
• 

~' ~1 
;e¡ 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE. MEXICO 

FACULTAD DE QUIMICA 

" DESARROLLO DE UN SISTEMA DE 

INMOVILIZACION DE CELULAS COMPLETAS DE 

LEVADURA CON ACTIVIDAD DE 

MEXICO D. F. 

..!3 • GALACTOSIDASA" ' 

T E 5 

EXAMENES Pílo~r ":~LES 
FAC, DE: QUI MICA 

1 5 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 
P R E S E N T A 

EDMUNDO CASTILLO ROSALES 

OCTUBRE, 1 9 B 6 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



"Desarrollo de un sl,te•a de lnMOvlllzacldn de cilulas 

entera' d• levadura con actividad de 8-g•laclo•lda,a• 

CAPITULOS 

I.- IMTRODUCCIOM :•••••••••••••••••••·••••••••••••••••••5 

1.-0BJETIVOS GENERALES 

2.-0BJETIVOS ESPECIFICOS 

l 1. - GEIH!RAL IDADSS • ••••••••••••••••••••••••••••.• , ••••••• 12 

1.-CARACTERISTICAS GENERALBS DE LAS &NZIMAS 

2.- ENZIMAS INMOVILIZADAS 

3.- GENERALIDADES DE LACTOSA Y LACTASA 

111.- ANTECBDSNTSS ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• c;1 

1.-B-GALACTOSIDASA INMOVILIZADA 

IV.- MATERIALES Y METODOS• • • • •" • •" • • • • • ...... , ........ • .65' 

3 



V.- RESULTADOS Y DlSCUSlON DE RESULTADOS, •.• ,, ••• ,,.,,.,,. 

Vl.- CONCLUSIONES Y RECOKENDAClONES, ••• . .................... ~ ~ 

Vil.- BIBLIOGRAFIA •••• •••••••••••• •• • ••••••••••••• •• •••••• •••• i~r 

4 



l.- tHTRODUCCIOH 

A tr1vé' d• la hlttorla de la hu11&nldad el u•o d• la.' enzl11u ha 

sldo bastante' •xtenso.La apllcacldn d• 11to1 catallzadore• 

blologlcos de naturaleza proteica, ha constituido una parte llUY 

l1111>ortante en la elaboracldn de dlrerente1 productos, dentro de los 

cuales se encuentran una gran varledad de d•rlvado' all .. ntlclos, 

far•aceútlcos, plastlflcantes etc. En la antlguedad , 'u uso fue un 

tanto al azar y 11111frlco, ya que 'e usaban lndlrecta .. nte en la 

elaboracldn del pan, vlnos, c•rv•za <Antigua BurOPa, llalla, Grecla, 

etc.> V\Hgre, encurtidos, lechn acldlrlcadu, etc:. En h 

elaborac:ldn de dlc:hos productos se utilizaban 11ic:roorganlt110S 

<Levaduras, bacterias, hongos, etc.) que c:ontenian los slste•a• 

enzl11,llc:os, sln que se tuviera un control estricto sobre los 114todos 

de su utilización.Por eJ•11Plo se llene que en la anllguedad se 

almacenaba leche en el esl011ago de los ant11ales,resultando un 

precipitado de cat1Cna,cuyo lle11Po de vlda era IHYor que el d• la 

leche<Kesslng,R.,l975¡Korr C.V.,1974>,slendo esta . una de la• 

aplicaciones 11as antiguas de la• enzl11a1 de que se tenga 

conoci11lentoi •n este caso la enzl11a renlna coagula la leche,dando 

COlllO resultado qu•sos de características llUY variadas, pero no •• 

elaboraban baJo nlng~n tipo de control. 

La conceptuallzacldn de la enzl110l09{a <••ludio de las enzl•a'> 

nace a flnes del siglo XIX, cuando se e11Pez1ron 1 estudiar a tondo 

las características rlslold9icas de los 11lcroorganls110s utilizados en 

las fermentaciones. Pasteur descubre as{ que las reacclones 
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lnvolucrad1s en las ter11111ntaclones se catallzaban por enzimas y que 

estiban rel1clonadas con la estructura y vida de las c~lulas de 

levadura. Uno de los acontecl•lentos que contribuyeron grandemente 

al desarrollo de la lnvesllgacldn en enzl•olog(a fue la eMlracclón de 

las enzl•as que catallzaban la fermentacldn alcoh6tlca de las células 

de levadura por E.Buchner. Este descubrimiento demostró la 

l111Portancla de las enzimas como catalizadores de alta efectividad, y 

que podlan funcionar Independientemente de la estructura celular. Sin 

embargo el desarrollo de la enzlmolog(a no es franco sino hasta los 

attlllOS 60 años, a partir de que J.B Summer en 1926 cristaliza la 

enzl•a ureasa que catallza la reaccldn de urea hacia la produccldn de 

Honlaco y blóMldo de carbono (tlg. ll. 

UREA ---------------------NHt + co~ 

Flg. l. Reaccl6n catalizada por la enzima ureasa. 

Su111111r concluy6 que las enzl•as 

contrario a la oplni6n general. 

eran" de naturaleza proteica, 

Esta conclusión no fue aceptada 

in111edlat1111ente. sino hasta 1930-1936, cuando Northrop alsld crlslales 

de pepsina, lrlpslna, y qulmotrlpslna y establecld firmemente la 

naluraleu proteica de lu enzi11as. A partir de estos 

descubrimientos se ha dado lugar a un gran n~mero de investigaciones 

·y adelantos sobre las enzimas, como son el control genltlco de la 

síntesis de enzimas, regulacidn de sl,temas enzimAtlcos,su 

caracterlzaci6n cinética 1 su utilización en Procesos industriales 

tanto en rorrna libre como Inmovilizada. 

Una de las areas de la enzlmología que ha tenido gran desarrollo 
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ha sido el de las enzlMas Inmovilizadas; aunque se tienen reportes 

dalos desde 1916 en los que se hacen lntento1 por ln~vlllzar 

enzlmas,no rue sino 40 años después que se Inician los e5tudlos en 

rorma para el desarrollo de nuevas metodologías y técnicas de 

lnmovlllzaclÓn!E.Katchalskl ,1979).Hedlante estos estudios se 

pretende resolver un Proble•a relacionado con la utilización de la 

lactosa de la leche y de sus subproductos, ya sea desde el punto .de 

vista nutrlclonal, asl col'IO da5de el punto de vista tecnológico, co•o 

vere•os a continuación. 

La B-Galactosldasa o laclua, se hl venido utl llzando desde hace 

varios años en tor•a soluble en algunos procesos de la lndu,trla 

láctea. La laclasa hldrollza a la lactosa, principal carbohidrato de 

la leche, en glucosa y 91laclo,a, trayendo collO consecuencia algunas 

ventajas tanto tecnolÓglcas c090 nulrlclonales en la elaboración de 

productos lÍcteos. Estas ventaJas se retleren a qua hacen accesible 

la leche y sus derivados a personas ·que sutren Intolerancia a la 

lactosa. Existe una •ayor solubllldad de los productos de la 

hldrÓllsls, aunado a una dl,•lnuclÓn de lot proble•a' de 

crlttallzacl6n asociados con la solubllldad de la lactosa.Por otro 

lado al tener monosacárldos libres despue' de la reacclÓn,se aceleran 

los procesos fer .. ntatlvos y ade•as se au .. nta el poder edulcorante 

con los productos de hldrÓllsh, .dándonos una alternativa de 

utlllzaclÓn del suero de leche, ya que se podrCan preparar Jarabes 

deslactosados 

crhtalizactón. 

de suero sln qua existieran proble•as de 

Dentro dq la población adulta, se presenta una •arcada 

deflclenr.la a la asimilación de la lactosa por carencia de lactasa en 
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1u aparato dl91,llvo, dando colllO re,ullado dlver'º' lra•lornos 

9a1lrolnt1\llnal1•, que •e conocen co•o lnlol1rancla a la lactosa. 

S19un dato1 .,tad{•llco\ IRo,ado J.,1985l•e dice que en Kéxlco un 75Y. 

d1 la población .•ayor de 6 año1 pre•enla o ha pr1s1nlado probl11as de 

Intolerancia a la lactosa. Es Por ''ta razón que en Muchos Palies 1e 

han hecho grandet esfuerzos para la f abrlcaclÓn de productos láclecs 

con baJo contenido de lactosa. 

D11de 11 punto de vista tecnolÓgtco, el hecho de que la lacto1a 

hldrollzada sea •at soluble, evita probl•Mas de cristalización en 

derivado• tales cOllO helados 11ch1• condensadas,caJeta• etc<Coughlln 

R.,1980¡ NIJples H.,1981>.Dado 11 Mayor poder 1dulcoranle que 

presentan la glucosa y la galaclota con ratpecto a la laclosa(aprox 

tr11 veca1>, 11 puede dl11lnulr la cantidad de sacarosa a ullllzar en 

produclos lacteos endulzados cuando la leche ha sido deslaclosada. 

La lactasa ha abierto a11Pllas poslbllldades para la ul.lllzacl6n 

de suero de lecha, subproducto que nor1al•enta se desperdicia. En 

ftexlco se producen alrededor da un Millón de tonelada\ de suero. al 

año, PrÍctlcat11ent1 la totalidad del cual e1 1u1ro dulce <con pH de 

S.S-6.5>, que al varter'e en la caner(a provoca grave\ problemas de 

contaMlnación, dada su alla DBOIDeManda Bloqu{1tca de Ox{geno). 

Cuando se hldroliza la laclo'a del suero y 11 hldrollzado se 

concentra a un 60-15Y. de sólido,, se· pueden obtener lo qui \e conocen 

COllO Jarabe\ de \uero. Sitos Jarabes son Menos viscosos que el \Uero 

normal concentrado y Por lo tanto de 1is rácll· maneJo, pero sobre 

todo, tienen un poder edulcorante consld1rabl1 Y una cantidad 

Importante da proteína~. A•Í a partir de esto\ Jarabes 5e pueden 

elaborar helado\,productos de conflter{a,producto\ lácteos 



endulzados,aderezos,productos de panadería y bebidas refrescante• de 

alto valor nutrltlvo.(Coughltn,1980¡ Kosarlk,1982¡ Horrls,1980¡ 

HlJples,1981), 

Todos estos procesos de hldrÓllsls se han estudiado con enzlMa 

libre, tln eMbargo eKlste la llMltaclÓn de que la lactasa es una 

enzlMa cara para su utilización en forNa libre a grandes escalas. El 

uso de lactasa ln110vllizada reduclrCa considerablemente el costo, Y 

por ello, esta tecnología representar(a un elevado potencial de 

lMPlenientact6n de proceso y aplicación a nivel Industrial. En México 

la e111>resa paraastatal Leche lndustrlallzada Conasupo(LlCOMSA>, llene 

IMPlenientado el proceso de Mayor voluinen en Kéxtco de utilización de 

la lactasa en for•a libre, para la hldr6\lsls de lactosa en lecha. 

Sin etlbargo dado que la enzl•a no se produce en el pa[s es necesario 

l11Portarla, lo que representa gastos excesivos y en ocasiones se ve 

ll•llada su disponibilidad. 

Por las razonas antes mencionadas es que el presente trabaJo 

pretende desarrollar un slste•a de Inmovilización de células enteras 

de levadura con actividad de B·galactosldasa. Se pretende utilizar 

células anteras de levadura en lugar de la enzl•a purlf icada, debido 

a las ventaJas que ofrece la ln110vlllzaclÓn de Microorganismos, pues 

la mayoría de los slsteMas de lnr.iovlllzaclÓn que se reportan en la 

literatura 111nclonan una baJa estabilidad aperaclonal al Inmovilizar 

enzima llbre<Chlbata, 1979¡ Gieka,,1985; Llnko,1980>. Esta baJa 

e~tabllldad probablemente se deba a que la enzima es dema~lado 

sensible a cambios de te11Peralura,de pH,a dlver,os cationes etc.Este 

trabaJo pretende ~lnl•lzar esto~ probleNas al no separar a la enzl•a 

de ~u •lcroalllblente n•tural que es la c41ula, Inmovilizando las 



PodrÍHos ruumlr los obJet !vos de e'te traba Jo en los 

'lguiente' puntos: 

!.-OBJETIVO GENERAL1Ue,arrollar un \iste11a da ln1110villzaciÓn de enzima,, 

capaz de retener célula' enteras de levadura K..lll.xltc.:: 

romyces frasill\ 111antenlando la m•Mima actividad de 

B-Galactoslda\a para la htdrÓll,is de lacto'ª en le

che y suero dulce de leche 

11.-0BJETIVOS ESPECIFICOS: 

-Evaluar los re,ultados que se obtienen para un ,¡,
te11a base de fibra' de trlacetato de c1lulo'a y B-Ga

lacto'1dna purtricada,de tal 11anera que se p1Jedan es

tablecer las modificaciones necesaria\ para obtener un 

sl\tema de Inmovilización de células enteras de leva

dura con actividad B-galactosÍdlca. 

