolico (q) y la
constante de saturacion (Ks) para cada una de
las condiciones estudiadas.

Concentracion de lactosa: la concentra-
cion de lactosa se determiné empleando el méto-
do de Dubois y col. [9].

Actividad enzimatica: la actividad de la
enzima se determiné sobre el sustrato cromogé-
nico ONPG Sigma (St. Louis, Missouri). En cada
tiempo, la biomasa obtenida por centrifugacion a
8.000 rpm por 15 minutos se resuspendié en
buffer fosfato (pH:6,6) 0,1 M y se sometié a un
tratamiento con ultrasonido por 30 minutos en
un bano a 4°C. La actividad sobre el ONPG se de-
termino al incubar 0,1 mL de extracto libre de cé-
lulas con 0,1 mL de ONPG 0,015 M y diluidos
hasta 3 mL con buffer a 37°C por 5 minutos, pos-
teriormente se midié la densidad 6ptica a una
longitud de onda de 410 nm y se obtuvo la canti-
dad de ONP liberado a través de una curva de ca-
libracion elaborada previamente. La actividad se
expreso en wmoles ONP/L/5min y representa la
cantidad de enzima requerida para liberar 1 wumol
de ONP al incubar a 37°C durante 5 minutos [12].

Analisis estadistico

Se aplicé una prueba F de analisis de va-
rianza (ANOVA) para establecer el efecto de la
concentracion de lactosa sobre la cinética de la

fermentacion de la levadura K. marxianus, con
un nivel de significacion de o = 0,05. Con el obje-
tivo de determinar si existe o no diferencia signifi-
cativa entre las parejas de medias de los trata-
mientos, se utilizé el método de la minima dife-
rencia significativa (LDS) [13].

Resultados y Discusion

En las Tablas 1y 2 se presenta la composi-
cion del suero de leche fresco, ultrafiltrado y na-
nofiltrado. Los valores de pH (6,43 + 0,21) y con-
centracion de lactosa (4,76% =+ 0,04), coinciden
con los valores reportados para suero dulce por
Badui [14]. El suero ultrafiltrado, present6 una
concentracion de lactosa mayor que el suero fres-
co (6,41% = 0,05), mientras que la cantidad de ni-
trogeno y proteinas se redujo notoriamente, evi-
denciando la eficiencia de los procesos de despro-
teinizacion aplicados.

Enla Tabla 2 se presenta la caracterizacion
del suero nanofiltrado, los valores obtenidos son
muy similares en relacion al contenido de nitro-
geno y proteinas, a excepcion de la concentracion
de lactosa que fue de 8,50 % + 0,02 y de 12,6% =+
0,01, indicando la eficiencia de la membrana de
nanofiltracion.

La Figura 1 muestra el crecimiento de la
K.marxianus a diferentes concentraciones de lac-
tosa. La maxima cantidad de biomasa obtenida
(19,68 = 0,004 kg/ m®) en las fermentaciones con
el suero sin concentrar (4,72%) supera el valor
reportado por Montiely col. (7 kg/ m?) [7]. Por otro
lado, los resultados coinciden con los obtenidos

Tabla 1
Caracterizacion del suero de leche sin concentrar

pH Lactosa (%) Nitrégeno (%) Proteinas (%)

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
Tabla 2

Caracterizacion del suero de leche concentrado en lactosa

pH Lactosa (%) Nitrégeno (%) Proteinas (%)
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
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por Espinel y Montiel [15] y por Sanchez y Casti-
llo [16] quienes estudiaron el efecto del pH y la
temperatura sobre el crecimiento de la K. marxia-
nus, estableciendo valores 6ptimos de pH entre
4,5y 5,7 y la temperatura optima en 35°C. Se ob-
serva que el crecimiento fue mas lento cuando se
utilizé suero concentrado (8,5% y 12,6%). Esto
puede indicar que a altas concentraciones de lac-
tosa, las células tienen menor capacidad de asi-
milar esta fuente de carbono probablemente por
la alteracion del sistema lactosa-permeasa, el
cual se encarga de facilitar el transporte de la lac-
tosa al interior de la célula [17].

La Tabla 3 muestra los valores obtenidos
para la velocidad especifica de crecimiento, el
rendimiento en biomasa, el cociente metabdlicoy
la constante de saturacion de sustrato para las
condiciones del estudio. Se observa que la mayor

20 7

18

16

X (Kg/m3)

velocidad (u) (0,29 + 0,006 h!) se obtiene en el
suero sin concentrar, siendo superior al encon-
trado por Quintero y col. [10] (0,23h7Y), quienes
trabajaron con una temperatura de 29°C y sin
control de pH. Elresultado obtenido coincide con
el reportado por Montiel y col. [7] (0,29 hY quie-
nes emplearon 30°C y pH de 5. Del analisis de va-
rianza, se obtuvo que el porcentaje de lactosa
afect6 significativamente (¢ = 0,05) las velocidades
especificas de crecimiento de la K. marxianus. De
acuerdo con la prueba de comparacion de parejas
de medias de tratamientos (LDS), la velocidad es-
pecifica de crecimiento en el suero sin concentrar
fue significativamente diferente (@ = 0,05) a las ob-
tenidas en el suero concentrado, las cuales no
presentan entre si diferencia significativa.

