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RESUM EN. El objetivo de ésta investigación fue el optimizar la 
producción de P-galactosidasa por Kluyveromyces lactis, a través 
de la Metodología de Superficie de Respuesta (MSR), utilizando 
el suero lácteo desproteinizado como medio de fermentación. Se 
empleó un Diseño Com puesto Central Ortogonal (DCCO) sin 
repetición, con cuatro factores: tem peratura, pH, velocidad de 
agitación y tiempo de la fermentación, y como variable respuesta 
la actividad enzimàtica (U/ml). Treinta pruebas, fueron realizadas 
de acuerdo al DCCO, desglosadas en veinte y cinco tratamientos, 
con seis repeticiones del punto central, en un fermentador New 
Brunswick BioFlo 2000 con un volumen de trabajo de 2 litros. El 
suero  desp ro te in izado  por term ocoagu lación  fue analizado  
quím icam ente, obteniendo los siguientes resultados: humedad 
93,83%, sólidos totales 6,17%, proteína 0,44%, lactosa 4,85%, 
acidez 0,43% y pH 4,58. Para establecer los valores óptimos de 
cada factor en la producción de la enzima, se realizó el análisis 
estadístico, obteniendo las siguientes condiciones de operación: 
temperatura 30,3 °C, pH 4,68, velocidad de agitación 191 r.p.m. y 
tiempo de fermentación 18,5 horas, logrando una producción de 
enzima de 8,3 U/ml. Se realizó la purificación parcial de la enzima 
con acetona, logrando un rendimiento de 50,8% y una purificación 
de 7,4 veces. La enzima purificada tuvo una temperatura óptima 
de 60°C y un pH de 6,2. En conclusión es posible producir la 
enzim a P-galactosidasa con la levadura Kluyveromyces lactis 
propagada en suero desproteinizado, y además la MSR puede ser 
utilizada en la optim ización de condiciones de operación en 
procesos microbiológicos.
P a la b ra s  clave: Suero, P-galactosidasa, Kluyveromyces lactis, 
metodología de superficie de respuesta.

SUMMARY. P ro d u c tio n  a n d  p a r tia l c h a rac te riz a tio n  o f p- 
galactosidase from  Kluyveromyces lactis grow n in deproteinized 
whey. The purpose of this work was to optimize the P-galactosidase 
production by Kluyveromyces lactis, applying the Surface Response 
Methodology (SRM) and using deproteinized whey as fermentation 
medium. An Orthogonal Central Compound Design (OCCD) was 
used without repetition, with four factors: temperature, pH, agitation 
speed and fermentation time. Then, enzym e activity (U/ml) as 
response variable was used. Thirty trials in twenty-five treatments, 
with six repetitions at the central point, were carried out, in a New 
Brunswick Bioflo 2000 fermentor with a volume of 2 liters. The 
deproteinized whey obtained by thermocoagulation was chemically 
analyzed . The results were: moisture 93,83%, total solids 6,17%, 
protein 0,44%, lactose 4,85%, acidity 0,43% and pH 4,58. The 
best conditions in the enzyme production were : temperature 30,3 
°C, pH 4,68, agitation speed 191 r.p.m. and fermentation time
18,5 h. with an enzyme production of 8,3 U/ml. The degree of 
purification obtained was 7,4 times and the yield was 50,8% . The 
purified enzyme had an optimum temperature o f 60 °C and a pH of 
6,2. This work shows that the yeast Kluyveromyces lactis grown in 
deprotennized whey is able to produce the enzyme P-galactosidase 
and SRM can be used in the fermentology processes, specifically 
in determining the best suitable operation conditions.
Keys word: Whey, P-galactosidase, Kluyveromyces lactis, surface 
response methodology.

IN T R O D U C C IO N

L a producción  de  P -galac tosidasa  o lactasa (E C .3 .2 .1.23), 
a  p a r t ir  d e  m ic ro o rg a n ism o s  c o m o  h o n g o s , b a c te r ia s  o 
le v a d u r a s  u t i l i z a n d o  s u e r o  lá c te o  c o m o  m e d io  d e  
ferm en tación  , ha  despertado  gran  in terés, a s í co m o  tam bién  
el uso  d e  esta  en z im a en  la  industria  d e  alim en tos (1-5). L a 
lac tasa  causa  la h id ró lisis de  la  lactosa, hasta  sus com ponentes 
princ ipales g lucosa  y galac tosa , p roduciéndose  un p roducto  
d e  m a y o r  d u lz o r ,  d e b id o  a la s  p r o p ie d a d e s  d e  lo s