-Variar los c0111Ponentes de la for111t.1laciÓn base de tl

bras de trlacetato de caluiosa,de tal manera que se 

tenga una for1111.1lact&n modificada Para células de le

vadura,utlllzando como soporte acetato de celulosa. 

·Evaluar la utilización de direrentes agentes entre -

cruzanlet dentro de la rormulaciÓn,para etlablecer un 

Método de ln110villzac!Ón de atrapamlento-entrecruza -

11iento. 

-Opll11izar la utilización del agente entrecruzanle e -
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leal do. 

-Ev1luar la Influencia de cada uno de los co11Ponenl•' 

del \l\lt•a de ln110vlllzaclÓn en la actividad 

enzl•áttca del •l\llO. 
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11,-GEIEIAl.llll&S 

l.-Cl&lCTEllSTIClS tllElll.ES IE LAS EIZlllS 

2.-llZlllS lllOVILIZlllS 

3.-IEIEllLllAIES IE LACTOSl Y LACTlSA 

t.-ClllCTlllSTICAS GEIEIALES IE LAS EltlNAS 

l cOAllnu1elÓft te pr11ent1 una r1vlsldn breve de clertos 

aspeclo'i tedrlcos nl1Clon.SOS coa la enzl110l09(1, COllO 10111 

A. letiaicld. de 1nzla1 r slsleaa enzllllllco 

l. Claslf lcacldn de las 1azl•1s 

c. ParlMtros c:tllltlcos de 111 HZIUI 

1. P1r1Mtro1 flslcoquf•lcos relac:lonldos con 111 enzl•1s 

E. letlnlcl.S.. de l11110Vlllzacl&n 

Las 1nzla11 '°" c1t1llzaclor11 bloliftttcos de naturaleza 

prol1(c1, COA actlvld-9 .,r 1~fflc1. C1lallz1n r11cclon11 en 

1l1t1 .. 1 bloldglcos de 1lt1 1....-ctflcldad ll1n1, 1979>. 

Sl1t1 .. enzlaltlco: In slsteaa enzl•'llco ••t' tor•ldo por 11 

holoenzlM, el o los wstratos, un 9'"11PO prot•tco r su1tancl11 

actlvaclorH. 



HOLOEHZIHA = COEHZIHA t APOEHZIHA 

Flg. 2~La holoenzlma dentro de un sistema enzlmAtlco 

Coenzlma: Estructura no prot,lca que puede ser algan llM!t'al o ldn, o 

alguna moldcula org&nlca compleJa que algunas enzimas requieren para 

activarse. 

Apoenzlma: Hol&cula de naturaleza protefca que en Prt5encla de su 

coenzlma <algunas enzimas no r1quleren d1 coenzlmas o cotactores) 

forman a la holoenzlma que es la enzima propiamente dicha, 

Grupo prostético.- Estructura adherida ruertemente a la mol,cula de 

la enzima y que contribuye a la actividad enzimltica. Sl la unión es 

muy débil se le conoce como coenzlma. 

Sustrato.- Sustancia o grupo de sustancias sobre la cual actuar& la 

enzima dependiendo el grado de especificidad de esta misma. 

r.entro activo de la enzlma.- Parte. e1tructural de la enzima capaz de 

reconocer a su 5ustrato y transformarlo, y que conrlere la' 

propiedades catalíticas de la enzima. 

Sustancia actlvadora.- Son los alimentos que coadyuvan a la mayor 

actividad de la enzi•a, ya sea, haciendo .¡, atCn el sustrato, 

facilitando la llberacidn de producto, 1tc. 

Su~tancias lnhibldoras.- Todas aquellas sustancias que de alguna 
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111anera Interfieren en el buen funcionamiento de las enzimas o 

flnalaente l111pldlendo que estas act6én totalmente. 

B. Clastflcacldn de las en zlmas. 

Huchas enzimas han sido nombradas solamente por adlcldn del 

sufijo -asa al nombre del sustrato o molécula sobre la cual la enzima 

actda catalíllcamente. Por eJemplo la ureasa calallza, la hldr6llsls 

de urea hacia a1110nl~co y dlÓKldo de carbono lflg, I> la fosfatasa 

que catallza la reacctdn de hldrdllsls de esteres de fosfato. Sin 

e111bargo esta nomenclatura no es pr.kttca. En otros casos los 110111bre5 

triviales no aportan ninguna lntormacl&n colllO es el de trlpslna, 

qulrnotrlpstna, etc. Por estas razónes es conveniente adoptar una 

n0111enclatura y clasltlcacl6n como la que reco111lenda la Co111lsl6n 

Internacional de Enzl111as. 

El sistema dlv\da a las enzimas en 6 clases principales, las 

cuales se dividen en subclases y sub-subclases. Cada enzima tiene un 

nd111ero de ldentltlcacl6n dentro de la clasltlcacl~n 1Tabla1>. 

La nomenclatura es Informativa desde el punto de vista qu(mlco, 

se basa en la naturaleza de la reaccldn qufmica catallzada por la 

enzima. Estos nolllhres slste111~ticos, son de gran apllcacldn en casos 

donde se necesita una lntormac16n Importante, como son revistas 

Internacionales, congre,os, resu111enes, etc• Aunque aun en alguno'> 

casos por comodidad se sigan utilizando los nombres triviales. Un 

eJemplo dP. la nomenclatura 'ilstemítlca '>C presenta en la figura 3. 
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Tdbla( 1 ;:1asific3ci6n de l~s en~im~s ~e~~n 13 So~i~i~n 
Internacional ~a Enzimas 

l. Oxido-reJucta:;ns 
(reaccione:i de oxidaci6n reducci6n) 
1.1 ActÚ'ln en CH·UH 

1.2 Act•fan :rn -e-o 
1.3 Actúan en -c11-cH 

1.4 Act1hn en -CH·NH., 

1.5 ,'\ct•í;¡n en -CP.-T~H-

1.6 Actú"ln en N1\DH; TJADPH 

2. Tr.:infe;:-<1·;:1s 
(tr~nsfieren ~rupos funcionales) 
2.1 grupos de un carbón 
2.2 grupos aldehídos c. cetonas 

2.3 gru,os acil 

2.4 grupc:;s '.Jlico3il 

2.7 gru!.OS fosfato 

2.a grupos tiol 

3. llidrole3as 
(ílaaccionas de hidr6lisis) 
3,1 Est er-::s 

3.2.Enlaces rlicos!~icos 
3.4 ~nlacas peptídicos 
3.~ Otros ~nlacea C-N 
J,6 !ciic~ a~hfdrid~s 

4, Liusao 

(ndici6n a doble enlace) 

4.1-c-c-
4.2-c-u 
4.3-C-M-

s. Isomerasas 
(reaccionao de is~~oriz~~i6n~ 

5.::. R"1CB'11·3SiJS 
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Tabla( 1 )Ccn~inu~ci6n 

G. Li:;¡a:i¡¡s 
{Formaci6n r!e i:nl"'c's con rompimi ·11".o :jq ATP) 
ti.! C-0 

6.2 c-s 
G.3 1:-r1 
6.a e-e 
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NOHBRE TRIVIAL NOHQRE SISTEHATICO 

Tran'iaml nua gluta111alo1 plruvato 

RE~CCIOff CATALIZADA 

Gluta111ato i "''""'ª 

celoglularalo+alantna 

FIGURA<3>.-Nomenclatura para la reacción calallzada por 

t ransam 1 nasa. 

C. Parimetros flslcoqu(mlcos relacionados con la actividad 

catal!tlca de las enzimas. 

Los par&metros tltlcoqu(mlcos que arectan la actividad de las 

enzima.. son el pH, la temperatura, la tuerza IÓnlca, etc. Es decir en 

general son todos aquellos factores tlslcoqu{mtcos que afectan la 

naturaleza proteica de las enzimas. 

D. Parlmetros cln4tlcos de las enzimas. 

La conversidn de un sustrato CSla un producto CPJpor medio de una 

enzima CEJse puede representar por: 

En donde K1 , K-¡ , K~ y K-~ son las constantes Individuales de 

velocidad de reaccl6n. SI la concentract6n de 1ustralo CSJes mucho 

mas grande que la concentrar.Ión de enzl111a CEly K-~ es despreciable 

·entonces la velocidad total de su reacción de (Sl hasta {Pj estad 
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descrita por la ecuacl6n de Hlchaells-Henten de la siguiente Minera: 

ir~~: t~)J~: tttiil ----- (1) 

en donde la con1lante K• contiene a lat 3 con,lanlet. r e1tl dada 

por: 

El k• puede estar datinido tallblfn co110 la concenlracl6n de 1u1lr1to 

e~ la cual la velocidad de reaccidn u igual •Va.&tV-cuando H 

llene una concenlractón de 1u1lralo 111.&r alta la concentración de 

enzi•a total CE}e1tarl en tor•a del c011PleJo CES), r 'ª tendrl 

entonce'i: 

Los valoras de·Kll r V••~ 101 podre110s deler•inar por difer•ntes 

""lodos, establecidos por diferentes autor••· En 11 figura 4 'ª 
pueden observar 101 •'' c011Une1. le entre ellot el ••1 frecuente et 

al 114todo de Lineweaver-Burk que 9r1fica el inverso de v contra el 

inverso de CS]lfigura 4>.Pira obtener 101 p1r ... tros cinéticos 

grática .. nte,nor•al .. nte la ecuación (lJse puede reorden1r de la 

siguiente •anera: 

l _ \ + Krn • l _ _ _ __ (l.) 
v- " .... " ""* s-

que es la ecu!clÓn de una line1 recta en lo' eJet i/v r i/1,r cura 

Pendiente sera K•IV•ak,r su tnler11cto con t/v ,.r~ l/V•aM.La 

J.I' 



ecu.iclón 12> se conoce COlllO ecu•cl~n de Llneveaver-BurkltlgurJ 4b>. 

Otra alternativa seri grarlc•r v contra v/s que pone un gran 

inrasls en todos los puntos 1 da un valor conrlable de KM; pero 

requlere v•lores llUJ altos de CS)para dar una buena Medlcldn de U Max 

(flg. 4C>. La tr~flca S/U contra S di 911nos varlacl6n en la 

preslcl6n sobre valores pricttcos del CSlCflg. 4). 

E. ln110vlllzaclÓn de Enzl•as. 

Una enEltia llNIOYlllzada es aquella cu10 libre 110Vl•lento en el 

HPAClo hA sido reslrlntldo • u11a pe'llJeña r ll•ltada re9l6n o se ha 

restringido COllPlet ... nte. 

Esta técnica resulta de gran l11POrlancla, ya que las enzl•as se 

recuperan afs racll11ente de la 11ezcla de reaccl4n, pudiendo 

reutlltzarse,lo que llene una gran repercusión desde el punto de 

vista econ&.lco. Por otro lado, las coadlclones de operacl&n ~• 

controlan 1111Jor baio un slst .. a constante a lo largo del proceso • 

.. 
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2.-KETODOS DE INKOVILIZACION DE ENZIKAS 

Los mdtodos de tnrt10vllllacl6n se pueden clasificar en 4 grandes 

grupos <Uang et al, 1979lque son: 

l>Atrapamlento y mlcroencapsulaclÓn 

ll>AdsorchÍn 

'1 ll >Enlace coovalente 

1 que se Ilustran en la figura <5>. 

El primer grupo de enzimas son aquellas en donde la enzima ha 

sido atrapada en un espacio limitado o unida a un soporte. Asf 

tenemos que, la ln110vlllzalcldn por atrapamlento se subdivide de 

acuerdo a la estructura del sistema utilizado, es decir, si se 

encuentra dentro de un espacio sencillo se denomina atrapaMlento por 

encapsulacl6n; o si se trata de varios espacios, generalmente 

entrelazados,el método se conoce como atrapamlento en una matriz 

poli"" rica. Por otro lado, enzimas que se encuentran unidas o 

enlazadas directamente al material de saporte, se subdividen en 

enzimas unidas por adsorcl6n, o unidas Por enlace covalente. Las 

en7.lmas unidas por enlace covalente, pueden ser todav(a subdivididas 

en enzl•as enlazadas dlrectat1ente al saporte o enzimas enlazadas 

entre sC. 

