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RESUMEN

Se evalu6 el efecto del uso de solventes organicos y de
ultrasonidos en la extraccion de la B-D-galactosidasa de
Kluyveromyces marxianus var. marxianus ATCC 8554 en
cultivo por carga en lactosuero diluido. Los bioprocesos
se realizaron por triplicado con una concentracion de lac-
tosa de 2,695 %, a pH 5,0, temperatura de 35°C y una
velocidad de agitacion de 200 rpm en un Bioreactor Bio-
flo 4000 New Brunswick Scientific con volumen de tra-
bajo de 3 litros y controles automaticos de temperatura,
pH y velocidad de agitacion. Se caracteriz6 el lactosuero,
determinando su contenido de lactosa, nitrdgeno, protei-
nas, pH, fésforo, cenizas y humedad. Se midié la concen-
tracion de biomasa en el medio de cultivo por medicion
de la densidad optica a 650 nm y la cantidad de lactosa
mediante el método de Dubois y col. La actividad enzi-
matica se determind en extractos libres de células, eva-
luando la hidrélisis del orto-nitrofenil-B-D-galactopirané-
sido (ONPG) y la extraccion de la enzima de las células
se realizé a través de la técnica de los ultrasonidos y de
solventes organicos (tolueno y cloroformo). Se determiné
la cantidad de proteinas totales por el método de Lowry,
que permitié la valoracion de la actividad especifica. La
mayor concentracién de biomasa fue de 15,696 + 0,152
Kg/m3. Los resultados de tasa especifica de crecimiento
(M) y rendimiento (y) fueron 0,261 + 0,003 h-1y 0,616 =
0,009 Kg de biomasa/Kg de sustrato, respectivamente.
El sustrato se consumi6 totalmente. La maxima actividad
especifica fue 15,564 + 0,318 UB-gal/mg de proteinas.

Palabras clave: lactosuero, Kluyveromyces marxianus,
B-D-galactosidasa, ultrasonidos disolventes organicos

SUMMARY

There was evaluated the effect of the use of organic
solvents and ultrasound in the extraction of the B-D-ga-
lactosidase from Kluyveromyces marxianus var. marxia-
nus ATCC 8554 in growing burden on diluted whey. The
bioprocesses were performed in triplicate with a lactose
concentration of 2,695 %, at pH 5,0, temperature of 35 °
C and a speed of agitation of 200 rpm in a Bioreactor Bio-
flo 4000 New Brunswick Scientific workload with 3 liter
and automatic controls of temperature, pH and speed of
agitation. Whey was characterized, determining their lac-
tose content, nitrogen, protein, pH, phosphorus, ash and
dampness. Biomass concentration was measured in the
culture medium by measuring the optical density at 650
nm and the amount of lactose by the method of Dubois
et al. The enzyme activity was determined in cell-free ex-
tracts, evaluating hydrolysis of orto-nitrophenil B-D-ga-
lactopiranoside (ONPG) and the extraction of the enzyme
cells was performed using the technique of ultrasound
and organic solvents (toluene and chloroform). It was de-
termined the amount of total protein by the method of
Lowry, enabling the measurement of the specific activ-
ity. The largest concentration of biomass was 15.696 +
0.152 Kg/m3. The results of specific growth rate (u) and
performance were 0.261 + 0.003 h-1 and 0.616 + 0.009
kg biomass/kg substrate, respectively. The substrate
was totally consumed. The highest specific activity was
15.564 + 0.318 UB-gal/mg proteins.

Keywords: whey, Kluyveromyces marxianus, B-D-galac-
tosidase, ultrasound, organic solvents
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RESUM

S’avalua I'efecte de I'Gs de solvents organics i d’ultra-
sons en I’extraccié de la B-D-galactosidasa de Kluyve-
romyces marxianus var. marxianus ATCC 8554 en cultiu
per carrega en lactosérum diluit. Els bioprocessos es re-
alitzen per triplicat amb una concentracié de lactosa de
2,695 %, a pH 5,0, temperatura de 35°C i una velocitat
d’agitacié de 200 rpm en un Bioreactor Bioflo 4000 New
Brunswick Scientific amb volum de treball de 3 litres i
controls automatics de temperatura, pH i velocitat d’agi-
tacio. Es caracteritza el lactosérum, determinant el seu
contingut de lactosa, nitrogen, proteines, pH, fosfor, cen-
dres i humitat. Es mesura la concentracié de biomassa
en el medi de cultiu per medicié de la densitat optica a
650 nm, i la quantitat de lactosa mitjangant el métode de
Dubois i col. L'activitat enzimatica es determina en ex-
tractes lliures de cél-lules, avaluant la hidrolisi de 'orto-
nitrofenil-B-D-galactopirandsid (ONPG), i I'extraccié de
I’enzim de les cél-lules es realitza emprant la técnica dels
ultrasons i amb solvents organics (tolué i cloroform).