m onosacáridos fo rm ados, lo  que  perm ite  u sa r la  lactosa como 
ed u lco ran te . L o s ja ra b e s  o b ten id o s  d e  e s ta  h id ró lis is  han 
serv ido  de su s titu to s del ja ra b e  de  m a íz  o sacarosa  en las 
in d u s tria s  d e  rep o s te ría , p an ad e ría , h e la d e ría  y o tras  (6 ); 
adem ás se ha  co m p ro b ad o  q u e  la  ad ic ió n  d e  lac tasa  a 
p ro d u c to s  lá c te o s  c o m o  le c h e , y o g h u r t ,  c re m a  a g ria  y 
m antequilla , m ejo ra  el sabo r sin  q u e  ocu rra  un  increm ento 
ca ló rico  sign ifica tivo , in c rem en ta  el p o d e r  edu lco ran te , y 
favorece el consum o  hum ano  en  ind iv iduos con  intolerancia 
a  la lactosa (4 ,6). L a  h id ró lisis  enz im àtica  d e  la lactosa del
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suero, es una técnica sencilla  que  perm ite el aprovecham iento 
de este su b p ro d u c to  d e  la  in d u s tr ia  lác tea , el cual se  h a  
convertido en un grave p rob lem a de  contam inación am biental, 
debido a que generalm ente se descarga a n o s  y desagües (7). 
Se estima que cada kg  de  queso producido genera 9 kg de 
suero y que anualm ente se  producen a nivel m undial 9 .000.000 
t de queso; esto  represen taría  aproxim adam ente 85 m illones 
de t de suero, considerado com o producto de desecho (8 ). En 
consecuencia la  n ecesidad  d e  red u c ir  esta  co n tam inac ión , 
prohibiendo la práctica  de verter el suero a  ríos y desagües, 
aunado al alto  po tencial nutritivo de  este  subproducto , han 
conducido a  la  realización de estudios tecnológicos para  un 
mejor aprovecham iento del m ism o, y dada  la im portancia que 
tiene la enzim a lactasa en  la industria de  alim entos, en esta 
investigación se  p la n te a  la  o p tim iz a c ió n  d e l p ro c e so  de  
producción de P-galactosidasa de Kluyveromyces lactis crecida 
en suero de leche desproteinizado, a  través de la M etodología 
de Superficie de  R espuesta (M SR).

M A T E R IA L E S  Y  M E T O D O S

Se utilizó el suero  p roven ien te  de  la  P lan ta  de  L ácteos de 
la Facultad de  C ien c ia s  V ete rin arias  U CV , u b ic a d a  en  la  
ciudad de M aracay -E d o . A rag u a . E l cu ltivo  u sad o  en  la 
fermentación fue la levadura*Á7M)'veromyceí lactis, c ep a  N ° 
30.841, d o n ad a  p o r el c ep a rio  del In s titu to  N ac io n a l de 
Higiene “R afael R ange l” . L as cé lu las de  esta levadura fueron  
m antenidas en cuñas de  2 % d e  ag ar y  1% d e  ex trac to  d e  
malta a 4°C, con  tran sfe renc ias  m ensuales.

Preparación del suero desproteinizado
Para lograr separar las p ro te ínas del suero  se  ap licó  un 

tratam iento term oácido , el cual consistió  en ajustar el p H  a 
4,6 con ác ido  acético  y poste rio rm en te  ap lica r ca lo r (90°C  
por 15 m inutos), p a ra  a s í  p rec ip ita r las p ro te ínas y  adem ás 
pasteurizar el m edio . E l suero  se  d e jó  reposar, luego  se  rea lizó  
una filtración al vacío  u tilizando  papel d e  filtro  (W athm an 
N °l) y se conservó  refrigerado .

Análisis químicos del suero desproteinizado
Al suero  d e sp ro te in izad o  se  le  d e te rm in ó  la  hum edad , 

acidez, pH  y n itrógeno  to ta l, según  los m étodos descrito s  en  
el A .O.A .C (9). L a la c to sa  se  de te rm in ó  m ed ian te  el m étodo  
de Som oghy (10).

Producción de la enzima
•- Suplementación del m edio de cultivo:

El suero fue  sup lem en tado  con  la  ad ic ión  d e  0 ,15%  de 
ex tracto  d e  le v a d u ra  y  0 ,1 %  d e  (N H 4 ) , S 0 4, s e g ú n  lo  
recom endado p o r S ánchez  y C astillo  (3).
•- Inóculo:

El m edio  u sad o  p a ra  p re p a ra r  e l in ó cu lo  fu e  el su ero

d esp ro te in izad o  y su p lem en tad o . S e co loca ron  140 m i d e  
este  suero  en fió las de  500  m i, se le a justó  el pH  a  5 y se 
e sterilizó  a 120°C  x 10 m in. U n a  vez  en friad o  se  le ag regó  el 
con ten ido  ce lu lar crec ido , d u ran te  24 ho ras a  30°C  en  cuña 
d e  agar/ex trac to  de  m alta , a rrastrad o  con 1 0  m i d e  ca ldo  
ex trac to  de  m alta; las fió las se  incubaron  a  30°C  p o r 18 horas, 
co n  ag ita c ió n , e s to  g a ra n tiz ó  u n a  p o b la c ió n  m ic ro b ia n a  
a lrededo r de  1 0  7 célu las/m l.
.- C ond ic iones del cultivo:

En el p roceso  de  p roducción  de la lactasa, se u tilizó  un 
fe rm en tad o r m a rca  N ew  B ru n sw ick  m o d e lo  B io F lo  20 0 0  
m odular con una capacidad d e  2 1. Para  lo  cual 1350 mi de 
suero desproteinizado y suplem entado se esterilizaron a  120°C 
x 1 0  m in ., en  e l m ism o  r e c ip ie n te  d e l f e rm e n ta d o r ,  
posteriorm ente se le agregó 150 m i de inóculo, obteniendo un 
volum en total de  trabajo de  1,5 1. L as variables a considerar 
fueron: pH, tem peratura, velocidad de agitación y tiem po de 
ferm entación a  una tasa de aireación de  0,5 vvm . Se utilizó un 
diseño factorial de  dos niveles, para  los cuatros factores antes 
m encionados, es dec ir un fac to ria l 2“ . C on la  finalidad  de 
describir la naturaleza de  la superficie de  respuesta en la  región 
del óptim o, se utilizó un d iseño com puesto  central ortogonal 
em pleando cinco niveles de  cada  factor ( - a ,  - 1 , 0 , 1  y a ) ,  com o 
lo describe  la  lite ra tu ra  rev isad a  ( 1 1 ); e l cual básicam en te  
consistió en un d iseño  factorial 2 k , donde k=4 (2 4 =16), con 
ocho puntos estrellas 2k  (2x4=8) y seis (6 ) repeticiones de  los 
p u n to s  c e n tra le s  (N °= 6 ), d a n d o  un  to ta l d e  tr e in ta  (3 0 ) 
tratam ientos, los cuales siguieron el orden estab lecido  en  la 
m atriz de  diseño codificada q u e  se m uestra en la  T abla 1. E n la  
Tabla 2  se  m uestran los valores reales de  pH , tem peratura  (°C), 
ve lo c id ad  d e  ag itac ión  (r .p .m .) y  tiem p o  d e  fe rm en tac ió n  
(horas), para  p oder establecer las condiciones de  trabajo  para 
cada  tratam iento , lo s rangos d e  las variab les em pleadas, se 
estab lec ieron  d e  acuerdo  a la  lite ra tu ra  rev isada  siendo  los 
siguientes: tem peratura: 27 - 35°C , pH : 4 - 7 ,  velocidad de  
agitación: 100 - 200  r.p.m  y tiem po  d e  ferm entación: 1 2 - 2 4  
horas.

Ensayo de actividad enzimàtica y determinación de 
proteina

L o s ensayos d e  ac tiv idad  en z im àtica  se  rea lizaron  según 
la  m etodo log ía  ind icada  por S ánchez  y C astillo  (3), u tilizando 
O N PG  com o sustrato . L a  ac tiv idad  enz im à tica  fu e  defin ida  
co m o  la  can tidad  d e  en z im a n ecesaria  p ara  p ro d u c ir un p ino l 
d e  O N P  en 1 m in., ba jo  las cond ic iones descritas. E l con ten ido  
p ro te ico  del ex trac to  en z im àtico  se  llevó  a  cabo  m ed ian te  el 
m é to d o  c o lo r im é tr ic o  d e  L o w ry  e t a l.,(  12), u t i l iz a n d o  
a lbúm ina  de  suero  d e  bovino .

Extracción de la enzima
L as cé lu las cosechadas p o r cen trifugac ión  (1 0 .000  r.p.m  

p o r  1 0  m in .)  y  la v a d a s  c o n  a g u a  d e s t i l a d a ,  f u e r o n
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resuspendidas en  buffer fo sfa to  d e potasio  0,1 M  pH  7, 
suplem entado con  0 ,5  m M  M g S 0 4 y  0,1 m M  M nCl,. a  esta  
suspensión se  le  ad icionó tolueno al 2% (v /v ) com o solvente  
o r g á n ic o , d u ra n te  16  h o ra s  a 3 7  °C  para ca u sa r  la  
perm eabilización de las célu las (13).

Purificación de la enzima
Se realizó una purificación parcial de la enzima, com o lo  

describen  G on ca lves y  C a stillo  (1 ) una v ez  incubada la  
suspensión con tolueno 2% (v/v), ésta se  centrifugó a 10.000  
r.p.m. x 20  m in., descartándose el precipitado. U n volum en  
igual de aceton a se  ad ic ion ó  al sobrenadante a 4°C , el 
precipitado formado se colectó por centrifugación a 10.000  
r.p.m. x 2 0  min., y  luego de la evaporación de la acetona residual 
fue disuelto en el buffer fosfato de potasio 0,1 M  utilizado en 
la extracción. A  esto se le denominó extracto purificado.