Estos son los m4todos de in1110vlllzacl~n mis usados a la fecha, 

no obstante e~lsten variaciones dentro de estos i.4todos, siendo los 

mSs co1111.1nes la utlllzacl6n de 2 o mls m4todos a la vez 

1Pastore,1972l¡ por eJemPlo Puede utilizarse un mdtodo de 

atrapamlento y entrecruzamiento. utilizado como soporte. Los métodos 

antes mencionados tamblln pueden ser utilizados para lnmovlllz•r 
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cdlulas enteras. 

El lnmovlllzar c4lulas co-.pletas pre•enta el atractivo da que abale 

los coitos de manuractura del catalizador, ya que 11 elimina la 

purltlcacl6n de las enzimas. Por otro lado, otrece un ~lcroamblenle 

•As adecuado para la ••labilidad de las enzlMas 

<Vankatasubraaanlan,1976¡ Chlbata,1980). De 101 nt4todos da 

lnmovlllzact6n mencionados, el a{s utilizado en la ln110vlltzacl6n de 

c&lula• es el mftodo por atrapa•lenlo en una matriz pollradrlca. 

Se han estudiado diversas t'cnlcas de ln1110vlllzacldn por 

atrapamlento, en matriz pollmértca, siendo las m4s utilizadas 

aquellas donde la matriz es un gel. Igual .. nte , un gran n~111ero de 

materiales han sido probados, donde los geles de pollacrlla•lda han 

sido los als exltosos(Dahlqulst,19731 Ohalya,1977>. Otros geles 

utilizados son K-carragentna, alglnatos, etc. 

En lo que respecta a la ancapsulacl6n, los materiales mis 

utilizados son polí .. ros slnllllcos, como son el colodldn, resinas de 

slllc6n, nylon, pollurea, ele. La lnmovilzaci6n por encapsulacldn ha 

tenido buena aceplacl6n para uso M&dtco <Chang ,1976), 

Chang al al,1976, reporta su uso directo en latlone• orales en 

r~tones, con deficiencia haradllarla da catalaza y a1C rae1111lazar la 

detlclancla da la enzima local111ente. Otro• uso• fueron al 

•umlnlstrar oralmente en anlMales ureasa, para su accl6n directa en 

el tracto Intestinal. 

En general las enzimas atrapadas tienen aceptacl&n y apllcacl6n, 
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pero su uso •• ll11lta por clertas desventaJas que son: 

- La' enzl•as tienden a salirse del soporte, 

- Cuando el atrapamlento es en gels no se pueden utilizar enzimas 

hldrolttlcas que degraden al soporte, por eJ1111Plo, no se pueden 

ln11e>vlllzar a•lla•a• en al•lddn. 

- En general, las enzl11as hldrolCllcas no pueden ser ln110vlllzadas por 

atrapa•lenlo, por eJe•plo, a11ll1sas, proteasas, deKtrlnasas, 

peclln111• y en general todas aquellas que degradan polC .. ros, 

'porque los sustratos sobre los que acluan son de pesos 110leculares 

elevados, y esto no per•lte 1u tácll dltusl6n a trav•• del gel. 

ll>Adsorct6n 

L11 enzl11as pueden ser ad•orbldas en 11Uchos 11aterlalts con 

supertlcles cargadas o neutrales, para este obJetlvo 11uchos 

adsorbenles usados en la separación de proternas pueden ser 

ullllzados lambl'n para ln1110vlllzar, coll'O son el SephadeK, a11berllla, 

slllca gel, etc. 

Sin embargo, el· principal proble111a de este iMtodo de 

ln1110vlllzacl6n, es el tener un medio bastante controlado, ya que la 

enzl111a llande a la desorcldn con caftlblos mur pequeños en el pH y la 

concentración de sales. 

Los adsorbentes en los cuales se adhiere con un m(nl1110 de 

desnaturallzacldn la enzl111a, serin en este caso los mis adecuados. 

Flnochlaro et al 11980>, tnmovlllzaron lacla•a <Kaxllacll en ald11lna 

collO material adsorben.te reporhndo rendl11lento de 35Y. de actlvldad 

con respecto ~ enzima soluble. Llnko et al 11980), lnmovlllzan 

laMblln a la lacta-.a pero en resinas de adsorcldn como es el 



Los materlalet adsorbentes •is l1RPorlantes en ln110vlllzaclón de 

enzimas se IM!nclonan en el cuadro (1l, 

Tosa el al <1967l,ln•ovlllzan a•lno acllasa para su· utlllzaclón 

an la resolución Óptica da anilnoacllados, utilizando DEAE celulosa Y 

DEAE SetadeK e•pacados en coluninas.La f lgura 6 nos muestra 

esquemallcaniente la Inmovilización por adsorción. 

~e:. l\~Bn!Tt:.. 
FIGURA 6.-ln1110vlllzaclÓn por adsorción. 

llllEnlace coovalenle EMlstan formas de ln110vlllzar enzl•as en 

las qua las moléculas de enzl•a se unen coovalente•ente a un soporte, 

o entre s(, Mediante la utilización de agentes ontrecruzantes<flgura 

7). 

Las tor•as mas utilizadas para el entrecruzanifenlo son: 

-entrecruzanilento de las enzimas con glutaraldehldo para tor•ar un agregado 

lnsoluble,por eJe•plo papa(na<Fansen y Olson 1969). 

- ad<Jorclón de 1nzh1as dentro de un-a super-riele ugulda de un 

enlrecruza•lento. Flnochlaro, et al<l980l,reporlan la lnmovlllzacl&n de 
+ 

laclasa por adsorción en ald•lna y seguida de un entrecruzamiento por 

glutaraldehldo. Otro mltodo es Inmovilizar en al~mlna porosa y 
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Cuadro( i ) • -5 U PCílTES n1AS COfWN!1~C:NTE UTILI7.i\D0'3 P~ílP. H!"'IT-. 

'JILIZ.'\R ENl Ill~;,5 POR r\JSORCIO~!, 

Alirn:INA CG Li GEfü; 

:1í.:BEP.LIT11 cG-sr DE.'\ E-CE U ILOS •1 

ce:rirur;rn !)e~ i\E-S E P' "1 or::x 

crn-CF.:UTLC';:1 VT'.lR!O '"'OROS O 

:m-se: PH.'\ !)'.':X GEL Df: S !l.IC.1 
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movilizacidn por enlace cooval~nta. 
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glularaldehldo (Cougl\l In, 1980). 

- l111Pre9nact&n en un 11alerlal poro~o seguido de entrecruza11lento. Para la 

tnMOvlllzacldn de 8-galacto•lda•a, existen otrosm~todos probados, 

pero exl•ten mas estudios en los que utilizan vidrio 

porosolUlersblcki,1974; Ueetall,1974; Llnko,1980¡ Okos,t9GO¡l. 

ColllO se menclond , es posible la utillzacl6n de estos métodos no 

solo para enzimas purificadas, sino lambldn para c~lulas enteras con 

la actividad enzl11Atlca dneada<cuadro1l. 

El uso de cilula• enteras lntaovl li zadas como ruente 

enzimática,es una alternativa que podr& ell11lnar la necesidad de 

poner en libertad las enzimas Intracelulares y su subsecuente etapa 

de purltlcaci&n <Kuhnio Oh11tra, 1977l. 

El uso de las cdlulas enteras lnntovlllzadas cobra relevancia ya 

que en algunos casos las enzl11as son más estables al no ser separadas 

de su 11tcroallblente natural, la cdlula. Estos beneficios han llevado 

a algunos investigadores a profundizar sus estudios en la 

lnmovilizacl6n de c41ulas microbianas. Corlnebaclerlum 9lula11lcu11, 

fué atrapado en geles de poliacrllamida para producir ácido 

glutámico. Chlbata el al (1979), Inmovilizan c4lulas enteras de ,!k 

s.9.li, r otras bacterias conteniendo actividad de amidasa , por varios 

mdtodos. Reciente11ente se inmovlliz& Gluconobacter melanogenus, con 

la•capacldad da convertir L-sorbosa en L-sorbozona, utilizando como 

soporte geles da poliacrlla11ida. 

En resumen la alternativa que presenta la inmovillzacl6n de 

cdlulas enteras de microorganismos es bastante atractiva lomando en 

cuenta las venlaJas pr~ctlcas tdcnlcas que nos presenta. 



Cu3dro( 2 ),-Comparoci6n ~e les dif ·rentas t6cnicas de lnmovllizaci6n. 
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Sin embargo el uso de e\la' l4cnlcas no ha sldo desarrollado 

ampliamente por lo que 'º considera un campo en donde se puede 

contribuir al e'ludto y descubrl•l•nlo de otras alternatlvas.De,taca 

entre las mis recientes, el deJar de utilizar un soporte para la 

lnmovlllzacldn de cdlulas,y solo for•ar un con9lomerado de cdlulas 

con la actividad enzlmitlca deseada, con la sl111Ple uttllzacldn de 

~gentes enlrecruzantes. 

Chlbata et al <1979l, utiliza pollazetldlna como agente 

entrecruzante, para Inmovilizar cdlulas de E. coll cona actividad 

~sparta•a, obteniendo muy buenos resultados:977. de retencldn de 

actividad y una vida •edla de 611 dfas. 

EFECTOS DE LA INHOVlLIZACION EN LA ACTIVIDAD ENZIHATICA. 

A continuación se enllstan los principales efectos que llene la 

lnmovlllzacldn sobre las enzimas o su actividad: 

Al Relencldn de actividad 

Bl Efectos dlfuslonales 

al resistencia a la transferencia de masa en soportes no porosos 

bl dlstrlbucl6n de la enzima dentro de soportes 

Cl Efectos esldrlcos 

D> Efectos del ~lcroamblente 

El Efectos de la l~cnlca o naturaleza de la lnmovlllzacl~n 

31 



Fl Efectos de estabilidad 

Al Retencldn de actividad 

Cuando las enzl•as son Inmovilizadas por atrapamlento algunas se 

pueden inactivadar o desnaturalizar por efecto de los reactivos o 

sustancias involucradas en la roraacidn de la matriz de 

atrapa•iento. Cuando una enzima se enlaza a un soporte, la actividad 

enzim~tica puede perderse por varias foraas: 

al Algunas 1110llculas de la enzl•a 'ª inl'IOvilizan en el soporte de 

tal manera que se impide el acceso del sustrato al sitio activo. 

bl Un grupo reactivo puede atacar el sitio activo dentro de la etapa de 

unldn al soporte; as( , una forma que ha funcionado para proteger al 

sitio activo es la adicidn de un lnnibldor reversible del sitio activo 

en la etapa de enlace, de tal manera que detpuis sea posible 

retirarlo y conservar as{ la actividad enzlmAtlca. 

el Que la enzi•a al ser enlazada al soporte quede de tal manera colocada 

que afecte su estructura y por lo consiguiente su actividad. 

dl Que la naturaleza de la ln111<>vlllzacldn o del enlace provoque 

desnatur~llzacldn o lnactlvaci6n. 

Uang et al (1979l, presentan en la tabla<~lla lnl'llOvlllzacldn de 

qulmotrlpsina en varlos soportes y los erectos que tiene sobre la 

retención de actividad. 
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Tubla( 3 )i,iETü.:JOS :>e HJr:it•V!L]i.\CION PO'.' '-~'L'.'.:E COO'J"dE'!TE 

uE l'I í.liiffiOTílIP5IrJ!', .~ 'J,1R!CS '.iOFORTES. 