Es determina la quantitat de proteines totals pel métode
de Lowry, que permet la valoracié de I'activitat especifi-
ca. La major concentracié de biomassa és de 15,696 +
0,152 Kg/m3. Els resultats de taxa especifica de creixe-
ment (u) i rendiment (y) sén 0,261 + 0,003 h-1i 0,616 +
0,009 Kg de biomassa/Kg de substrat, respectivament.
El substrat es consumeix totalment. La maxima activitat
especifica és 15,564 + 0,318 UB-gal/mg de proteines.

Mots clau: lactoserum, Kluyveromyces marxianus, 3-D-
galactosidasa, ultrasons, dissolvents organics

INTRODUCCION

La B-D-galactosidasa (EC.3.2.1.23) o lactasa, es una en-
zima que ha despertado gran interés biotecnolégico ya
que es ampliamente utilizada en la industria de alimentos
en la elaboracién de productos para sectores de la po-
blacién que no toleran la lactosa, debido a que la enzima
es capaz de hidrolizar este disacarido en sus monémeros
glucosa y galactosa. Este proceso de hidrélisis cuando
se lleva a cabo en el suero de leche permite el aprove-
chamiento de este abundante subproducto de la indus-
tria lactea, el cual generalmente es descargado en los
cuerpos de agua representando un grave problema de
contaminacioén.

Actualmente se cuenta con amplia informacién sobre la
B-D-galactosidasa obtenida de diversas fuentes y donde
se ha considerado aspectos como condiciones de cul-
tivo, pH, temperatura, concentracion, procedimientos
de extraccién y recuperacion de esta enzima; la cual es
intra y extracelular, pero exclusivamente intracelular en
Kluyveromyces marxianus var. marxianus y su actividad
se determina sobre el sustrato inductor o bien con ana-
logos; entre estos los que mas se utilizan son, el XGAL
(5-bromo-4-cloro-3-indolil- B-D-galactopiranésido) para
la determinacion cualitativa in vivo y el ONPG (orto-nitro-
fenil-B-D-galactopiranésido) para la determinacién cuan-
titativa y ésta puede visualizarse mediante el desarrollo
de un color amarillo debido a la hidrélisis del ONPG en la
que se produce galactosa y ortonitrofenil. @

Los métodos que se utilizan para extraer esta enzima
son: los fisicos, los cuales se emplean a gran escala,
pero son considerables los costos operacionales y de in-

version, ademas el extracto obtenido contiene fragmen-
tos celulares que dificultan el proceso de purificacion y el
meétodo quimico el cual es muy utilizado para recuperar
la enzima a partir de microorganismos, esto implica el
uso de solventes organicos como el tolueno, cloroformo,
acetona y alcohol isoamilico, los cuales son capaces de
penetrar la pared celular y alcanzar la membrana cito-
plasmatica (3). Por otro lado, el empleo de solventes or-
ganicos pueden generar problemas de salud al analista
debido a su toxicidad y por lo tanto deben manejarse con
extremo cuidado.

Es necesario mejorar el proceso de extraccion de la en-
zima B-D-galactosidasa de K. marxianus debido a que
estudios basados en la produccién de la misma, ha-
ciendo uso del método fisico o del método quimico, han
resultado contradictorios, tanto en lo que concierne a
parametros fisico-quimicos, como a la concentracion de
sustrato. (2)

Se ha demostrado en estudios antes realizados que se
puede obtener biomasa y lactasa de K. marxianus a bajas
concentraciones de lactosa, con rendimientos satisfac-
torios. Sin embargo, no se ha realizado una investigacion
que determine el método que proporcione la mayor ex-
traccion de esta enzima, utilizando como sustrato lacto-
suero diluido.