TABLA 1
Matriz del D iseño C om puesto Central Ortogonal a utilizar 

en la optim ización del proceso de producción de lactasa 
por Kluyveromyces lactis en suero desproteinizado

Tratamiento XI X2 X3 X4

1
2 1

-1 -1
1

3 -1 -1 1 -1

4 -1 -1 1 1
5 -1 1 -1 -1

6 -1 1 -1 1
7 -1 1 1 -1

8 -1 1 1 1
9 1 -1 -1 -1

10 1 -1 -1 1
11 1 -1 1 -1

12 1 -1 1 1
13 1 1 -1 -1

14 1 1 -1 1
15 1 1 1 -1

16 1 1 1 1
17 - a 0 0 0
18 a 0 0 0
19 0 - a 0 0
2 0 0 a 0 0
21 0 0 - a 0
2 2 0 0 a 0
23 0 0 0 - a
24 0 0 0 a
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
27 0 0 0 0
28 0 0 0 0
29 0 0 0 0

30 0 0 0 0

X l = Temperatura de fermentación. 1er. Factor 
X2= pH. 2do. Factor
X3= Velocidad de agitación del medio. 3er. Factor
X4= Tiempo de fermentación. 4to. Factor, 
a  = 1,7178

T A BLA  2
Tratamientos utilizados en e l establecim iento del D iseño  
C om puesto Central Ortogonal para la  optim ización del 

proceso de producción d e lactasa por Kluyveromyces lactis 
en suero desproteinizado

Tratamiento Temperatura
(° C)

PH Velocidad de 
agitación 

(r.p.m)

Tiempo
(h)

1 28,7 4,6 121 14,5
2 28,7 4,6 121 21,5
3 28,7 4,6 179 14.5
4 28,7 4,6 179 21,5
5 28,7 6,4 121 14,5
6 28,7 6,4 121 21,5
7 28,7 6,4 179 14,5
8 28,7 6,4 179 21,5
9 33,3 4,6 121 14,5
10 33,3 4,6 121 21,5
11 33,3 4,6 179 14,5
12 33,3 4,6 179 21,5
13 33,3 6,4 121 14,5
14 33,3 6,4 121 21,5
15 33,3 6,4 179 14,5
16 33,3 6,4 179 21,5
17 27,0 5,5 150 18,0
18 35,0 5,5 150 18,0
19 31,0 4,0 150 18,0
2 0 31,0 7,0 150 18,0
21 31,0 5,5 1 0 0 18,0
2 2 31,0 5,5 2 0 0 18,0
23 31,0 5,5 150 1 2 ,0

24 31,0 5,5 150 24,0
25 31,0 5,5 150 18,0
26 31,0 5,5 150 18,0
27 31,0 5,5 150 18,0
28 31,0 5,5 150 18,0
29 31,0 5,5 150 18,0
30 31,0 5,5 150 18,0

Efecto de la temperatura y el pH sobre la enzima
S e estudió el efecto  del pH en un rango d e 5 a 8 y  de la 

temperatura en un rango de 3 0  a 60°C , sobre la  actividad 
enzim àtica, a  través de la  m etodología  descrita por Sánchez 
y C astillo (3 ), utilizando también O N PG  com o sustrato.

Análisis estadísticos
L a v a r ia b le  r e sp u e s ta  a n a liz a d a  fu e  la  activ id ad  

enzim àtica de los extractos crudos obtenidos en  los distintos 
tratamientos; esta variable se analizó siguiendo los pasos de 
la M etodología de Superficie de Respuesta:
.-A nálisis de varianza:

Se utilizó para establecer si existen diferencias o  no entre 
lo s tratamientos y también para determinar la  variabilidad 
debida al error experim ental.
.-A nálisis de la regresión:
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para los efec tos lineales , cuad rá tico s y cruzados d e  los 
factores que  tuv ieron  in flu en c ia  sobre la  variable respuesta. 
-E stablecim iento del m odelo  d e  regresión :

para  estab lece r el m o d e lo  d e  reg resión  de  la  variab le  
respuesta , se  c o n s id e ra ro n  lo s  c o e fic ie n te s  d e  re g re s ió n  
estim ados en  el análisis d e  regresión .
.-Análisis canón ico  d e  la  superfic ie  de  respuesta:

Para carac te riza r la  superfic ie  en la  vecindad  inm ed ia ta  
del punto estac ionario , es dec ir de te rm inar si és te  es un punto  
de respuesta m áx im a, m ín im a o  pun to  d e  silla.
.-Análisis d e  R idge:

En caso  tal q u e  el p u n to  estac ionario  resu ltó  ser un pun to  
de silla, este  aná lis is  p e rm itió  estim ar los niveles d e  cada  
factor para  o b tener la  resp u esta  óp tim a.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterización química del suero desproteinizado
El suero  desp ro te in izado  em p leado  com o  sustrato  de  la 