30PGílTE 

3epha:;:o:Ja 48 

3or.haclax ~CC' 

r.; .. Sephadax CSO 

crn-celusosa 

Viurio Poroso 

Coopo!imero ::JeJ. 

anhiurido 
Eti. len/!i:3leico 

i:n;:acril AA 

::!ETODCl jf: E:NLí\CE 

sr 

Isothiocionato 14-25 

Isocianuro 2[\ 

11zida, Triozina fj 

Gl.utaraldehido ::6 

Anhídrido 35 

Isocianuro ?.5 
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a> Cuando una enzlMa ha sido lnMOvlllzada, el sustr~to tiene que 

difundir de la Mezcla de reaccldn a trav'' de la película de líquido 

que rodea al soporte, y si el scporte es poroso se har' a trav4s de 

los poros del soporte. Cuando existe resistencia a la transferencia 

de Masa del exterior (sustrato> a la superficie del catalizador, esta 

ll•lta la velocidad de reaccldn: las condiciones de fluJo a travfs de 

la enzl•a ln111<>vlllzada serln deter•lnantas en la velocidad de 

reaccl6n. 

b> Dlstrlbuci6n unltor .. da la enzi•a en soportes ast4rlcos. Es 

de gran Importancia aste factor debido a que,una distrlbucl6n no 

unltor•e o Inadecuada de la enzl•a en al soporta contrlbutr(a a los 

probleMas de transferencia da Masa y por lo consiguiente a una 

dls•lnucldn de la velocidad de reacción. Por eJeMplo, cuando la 

enzima se encuentra en el centro del saporte, aleJado de la 

superficie, el sustrato encontrar& Mayor n~•ero de barreras 

dltuslonales para ser transtor•ado. 

H~y muchas ocasiones en las que la actividad de la enzl•a con 

sustratos de un alto peso MOiecular se ve reducida COlllO resullado de 

un IMPedl•ento est~rlco en el saporte, de tal manera que dificulta la 

entrada del sustrato al sitio activo de la enzima. Algunos sustratos 

colllO caselna ó almld6n tienen pesos moleculares comparables con las 
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DlEfeclo del •lcro111blent1, 

Cu1ndo un• enzl•• e\li ln11avlll1~1 te enconlr•rl en un 111blent1 

diferente al nalur1l, especl•l .. nte cuando el \oporte tiene una c1rg1 

neta; e1to hace que se provoquen c•llillot en l•• PrOPledadts 

flslcoqu(•lc•s de la enzl•a, los factores que •as afectan son1pH 

6ptl110, l11P.dptln1, lnter1cclones ldnlcas, etc.,dando CClllO resultado 

una calda de la actividad Inicial de la enzl•a llbre,aunque e1to 

sucede c11l sle1111re en 101 Procetot de ln110vlllzacldn. El obJellvo 

tera entoncet •lnl•lza~ ••los efecto1, pira poder est.t>lecer un 

st1tea1 dfillllO de ln110vllizacldn, 

F.IEfeclot del proceto de ln110vlllz1ct6n.-

Se encuentran muchos r•Portes en 11 llterature, en donde se 

11Uettran callblos en 11 estabilidad tlr•I~• de 11 enzl•• dur1nl• la 

IAllOV l ll ZlC ldn. Aunque la •a1orta Indica un lncre .. nto en la 

1stabllld1d t•r•lca, hay sutlclenles eJeeplos, en donde la 

est.t>llldad t4r•lca dls•lnuye, lo que indlc1 que la ln110vlllzacldn no 

necesarla .. nte confiere lncre .. nto en la estabilidad.Un 1J11111lo de 

nt.\bllldad POr lnMOvllluclon lo con1lltu1en IH enzl11H 

proteolftlcet; que te autodtgleren cuando ettln en 1oluctón,por lo 

que con el proceso de lneovlllzacldn, reduce conslderable .. nte este 

erecto. 

F>Etecto; de estabilidad.- Es poco lo que se conoce acerca del 

efecto que llenen las diferentes tlcnlcas de ln1110vlllzacl~n sobre la 
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estabilidad tlrmlca de las enzimas. Uang et al <1979), reporta que la 

cantidad de agente entrecruzanta utilizado para ln1110villzar 

B-galacto'.ildau en DEAE celulou influye en la utabllldad tlr11lca de 

la onzlm;i in1110vlltzada. Flnal111ente pode110s decir que 50n mis lu 

ventaJa5 que las desventaJas de utilizar enzimas ln110viliiadas, 

siempre y cuando esto sea posible, es decir, que la enzima se pueda 

Inmovilizar. 

¡,-GENERALIDADES SOBRE LACTOSA Y LACTASA. 

a> La lecho 
b> Co111Ponentes de la leche 
c> Lactosa 
d) A5lmllacldn de la laclo5a y problemas de intolerancia 
e> Lactasa <B-galactosidasal y sus aplicaciones 

al La leche. La leche es un l(quido segregado por las gl&ndulas 

mamarlas de las hembras de los mamfteros, tras el nacl11tento de la 

cr(a <Alals,1971>. Es un líquido de COlllPOslctdn COMpleJa blanco y 

opaco, de ubor dulce y pH cer,cano a la neutral !dad. 

L;i tuncl6n natural de la leche e' la de ser el alimento 

exclusivo de los mam(teros J6venes durante el PerCodo cr(tlco de su 

existencia, tra5 el nacimiento, ~uando el desarrollo es r4pldo y no 

puede ser 5u5tltulda por otros allmento5, La gran co11PleJldad de la 

co111Posicldn de la leche responde a esta necesidad. 

La leche es un producto que 5e altera muy racllmente, 

especialmente, bajo la accldn del calor. Numerosos mlcroorganl5mos 

pueden proliferar P.n ella, en especial aquellas que degradan lactosa 



con produccldn de !cldo láctico, ocasionando como consecuencia, l~ 

tloculacl6n de una parte de las proteínas. 

La leche no posee mis que una d&bil y efímera proteccldn 

natural. Su uso para el consu.o y para las transformaciones 

Industriales eMlge IM!dldas hlgl~nlcas contra la lnvasl6n de los 

mtcroorganlsmos y contra la actividad d• las enzimas. 

Las especies lecheras varían seg~n las reglones, pero la especie 

bovina es, con mucho, la mis eMtendlda y su Ar•a da dlfusl6n au111tnta 

cada día. La leche de vaca es por lo tanto, la m&s l111Portante y la 

dnica que se utiliza de 1'114ltlples •aneras. En determinadas reglones 

de algunos patses 1118dlterraneos se produce tallbi&n leche de cabra Y 

oveja, que se e11111lean sobre todo, para la fabrlcac16n de quesos. 

b) Componentes de la leche. 

La propiedad tundaaental de la leche es la de ser una emulsión. 

Es una .. zcla de sustancias definidas: lactosa, gllc4rldos de &cldos 

grasos, casernas, albÚQlnas, sales y proteínas solubles. 

Desde el punto de vista físico, coexisten varios estados, 

emulsi6n, suspensi6n y solucl6n. Esta heterogeneidad de la leche es 

amplla118nte conocida por todos.COlllO se sabe, la leche abandonada a la 

te111Per.¡tura a•blente se separa pr09reslva11ente en tres partas: la 

crema, la cuaJada y el suero. 

Existe por lo tanto un estado de equilibrio en la leche que 

puede rQftlPerse por diferentes acciones. Normalmente se trata de 

c.1mblos Previsibles en sus cualidades r(stcas, organolifplicas y 
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nutrltlvas, etc. 

SI recordamos que se llama tase, en un medio het1rogineo, a 

cualquier parte del medlo que constituya un medio hoMOgfneo, sea cual 

sea su estado de dlvlstdn, en la leche se pueden distinguir tre': 

ll la emulsldn 2) la su,pensl~n 3> la solucl6n 

La leche puede tener gases disueltos, pero en realidad no 

constituyen una tase gaseosa dlterenclada. 

l>La e11Ulslón 

La tase de en111lstdn de la leche,,e ror•a en su mayoría por casi 

toda la materia grasa, constltulda fundamentalmente por: 

ll Trlglicérldos. 

conJunto total. 

Constituyen aproxlmada11ente un 98% del 

ti> Los tosfol(pldos (grasas tostoradasl: Que constituyen del 

O.SX al IX. 

lit> Otras sustancias lnsaponltlcables, diferentes de las 

anteriores desde el punto de vista qu{mlco, pero insolubles en el 

agua y solubles en las grasas:alrededor del IX. 

2>La suspensión. 

Formada bastcamente por las caseínas, ligadas a las sales 

mtner.tles. El conJunto de caseínas o caseína entera es un coiapleJo 

de prote!nas fosroradas y constituye la parte nitrogenada m¡s 

cdr~cterCstlca de la leche; no existe ninguna sustancia parecida ni 
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en lq \angre ni en los teJido\ vivos. La caseína precipita solo 

cuando se acldlrlca la leche hasta pH 4.6 ó cuando se encuentra balo 

la accl6n de una enzima proteolCtica especrr1ca. La caseína 

constituye la rraccl6n nitrogenada 111.rs abundante en la leche, sobre 

lodo en la de los ru111lantes. 

En general estas sustancias se caracterizan por un elevado peso 

110lecular co111Prendldo entre IS,000 y 20,000. Es por lo que debido a 

su estructura proteica y a su elevado peso molecular, que las 

caseínas no atraviesan membranas dlallzables se precipitan 

racll111ente de su suspensi6n por diversos reactivos, as( como por 

sales minerales en concentración elevada. 

3) La soluci6n. La rase en soluci6n de la leche estS rormada 

por el conJunto de sustancias disueltas en el agua, cualquiera que 

sea el tamaño de sus 111ollculas <Incluidas las protelnas solublesl, o 

unlcamente por las sustancias de baJo peso molecular, principalmente 

la lactosa, las vlta111lnas y las sales que constituirían la solucl6n 

verdadera. Esta rase est~ representada en mayor proporción por los 

lactómeros que pueden obtenerse de diversas rormas <rlltraci6n con 

membranas, calor, centrifugación, preclpltaci6n con sales, etcl. La 

r.1se en solución de la leche, reducida a la solucl.Sn de mol~r.ulas 

pequeñas, tleqe una propiedad importante: la constancia de su 

composición molecular. La cantidad total de mol,culas no dl\ocladas 

Y de iones, por unidad de voló111en, var(a muy por.o. Esto es la 

consecuencia de un hecho rhiol6gico, y es que la presl6n osm•ltlca de 

la leche, que en la mama debe ser bastante semeJante a la del suero 

sangu(neo, tiene que ser constante, y depende casi exclusivamente de 

la concentracl6n de las mol,culas pequeñas disueltas. Se dice que el 



lactosuero es lsot&nico con el 5uero sanguíneo. c) Lactosa. Ahora 

blen,ya que la lactosa os el componente de la leche que nos Interesa 

en particular, por la naturaleza de nuestro lrabaJo,la veremos con un 

poco de mas detalle en la siguiente sección. 

l. Lactosa. Aspectos blol6gicos. 

La lactosa es el glúcido de la leche que se encuentra en mayor 

proporcl6n, y en forma libre, ademAs es el glúcido mSs simple y el 

m&s constante en proporci6n. 

En la leche humana predomina ampliamente, siendo en esta en 

donde la encontra110s en mayor praporci6n <6Sg/l) es decir m's de la 

mitad del eKtraclo seco. En la leche de cabra y vaca es tambl4n el 

componente m&s tmportante, eKceptuando la lactosa presente en la 

leche, éste azdcar es muy raro en la naturaleza. La lactosa al ser 

Ingerid~ es hldrollzada en sus dos 1110nosaclrldos glucosa y 

gal~ctosa. 

Desde el punto de vista blol6glco, la lactosa se distingue de 

los az6cares co111Unes por su gran estabilidad en el tracto digestivo Y 

porque no solo se considera un glúcido energ4tlco, sino como la Única 

fuente de galactosa para humanos y numerosos animales, necesaria para 

la s{ntesls de cerebrdsldos. 

Debido a la i111Portancla de mantener constante la presión 

osmótica, el contenido de lactosa en la leche es aproMlmadamente 

Inversamente proporcional al contenido en sales. 

En cuanto a la estructura y propiedades rfslcas de la lactosa 

podemos decir que se trata de una heKoblosa (galactósldo-1-4-glucosa) 
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H.,,OJ 1 con pe\o molecular 342. EMlste baJo 2 torMas l\omerlcas: 

Qi.. yfi que u dlrerendan unlca11ente en la posición de un OH en el 

carbono de 

\-\ 
(1) 

G\utDSPt-fo 

O\\ 

[:¡\u c..n.sl\ . o<-

En la leche hu11ana 'ª dice que 'ª encu1ntra unlca11ente la 

lactosa }1 que '8 cons ldera llU soluble. La solubilidad de la 

lactosa a lSºC u de 7.Jg/100 111 de agua,sln ellbargo se puede elevar 

hasta 17 g/100 ntl de agua, tras una agltac!Ón prolongada. Debe 

destacaro;e la lactou 
, 

soluble,ya que es un azucar POCO que su 

solubilidad es 10 veces 111enor que el azucar coMÚn<sacarosa>. 

