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RESUMEN. El objetivo de ésta investigacién fue el optimizar la
produccién de B-galactosidasa por Kluyveromyces lactis, a través
de la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR), utilizando
el suero lacteo desproteinizado como medio de fermentacién. Se
empleé un Disefio Compuesto Central Ortogonal (DCCO) sin
repeticién, con cuatro factores: temperatura, pH, velocidad de
agitacién y tiempo de la fermentacién, y como variable respuesta
la actividad enzimética (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 desproteinizado por termocoagulacién fue analizado
quimicamente, obteniendo los siguientes resultados: humedad
93,83%, soélidos totales 6,17%, proteina 0,44%, lactosa 4,85%,
acidez 0,43% y pH 4,58. Para establecer los valores ptimos de
cada factor en la produccién de la enzima, se realiz6 el anélisis
estadistico, obteniendo las siguientes condiciones de operacién:
temperatura 30,3 °C, pH 4,68, velocidad de agitacién 191 r.p.m. y
tiempo de fermentacién 18,5 horas, logrando una produccién de
enzima de 8,3 U/ml. Se realiz6 la purificacién parcial de la enzima
con acetona, logrando un rendimiento de 50,8% y una purificacién
de 7,4 veces. La enzima purificada tuvo una temperatura 6ptima
de 60°C y un pH de 6,2. En conclusi6n es posible producir la
enzima B-galactosidasa con la levadura Kluyveromyces lactis
propagada en suero desproteinizado, y ademds la MSR puede ser
utilizada en la optimizacién de condiciones de operacién en
procesos microbioldgicos.

Palabras clave: Suero, B-galactosidasa, Kluyveromyces lactis,
metodologfa de superficie de respuesta.

INTRODUCCION

" La produccion de B-galactosidasa o lactasa (EC.3.2.1.23),
a partir de microorganismos como hongos, bacterias o
levaduras utilizando suero l4dcteo como medio de
fermentacién , ha despertado gran interés, asi como también
el uso de esta enzima en la industria de alimentos (1-5). La
lactasa causa la hidr6lisis de 1a lactosa, hasta sus componentes
principales glucosa y galactosa, produciéndose un producto
de mayor dulzor, debido a las propiedades de los
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SUMMARY. Production and partial characterization of -
galactosidase from Kluyveromyces lactis grown in deproteinized
whey. The purpose of this work was to optimize the B-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, enzyme activity (U/ml) as
response variable was used. Thirty trialsin 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 of 60 °C and a pH of
6,2. This work shows that the yeast Kluyveromyces lactis grown in
deproteinized 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, B-galactosidase, Kluyveromyces lactis, surface
response methodology.

monosacdridos formados, lo que permite usar la lactosa como
edulcorante. Los jarabes obtenidos de esta hidrélisis han
servido de sustitutos del jarabe de maiz o sacarosa en las
industrias de reposterfa, panaderia, heladeria y otras (6);
ademds se ha comprobado que la adicién de lactasa 4
productos ldcteos como leche, yoghurt, crema agria ¥
mantequilla, mejora el sabor sin que ocurra un incremento
calérico significativo, incrementa el poder edulcorante, .y
favorece el consumo humano en individuos con intolerancid
a la lactosa (4,6). La hidrélisis enzimatica de la lactosa del
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suero, es una técnica sencilla que permite el aprovechamiento
de este subproducto de la industria l4ctea, el cual se ha
convertido en un grave problema de contaminacién ambiental,
debido a que generalmente se descarga a rios y desagiies (7).
Se estima que cada kg de queso producido genera 9 kg de
suero y que anualmente se producen a nivel mundial 9.000.000
t de queso; esto representaria aproximadamente 85 millones
de t de suero, considerado como producto de desecho (8). En
consecuencia la necesidad de reducir esta contaminacién,
prohibiendo la préctica de verter el suero a rfos y desagiies,
aunado al alto potencial nutritivo de este subproducto, han
conducido a la realizacién de estudios tecnolégicos para un
mejor aprovechamiento del mismo, y dada la importancia que
tiene la enzima lactasa en la industria de alimentos, en esta
investigacién se plantea la optimizacién del proceso de
produccién de [B-galactosidasa de Kluyveromyces lactis crecida
en suero de leche desproteinizado, a través de la Metodologia
de Superficie de Respuesta (MSR).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé el suero proveniente de la Planta de Lécteos de
la Facultad de Ciencias Veterinarias UCV, ubicada en la
ciudad de Maracay-Edo. Aragua. El cultivo usado en la
fermentaci6n fue la levadura*Kluyveromyces lactis, cepa N°
30.841, donada por el cepario del Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel”. Las células de esta levadura fueron
mantenidas en cufias de 2% de agar y 1% de extracto de
malta a 4°C, con transferencias mensuales.