El objetivo de éste trabajo fué evaluar el efecto del uso
de solventes organicos y del ultrasonido en la extraccién
de la enzima B-D-galactosidasa de Kluyveromyces var
marxianus ATTC 8554 en cultivo por carga utilizando lac-
tosuero diluido

METODOS

Microorganismo

Se utilizé la levadura Kluyveromyces marxianus var. mar-
xianus ATCC 8554, cultivada dos veces por semana y
almacenada bajo refrigeracion a 4 °C. La levadura se
mantuvo en tubos de cultivos de 25x150 mm con medio
agar YM (Merck, Darmstadt, Alemania) en forma de cufia
el cual se compone de extracto de levadura 0,3%, ex-
tracto de malta 0,3%, peptona 0,5%, dextrosa 1%, agar
2%. Los tubos se incubaron aerébicamente, durante un
lapso de 3 dias a 28 °C y luego se almacenaron bajo
refrigeracion. @

Medio de Cultivo

Suero de leche acido, proveniente de la produccién de
queso prensado, proporcionado por la empresa Pacome-
la C.A., ubicada en La Concepcién, Estado Zulia.

Preparacion del medio de cultivo

Tratamiento Termoécido

El suero de leche se traté con HCI concentrado ajustan-
do el pH a 4,5 y calentandolo a 90°C por 10 minutos,
para desproteinizarlo @4, luego se dejo enfriar hasta una
temperatura por debajo de 35°C para someterlo a un pro-
ceso de filtraciéon y asi garantizar un eficiente desprotei-
nizado.

Filtrado
Se filtr6 al vacio con tierra diatomea (compuesto de sili-
ce) para eliminar la proteina que precipité.
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Dilucién

Se diluy6 con agua destilada, a una proporcién aproxi-
mada de 1:1,1 de tal forma de obtener la concentracién
deseada de 2,695% de lactosa y se utilizd un Refracto-
metro BAUSCH & LOMB (made in USA) para corroborar
esta dilucion.

Suplementacion

Se suplementd con extracto de levadura 0,75% (Merck),
sulfato de amonio 0,84% (Merck y Bian Chemical) y sul-
fato de magnesio 0,05% (Fisher). @

Esterilizacion

El pH se ajustd a 5 y se esterilizd en el autoclave Felisa
(Ciudad de México, DF, México) a 115 °C y 24,52 psi du-
rante 20 minutos.

Caracterizacion del Lactosuero

Nitrégeno: El porcentaje de nitrégeno se determind por el
método de KJELDAH (AOAC, 1990)®

Proteinas: Se obtendra multiplicando el porcentaje de ni-
trégeno por el factor 6,38 (AOAC, 1990). ©

pH: Se utilizd un potencidémetro Metrohom modelo 744
(Herisau, Suiza).

Lactosa: Se obtuvo mediante el método de Dubois y
Col., 1956.©

Fosforo: Se determind siguiendo el método propuesto
por la AOAC, (1990).®

Humedad: Se determiné siguiendo el método de la
AOAC, (1990). ®

Cenizas: Se determind mediante la Norma Venezolana
COVENIN 368:1997, (1997). @

Preparacion del Inéculo

Se obtuvo afiadiendo a cada 100 ml de suero de leche
desproteinizado y diluido el contenido de una cufia de
microorganismo activador (10 ml). Luego se incubd a
30°C y 200 rpm durante 8 horas en una incubadora IN-
NOVA 4300 New Brunswick Scientific (New Jersey, USA).
@

El volumen del in6culo corresponde al 10% del volumen
total de trabajo para la fermentacién (3 litros).

Se determiné la absorbancia del inéculo con un espec-
trofotémetro Varian UV-50-W a 650 nm y se realizé un
conteo directo de células para estandarizar la concentra-
cién de biomasa inicial, para ello se emple6é un micros-
copio Hill-Wetzlar GMBH D 6330 Wetzlar 21 (Netzstecker,
Alemania) y la camara de Neubauer Propper (Long Island
City, NY, USA).

Bioprocesos

Se realizaron 3 cultivos por carga, cada uno por triplicado
a pH 5y temperatura de 35°C. Las fermentaciones se lle-
varon a cabo a 200 rpm en un biorreactor modelo Bioflo
4000 New Brunswick Scientific (New Jersey, USA). El pH
se controlé automaticamente a través de la consola de
pH, temperatura y agitacién permanecieron constantes
durante las 13 horas del ensayo.

Determinaciones analiticas
Fueron realizadas cada hora durante las 13 horas que se
mantuvo el proceso de fermentacién.