Como todo sólido en agua la solubilidad de la lactosa au1M1nla en 

caliente, por lo tanto al enfriar sus soluciones concentradas, ésta 

cristaliza. En este principio se basa el método habitual de 

preparación del azúcar de leche a partir del lactosuero <el suero se 

separa de la alb~mlna por ebulllclÓn, luego se concentra al vacfo y 

se entr!a>. Con la lactosa no se pueden obtener Jarabes espesos, ni 

confituras eo;tables a la temperatura ordinaria. 

F.n cuanto al poder edulcorante, la lactosa llene un débil sabor 

dulce,. su poder edu le oran te es se 1 s veces menor que e 1 de la 

Además de que en la leche este sabor esta enmascarado por 

la C'1seína. 

~lgunas propiedades tísicas de la lacloo;a llenen Importancia en 
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cuanto a su ~Pllcación práctica en: 

l> leches concentradas 
11> leches en polvo 

I> leches concentradas. En las leches concenlrad&s,en donde se 

reduce su volumen a un tercio, la lactosa se encuentra prÓKtma a su 

grada de s~turaclÓn° a temperatura ambiente, as(, la retrlgeraclÓn o 

1~ adlctón de sustancias eKtrañas lllllY solubles, COlllO la sacarosa, 

provoca la cristalización coMO cristales gruesos y muy duros, dando 

la sensaclÓn de •arenosldad' al producto. Una alternativa para e'li 

proceso sería el uso de leches deslaclosadas por hldrÓllsls que 

~demás contribuirían al poder edulcorante, ya que la ll'!Zcla gluco\a 

g~lactosa eleva el poder edulcorante. 

ti> leches en polvo. Un comporla•lento slMilar al de las leches 

concentradas se presenta en las leches evaporadas o en polvo, en 

donde las condlclones de secado, provocan la formación de cristales 

de lactosa en estado amorfo, en donde se llenen las 2 for•as de la 
, 

lactosa e( Y~ 1 con alto poder hlgroscoptco. 

Estos problemas dentro de la Industria !actea son de gran 

linportancia y sobre todo de gran peso económico, por lo que urge 

encontrar alternativas técnica~ para contrarrestarlo,, 

d) A'imilación de la lacto'ª y proble•as de lntolerancta. 

lndl,cutlblemente, la leche es et alt ... nto ideal para lactante' 

y ademas un •~celente alimento para niños de edad entre los O y 11 

~ños. Sin eMbargo contor11e la 91nte crece, va perdiendo la capacidad 

para poder digerirla COlllPletaMante. Esto sucede porque la producción 

intestinal de la enzima lactasa dlsMinuye contarme la edad au,..nta, 
4'.'. 



exceptuando una pequeña parte de la población mundial. 

La enzima lactasa <B-galactosldasa 3.2.1.23l es necesaria para 

obtener los dos componentes de la lactosa, que son glucosa y 

g~lactosa y que de esta Manera puedan ser absorbidos por la pared 

Intestinal. 

L~ leche contiene muchos de los nutrientes requeridos por los 

l~ctantes, co~o son vlta111lnas y minerales, ademas de la l•portan\e 

fuente proteica de buena calidad para esta primera etapa de su vlda. 

Se considera que la lactasa esta presente en cantidades adecuadas en 

niños con buena salud, considerando normal que eMplece a dls•lnulr 

alrededor de los 4-5 años, ~lendo mínima la cantidad de enzl•a entre 

. los 10-20 años. 

En ciertos grupos ~tnlcos y algunas zonas 9eo9rátlcas 1 la 

actividad lactáslca puede perderse, se considera que alrededor de las 

314 partes de la población 111.1ndlal tienen problemas de Intolerancia a 

la lactosa, es decir, llenen IMIY poca o nula actividad lactáslca. 

Cuando esta población lnglere ali11entos que contengan lactosa 

aparecen problemas gastrointestinales que van desde dolores 

.1bd0111lnales, hasta graves diarreas. 

La deficiencia de lactosa es muy coMÚn en ~dullos, tanto que se 

puede considerar normal. Al parecer en el mundo solo lndlvi~uos de 

raza cauc~slca <Noreuropeosl y 2 tribus de Afrlca y sus descendientes 

tienen la capacidad de retener la actividad lactáslr:a aun siendo 

adultos. La causa principal de los problemas de la Intolerancia es 

que, cuando un Individuo con deficiencia de l~ctasa consume grandes 
, . , 

cantidades de lactosa, una gran proporclon de este azucar que no se 
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digiere pasa directamente al colon donde se convierte en sustrato 

para las bacterias del Intestino, produciendo gases y ~cides que son 

los responsables de la flatulencia, dolor abdominal y excesivo 

movimiento peristáltico.Además se provoca diarrea, debido a la 

diferencia de presión oslllÓtlca en el Intestino por' la lactosa 

presente 

Todos estos proble•as causados por la def lclencla de lactasa, no 

siempre son per•anentes, debido a que la deficiencia de la lactosa 

tampoco puede ser permanente, es decir, a excepción de la deficiencia 

debida a problemas congénitos, puede deberse a: 

t. Gastroenteritis bacteria! o viral, o dlcera gastrointestinal 

2. Desnutrición o parasltosls Intestinal 

3. Intestino Irritable o alcoholls•o 

4. Edad avanzada 

S. Clrug(a gástrica (puede ser deficiencia permanente> 

6. Drogas, medicamentos o antlbt6tlcos 

7. Terapia con radiaciones 

Existen muchas formas para diagnosticar la Intolerancia a la 

lactosa. Uno de ellos y el ~~s f&cll,es ver que los s(nt0111as 

desaparecen cuando se suprime todo alimento que pueda contener 

l~ctosa Y que estos vuelven cuando la lactosa es reincorporada a la 

dieta. Existen m4todos llltlY co11Pllcados como son blOPslas de 

intestino, Paro la m4s utilizada es el medir la cantidad de glucosa 

en sangre despu~s de ingerir lactosa. 

Uno de los mftodos que se sugieren para contrarestar este tipo 

de problemas es ta lngestldn de allnientos derivados de leche con baJo 
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contenido de lactosa. lo cual se lograrla tratando este tipo de 

productos con la enzima lactasa <h-galactosldasa 3.2.1.23) . 

e> Lactasa (8-galactosldasa (3.2.l.23JJ y sus aplicaciones. 

La lactasa: 8-galactosldasa e.e. (3.2.1.2.3,¡ es la enzima que 

hldrollza la lactosa de la leche o derivados lácteos en SUi dos 

componentes, que son glucosa y galactosa. Las fuentes m¡s 

Importantes de la enzima son: Intestino delgado de maMCteros, 

bacterias, hongos y levaduras, aunque se tiene conocimiento de que 

algunas plantas la contienen en pequeñas proporciones. Algunas de 

estas ruantes son utilizadas para preparaciones co1M1rclales de 

enzlma<cuadros 3 y 4). 

No todas las ruantes de lactasa se pueden considerar dentro de 

las legislaciones sanitarias para su ullllzacidn en alimentos. 

Preparaciones de lactasa a partir de &. nlger, A. orxzae y de 

Saccharomyces <lactis o rragllls>, se consideran adecuadas para su 

~plicacldn en alimentos, ya que estos mlcroorganlsllOs se han 

utilizado com·ruentes de enzimas a lrav4s de la historia, ademls de 

haber sido suJetas a diversas pruebas. Ultlmamente se acept6 el uso 

de A. nlger, K. rragllls y A. orrz;e. quedando pendientes de 

aceptarse por algunas legislaciones las de Candlda pseudotroplcalls y 

K. lactls. 

La 8-galactosldasa, de E. coll, aunque ha sido una de las mls 

astudladas en detalle, no es usada en procesos alimenticios, debido a 

lo~ problemas de toxicidad que desencadenan los eHlractos de 

coliformes. 
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c.uadvo(3 ) .-PREPARACIONES COMERCIALES DE LAC-
TASA REPORTADAS EN LA LITERATURA(Giekas et al)i1385. 

Aapergillus niger 
Baxter l~boratoriee,Chicago Il,USA. 
Dairyland Food Labe,Waukeeha,Wi,USA 
Kyowa Hakko Koggyio Co.,Japan 
Societé Rapidase,Seclin,France. 
Wallerstein Co,Morton Grove,Il,USA. 
GB Fermentation Induetriee,Inc.,Il,USA. 

Kluyyeromyces lactis 
Giet-Broc~des,Holland(Maxilact). 
Nrutritional Biochemicale Co. ,Cleveland,USA. 
Tokio Tanabe Co.Ltd,Japan. 

Kluvyeromyces frNilis 
Kydwa Hakko Kogyo eQ,Japan. 
Sigma Chemical Co.,St.Louie,USA. 
Novo A/S,Denmark(Lactozym). 

Escherichia coli 
CF Boeringer GmbH,Mannheim,RFA. 
Worthington Biochemical Cor-p.,Preehold,USA. 

Preparaciones di! levadura son proporcionadas por: 
British Drug House Ltd,London,Englann. 
DEBI,Cassina de Pechi,Milan,Italy, 
Sturge Ezymes Ltd,Bngland(Hydrolact). 
Miles Labor~tories,USA(Godo). 

Preparaciones fungales 
Miles Laboratories,USA(Takamine). 

46 



Cuaiii10 ( 4,\ ) , -PUENTES DE B-GALACTOSIDASA REPORTADAS 
EN LA LITERlTURA. (Giekas et al. )1~ss. 

PLANTAS 
Durazno 
Chabacano 
Almendro 
Semilla de alfalfa 
Tallos de roeaseas 
Fruto entero del caf~ 

ORGANOS DE ANIMALES 
Cerebro y epidermis 
Intestino 

LEVADURAS 
Kluyveromycee lactis 
Kluyveromycee fregilis 
Candida pseudotropicalis 
Brettanomyces anomalus 
Wingea roberstsii 

BACTERIAS 
Escherichia coli 
Bacillus megaterium 
The:nnus acuaticus 
Streptoccocus lactis 
Streptococcus the:nnophilus 
Lactobacillu~ bulgaricus 
Bacillue sp 
Bacillus circulans 
Bacillus atearothe:rmophilus 
Lactobacillus eporogenes 

HONIJOS 
Neuroapor crassa 
Aspergillus foetidus 
Aspergillus niger 
As!l·~rgillus flavus 
Aspergillus oryzae 
Mucor pucillus 
Mucor miehei 
Fusarium monilifo:rme 
Alternatia alternara 
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Los aspectos sanitarios son los que más se toman en cuenta, para 

preparar a 'partir de estos microorganismos, extractos enzlmitlcos o 

en su detecto enzimas in1110vlllzadas. Estos ractores son m~s 

lmportantu en la lnmovl llzacl6n que sobre el materi'al acarreador o 

agentes qufmlcos involucrados en esta. 

Las propiedades de la\ dlrerentes B-galaclosidasas, depender'n 

rundamentalmente de la ruante de donde se hayan obtenido. As( el 

mayor tamaño de esta enzima corresponde a E. col! con 520-850 mil 

daltones, mientras que para S. !rasllis y A. oryzae el peso molecular 

de la enzima es 201,000 y 90,000 daltones respectivamente. El pH 

6Pl lmo tambl•n será un parámetro qua variar.\ da acuerdo a la f1Jente 

enzlmAtlca. Para la~ lactasas provenientes de hongos el PH 6ptlmo, 

tender& a la acidez <2.S - 4.5) y para las levaduras el pH 6ptlmo se 

encuentra en la neutralidad 16-7> as.{ como tal!lbl.fn para las baclarlas 

16.S - 7.5). Esta propiedad del pH 6ptlmo para cada lactasa será el 

par~metro de seleccl6n,ya que la leche el suero dulce presentan 

valores espec{ricos que no pueden ser modltlcados. Entonces las 

1.1ctasas de hongos ser.fo usadas para hidr61lsls de suero ácido, 

mientras que \as de levadura 

hidrólisis de suero dulce y leche. 

bacterias estarAn destinadas a 

L.t, Inhibición por producto (galactosa>, es otra propiedad 

Importante que varía da acuerdo a la fuente de lactasa. As! por 

ejemplo la enzima de Q. nlgcr ser~ más fuertemente Inhibida por 

Producto que la de A oryzae. Un preparado enzlm&tlco a partir de 

Bacillu; ~.p. muestra una lnhibic16n menor, que un preparado ;imllar 

.¡partir de K. fragl lis. 
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En el cuadro < 5 lse muestra un resu111en de estas propiedades. 