Preparacion del suero desproteinizado

Para lograr separar las proteinas del suero se aplic6 un
tratamiento termodcido, el cual consistié en ajustar el pH a
4,6 con 4cido acético y posteriormente aplicar calor (90°C
por 15 minutos), para asi precipitar las proteinas y ademas
pasteurizar el medio. El suero se dejé reposar, luego se realizé
una filtracién al vacio utilizando papel de filiro (Wathman
N°1) y se conservé refrigerado.

Analisis quimicos del suero desproteinizado

Al suero desproteinizado se le determind la humedad,
acidez, pH y nitrégeno total, segiin los métodos descritos en
el A.0.A.C (9). La lactosa se determin6 mediante el método
de Somoghy (10).

Produccién de la enzima
- Suplementacién del medio de cultivo:

El suero fue suplementado con la adicién de 0,15% de
extracto de levadura y 0,1% de (NH, ), SO,, segiin lo
recomendado por Sédnchez y Castillo (3).
== Inéeulo:

El medio usado para preparar el inéculo fue el suero

desproteinizado y suplementado. Se colocaron 140 ml de
este suero en fiolas de 500 ml, se le ajusté el pHa S5y se
esterilizé a 120°C x 10 min. Una vez enfriado se le agrego el
contenido celular crecido, durante 24 horas a 30°C en cuiia
de agar/extracto de malta, arrastrado con 10 ml de caldo
extracto de malta; las fiolas se incubaron a 30°C por 18 horas,
con agitacién, esto garantizé una poblacién microbiana
alrededor de 10 7 células/ml.

.- Condiciones del cultivo:

En el proceso de produccién de la lactasa, se utilizé un
fermentador marca New Brunswick modelo BioFlo 2000
modular con una capacidad de 2 1. Para lo cual 1350 ml de
suero desproteinizado y suplementado se esterilizaron a 120°C
x 10 min., en el mismo recipiente del fermentador,
posteriormente se le agregé 150 ml de in6culo, obteniendo un
volumen total de trabajo de 1,5 1. Las variables a considerar
fueron: pH, temperatura, velocidad de agitacién y tiempo de
fermentacién a una tasa de aireacién de 0,5 vvm. Se utilizé un
disefio factorial de dos niveles, para los cuatros factores antes
mencionados, es decir un factorial 2° . Con la finalidad de
describir la naturaleza de la superficie de respuesta en la regién
del 6ptimo, se utilizé un disefio compuesto central ortogonal
empleando cinco niveles de cada factor (-ot, -1, 0, | y o), como
lo describe la literatura revisada (11); el cual basicamente
consistié en un disefio factorial 2%, donde k=4 (2¢=16), con
ocho puntos estrellas 2k (2x4=8) y seis (6) repeticiones de los
puntos centrales (N°=6), dando un total de treinta (30)
tratamientos, los cuales siguieron el orden establecido en la
matriz de disefio codificada que se muestra en la Tabla 1. En la
Tabla 2 se muestran los valores reales de pH, temperatura (°C),
velocidad de agitacion (r.p.m.) y tiempo de fermentacién
(horas), para poder establecer las condiciones de trabajo para
cada tratamiento, los rangos de las variables empleadas, se
establecieron de acuerdo a la literatura revisada siendo los
siguientes: temperatura: 27 - 35°C, pH: 4 - 7, velocidad de
agitacién: 100 - 200 r.p.m y tiempo de fermentacién: 12 - 24
horas.