Densidad Celular: La concentracién de biomasa se moni-
tored por la densidad éptica medida en un espectrofoté-
metro Varian UV-50-W a 650nm. Se relacioné la densidad
6ptica con el peso de la biomasa por unidad de volumen
a través de una curva de calibracion que se construyé
previamente @, ademas se calculé la velocidad especifi-
ca de crecimiento (u), el rendimiento (Y) y la constante de
saturacion (Ks).

Concentracion de Lactosa: La concentracion de lacto-
sa se determiné empleando el método de Dubois y col.,
1956. ©

Las muestras se mantuvieron congeladas hasta el mo-
mento de ser analizadas.

Extraccion de la enzima

Ultrasonido: La biomasa que se obtuvo en cada tiempo
por centrifugacion a 8500 rpm por 15 minutos se resus-
pendié a tampon fosfato (pH: 6,6) 0,1 M y se sometié a
la accién del ultrasonido modelo GE-50 Marca PROCES-
SOR (St. Louis, Missouri) por 30 minutos en un bafo a
4 °C. (8)

Solventes organicos

Tolueno: La biomasa se resuspendio a tampoén fosfato
0.1 M pH 6.6 con 2% de este disolvente, se agité a 200
rpm a 37°C por 5 horas, después de las cuales se centri-
fugd a 8500 rpm por 10 min. recuperando el sobrenadan-
te para el ensayo. (8)

Cloroformo: La biomasa se resuspendié a tampon fosfato
0.1 M pH 6,6 con 2% de este disolvente a 25°C por 10
horas, después de las cuales se centrifugd a 8500 rpm por
10 min. recuperando el sobrenadante para el ensayo. (9)

Actividad Enzimatica

Se determiné sobre el sustrato cromogénico ONPG Sig-
ma (St. Louis, Missouri). Se incubé 0,1 ml de extracto
libre de células con 0,1 ml de ONPG 0,015 M vy diluidos
hasta 3 ml con buffer a 37 °C por 10 minutos, posterior-
mente se midié la densidad 6ptica a 420 nm. Se obtuvo
la cantidad de ONP liberado a través de una curva de
calibracion que se elaboré previamente. La actividad fue
expresada en pmoles ONP/I/10min y se defini6 como la
cantidad de enzima requerida para liberar 1 ymol de ONP
al incubar a 37 °C durante 10 minutos. ®

La actividad enzimatica especifica valorada en unidades
BGal./mg proteina se determiné segun la ecuacién pro-
puesta por Figueroa (1997) citado por Montiel y col. @
UBGal./mg proteina (D.0.420 x K) / T(mg de prot.)
Donde :

D.O : significa la absorbancia del ONP a 420 nm.

K: constante cuyo valor es 380

T: tiempo de reaccién (10 min.)

mg de proteinas: miligramos de proteinas totales.

La estimacién de proteinas totales se determiné por el
método de Lowry y col.,1951. (10)

Analisis Estadistico
Se aplicd una prueba F de andlisis de varianza (ANOVA)
para establecer el efecto de los solventes organicos y del
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ultrasonido sobre las actividades de la B-D-galactosidasa
de K. marxianus, con un nivel de significancia de a =0.05.
Con el objetivo de determinar si existe o no diferencia
significativa entre las parejas de medias de los tratamien-
tos, se utilizo la prueba de intervalos multiples de Dun-
can. (11)

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestra la caracterizacién quimica del
suero de leche fresco, desproteinizado y diluido. Como
se puede observar los valores de pH y proteinas para
suero fresco coinciden con los reportados por Badui (2
indicando que es de tipo acido, mientras que para el sue-
ro desproteinizado y diluido los valores obtenidos tanto
de pH y proteinas se deben a la acidificacion y al ca-
lentamiento sometido durante el tratamiento termoacido
aplicado. El contenido de proteinas del suero fresco dis-
minuy6 un 33% al desproteinizarlo y un 73% al diluirlo,
evidenciandose la eficiencia de los procesos de despro-
teinizacion aplicados en esta investigacion.

Tabla 1. Caracterizacion del suero de leche

30 18
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251 I e

20

Lactosa (Kg/m®)
Biomasa (Kg/m®)

Tiempo (horas)
~©Lactosa—*— Biomasa

Figura 1. Cinética de crecimiento de K. marxia-
nus y consumo de sustrato en lactosuero diluido

Se observa que el contenido de lactosa disminuye a me-
dida que transcurre el tiempo y se consume en un 100%,

resultado que coincide con Araujo y col.