F.xlste gran lnteres por lncre•entar, la produccl6n a gran escala 

de los productos con baJo contenido de lactosa(Glekas et al, 1985). 

En la actualidad el Jarabe preparado a partir de suero de leche, 

mediante la hldr6llsls de lactosa puede ser utilizado como fuente Je 
~ 

azOcar y en algunos casos como fuente de proteína a la vez, por 

eJemplo, en productos de panadería, en conf lter(a, en refrescos, en 

helados, en forraier(a para ganado en una gran variedad de 

productos de uso diario, así como en medios de fermenlacldn para la 

producción de alcohol o blomasa sl11Plemenle. 

Existe de esta manera la posibilidad de tener varios grados de 

concentracldn de los Jarabes y as{ poder mezclarlos en diferentes 

praporciones con otros productos, para cada proceso deseado. Un 

Jarabe c~ncenlrado con 807. de s&lldos totales fue preparado a partir 

de suero de desecho de la elaboración de queso •coltage•, por una 

desproteinlzacldn, hidrdlisis, decoloración y concentracldn. El 

iarabe lanía: un agradable sabor dulce, un color amarillo ligero y 

una viscosidad de 2050 cp. Estft Jarabe slrvld para elaborar un 

helado de vainilla que tuvo caracler(sllcas bastante bu1na1, 

co11Parado con el preparado a partir de Jarabe de maf((Giakas,19851. 

Un Jarabe demlnerallzado de lactosa hldrollzada fue producido 

por Vallo Process en Finlandia, el cual contenía 107. de glucosa, 207. 

de galactosa, lactosa 107. y con un 107. de proteínas. Esta Jarabe se 

us6 en una proporción de 12.37. en una mezcla de helado para sustituir 

el contenido normal de sacarosa leche, sin deterioro de sus 

propiedades orgdnollptlcas. 



Cuadvo ( f, ).-PROPIE)ADES DE 1)1;:-·: ~r;:n::; i :,ST!15AS DE :'' "P,"nrf~-
GMJISl:.os y 5U V;1 R!AC!Dr~ DE ~H rDR EF:: :ro )':: '' Ir'.""\!If ~2~-' ' 
CION(v.Giekü:i,19"3). 

YYIÍc.tocrl:JU'"•~O pH ;Sptn. Temn. 6pt:-. ne!'.'c "lcr. i:;,,-hin 
rºc) ('/r) rfP. ~H 

/\.niger 3.5 '57 ,_ "4 -1.c; 

A.oryzae s.r 53 nr 
K. fr:igilis 6.6 37 2rl -r.c; 
K,lactis G. g ~5 1'"15 -r,i:; 
E,co·i 7.2 4C 54(' 

L. ter1.icphilus 6.5 !i5 53(1 
c. inae!:Ju.:ili:i 3,S 42 
B. circ•.:l;,ns 6.C 6"". 
F'. miniJ i for~.e 4.2 55 . . ·. 
L. bu. •1aricl•s 7.( 43 -o.s 
Leuconostoc sp. 6,5 6C 
Scopu!arfol)sus sp. 4.3 58 
B. steerotermo;.hi. 6.2 65 2!5 
íí1ucor pucillus s.3 60 
Alternc¡ria sp, .¡ .~ sr 
therrr,1rn Jcuatfc. 4S ~![ s1r 
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Varias rormulaclones se han probado durante la manuractura de 

los helados, a partir de lactosa hldrollzada, obtenlendose 

Importantes resultados ravorables, sin que tlnal ... nte esto se vea 

rerleJado en las propiedades organol4Ptlcas finales, que perManecen 

constantes para aquellos productos praparados con leche sin 

htdrollzar o con Jarabes de ma(z. Economlca11ente podeMos asegurar 

que se obtienen meJores rendimientos, ya que se ve dlsMlnulda la 

cantidad de edulcorante necesario para elaborar dichos productos. 

SI se eval~a el aspecto econ6•1co del uso de Jarabes a partir de 

lactosa, sería aun mas Interesante conte111Plar la alternativa del uso 

de enzl•a ln110vlllzada, para su alaboracl6n. En dos casos se ha 

utilizado, leche hldrollzada para acelerar los procesos de •aduracldn 

y son en el queso gruyer y en el queso roquefort. 

En USA se prepara un rerresco de naranJa a partir de suero de 

leche hidrollzado y desprotelnlzado el cual es aMPllamente 

recomendado para alletas(Glekas et al, 1985). 

Una nueva C011Pañl1 <Nutrlsearch C011Pany, Kentucky, USA> usa al 

suero hldroltzado para elaborar productos da Panlticación. Por otro 

lado el suero hldrollzado se pueda utilizar con gran efectividad c04l0 

medio de cultivo para levaduras tales COllO S. cerevlslae, para la 

produccl~n de blomasa o alcohol. 

111.-ANTECEDENTES 

1~ B-GALACTOSIDASA INMOVILIZADA. 

F.I problema de la lactosa en la leche es bien conocido y como se 



llW!nclond antes, se trata de un problema que afecta a un amplio sector 

de la pobl.tcldn nacional y mundial, por lo que resulta de gran 

Importancia el establecer un proceso que nos disminuya este problema, 

pero que resulte al mismo tiempo económico y accesible. Este proceso 

nos lo puede ofrecer, el tratamiento de la lactosa en leche o suero 

de leche, mediante su hidrólisis con un sistema de 8-galactosldasa 

Inmovilizada, ya que de esta manera ser(.; posible la reutll!zacl6n de 

la enzima a baJo costo en co111Paracidn con el uso de enzima libre, 

.\demls de las ventaJas que los m4todos de utlllzacl6n ofrecen por si 

•hmos. 

Para la inlllOVlllzaclÓn de B-galactosldasa, en especial, se han 

utilizado una gran variedad de soportes, sin embargo, se ha tenido 

una cierta preferencia sobre ciertos agentes y métodos de 

lnMOvlllzacldn. Por eJe"Plo, adsorcldn y entrecruzamiento con 

glut.traldehldo. El glutaraldehldo es un agente entrecruz.tnte 

blfunclonal cuyo uso se acepta 1n la Industria alimentarla ya que 

adem's presenta propiedades desinfectantes. 

Por otro lado las resinas ror11aldehCdlcas, tallblen son 

amplla1111nte ut l llzadas para este t lpo de inmovll izacl6n 

generallMlnte utilizada en reactores de lecho fluldlzado. 

Otro soporte comunmente utilizado son las perlas de vidrio 

poroso, en donde se ln1110vlllza por el m4todo de enlace covalente, a 

lravls de la rormacld'n de gruPos a•lno.Una tlcnlca similar es 

utilizad.\ con alúmina que os un acarreador lnorglnlco. También es muy 

colllÚn el uso de soportes orglnlcos para una ln~oYlllzaclón por enlace 

coYalente. tales como los derivados de la cdlula en donde r,e 

~provecha Id gran cantidad de grupos hldróxllo, o los poliacr(llcos 



en donde se aprovechan los grupo' amino, estos dltlNos a Menudo 

utilizan como acllvadores el oxlrano. 

Los geles de varios Pol(mero' como la pollacrllaMlda P.V.A., 

agar, etc. se utilizan para inMovlllzar por el •&lodo de 

atrapamiento. 

Gtekas el al 11985),presenlan las diferentes ticnlcas de 

in1110vlllzacl6n que son utilizadas para B-galactosldasa de diferente 

fuente, as( como sus re,ultados d"Ptlmos y el nivel al que han sido 

probados<cuadro 6), 

En el cuadro <6>,1e presenta con m&s detalle una revlsldn de las 

l~cnlcas do lnmovlllzlacl6n m&s relevantes que son utilizadas para 

laclasa de levadura, asf co•o algunos casos donde se ln•ovlltza 

c3lulas enteras, esto de acuerdo con los obJetlvos que persigue este 

trabaJo. 

Un eJemplo de lo' sisteMas con mayor disponibilidad 

comercialmente es el que reportan Sprossler y Plalner(l985), en donde 

presentan un sistema de B-galactosldasa inmovilizada para la 

hidrólisis de lactasa en suero &cldo de leche (pff 3.5). Estos 

autores hacen bastante lncapla en el uso de las lactasas da origen 

fungal. aduciendo un mayor rango de pH de operacidn, a diferencia de 

las lactasas de levadura, cuyo rango de pH es bastante estrecho¡ otra 

razdn por la cual estos autores recoNlendan el uso de la enzl•a 

fungal es que no se requiere la presencia de Iones lnorg!nlcos collO 

actlvadores. 

F.1 slstem~ de lnmovlllzacl6n que utilizan es por enlace 

covalente en vidrio poroso. Las principales ventaJas que presenta 
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Cu,1dro(6 ).-SISTE1i11\S JE I:'mO\/IL:::~cIOr! :;l[ 
DE LEVAJURA.(Gink~s,V.l~SG) 

fUCNTE DE Lll ENZIMA SOFORTE mETúDC DE 

Lactl:!bacillus .bul•JBr icw. 

i:: .J.actis 

S.lactic 

Celulas completas Je 
lactobacillus 
stearo~armophylus 

5 .l.Jctis 

;Ubt:mina 
de huevo 

lldsorci6n/3ntre
cru ·amiento rCln 
•;l!r'tarel !eh! ·'o 

Enluce C~lulosa p:erino 
coou1lun- carbonalitad~ 

te por 
diazotizaci6n 

Gel de noli - r1d;rir i6n 11 

accilanid~ furmaci~n ~~ 
enlece5 hidr·,

f~bicn-

JEnE Celulosa Enlace ccova
lente con c·l•t

taralctehído 

Amino etil 

Seforooa 

Enlace coovalentg 

por diazoti~aci6n 

Gal de palie- Enlac~ coov~lente 

251. rP.nrl 

"'cU1dd~r! 

"'UOr!PG/r• 

7r •JL/r-

rlo disno

rd.t-1 P. 

s.1acti~ y s. fra
gilis. crilami~o con oxiranon 11~ rend 

S. fra:;i !.is l\r.li.con P-lf 

SL'l./r 

54 



Cuadro( G ).-Continuaci6n 

ru:::rm:. DE u :::r:Lim•1 sor:o~n:: r·:ET8)0 DE 
:;:·~cv IL !Z.n.::: IC ~: 

!lr.' "! ... '"'"' ri::: 
:\C':" T\I T"1·11''l 

K.:actis 

S.lactis 

K. fragilis 

K.fra;¡ilis 

::. ':;\RREADLl 

Tria~etato ~ihr3r "Or ·
•lP. c~h·losa tnp!11:1.i '3nto. 

Gel de alcohol Atra~~~iento 

polivln!lico 

!ltra~ar.iientn t:!ci 

221JL/,., f'H-re 

fit:r:'ls de co
la'.}eno cel10hs oritPr?ti; JG"r lll/o 

fibras huec::rn 
de AnJicrr: 
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Atra,...'lmi nrito en 
me~r.rana 
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este ~alerta! es su alta re,tslencla a la compresldn, que es similar 

al de las resinas de lntercalllblo ldnlco.Esle parSmelro es muy 

Importante de considerar cuando el catalizador con el que se trabaJa 

se escala a niveles superiores • Las principales caraclertsltlcas 

del catalizador es una alta actividad especifica <ISO uL/g de cal), 

reportan que 2lb de el catalizador hldrollzan 240 gal de suero leido 

en 24 horas, llegando a un 80~ de hldr6llsls, baJo estas condiciones 

de lrabaJo, la estabilidad aperaclonal es d~ 100 días, con plrdlda de 

solo 207. de actividad Inicial. AdemSs llenen pocos problemas de 

conlamtnacl6n por los pffs que se maneJan. El proceso en si es 

b~stanle pr0111eledor desde el punto de vista tecnoldglco, colllO puede 

verse, ade•Ss reportan los autores baJo costo de hldrdllsls.Sln 

ellbargo, el principal probleMa encontrado es la disponibilidad de 

sustrato, ya que el suero leido no es disponible como tal, hay que 

pagar por la acldltlcacl6n habiendo pocas co111>añlas dedicadas 

especCt1ca11ente a acidificar suero.Una oFcl&n serla la ullllzacl&n de 

la lactasa de levadura <PH neutroJ.Ya eKlslen comercialmente varios 

procesos que utilizan la lactasa de hongos, colllO es el caso de 

"lcroporus Producl Dlvl~lon USA, que utilizan un reactor con enzimas 

de hongos inmovilizada en l"lcroporus plastlc sheet "PSJ placas de 

pl~sltco microporosas.Se tiende a la utilización de laclasas de 

levadura, por la disponibilidad del sustrato !en H4Klco no se produce 

suero Acldol. 