Ensayo de actividad enzimatica y determinacion de
proteina

Los ensayos de actividad enzimdtica se realizaron segin
la metodologia indicada por Sanchez y Castillo (3), utilizando
ONPG como sustrato. La actividad enzimdtica fue definida
como la cantidad de enzima necesaria para producir un pmol
de ONP en 1 min., bajo las condiciones descritas. El contenido
proteico del extracto enzimético se llevd a cabo mediante el
método colorimétrico de Lowry et al.,(12), utilizando
albimina de suero de bovino.

Extraccion de la enzima
Las células cosechadas por centrifugacién (10.000 r.p.m
por 10 min.) y lavadas con agua destilada, fueron
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" resuspendidas en buffer fosfato de potasio 0,1 M pH 7,
suplementado con 0,5 mM MgSO, y 0,1 mM MnCl, a esta
suspensién se le adicioné tolueno al 2% (v/v) como solvente
orgédnico, durante 16 horas a 37 °C para causar la
permeabilizacién de las células (13).

Purificacion de la enzima

Se realiz6 una purificacién parcial de la enzima, como lo
describen Goncalves y Castillo (1) una vez incubada la
suspension con tolueno 2% (v/v), ésta se centrifugé a 10.000
r.p-m. x 20 min., descartdndose el precipitado. Un volumen
igual de acetona se adiciond al sobrenadante a 4°C, el
precipitado formado se colecté por centrifugacién a 10.000
r.p.m. x 20 min., y luego de la evaporacién de la acetona residual
fue disuelto en el buffer fosfato de potasio 0,1 M utilizado en
la extraccion. A esto se le denominé extracto purificado.

TABLA 1
Matriz del Disefio Compuesto Central Ortogonal a utilizar
en la optimizacién del proceso de produccién de lactasa
por Kluyveromyces lactis en suero desproteinizado

Tratamiento X1 X2 X3 X4
[ -1 -1 -1 -1
2 | -1 -1 |
3 -1 -1 1 -]
4 -1 -1 1 1
5 -1 1 -1 -1
6 -1 1 -1 1
7 -1 1 i -1
8 -1 1 1 1
9 1 -1 -1 -1
10 1 -1 -1 1
i1 | -1 ] -1
12 i -1 1 1
13 i 1 -1 -1
14 1 1 -1 1
15 1 1 1 -1
16 1 1 1 1
17 -a 0 0 0
i8 a 0 0 0
19 0 - 0 0
20 0 a 0 0
21 0 0 -o 0
22 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

X1= Temperatura de fermentacién. ler. Factor
X2= pH. 2do. Factor

X3= Velocidad de agitacién del medio. 3er. Factor
X4= Tiempo de fermentacién. 4to. Factor.
a=17178

TABLA 2
Tratamientos utilizados en el establecimiento del Disefio
Compuesto Central Ortogonal para la optimizacién del
proceso de produccién de lactasa por Kluyveromyces lactis
en suero desproteinizado

Tratamiento Temperatura pH  Velocidad de Tiempo
cC agitacién (h)
(r.p.m)
1 28,7 4,6 121 14,5
2 28,7 4.6 121 215
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
10 333 4,6 121 21,5
11 33,3 4.6 179 14,5
12 33,3 4,6 179 21,5
13 333 6,4 121 14,5
14 333 6.4 121 21,5
15 333 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
20 31,0 7,0 150 18,0
21 31,0 5.5 100 18,0
22 31,0 5.5 200 18,0
23 31,0 5.5 150 12,0
24 31,0 5.5 150 240
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 55 150 18,0
30 310 5,5 150 18,0

Efecto de la temperatura y el pH sobre la enzima

Se estudi6 el efecto del pH enun rangode S5a8 ydela
temperatura en un rango de 30 a 60°C, sobre la actividad
enzimdtica, a través de la metodologia descrita por Sdnchez
y Castillo (3), utilizando también ONPG como sustrato.