Tabla 2. Parametros Cinéticos

Suero Des-

- Suero Diluido
proteinizado

Suero Fresco

pH 5,176 + 0,244 4,500 + 0,010 4,500 + 0,010
Proteinas (%) 0,565 + 0,015 0,378 + 0,015 0,102 + 0,010
Lactosa (%) 5,671 + 0,047 5,921 + 0,099 2,695 + 0,139
Cenizas (%) 0,476 + 0,051 0,563 + 0,040 0,271 + 0,013

Fésforo (%) 0,003 + 0,0002 | 0,004 +0,0001 | 0,002 + 0,001

Humedad (%) | 94,050 + 0,004 | 94,044 + 0,018 | 97,465 + 0,008

El contenido de lactosa para suero fresco (5,671 + 0,047)
y desproteinizado (5,921 + 0,099) coinciden con Buitrago
y col. ™ La concentracién de lactosa en el suero diluido
utilizado como sustrato se fij6 en 2,695%. La concentra-
cién de ceniza en suero fresco coincide con el reportado
por Badui ? mientras que la de fésforo y humedad con-
cuerdan con los reportados por Buitrago y col.

En la Figura 1 se muestra el crecimiento de la K marxianus
en suero diluido al 2,695%), donde la maxima cantidad de
biomasa obtenida (15,696 + 0,152 Kg/m?®) a la hora 7 del
proceso (tal como se muestra en la Tabla 2), supera a los
valores reportados por Buitrago y col. ¥ (6,537 + 0,344
Kg/m3), Chinappi y Sanchez 4 (6,5 Kg/m?®) y Cori y col.
(9 (4,65 Kg/m?3). Las diferencias en las concentraciones
puede deberse a las variaciones de la concentracién ini-
cial de sustrato, debido a que a altas concentraciones de
lactosa, las células tienen menor capacidad de asimilar
esa fuente de carbono probablemente por la alteracién
del sistema lactosa-permeasa.

Parametros Este estudio
Congentacen et
X (Kg/m3) 15,696 + 0,152
% de lactosa utilizado 100

p (h-1) 0,259 + 0,038

YX/S 0,456 + 0,030

q (h-1) 0,173 + 0,047

Ks (m3/Kg . h) 0,012 + 0,001

En la Tabla 2 se muestra la velocidad especifica de creci-
miento (u) la cual es de 0,259 + 0,038 h-1, siendo similar
al valor encontrado por Quintero y col. (4) (0,23 h-1) e
inferior al reportado por Buitrago y col. ® (0,314 + 0,013
h"). La velocidad especifica de crecimiento se ve afecta-
da por el rapido consumo de sustrato ya que ésta tiende
a disminuir si el consumo de sustrato es acelerado. ®
También se observa que el valor de rendimiento del mi-
croorganismo (Y), (0,456 + 0,030), superd al obtenido por
Araujo y col. " quienes emplearon una mayor concentra-
cion inicial de lactosa. El cociente metabdlico o tasa me-
tabolica especifica (g), que es una medida del metabolis-
mo utilizado por el microorganismo para la utilizaciéon de
un sustrato dado (0,173 + 0,047 h") es superior al valor
referenciado por Buitrago y col. (0,09 h-'). Sin embargo
la constante de saturacién de sustrato (Ks) (0,012 + 0,001
m3/Kg . h) coincide con el valor obtenido por estos auto-
res (0,017 m%Kg . h).

En la Figura 2 se observa el comportamiento de la activi-
dad especifica respectivamente en funcién del tratamien-
to empelado para la extraccion de la lactasa (ultrasonido,
tolueno y cloroformo) durante el periodo de fermentacion.
En todos los casos se aprecia que la actividad especifica
aumenta a medida que transcurre el crecimiento de la K.
marxianus hasta alcanzar la fase estacionaria, notandose
el decrecimiento de las actividades conforme disminuye
el crecimiento del microorganismo.
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Figura 2. Efecto de los solventes organicos y del ultra-
sonido sobre la Atividad especifica de la B-D-galactosidasa

Los maximos valores de la actividad enzimatica se ob-
tuvieron cuando las células fueron tratadas con tolueno
(489,03 + 10,205) tal como se muestra en la Tabla 3.
Ademads se muestran los correspondientes valores de
actividad especifica (UBGal/mg proteina). El efecto del
tolueno puede ser interpretado por la digestion parcial
de la pared celular que produce este solvente causando
un enlazamiento de las células debido a una posible
liberacion de alguna sustancia adherente, sin ocasionar
rompimiento celular, lo que permite inferir que la libe-
racion de la lactasa ocurre por permeabilizacion. 929