Ueetall et al,1974, reportan la ln1110vtlización de la enzima 

9-gal~closldas de hongos y levaduras en part(culas de vidrio poroso 

de <irconia. Las enllmas lnmovi ll~adas rueron caracterizadas y se 

les determln6 su vida medl~. obleniendose ~si parSmetros para su 

P.sca\amiento. Una aportación Importante as que proponen que la vida 
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madla de los catalizadores dependerj de la te•peratura de trabaJo, 

teniendo de esta manera una vida media mayor la lactasa de levadura, 

ya que su temperatura Óptima es 10 grados menor que la fungal, pero 

al Inconveniente es que disminuye tambl4n su productividad. 

Ulerzblckl.1974, logra Inmovilizar diferentes lactasas 

scmlpurlflcadas,.como son las de Asperglllus niser, Lactobacil\11,1. 

helvettcus, Saccharomyces lactls, en un soporte de parl(culas de 

vidrio poroso dlafolizado, lstas part(culas llenen un dlj•elro de 

poro promedio de 86.5 µ111, siendo el ta.año del poro de 75-125 }Im. 

F.ste catalizador fue probado en suero icldo, con un 4.SX de lactosa¡ 

la mayor actividad se obtuvo loglca1M1nle para la laclasa de 

Asperglllu'á nlger (89 ul/g vidrio) a 55°C. Para la lactan de 

Saccharomyces laclls el resultado fue de 4.5 ul/g vidrio, pese a 

lrabaJar a pff del suero aJustado a 6.7 con KOH. Este reporte, mal!>Ca 

la dlricuttad de trabaJar con enzima libre, m.fs ailn si 5e trata de 

enzima de levadura, ya que aparentemente e5 mas Inestable a las 

condiciones de lnmovlllzaci&n. El mdtodo de ln110vlllzaci6n lo 

reporta Uierzbickl et al,1974. 

El mismo autor, posteriormente publica un artículo en donde 

prueba un ruc.tor enzlm&tico, con el sistema de ln110vlllzacl6n para 

A. nlger y compara con 1114todos publicados anteriormente, en donde 

obtienen una mayor actividad (120 ul/g vidrio) para el mismo soporte, 

pero a 37° C, y entrecruzando con glutaraldehldo, aunque a baJas 

velocidades de reaccldn. 

Otro lrabaJo con el que e~ comparado el trabaJo de 

Ulerzblck\(1974> es con el de Kondo el al,1973,qulenes obtienen una 

.1ctividad.de la enzima de 200 ul/g a pH=4.5 y 55° C, las partículas 
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ut~da~ eran de malla 10-40, la desvenlaJa de ellos rue que en 16 hs. 

yo\ habían perdido 18X de la actividad Inicial. 

Los datos obtenidos por Ulerzblckl rueron de 95 ul/g cat a 55•c, 

un PH de 4.5 y un tiempo de vida media de SO d(as; tenlendose 80Y. de 

actividad retenida. 

Una gran variedad de tdcnlcas de lnmovlllzacl6n conocidas, ~e 

han Probado para 8-Galactosldasa ,encontrando reportes en la 

literatura como el de los finlandeses Llnko et al (19801, en donde 

prueban 8-galactosldasa de Asperglllus nlger ln1110vlllzada en resina 

renolformaldehCdlca por Medio de adsorct6n-entrecruzamlento. Este 

blocatallzador es probado en columnas de 50 mi <empacadas) con suero 

leido de leche <PH > 3.5 para evitar contaminaciones). 

La co11Pall(a francesa CORNING detarrolld un sistema de 

lnmovilizacl6n en vidrio poroso, por enlace covalente con 

glutaraldehldo, y con enzima de Asperglllus nlger¡ este siste•a 

trabaJa a pHs de 3.5 y temperaturas de SOºC, la compañía reporta una 

actividad enzlm&tlca de 500 u lactasa/g catalizador. 

Con respecto a este catalizador H.n. Dohan el al (19761, 

publican un artículo en donde presentan una experiencia 

'semlndustrlal. Ellos utilizan suero ~cldo de leche con un reactor de 

columna empacada; los resultados m&s Importantes son una vida del 

catalizador de dos años baJo condiciones de laboratorio, procesa 

30,000 de suero a la semana, resultando t.7 toneladas de Jarabe 

de\pu4s de la evaporacl6n. A\( \e con\ldera que la planta opera a 

360 l/h con un eox de hldr6llsls. 
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Hasld el momento solo se han presentado trabaJos enfocados hacia 

la lnmovlllzacidn de enzima de A. nlser o de aquellas que trabaJan a 

Acldos, siendo estos reportes de la 

literalura.Desatorlunadamenle en 

los 

K4xlco como se menclond 

anteriormente no serfan muy aplicables, ya que la mayo~ parte de 

suero que se produce es dulce, por el tipo de quesos que se elaboran 

(frescos>. Pero la razdn mAs importante es que no son aplicables a 

leche,puesto que los pHs a los que trabaJan estos catalizadores son 

ácldos<4 - 4.51. 

Por estas razones mencionaremos ahora aquellos reportes de la 

literatura en donde se mencionan catalizadores capaces de ser 

utilizados en leche, siendo esto en su mayorCa aquellos que utilizan 

enzima procedente de levaduras. 

Uno de estos reportes es el que presentan Kartyn y Ostergaard 

<19811, en donde ln110vilizan 8-galactosidasa Uorthin9ton Biochem 

Corp, en microcSpsulas insolubles en agua, resultando Islas con un pH 

óptimo de actividad de 7.2, por lo que se considera posible de ser 

aplicado en leche, aunque, esto solo haya sido probado a nivel 

laboratorio. 

Otro trabaJo Importante es el que desarrollaron Finochlaro y 

Richardson 119801,en donde Inmovilizan lactas• de Kluyveromyces 

.l:!!:.1.1!. en alúmina activada con un dicianato. El pH dplliwo fue de 7.5 

en la ln110vllización y el 6ptin10 para la actividad fue de 

6.5.Kenclonan que llene un rango muy corlo de variacldn de pH,ademls 

determinaron una estabilidad operacional bastante aceptable de 68 a 

104 días En cuanto a su estabilidad operacional se hicieron 

pruebas para un ullraflltrado de suero obtenido en la elaboración de 
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queso cheddar: las pruebas se realizaron en un reactor de lecho 

fluldlzado, Indicando e\tos experlMentos que la actividad catal(tlca 

dlselnufa en un 46X en las prlt111ras 22 hs, siendo esta ca(da de 

actividad bastante drl\tlca, no obstante que las siguientes 26 hs la 

caída de actividad fue •Ínl•a. 

Los dUtores reportan una eficiencia de 25'l. en la lnmovlllzacl&n 

referida a actividad enfrentada en la lnmovlllzacl~n, contra 

actividad expresada en el soporte. Esto se ve reflejado claramente 

en la actividad que presenta el catalizador y que es de 35 UL/g de 

soporte. 

Arne Dohlqulst and Bo Hattlason (1973), reportan un 

bioc~tallzador con la enzl•a Comercial Hawllact y que la Inmovilizada 

en gel de pollacrlla•lda por entrecruza•lento en clpsulas. Las 

c&psulas que obtienen fueron utilizadas para la hldr611sls de lactosa 

en leche. Lograron una ln•ovlllzaclón del 75'l. de enzima con un 60X 

de actividad retenida durante el proceso de inmovilización. No 

obstante los buenos rendl•lentos que obtienen en la 

inmovllizaclón,estos no se ven refleJados, en la actividad del 

soporte, ya que se tienen actividades que van desde 0.4ul/g 

catallzadorhasta 3.5 ul/g de c. siendo estos resultados los 6ptlmos. 

Finalmente, y para ter•lnar lo que corresponde a lactasa 

ln1110vllzada, hablare•os del trabaJo realizado por Oinelll,(1974); 

HarconlCl974,1979J;HorlslCl972Jy Pastore<l972,l974J: para la compa~(a 

Italiana SnaMproggeti consistente en el atrapa~lento de eniimas 

dentro de mlcrocavldades de rlbras porosas. Vale la pena mencionar 

que se hace lncapl' en estos autores, ya que en la actualidad, la 

compañ{a Snam Proggetl e~ la Única que ha desarrollado un proceso que 
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h.1 llegado a nivel Industrial. El Pl"Oceso se bau en logl"ar el 

~t ... apamlento de la 1lguiente •anel"a: 

l) Disolver un polÍmel"o capu de tol"111ar ribr.n en. un solvente 

lnmlsclble con el agua. 

?.> Emulslflcar esta solucl6n con la solucl~n acuo1a de la 

3) Extrudir la emulsl6n a ll"av4s de tinos orificios dentro de un 

líquido coagulante con la consiguiente· preclpltacicfn del polímero en 

rorm~ de finos tllalMllnlos. 

Al rlnal del proceso de obtiene un conJunto de lal"gos 

filamentos cada uno de los cuales se compone de una dlspersidn de 

pequeñ{slmas gotas donde se encuentra atrapada la enzima en soluctdn 

~cuosa. Las caracterlstlcas del polímero son tales que per111lten la 

libre dltusl6n de co~puestos de baJo peso molecular <0-800 gltM>ll, 

pero no pe1"111\len la salida de la enzima por su relallvamenle alto 

peso molecular. 

La tabrlcacldn de este soporte es muy similar a la t4cnlca que 

se sigue en la fabrlcacldn de hilos sintatlcos en la Industria 

text 11. 

L~ compa~(a Snam Pro99ell ha probado este tipo de soportes para 

diferentes clases de extractos enzim&tlcos, utilizando como polCmero 

trlacel~lo de celulosa, como son: amlnoacllasa, rumarasa, 
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glu~oamllasa, glucosa lsomerasa, lnvertasa, lactasa, 

mulllenzl•Atlcos, penlclllno amldasa, trlptorano slntetasa, etc. 

Reportan un rendimiento de lnmovlllzacldn de 300 mg de protefna por 

gra110 de polC11M1ro. Para este nivel de enzima Inmovilizada reportan 

eficiencias cercanas a la unidad. Por otro lado obtienen un mAxl•o 

de proteína ln110vllzada despuds del cual a •edlda que se au•enta la 

proteína Inmovilizada empieza a disminuir la eficiencia del 

catalizador, de lo que ellos deducen que es por problemas de 

transferencia de •asa. La actividad por lo tanto depende de la 

porosidad de las rlbras, calculando por mlcrofotograf(a un dllmetro 

de poro de apro~lmadamente 0.4 µ•. 

Una de las ventaJas que presenta el trlacetato de celulosa es 

que es un polímero neutro, es decir que sus mol6culas no presentaron 

cargas que puedan afectar a los sustratos o productos, o el valor de 

pH al que se trabaJa. 

Hablando espec(f lcaniente de lactasa 18-galactosidasal diremos 

que los primeros en conierclallzar leches deslactosadas con el uso de 

8-galactosldasa Inmovilizada fue la COtM>a1\(a Italiana Centrale de 

Latte de Hilan utilizando la tecnología desarrollada por Snam 

Proggetl. Esto se llev6 a cabo en una planta Industrial con una 

capacidad de 10 toneladas por d!a de leche tratada. La enzima es la 

lactasa de levadura ln1110vlllzada en fibras de trlacetato de celulosa, 

y se lleva en reactivos por lote a baJas temperaturas. La leche 

procesada, despufs de haber obtenido el grado de hldrdllsls deseado 

es distribuida al consumidor. 

Las lactasas de diferentes ruantes (E. coll y K. lactlsl ruaron 

utilizadas para evaluar el sistema de triacetato de 



celulosa<Horlsl,1972>. Encontraron graves problemas sobre todo en el 

aspecto p'rdlda de actividad ya que se enconlrd que la actividad 1e 

perdia considerablemente a ••dldad que •e au11entaba la te111Peratura de 

trabaJo, esto para auMentar la eficiencia del catalizador, razdn por 

la cual f lnal111ente la co•pañCa Central du Lalte deJ6 el proceso. El 

MlKlmo de lotes obtenidos sin una pfrdlda considerable de actividad 

(aproK IO~l rueron de 50 lotes a .,.e flnall'IH!nte la coMPanCa apt6 por 

trabaJar con la B-galactosldasa de A. nlser para el trata•lento de 

sueros Acidos lpH=4.5> ya que esta enzima es 11Ucho mls estable, El 

mismo artículo de Horlsl y Pastare <1972>, hacen un especial 'nfasls 

en la plrdlda de actividad de la enzima POr temperatura, ya que 

finalmente, es la causa de la baJa estabilidad y el proble•a 

principal de los calallza.doru de lactasa. 