Se observo que el rendimiento (Y) disminu-
y6 cuando se incremento la concentracion de lac-

Suero sin concentrar (4,72%)

———
~* Suero concentrado (12,6%)

8 9 10 11 12 13 14 15 16

Tiempo (h)

Suero concentrado (8,5%)

Figura 1. Crecimiento de la K.marxianus var. marxianus ATCC 8554 a diferentes concentraciones

de lactosa.

Tabla 3

Valores promedios de Velocidad Especifica de Crecimiento (u), Rendimiento (Y),
Cociente Metaboélico (q) y Constante de Saturacion de Sustrato (Ks) a diferentes
concentraciones de lactosa

Lactosa u Y q Ks
(%) (h™ (kg Biomasa/ (h™) (m?/kg h)
kg lactosa)
4,72 0,29%* + 0,01 0,36% + 0,04 1,04%+ 0,28 0,04%+ 0,08
8,50 0,22° + 0,01 0,32° + 0,01 0,42° + 0,14 0,01° + 0,02
12,60 0,22° + 0,02 0,31° + 0,03 0,48° + 0,19 0,01° + 0,04

Letras diferentes indican diferencia significativa (a = 0,05).
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tosa. El mayor rendimiento se obtuvo en el suero
sin concentrar (0,362 * 0,043kg de biomasa/kg
de sustrato). De la prueba de comparacion de me-
dias de tratamientos (LDS) se determiné que
existen diferencias significativas (« = 0,05) entre
los rendimientos del suero sin concentrar y el
suero concentrado. Estos resultados coinciden
como lo reportado por Castillo [18], quien encon-
tro que los rendimientos decaen por debajo del
40% en suero con concentracion de lactosa ma-
yor al 6%. Ozilgen y col. [11], reportan que el ren-
dimiento del microorganismo puede disminuir
con el incremento de la concentracion de sustra-
to, debido a subproductos del metabolismo o in-
termediarios en la hidrélisis de la lactosa en glu-
cosa y galactosa, el cual, seria mayor si hay una
conversion completa de sustrato.

En la Figura 2 se muestra como el conteni-
do de lactosa del medio disminuye en funcién del
tiempo. Para el suero sin concentrar (4,72%) se
consumio6 el 100% de sustrato, resultado que
coincide con Espinel y Montiel [15], mientras que
para el concentrado con 8,5%y 12,6% de lactosa
se consumio el 73,17% y 59,60%, respectiva-
mente.

Del analisis de varianza y la prueba de com-
paracion de media LDS aplicado se determino
que la concentracion de lactosa afecta significati-
vamente el cociente metabdlico (q) y que existen
diferencias significativas entre los ensayos con
4,72% y 8,50% de lactosa y entre 4,72% vy
12,60%. El suero sin concentrar (4,72%) produce

120

100

S (kg/m3)

60

40

20 7

<+

[~

un cociente metabdlico de manera significativa-
mente mayor que el resto de las concentraciones
estudiadas.

EnlaFigura 3 se muestra el comportamien-
to de la actividad enzimatica en funcion de la con-
centracion de lactosa. En todos los casos se pro-
duce un aumento de la actividad enzimatica a
medida que transcurre el crecimiento hasta al-
canzar la fase estacionaria. La mayor produccion
de la enzima B-D-galactosidasa se obtuvo con
suero sin concentrar (384,42 * 13,11 wmoles
ONP/L/5min), la cual se alcanz6 a la hora 11,
posteriormente se observé una disminuciéon en la
actividad enzimatica que correspondi6 con la dis-
minucion en el crecimiento del microorganismo.

En el lactosuero concentrado al 8,50% y al
12,60%, la mayor actividad enzimatica que se
obtuvo fue de 186,53 + 5,46 y de 168,20 = 10,47
umoles ONP/L/5min, respectivamente. Del
analisis estadistico se infiere que la concentra-
cion de lactosa en el medio afecta significativa-
mente la actividad enzimatica. Al aplicar la
prueba de comparacion de medias de la minima
diferencia significativa (LDS), se consiguieron
diferencias significativas entre el suero sin con-
centrary el concentrado, tal como se observa en
la Tabla 4.