ferm entación fue  ana lizado  p a ra  d e te rm inar su com posición  
(Tabla 3); se  encon tró  q u e  p resen ta  un  93 ,83%  de hum edad , 
6,17%  d e  só lid o s  to ta le s , 0 ,4 4 %  d e  p ro te ín a , 4 ,8 5 %  d e  
lactosa, 0 ,43%  de ac id ez  y un pH  de  4 ,58 . El con ten ido  de 
humedad fue  in ferio r y  el de  só lidos to tales y proteína m ayor, 
a los encon trados p o r o tros au to res en  perm eado  de suero  
dulce (14,15) y en suero  desp ro te in izado  (5). N o  obstan te  el 
co n ten id o  d e  la c to s a  a u n q u e  e s  s im ila r  al in d ic a d o  en 
perm eado d e  suero  d u lce  (14 ), es in fe rio r al repo rtado  en 
suero desp ro te in izado  (5). E stas d iferencias pueden  deberse  
tanto a la  técn ica  u tiliz ad a  en  la  separac ión  de  p ro te ín as, 
com o  a la  m a te r i a  p r im a ,  y a  q u e  a u to r e s  u t i l i z a n  la  
ultrafiltración y perm eado  de suero  du lce  (14) m ien tras que 
otros la  te rm o c o a g u la c ió n  y su e ro  re c o n s titu id o  en  u n a  
proporción de  60  g /L  (5). C on  respecto  al pH , se observan 
valores sim ilares a  los repo rtados p o r la  lite ra tu ra  rev isada 
(5,15), no a s í la  acidez, la  cual tuvo  un valor in term ed io  a  lo  
inform ado en la  m en c io n ad a  lite ra tu ra  (5 ,15 ) q u izás  esta  
diferencia es deb ida  a la  acid ificac ión  su frida  p o r el suero  
durante el p roceso  de  separación  proteica.

TA B L A  3
Caracterización quím ica del suero desproteinizado

Característica X Valor
Mínimo

Valor
máximo

c C.V

% Humedad 93,83 92,62 96,56 1,05 1,12
^Sólidos totales 6,17 3,44 7,38 1,05 17,01
'-’oProteína 0,44 0,37 0,49 0,03 6,81
% Lactosa 4,85 3,80 5,65 0,59 12,16
^A cidez 0,43 0,30 0,58 0,09 20,93
PH 4,58 4,50 4,62 0,04 0,87

Optim ización del proceso de producción de 0- 
galactosidasa por Kluyveromyces lactis, aplicando la 
metodología de Superficie Respuesta y utilizando un 
Diseño Compuesto Central Ortogonal

U na vez realizadas las 30  p ruebas estab lecidas en  el diseño 
experim ental que  se  m ostró  en la  Tabla 2 , se obtuvo  el extracto  
enzim àtico  co rrespond ien te  a  c ad a  tra tam ien to , al cual se  le 
p ro c e d ió  a d e te r m in a r  la  a c tiv id a d  e n z im à tic a  (U /m l) , 
concen trac ión  p ro te ica  y ac tiv idad  enz im à tica  específica  (U / 
m g), los resu ltados se  m uestran  en la  T abla 4 . L os valores 
de  ac tiv idad  enz im àtica , co n cen trac ió n  p ro te ica  y ac tiv idad  
e n z im à tic a  e sp e c íf ic a  d e  lo s  e x tra c to s  en  lo s  d ife re n te s  
tra tam ien tos, estuv ieron  co m prend idos en tre  1,29 y 7 ,43  (U / 
m i), 0 ,6 8  y 1 ,84 (m g /m l) y e n tre  0 ,8 2  y 7 ,7 2  (U /m g ), 
r e s p e c t iv a m e n te ;  s ie n d o  e s to s  v a lo re s  s im i la r e s  a  lo s  
encon trados po r o tro s au to res (17) con esta  m ism a levadura, 
p e r o  in f e r io r e s  a  lo s  r e p o r ta d o s  c o n  la s  le v a d u r a s  
Kluyveromyces frag ilis  (3 ,13 ) y Kluyveromyces m arxianus 
(1). A l parecer la p roducción  de  lac tasa , u tilizando  suero  de 
leche despro tein izado  com o  m ed io  de  ferm en tación , es m ayor 
p o r la s  lev ad u ra s  K. fra g ilis  y  K. m arxianus, q u e  p o r la  
levadura  bajo  estud io , p o r supuesto  esto  está  v incu lado  a las 
condiciones de  tem peratura , velocidad  d e  agitación  del m edio 
y tiem po  de  ferm en tación , u tilizadas en cad a  investigación.

Análisis estadísticos
.- A nálisis d e  varianza

D e acuerdo  al análisis d e  varianza, se observa  que  existen  
d ife renc ias  a ltam en te  s ign ifica tivas en tre  lo s tra tam ien to s, 
es d ec ir lo s cam bios observados en la  can tidad  de  enz im a 
p roducida, se deben  a  los tra tam ien tos, p o r lo  cual se ju s tifica  
la  op tim ización  de  las cond ic iones del p roceso  a  través de 
e sta  variab le  respuesta . A dem ás los va lo res de  la  respuesta  
p resen taron  una  m oderada  variab ilidad  con  un coeficien te  
de  variación d e  25 ,2% , lo  cual e s  d e  e sp erarse  en  este  tipo  
d e  ensayo  d o n d e  son m uchos los fac to res  a  con tro lar. En 
cuan to  a la  reg resión , ésta  tam bién  es a ltam en te  significativa 
a s í com o  los efec tos lineales d e  tem pera tu ra , pH , velocidad 
d e  agitación y fiem po de ferm entación ; sin  em bargo  se aprecia  
que  los efectos cuad rá tico s pu ro s y cuad rá tico s cruzados son 
significativos, es dec ir q u e  todos o  a lgunos d e  esto s factores 
co nsiderados están  re lac io n ad o s con  la  variab le  respuesta . 
E l coefic ien te  de  reg resión  (R 2) fue  d e  0 ,8715  lo  cual ind ica 
con fiab ilidad  en  la  re sp u esta  estim ad a , deb id o  a  q u e  el 
87 ,15%  d e  los v a lo res  se  a ju s tan  al m o d e lo  d e  reg resión  
p lan teado . L a  fa lta  d e  a ju s te  resu ltó  a ltam en te  significativa, 
lo  q u e  ind ica un sesgo  en la  resp u esta  estim ada, es d ec ir  que 
a lg u n o s  e f e c to s  im p o r ta n te s  p u d ie r o n  n o  h a b e r  s id o  
considerados en  el m odelo  po linom ina l cu ad rá tico  y /o  que 
o tras variables independ ien tes necesitan  ser inc lu idas en el 
m odelo . E sto  p u ed e  e stud ia rse  a fu turo .
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TA B LA  4
A ctiv idad  enzim àtica , concen trac ión  p ro te ica  y activ idad  enz im àtica  específica  