Analisis estadisticos

La variable respuesta analizada fue la actividad
enzimdtica de los extractos crudos obtenidos en los distintos
tratamientos; esta variable se analiz6 siguiendo los pasos de
la Metodologfa de Superficie de Respuesta:

.~Andlisis de varianza:

Se utiliz6 para establecer si existen diferencias o no entre
los tratamientos y también para determinar la variabilidad
debida al error experimental.
~-Andlisis de la regresién:
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para los efectos lineales, cuadréticos y cruzados de los
factores que tuvieron influencia sobre la variable respuesta.
.-Establecimiento del modelo de regresién:

para establecer el modelo de regresidn de la variable
respuesta, se consideraron los coeficientes de regresién
estimados en el andlisis de regresién.

-Andlisis canénico de la superficie de respuesta:

Para caracterizar la superficie en la vecindad inmediata
del punto estacionario, es decir determinar si éste es un punto
de respuesta maxima, minima o punto de silia.

-Andlisis de Ridge:

En caso tal que el punto estacionario result ser un punto
de silla, este andlisis permitié estimar los niveles de cada
factor para obtener la respuesta optima.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion quimica del suero desproteinizado

El suero desproteinizado empleado como sustrato de la
fermentacién fue analizado para determinar su composicién
{Tabla 3); se encontré que presenta un 93,83% de humedad,
6,17% de sdlidos totales, 0,44% de proteina, 4,85% de
lactosa, 0,43% de acidez y un pH de 4,58. El contenido de
humedad fue inferior y el de sélidos totales y proteina mayor,
alos encontrados por otros autores en permeado de suero
dulce (14,15) y en suero desproteinizado (5). No obstante el
contenido de lactosa aunque es similar al indicado en
permeado de suero dulce (14), es inferior al reportado en
suero desproteinizado (5). Estas diferencias pueden deberse
tanto a la técnica utilizada en la separacién de proteinas,
como a la materia prima, ya que autores utilizan la
ultrafiltracién y permeado de suero dulce (14) mientras que
otros la termocoagulacién y suero reconstituido en una
proporcién de 60 g/L (5). Con respecto al pH, se observan
valores similares a los reportados por la literatura revisada
(5,15), no asf la acidez, 1a cual tuvo un valor intermedio a lo
informado en la mencionada literatura (5,15) quizés esta
diferencia es debida a la acidificacién sufrida por el suero
durante el proceso de separacién proteica.

TABLA 3
Caracterizacién quimica del suero desproteinizado

Caracteristica X Valor Valor o CVv
Minimo méiximo
®Humedad 93,83 9262 96,56 1,05 1,12
%S6lidos totales 6,17 3,44 738 1,05 17,01
ZbProtef na 0.44 0,37 0,49 0,03 6,81
: Lz%ctosa 4.85 3,80 5,65 0,59 12,16
oAcidez 0,43 0,30 0,58 0,09 20,93
PH 458 450 4,62 004 087

———

Optimizacién del proceso de produccién de -
galactosidasa por Kluyveromyces lactis, aplicando la
metodologia de Superficie Respuesta y utilizando un
Disefio Compuesto Central Ortogonal

Una vez realizadas las 30 pruebas establecidas en el disefio
experimental que se mostrd en 1a Tabla 2, se obtuvo el extracto
enzimdtico correspondiente a cada tratamiento, al cual se le
procedié a determinar la actividad enzimdtica (U/ml),
concentracion proteica y actividad enzimadtica especifica (U/
mg), los resultados se muestran en la Tabla 4. Los valores
de actividad enzimdtica, concentracién proteica y actividad
enzimética especifica de los extractos en los diferentes
tratamientos, estuvieron comprendidos entre 1,29 y 7,43 (U/
ml), 0,68 y 1,84 (mg/ml) y entre 0,82 y 7,72 (U/mg),
respectivamente; siendo estos valores similares a los
encontrados por otros autores (17) con esta misma levadura,
pero inferiores a los reportados con las levaduras
Kluyveromyces fragilis (3,13) y Kluyveromyces marxianus
(1). Al parecer la produccién de lactasa, utilizando suero de
leche desproteinizado como medio de fermentacién, es mayor
por las levaduras K. fragilis y K. marxianus, que por la
levadura bajo estudio, por supuesto esto estd vinculado a las
condiciones de temperatura, velocidad de agitacién del medio
y tiempo de fermentacidn, utilizadas en cada investigaci6n.