Por otra parte, también se puede observar
que la actividad enzimatica disminuye en el sue-
ro concentrado. Estos resultados son consisten-
tes con los mencionados por Brunezka y col. [19],
quienes demostraron que la actividad de la enzi-

<+

s 3 1 3 I 3

0 2 4
——Suero sin concentrar (4,72%)

—=a—Suero concentrado (12,6%)

8
Tiempo (h)

T - R I
—m— Suero concentrado (8,5%)

Figura 2. Lactosa remanente en el medio de cultivo durante el bioproceso a pH 5 y temperatura
de 35°C (= 1 desviacién estandar).
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Tabla 4
Valores maximos de la actividad enzimatica

Lactosa Actividad Enzimatica (umoles ONP/L/5min)
(%0)
4,72 384,42%+ 13,11
8.50 186,53" = 5,46
12,60 168,20" + 10,47

Letras diferentes indican diferencia significativa (o = 0,05).
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0 1 2 3 4 5 6

—e— Suero sin concentrar (4,72%)

—a— Suero concentrado (12,6%)

Tiempo (h)

—m— Suero concentrado (8,5%)

Figura 3. Efecto de la concentracion de lactosa sobre la actividad enzimatica de la p-D-galactosidasa.

ma decrece durante el cultivo a altas concentra-
ciones de lactosa o galactosa, obteniendo una
maxima induccién del carbohidrato a la hora 4
del estudio. Aunque la sintesis de la -D-galacto-
sidasa es inducida por lactosa y galactosa [5] los
resultados sugieren que cuando las células de la
K. marxianus son cultivadas a elevadas concen-
traciones de lactosa se impone un mecanismo de
represion catabolica al efecto inductor del sus-
trato, debido a la acumulacion de metabolitos in-
termediarios de la glucdlisis [19].

Las levaduras del género Kluyveromyces,
poseen un sistema lactosa-permeasa [20]. El
transporte de lactosa al interior de la célula cons-
tituye una etapa limitante en la velocidad de hi-
drolisis del disacarido [17]. Tratamientos con
agentes tensoactivos que afecten la permeabili-
dad de la membrana celular a la lactosa, podrian
incrementar la produccion de la enzima [21].
Ademas, la galactosa liberada mediante el proce-

so de hidroélisis actiia como inhibidor competitivo
dela B-D- galactosidasa. Esta inhibicion se incre-
menta durante el curso de la hidrolisis y reduce
la actividad enzimatica, ya que la galactosa ocu-
pa el sitio activo de la enzima evitando que la lac-
tosa se una al mismo [22].

Los datos experimentales de la produccion
de la enzima B-D-galactosidasa, se ajustan al mo-
delo de formacion de producto asociado al creci-
miento, dP/dt = auX [23]. En la Figura 4 se pre-
senta el ajuste al modelo y las pendientes de las
ectas permiten calcular la constante estequio -
métrica a y ademas plantear las ecuaciones de
los modelos que se observan en la Tabla 5.

En la Tabla 6 se muestra los parametros
analiticos: limite de deteccion (LDD), rango lineal
y factor de correlacion (R?) referentes a las curvas
de calibracion para la determinacion de las con-
centraciones de biomasa, lactosa y actividad en-
zimatica.
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Figura 4. Ajuste del modelo de formacion de producto asociado al crecimiento.

Tabla 5
Modelos de la formacion de B-D-galactosidasa asociados al crecimiento
Lactosa (%) Modelo R?
4,72 P =10,81 Xo (" - 1) 0.98
8.50 P =899 Xo (" - 1) 0,98
12,60 P=6,80 (e - 1) 0,98

Tabla 6
Parametros analiticos de las curvas de calibracion: biomasa, lactosa y actividad enzimatica
LDD Rango Lineal R?
Biomasa (Kg/m?) 0,53 1,87-20,68 0,99
Lactosa (Kg/m?®) 4,77 10-70 0,99
Actividad enzimatica 42,87 50-500 0,98

(wmoles ONP/L/5min)

LDD (30).

Conclusiones

La concentracion de lactosa en el medio de
crecimiento de la levadura Kluyveromyces mar-
xianus var. marxianus, afecta significativamente
(2 =0,05) la produccion de la enzima B-D-galacto-
sidasa y los parametros de crecimiento celular.

Los maximos valores de los parametros ci-
néticos (u, Y, qy Ks) se obtienen mediante el culti-

vo de la levadura Kluyveromyces marxianus var.
marxianus en lactosuero con una concentracion
de lactosa de 4,72%.

La mayor produccion de la enzima
b-D-galactosidasa por el microorganismo Kluy-
veromyces marxianus se obtiene utilizando el
suero sin concentrar, hecho evidenciado por el
modelo de formacion del producto asociado al
crecimiento.
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