de  los ex trac to s enzim áticos

Tratamiento Temperatura Ph Velocidad Tiempo Actividad Proteína Actividad enz 
(°C) de agitación (h) enzimàtica. (mg/ml) específica,

(r.p.m) (U/ml) (U/mg)

1 28,7 4,6 121

2 28,7 4,6 121

3 28,7 4,6 179
4 28,7 4,6 179
5 28,7 6,4 121

6 28,7 6,4 121

7 28,7 6.4 179
8 28,7 6,4 179
9 33,3 4,6 121

10 33,3 4,6 121

11 33,3 4,6 179
12 33,3 4,6 179
13 33,3 6,4 121

14 33,3 6,4 121

15 33,3 6,4 179
16 33,3 6,4 179
17 27,0 5,5 150
18 35,0 5,5 150
19 31,0 4,0 150
2 0 31,0 7.0 150
21 31,0 5.5 100

2 2 31,0 5,5 2 0 0

23 31,0 5,5 150
24 31,0 5,5 150
25 31,0 5,5 150
25 31,0 5,5 150
25 31,0 5,5 150
25 31,0 5,5 150
25 31,0 5,5 150
25 31,0 5,5 150

.-A nálisis  d e  reg resión :
A  través d e  este  aná lis is  se  observa  qu e  el e fec to  lineal de  

la  tem p era tu ra  e s  a ltam en te  sign ificativo , m ien tras el resto  
n o  son  estad ísticam en te  sign ificativos en  la  variab le  respuesta. 
E n  los e fec to s  cu ad rá tico s se  ap rec ia  q u e  la  tem pera tu ra  y  el 
p H  so n  a l ta m e n te  s ig n if ic a tiv o s  no  a s í  la  v e lo c id a d  d e  
ag itación  y e l tiem po  d e  ferm en tación . L o s efectos cuadrá ticos 
c ru zad o s no  son estad ís ticam en te  significativos, a  excepción  
del e fec to  c ru zad o  d e  la  ve loc idad  d e  ag itac ión  y pH , q u e  s í 
es a ltam en te  sign ificativo , e s to  d eb id o  a  que  la  velocidad  d e  
ag itac ión  e s tá  re lac io n ad a  con  la  velocidad d e  transferencia  
d e  o x íg en o , la  cual a fec ta  e l m etabo lism o  celu lar, a lte rándose  
e l pH .

E stab lec im ien to  d e l m o d elo  d e  regresión :
D e  acuerdo  a  lo s coefic ien tes  de  reg resión  estim ados, el 

m odelo  d e  reg resión  co m p le ta  sería:

14,5 5,74 1,26 4,55
21,5 2,24 0,73 3,07
14,5 8,50 1 ,1 0 7,72
21,5 7,37 1,44 5,12
14,5 1,99 1,65 1,21

21,5 3,59 0 ,6 8 5,28
14,5 1,29 1,57 0,82
21,5 3,09 1,42 2,18
14,5 3,64 0,70 5,20
21.5 1,93 0 ,8 6 2,24
14,5 3,66 1,46 2,51
21,5 5,65 1,52 3,72
14,5 2,87 1 ,1 0 2,61
21,5 2,48 0,69 3,59
14,5 2,15 1,84 1,17
21,5 2,65 0,97 2,73
18,0 1,31 0,92 1,42
18,0 1,34 0,78 1,72
18,0 5,83 1,04 5,61
18,0 1,27 1,15 1 ;1 0

18,0 7,43 1,15 6,46
18,0 4,87 1,28 3,80
1 2 ,0 5,66 1,09 5,19
24,0 6,18 1,18 5,24
18,0 6,45 1,09 5,92
18,0 5,83 1,16 5,03
18,0 6 ,6 6 1,44 4,63
18,0 6,67 1 ,12 5,96
18,0 5,85 1 ,2 2 4,80
18,0 6,45 1,37 4,70