Tabla 3. Valores maximos de actividad enz-
imatica y actividad especifica

Actividad Enzimatica Actividad Especifica

Tratamiento

pmoles ONP/L/10min UBGal/mg proteina
Ultrasonido 420,100 = 3,111a 11,695 + 0,511a
Tolueno 489,030 + 10,205b 15,564 + 0,318b
Cloroformo 112,450 + 5,586¢ 4,565 + 0,198c

Letras diferentes indican diferencias significativas (0
=0.05)

El método de extraccién con cloroformo produjo una
actividad especifica de 4,565 + 0,198 UBGal/mg protei-
na, este valor es superior al obtenido por Goncalves y
Castillo @ (1,59 UBGal/mg proteina). Sin embargo en ese
estudio se purifico la enzima realizando repetidas centri-
fugaciones y didlisis a bajas temperaturas, obteniendo
17,4 UBGal/mg proteina a pH 6,8 y 25°C. Por otro lado
Becerra y col. ? ensayaron extraer proteinas intracelula-
res de K. lactis con el uso de 1% (v/v) de cloroformo, pH
de 9,5 a 37°C y obtuvieron actividades muy bajas, por
lo que recomendaron emplear solventes como metanol
y etanol-butanol.

En los métodos fisicos o mecanicos (ultrasonido) de ex-
traccion enzimatica el extracto crudo obtenido puede re-
sultar cargado de fragmentos celulares dificultandose el
proceso de purificacion, ademas las altas temperaturas
y tensiones mecénicas requeridas para liberar la lactasa

puede ocasionar bajos rendimientos de la enzima. © 22,
La actividad enzimatica obtenida con este método (420,1
+ 3,111) superd el valor encontrado por Araujo y col. 7
(384,42 + 13,11) lo que evidencia lo determinante que es
la concentracion inicial de sustrato.

250
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Figura 3. Ajuste del modelo de formacion de
productos asociados al crecimiento

Del andlisis de varianza, se obtuvo que los tratamientos
afectaron significativamente (@ =0.05) las actividades
enzimaticas y especificas. De acuerdo con la prueba
de comparacién de parejas de medias de tratamientos
(Duncan), la actividad enzimatica y la especifica del trata-
miento con cloroformo fue significativamente diferente a
las obtenidas en los tratamientos con tolueno y ultrasoni-
do, las cuales también presentan diferencia significativas
entre si.

Los datos experimentales de la produccién de la enzima
B-D-galactosidasa, se ajustan al modelo de formacion de
producto asociado al crecimiento; dP/dt= a0 px. La figura
3 presenta el ajuste al modelo y las pendientes de las
rectas que permiten calcular la constante estequiomé-
trica 0 y ademas plantear los modelos que se observan
en la Tabla 4.

Tabla 4. Modelos de formacion de B-D-ga-
lactosidasa asociados al crecimiento

Tratamiento Modelo R?

Ultrasonido P= 13,966 Xo(ept™") 0,99
Tolueno P= 14,670 Xo(ept™) 0,98

Cloroformo P= 4,150 Xo(ept™) 0,97

En la Tabla 5 se observan los parametros analiticos: limite
de deteccién (LDD), rango lineal y factor de correlacién
(R?) referentes a las curvas de calibracién para la deter-
minacion de las concentraciones de biomasa, lactosa y
actividad enzimatica.
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Tabla 5. Parametros analiticos de las curvas de cali-
bracioén: biomasa, lactosa y actividad enzimatica

LDD Rango lineal R2
Biomasa (Kg/m?) 0,96 1,939-17,451 0,99
Lactosa (Kg/md) 5,95 0-70 0,99
Actividad Enzimatica
(umolesONP/L/A0min) | 2408 50-500 0,99
CONCLUSIONES

La produccién de B-D galactosidasa con lactosuero di-
luido y empleando el tolueno como solvente extractor
resulté ser el tratamiento que genero la mayor actividad
enzimatica y los resultados fueron significativamente di-

fere
del

ntes a los encontrados con el uso del cloroformo y
ultrasonido para la extraccion de la enzima. La pro-

duccién de la enzima B-D-galactosidasa estuvo asociada
al crecimiento del microorganismo.
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