Analisis estadisticos
.- Andlisis de varianza

De acuerdo al andlisis de varianza, se observa que existen
diferencias altamente significativas entre los tratamientos,
es decir los cambios observados en la cantidad de enzima
producida, se deben alos tratamientos, por lo cual se justifica
la optimizacién de las condiciones del proceso a través de
esta variable respuesta. Ademas los valores de la respuesta
presentaron una moderada variabilidad con un coeficiente
de variacién de 25,2%, lo cual es de esperarse en este tipo
de ensayo donde son muchos los factores a controlar. En
cuanto a la regresion, ésta también es altamente significativa
asi como los efectos lineales de temperatura, pH, velocidad
de agitacién y fiempo de fermentacién; sin embargo se aprecia
que los efectos cuadréticos puros y cuadréticos cruzados son
significativos, es decir que todos o algunos de estos factores
considerados estdn relacionados con la variable respuesta.
El coeficiente de regresién (R?) fue de 0,8715 lo cual indica
confiabilidad en la respuesta estimada, debido a que el
87,15% de los valores se ajustan al modelo de regresién
planteado. La falta de ajuste resultd altamente significativa,
lo que indica un sesgo en la respuesta estimada, es decir que
algunos efectos importantes pudieron no haber sido
considerados en el modelo polinominal cuadrético y/o que
otras variables independientes necesitan ser incluidas en el
modelo. Esto puede estudiarse a futuro.
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TABLA 4
Actividad enzimdtica, concentracién proteica y actividad enzimdtica especifica
de los extractos enzimdticos

Actividad enz

Tratamiento  Temperatura Ph Velocidad Tiempo Actividad Proteina
°O) de agitacién (h) enzimética. (mg/ml) especifica.
(r.p.m) (U/ml) (U/mg)
1 28,7 4.6 121 14,5 5,74 1,26 4,55
2 28,7 4.6 121 21,5 2,24 0,73 3,07
3 28,7 4,6 179 14,5 8,50 1,10 7,72
4 28,7 4.6 179 21,5 1,37 1,44 5,12
5 28,7 6.4 121 14,5 1,99 1,65 1,21
6 28,7 6,4 121 21,5 3,59 0,68 5,28
7 28,7 6.4 179 14,5 1,29 1,57 0,82
8 28,7 6.4 179 21,5 3,09 1,42 2,18
9 33,3 4,6 121 14,5 3,64 0,70 5,20
10 333 4.6 121 21,5 1,93 0,86 2,24
11 333 4,6 179 14,5 3,66 1,46 2,51
12 33,3 4,6 179 21,5 5,65 1,52 3,72
13 333 6,4 121 14,5 2,87 1,10 2,61
14 333 6.4 121 21,5 2,48 0,69 3,59
15 333 6.4 179 14,5 2,15 1,84 1,17
16 33,3 6.4 179 21,5 2,65 0,97 2,73
17 27,0 5.5 150 18,0 1,31 0,92 1,42
18 35,0 5.5 150 18,0 1,34 0,78 1,72
19 31,0 40 150 18,0 5,83 1,04 5,61
20 31,0 7.0 150 18,0 1,27 1,15 1210
21 31,0 5.5 100 18,0 743 1,15 6,46
22 31,0 5.5 200 18,0 4,87 1,28 3,80
23 31,0 5.5 150 12,0 5,66 1,09 5,19
24 31,0 5,5 150 24,0 6,18 1,18 5,24
25 31,0 5,5 150 18,0 6,45 1,09 5,92
25 31,0 5,5 150 18,0 5,33 1,16 5,03
25 31,0 5.5 150 18,0 6,66 1,44 4,63
25 31,0 5.5 150 18,0 6,67 1,12 5,96
25 31,0 55 150 18,0 5,85 1,22 4,80
25 31,0 5,5 150 18,0 6,45 1,37 4,70

.-Anélisis de regresion:

A través de este andlisis se observa que el efecto lineal de
la temperatura es altamente significativo, mientras el resto
no son estadisticamente significativos en la variable respuesta.
En los efectos cuadréticos se aprecia que la temperatura y el
pH son altamente significativos no asi la velocidad de
agitacién y el tiempo de fermentaci6n. Los efectos cuadréticos
cruzados no son estadisticamente significativos, a excepcion
del efecto cruzado de la velocidad de agitacién y pH, que si
es altamente significativo, esto debido a que la velocidad de
agitacion esté relacionada con la velocidad de transferencia
de oxigeno, la cual afecta el metabolismo celular, alterdndose
el pH.