A ct. E nz im àtica  =  -2 7 1 ,5 6  +  17,37 X , +  4 ,87  X^ +  0,21 X , - 
1,65 X 4 - 0 ,3 0  X ,2 - 1,16 X 22 - 0,00001  X 32 - 0 ,007  X 4 2 +  0,28 
X ,X 2 - 0 ,0033  X ,X 3 + 0 ,0 1 2 6  X ,X 4 - 0 ,032  X 2 X 3+ 0 ,156  X, 
X 4 +  0 ,0044  X , X ,4  7 3 4

.- A nális is  C an ó n ico  d e  la  S uperfic ie  d e  R espuesta:
E n la  T ab la  5  se  p re sen tan  lo s  v a lo res  c rítico s  de  los 

fac to res con  los cu a le s  se  ob tien e  el va lo r d e  la  actividad 
enz im àtica  en el p u n to  e s tac ionario  o  crítico , siendo  este de 
8,61 U /m l, q u e  se  lo g ra  b a jo  las cond ic iones d e  28 ,67°C , pH 
2 ,53 , 181,08 r.p .m ., las cua le s se  encuen tran  d en tro  de los 
rangos estim ados en el d iseño  experim en ta l, a  excepción  del 
tiem po , e l cual se  sa le  del ran g o  estim ado . L o s  autovalores 
m uestran  q u e  e l p u n to  e stac ionario  e s  un p u n to  d e  silla  o  de 
m áx im o-m ín im o  y a  q u e  d ichos valores fueron  d e  diferentes 
s ignos. D eb id o  a  e s to  se  rea lizó  segu idam ente  el análisis de
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R idge p ara  la  re sp u e s ta  m á x im a  y m ín im a , e s te  an á lis is  
p e rm itir  e s t im a r  la  r e s p u e s ta  ó p t im a  d e  la  a c t iv id a d  
enzim àtica y los n iveles d e  los fac to res considerados p ara  
lograr esa respuesta .

T A B L A  5
Valores críticos obtenidos m ediante el análisis canónico de 

la Superficie de R espuesta para la variable actividad 
enzim àtica de lo s  extractos enzim áticos

Factor Valor crítico Rango utilizado

T 28,67 27-35

P 2,53 4,0-7,0
V 181,08 150-200
t -7,09 12-24

Punto estacionario: 8,61 U/ml 
T = temperatura (°C) p = pH 
V = velocidad de agitación (r.p.m.) 
t = tiempo (h)

A nálisis d e  R idge:
El an á lis is  d e  R ig d e  c o n lle v a  a  la  o p tim iz a c ió n  d e l 

proceso con respec to  a  la  ac tiv idad  enzim àtica , cuando  se 
obtiene un p un to  silla  o  de  m áx im o  y m ín im o. En este caso  
el interés es encon tra r los n iveles de lo s fac to res en los cuales 
se o b tiene  u n a  m a y o r a c tiv id a d  e n z im à tic a  (8 ,25  U /m l), 
siendo estos: tem pera tu ra  30 ,3°C , pH  4 ,6 8 , velocidad de 
agitación 190,76 r.p .m  y tiem po  de  ferm en tación  18,55 h, 
sin em bargo para  e fec to s  d e  operación  del equ ipo  y trabajo 
en el laboratorio , la  velocidad  se  a justó  a 191 r.p .m  y el tiem po 
a 18,5 h, lo  cual no  afec tó  la  variab le  respuesta . L os valores 
de tem peratura  y  pH  encon trados a  través d e  este análisis 
co in c id e n  c o n  lo s  s e ñ a la d o s  en  la  b ib l io g r a f ía  en la  
producción d e  e s ta  e n z im a  p o r  levadu ras  (1 ,3 ,1 6 -1 8 ), sin 
embargo no hay  co n co rd an c ia  en tre  la  velocidad  de agitación 
y el tiem po de ferm en tación  in d icado  en tre  esto s  autores. En 
este sentido au to res han  señalado  con la  m ism a levadura bajo 
estudio, el uso  d e  80  r.p.m . p o r  un tiem po  de  56  a  70  h (17) 
hasta 200 r.p.m . x 10 h (19). O tro s au to res con  la  levadura K. 
fragilis han ind icado  la  u tilizac ión  de  120 r.p .m . x 24 h (3), 
hasta 175 r.p.m . x 18 h (13 ,16). C on  K. m arxianus algunos 
autores rep o rtan  4 0 0  r.p .m ., s in  c o n s id e ra r  e l tiem p o  de  
agitación u tilizado  ( 1) y  o tros señalan  2 0 0  r.p .m . x 1 0  h (18); 
es de hacer no tar q u e  esta  variab ilidad  en tre  la  velocidad  de 
agitación y el tiem po  d e  ferm en tación  u tilizado  depende de 
*a geom etría del equ ipo  em pleado . A s í m ism o cabe  resaltar 
^  se  h a  lo g r a d o  o p t im iz a r  a  t r a v é s  d e  la  M S R , la  
ComP°sición de  u n  m ed io  d e  cu ltivo , p a ra  Kluyveromyces 
fa g ilis ,  u tilizando  en la  fe rm en tac ión  u n a  tem p era tu ra  de

30°C  y 130 r.p.m . du ran te  un tiem po  d e  14 h, reportándose  
una activ idad  enzim àtica  d e  6,51 U /m l (20).

Purificación del extracto enzimàtico
En la Tabla 6  se  m uestran los resultados obtenidos en el 

p roceso  de  purificación del extracto  crudo  de  la  enzim a. Se 
puede apreciar que se obtuvo un m enor rendim iento  (50,8% ), 
pero m ás pureza (7,4 veces), en com paración con lo encontrado 
con este m ism o solvente, por otros autores con  Kluyveromyces 
fragilis, (13) (97%  y 2,74 veces de  purificación), no obstante 
en nuestro  trabajo se encontró  m ayor rendim iento  y pureza a 
lo  reportado con K. marxianus (1).

T A B L A  6  

P urificac ión  del ex trac to  enzim àtico

Actividad Actividad
Volumen enz. Proteína enz. Rendimi- Purificación 

Fracción (mi) (U/ml) (mg/ml) específica ento (%) (veces)
(U/mg)

Extracto
crudo 100 7,50 2,09 3,59 100 1
Precipitado
con acetona 12 31,72 1,19 26,66 50,8 7,4

Temperatura y pH óptimos de la lactasa producida por
Kluyveromyces lactis

L o s re s u lta d o s  o b te n id o s  en  la  d e te rm in a c ió n  d e  la  
tem p era tu ra  óp tim a de  la  en z im a se  m uestran  en la  F igu ra
1. D e  a c u e rd o  a  e s to s  r e s u lta d o s , la  m a y o r  a c tiv id a d  
enzim àtica  (46 ,6  U /m l) ocu rre  a  la  tem p era tu ra  d e  60°C . E ste  
valo r es sim ilar al en con trado  p o r o tro s au to res con la  m ism a 
levadura bajo  estud io  (17 ), p e ro  es ap rox im adam en te  10°C 
m ay o r a  lo  ind icado  en  lac tasa  p ro d u c id a  p o r o tras levaduras 
(1 ,3 ,18 ). C on  este  v a lo r d e  tem p e ra tu ra  óp tim a  se  llevo  a 
cabo  la determ inación  d e  p H  óptim o. C on  respec to  al pH  se 
pu ed e  n o ta r en la  F ig u ra  2, que  el va lo r d e  m ay o r ac tiv idad  
e n z im à tic a  (6 7 ,2  U /m l)  o c u rre  a u n  p H  d e  6 ,2 , lo  cual 
co inc ide  con  la  lite ra tu ra  rev isada  en  lac tasa  p ro d u c id a  po r 
KLuyveromyces frag ilis  (3 ) y  Kluyverom yces m arxianus  (1); 
au nque  es  m en o r al señalado  p o r o tro s au to res co n  esta  ú ltim a  
levadura (pH  7) (18). E stas d iferencias en tre  las tem pera tu ras 
y  pH  óp tim os, parecieran  in trín seco  a  la  c ep a  u tilizada  en la 
p roducción  d e  la  enzim a.
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FIG U R A  1
Efecto d e la temperatura sobre la actividad de la  

P-galactosidasa producida por Kluyveromyces lactis

Tem peratura  (°C)

FIGURA 2
Efecto del pH sobre la actividad de la P-galactosidasa

producida por Kluyveromyces lactis

“T“

85 6 7
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CO N CLUSIO N ES

El suero lácteo desproteinizado sirvió com o base para la 
form ulación de un m edio de cultivo para levaduras capaces 
de hidrolizar la lactosa, debido a que presenta en promedio 
un contenido de lactosa de 4,85% .

En la optim ización del proceso de producción de la P- 
galactosid asa  por Kluyveromyces lactis, a partir d e éste  
sustrato se  pudo establecer com o con d icion es óptim as las 
s igu ien tes: tem peratura 30 ,3 °C ; pH 4 ,6 8 ; v e lo c id a d  de  
agitación 191 r.p.m. y un tiem po d e ferm entación 18,5 h., 
n o tá n d o se  a través d e l a n á lis is  d e re g r e s ió n , q u e  la  
temperatura fue e l factor que m ás influyó en la producción  
de enzim a por la levadura Kluyveromyces lactis.

El análisis canónico detectó que el punto crítico era un 
punto de silla, y m ediante el análisis R idge se  logró optimizar 
la variable respuesta, que era la actividad enzim àtica.

La purificación parcial de la  enzim a con acetona, condujo  
a un rendim iento de 50,8%  y una purificación de 7 ,4  veces  
del extracto enzim àtico.

La temperatura óptim a de la enzim a purificada fue alta 
(60°C), por lo  cual esta enzim a puede ser usada en productos 
lá cteos pasteurizados, d eb ido a que se  increm entaría la 
h id ró lis is  d e la lactosa , igualm ente e l pH  de la enzima 
purificada fue de 6 ,2 , lo  cual favorece el uso de esta enzima 
en la  hidrólisis de la  lactosa en lech e y productos lácteos 
que tienen un pH  similar.
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