.- Establecimiento del modelo de regresi6n:

De acuerdo a los coeficientes de regresién estimados, el

modelo de regresién completa seria:

Act. Enzimética = -271,56 + 17,37 X, + 4,87 X, + 0,21 X, -
1,65X,-0,30X2- 1,16 X2 - 0,00001 X 2- 0,007 X, 2+ 0,28
X, X,-0,0033X X, +0,0126 X X, -0,032 X, X, +0,156 X,
X, +0,0044 X, X,

.- Andlisis Canénico de la Superficie de Respuesta:

En la Tabla 5 se presentan los valores criticos de los
factores con los cuales se obtiene el valor de la actividad
enzimdtica en el punto estacionario o critico, siendo este de
8,61 U/ml, que se logra bajo las condiciones de 28,67°C, pH
2,53, 181,08 r.p.m., las cuales se encuentran dentro de los
rangos estimados en el disefio experimental, a excepcién del
tiempo, el cual se sale del rango estimado. Los autovalores
muestran que el punto estacionario es un punto de silla o de
méximo-minimo ya que dichos valores fueron de diferentes
signos. Debido a esto se realiz6 seguidamente el andlisis de
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Ridge para la respuesta méxima y minima, este andlisis
ermitir estimar la respuesta 6ptima de la actividad
enzimdtica y los niveles de los factores considerados para
Jograr esa respuesta.

TABLA 5
vValores criticos obtenidos mediante el andlisis canénico de
la Superficie de Respuesta para la variable actividad
enzimatica de los extractos enzimaticos

Factor Valor critico Rango utilizado
T 28,67 27-35
p 2,53 4,0-7,0
\Y 181,08 150-200
t -7,09 12-24

Punto estacionario: 8,61 U/ml

T = temperatura (°C) p=pH

V = velocidad de agitacion (r.p.m.)
t = tiempo (h)

.- Andlisis de Ridge:

El anilisis de Rigde conlleva a la optimizacién del
proceso con respecto a la actividad enzimdtica, cuando se
obtiene un punto silla o de maximo y minimo. En este caso
el interés es encontrar los niveles de los factores en los cuales
se obtiene una mayor actividad enzimdtica (8,25 U/ml),
siendo estos: temperatura 30,3°C, pH 4,68, velocidad de
agitacién 190,76 r.p.m y tiempo de fermentacién 18,55 h,
sin embargo para efectos de operaci6n del equipo y trabajo
en el laboratorio, la velocidad se ajusté a 191 r.p.my el tiempo
a 18,5 h, lo cual no afect6 la variable respuesta. Los valores
de temperatura y pH encontrados a través de este andlisis
coinciden con los sefialados en la bibliografia en la
produccién de esta enzima por levaduras (1,3,16-18), sin
embargo no hay concordancia entre la velocidad de agitaci6n
y el tiempo de fermentacién indicado entre estos autores. En
este sentido autores han sefialado con la misma levadura bajo
estudio, el uso de 80 r.p.m. por un tiempo de 56 2 70 h (17)
hasta 200 r.p.m. x 10 h (19). Otros autores con la levadura K.
Jragilis han indicado la utilizacién de 120 r.p.m. x 24 h (3),
hasta 175 r.p.m. x 18 h (13,16). Con K. marxianus algunos
au't0res reportan 400 r.p.m., sin considerar el tiempo de
agitacion utilizado (1) y otros sefialan 200 r.p.m. x 10 h (18);
s ‘de hacer notar que esta variabilidad entre Ia velocidad de
agitacion y el tiempo de fermentacién utilizado depende de
la geometrfa del equipo empleado. Asf mismo cabe resaltar
que se ha logrado optimizar a través de la MSR, la
omposicién de un medio de cultivo, para Kluyveromyces
Jragilis, utilizando en la fermentacién una temperatura de

30°C y 130 r.p.m. durante un tiempo de 14 h, reportdndose
una actividad enzimética de 6,51 U/ml (20).

Purificacion del extracto enzimatico

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos en el
proceso de purificacién del extracto crudo de la enzima. Se
puede apreciar que se obtuvo un menor rendimiento (50,8%),
pero més pureza (7,4 veces), en comparacién con lo encontrado
con este mismo solvente, por otros autores con Kluyveromyces
Sragilis, (13) (97% y 2,74 veces de purificacion), no obstante
en nuestro trabajo se encontré mayor rendimiento y pureza a
lo reportado con K. marxianus (1).

TABLA 6
Purificacion del extracto enzimético
Actividad Actividad
Volumen enz. Proteina enz. Rendimi- Purificacién
Fraccién (ml) (U/ml) (mg/ml) especifica ento (%) (veces)
(U/mg)
Extracto
crudo 100 7,50 2,09 3,59 100 1
Precipitado
conacetona 12 31,72 1,19 26,66 50,8 7.4

Temperatura y pH optimos de la Jactasa producida por
Kluyveromyces lactis

Los resultados obtenidos en la determinacién de la
temperatura 6ptima de la enzima se muestran en la Figura
1. De acuerdo a estos resultados, la mayor actividad
enzimatica (46,6 U/ml) ocurre a la temperatura de 60°C. Este
valor es similar al encontrado por otros autores con la misma
levadura bajo estudio (17), pero es aproximadamente 10°C
mayor a lo indicado en lactasa producida por otras levaduras
(1,3,18). Con este valor de temperatura 6ptima se llevo a
cabo la determinacién de pH éptimo. Con respecto al pH se
puede notar en la Figura 2, que el valor de mayor actividad
enzimdtica (67,2 U/ml) ocurre a un pH de 6,2, 1o cual
coincide con la literatura revisada en lactasa producida por
KLuyveromyces fragilis (3) y Kluyveromyces marxianus (1);
aungue es menor al sefialado por otros autores con esta tltima
levadura (pH 7) (18). Estas diferencias entre las temperaturas
y pH 6ptimos, parecieran intrinseco a la cepa utilizada en la
produccién de la enzima.
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FIGURA 1
Efecto de la temperatura sobre la actividad de la
B-galactosidasa producida por Kluyveromyces lactis
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FIGURA 2
Efecto del pH sobre la actividad de la B-galactosidasa
_producida por Kluyveromyces lactis
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CONCLUSIONES

El suero ldcteo desproteinizado sirvié como base para la
formulacién de un medio de cultivo para levaduras capaces
de hidrolizar la lactosa, debido a que presenta en promedio
un contenido de lactosa de 4,85%.

En la optimizacién del proceso de produccién de la B-
galactosidasa por Kluyveromyces lactis, a partir de éste
sustrato se pudo establecer como condiciones ptimas las
siguientes: temperatura 30,3°C; pH 4,68; velocidad de
agitacién 191 r.p.m. y un tiempo de fermentacién 18,5 h.,,
notindose a través del andlisis de regresién, que la
temperatura fue el factor que mds influy6 en la produccién
de enzima por la levadura Kluyveromyces lactis.

El andlisis canénico detecté que el punto critico era un
punto de silla, y mediante el andlisis Ridge se logré optimizar
la variable respuesta, que era la actividad enzimética.

La purificacion parcial de la enzima con acetona, condujo
a un rendimiento de 50,8% y una purificacién de 7,4 veces
del extracto enzimatico.

RAMIREZ y RIVAS

La temperatura 6ptima de la enzima purificada fue alta
(60°C), por lo cual esta enzima puede ser usada en productos
l4cteos pasteurizados, debido a que se incrementaria Ia
hidrélisis de la lactosa, igualmente el pH de la enzima
purificada fue de 6,2, lo cual favorece el uso de esta enzima
en la hidrdlisis de la lactosa en leche y productos l4cteos
que tienen un pH similar.
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