Por estas razones la alternativa a seguir serta Inmovilizar a la 

enzima estabilizada, alternativa que toman en la Universidad de 

Nagoya en Japón al Introducir c4lulas completas de mlcroorganlsmos. 

Estos Inmovilizan 3 diferentes especies de microorganismos que son i: 

~· Lactobaclllus bulgarls y Klyveromrces lactls 

Los resultados en resumen son una meJor estabilidad de la enzima 

Y de levadura a la temperatura <trabaJan hasta 30ºCl siendo estable 

el catalizador, con una estabilidad operacional de 80 lote• continuos 

de trabaJo a 3Cl'C y una plrdldad de actividad de 107. en relacldn a la 

Inicial. La mAKlma actividad la obtienen para K. lactls. 

El problema principal que encuentran son los Inherentes al 

sosporte, Y que principalmente es el problema de la transferencia de 

m11sa. 
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El soporte utilizado es geles de pollacrllamlda en forma de 

pequeñas esf4ra,, 

El desarrollo de los \aportes con c4lulas ln1110vlllzadas ha 

tenido gran auge, sobre todo para aquella\ enzimas con graves 

problemas de estabilidad, como se menclon6 en apartados anteriores. 

Lo que finalmente se puede 

revisión blbllogr&flca es que 

concluir de estos antecedentes y 

los soportes catalizadores 

desarrollados, han sido enfocados casi todos a una gran expresldn de 

actividad enzlm,tlca,pero que no se ha logrado mantener una 

estabilidad operacional adecuada para uso Industrial. 

Por otro lado, se ve que trabaJos como son el de I. Chlbata para 

c&lulas Inmovilizadas los de la compañia Snamprogettl nos abren la 

alternativa de el uso de soportes Inertes en la hidrólisis de lactosa 

y el uso de las enzimas en su medio natural, como son las cdlulas 

para lograr una mayor estabilidad del soporte. 

Además en lo referente al uso de la enzima de levadura, nos 

brin~~ una mayor opcldn de aplicación, debido a que se trata de una 

enzima con un rango de pH que se puede aplicar, no solo a sueros 

dulces sino a leche como tal, ofreciendo un mayor interés en la 

Industria, sobre todo, por el hecho de que se abrlr(a un gran mercado 

para el apr1lvechamiento de lechas deslactosadas. 
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IU.-"ATERIALES Y "ETODOS 

!.-Preparación de medio de cultivo lfquldo. 

'..-Prepar~cl6n de medio de cultivo Inclinado. 

3.-Crec!mlento celular y recolecclon de células. 

4.-0etermlnaclÓn de crecimiento celular. 

5.-DetermlnaciÓn de la actividad enzimática B-Galactostdlca,para 

enzlma,c~lulas Permeablllzadas,Y fibras de acetato de celulosa. 

6.-Elaboraclón de las tlbras de acetato de celulosa,con y sin células 

de levadura lmetodologfa base}. 

7.-Reactlvos,soluclones,soluclones amortiguadoras utilizados en cada 

una de las metodologlas. 

8.-Equlpo y material utilizado. 
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HSDIO ne CULTIVO y CRSCIHIENTO CELULAR <FUNDAHENTOl. 

La preparación del medio de cultivo asl como el crecimiento 

celular.se basan en el melado de producción de B-Galactosldasa en 

celulas d1 levadura Klyxyero,ycgi frasllls.descrlto por Hahoney et 

al(l977l. Los autores diseñan un medio de cultivo con lactosa como 

fuente de carbono, enriquecido con sales de fosfato y amonlo,además 

enriquecen el lllf!dlo con extracto de levadura como fuente de 

vitaminas.As( las ruantes de nitrógeno seran el amonlo<NH4Jy el 

extracto de levadura.El medio de cultivo segun Hahoney et al(1977l, 

se esteriliza previamente a la Inoculación. La Inoculación se lleva 

a cabo con una relación de 20% vlv de lnÓculo, con una concenlract'6n 

de 6-7 gil de célulu;en el caso de cull ivo Inicial se lleva a cabo 

·por azada (J azadasl,y se detiene el crecimiento hasta lograr la 

concentraclon antes mencionada. El tiempo de crecimiento se flJa de 

acuerdo a estudios realizados por J. Torres et al<en edición>, siendo 

este de 14-16 hs, que es donde se obtiene la maxtma producclon de 

enzima B-Galaclosldasa de acuerdo a una curva de producción 

enzlm~llca dentro de una cinética da crecimiento celular<Torres al al 

en edición>. 

1.-"'PrapanclÓn de 111edlo de cultivo l(·quldo .. 

DascrlpclÓn de la técnica~ La preparación ·de medio líquido de 

·1acto1a consiste de 2 etapas que son, la dlsoiuciÓ~ de las sales y la 
. , 

lactosa ,y su eslerillzaclon. 



alDlsoluc!Ón de 'ales y lactosa. Se pesan las siguientes sales Y 

nutrientes para un litro de medio de cultivo: 

~. lp/vl 9/l 
Fosfato de potasio 0.3 3.0 

ldlbáslcol 
EKtracto de levadura 0.5 s.o 

Sulrato de amonio 0.56 5.6 

se disuelven en un volumen de 400 ml,y se aJusta el PH a 5.5 con ácido 
clorh(drlco diluido 1:2. 

Por otro lado se pesan 50 g de lactosa y se dlsuelven'en 600 mi 

de agua destllada,aJustando el pff a 5.5 de la misma manera que para 

l~s sales;esta cantidad de lactosa nos dará una concentración 

rlnal,al mezclarla con la solucl~n de las sales, de 5~ p/v.Cuando se 

ullllza lactosa grado reactivo y que no ha sido hidratada en 

exceso(grandes crl,talesl, no eKlste nlngun problema en la 

dlsoluclon, sin eMbargo si no se disuelve a la temperatura allblente y 

con JgltJclÓn,se tendra que calentar ligeramente para ravorecer la 

disolucionataproKlmadamente 50-60 grados centlgradosl. 

clEsterlllzacibn 

Teniendo los dos matraces de las soluciones anteriores se 111eten 

en el autoclave para esterlllzarlos a· l2l~C y 1.5 kg/cm2 tPSil de 

.presión durante 20 minutos.el obJellvo de mantener HParadas las 

sales de la lactosa,es evitar la caramellzaciÓn de este azúcar por 

JcclÓn de las· ules · ,as( conio las reacciones de oscurecimiento 

enzimático o de ltalllard~ 1\1 rtnallzar el tle111Po de uterlllzaclÓn· · 

se procedea mezclar los dos matraces baJo condiciones de 

esterilización ,con la ayuda de un mechero Flsher,la mezcla se lleva 

a cabo en un matraz rernbach de 3.5 litros de volumen nominal, 

teniendo as! un volumen de medio de un litro por cada matraz fernbach 

que se prepare. 
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2.-PreparaclÓn de medio solido. 

Descripción de la técnica 

La preparación de el medio solido de lactosa o medio 

~g~r-lactosa llene el mismo fundamento del medio líquido, sin embargo 

existe una disminución del porcentaJe de lactosa ullllzado,ya que se 

debe prevenir un crecimiento excesivo del microorganlsmo,y asl 

plerder estabilidad viabilidad en la cepa. La composición del 

111edlo es la siguiente: 

Y. g/l 
Sulfato de amonio 0.56 5.6 

Extracto de leva- o.so 5.0 
dura 
Sulfato de Potasio 0.30 3.0 

Sulfato de Magnesio O.OS 0.5 

Lactosa 2.00 20.0 

~~ 2.00 20.0 

Las sales se disuelven en agua deslllada 111enos el agar,y se 

aJusta el pff a S.5 calentando esta mezcla a ebulllclÓn,en este 

111011ento se agrega el agar,agllando a completa dlsoluci&n.El iaedio se 

esteriliza baJo las •lsmas condlclnes que el medio líquido en tubos 

de ensaye de l6xl50 a 111edla capacidad.transcurrido el tiempo de 

esterlllz~c16n se retiran del autoclave y se colocan en un plano 

Inclinado sin deJarlos enfrlar,de tal manera que lomen lá Inclinación 

del plano al gellficar. 

3.-Creclmlenlo celular 
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Descripción de la técnica.- Se parle de una cepa de levadura 

Kluyveromyces tragllis NRRL-5561 obtenida a travas de la Unlver,ldad 

de Davls California se 'lembra por azada en los tubo\ de medio 

Inclinado y se Incuba a 29°C durante 40 hrs, transcurrido este tla111PO 

se almacenan a 4• C para su utillzacibn posterior collO lnÓculos de 

medio líquido. Estos tubos con 11edlo de agar-laclosa se resiembran 

cada 30 dias para garantizar la viabilidad y estabilidad de la 

cepa.Teniendo estos lnÓCulos se preparan por otro lado 11atrace\ de 

250 ml con SO 111 de .adlo l[quldo,y despues de esterilizar se 

inoculan con 3 azadas de la cepa preparada.Se incuban a 29•c duranta 

15 hrs. con agllacion rotatoria de 160 rpm, o se detiene el cultivo 

cuando se tangan 6-7 9/l de células. 

Partiendo de estos matraces se Inoculan los •atrace' ternbach de 

3.5 de volulllfln no•lnal conteniendo litro da medio l(quldo,el 

lnÓculo sera da 20% v/v y se Incubarán lo' matraces a 29ºC durante 15 

horas,y con agitación de 160 rP•· 

Al termino del cultivo se recolectan las c~lulas por 

centrltugaclÓn del 11edlo de cultlvo,a 7000 rp11 durante 20 11ln. Ln 

células· se recogen del trasco de centrifuga da 250 11llcanlrltuga 

Beckmanl,y se secan por filtración al vacío en kltasato de 500 

111,hasta tener una hu111dad de 60 1. apr0Mlmada111nte.Las célulai una 

vez recolectadas y secadas se guardan a 4'grados centlgrados. 

alDeter11lnaclÓn del creclmia~to celular. 

El crecimiento celular en el medio de cultivo sera determinado 

por densidad Óptica leida b~Jo una curva donde se grafica peso seco 

de c~lulas de levadura contra n.o. a 650 n11 en un e~pectrototÓmetro 
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Deckraan de la slgulenle raanera: 

t.-Se l0411an muestras de una suspenslbn de células de levadura K.rragl-

J.U,y se colocan en una estura a 105° C hasta lota\ sequedad 

2.-A partlr de aste polvo se preparan disoluciones de diferentes con -

centraclones desde O hasta 5 119/ml 

3.-De cada disolución se realiza una dilución de 1:50,de tal manera que 

la'> lecturas de las disoluciones entren dentro dt!l rango del apara-

to. 

4.-Se realiza la lectura de las diluciones a 650 nm,y a partir de los 

dalos obtenidos se construye una curva con ecuaclon r= mx+b. 

se realizaron lecturas de soluciones de 

concentración desconoclda,despuas de diluir 1:50,y mediante estas 

l~ ecuación de la recta se calculo la concenlrlc!Ón celular de la 

siguiente -anera: 

y - b 
x=conc ce tu 1 ar=---··--- =<119/ml) 

• 

en donde y=lectura de o.o 
11=0,084 (pendlente de la recta) 
b=tnterceccl6n de la recla = 0.006 

5.-Det~rmlnaciÓn de la actividad B-GalaclosldÍca en c~lula5 

llbres,blocalallzador y enzima purificada por el melado del OHPG. 

L~ determinación se basa en la hldrÓllsls del cromogeno ONPG por 

\.1 ~nzim~ B-galactoslrlasa(3,2.l.23lde levadura que etectua la 

7( 



hldrÓllsl~ de la lactosa, de tal manera que ;e utiliza al ONPG como 

sulr.,lo de prueba en el ensayo de la deler11lnaclÓn de act lvldad 

enzlm~tlca, para dicha enzlma<Lederberg et al,1950.,Kuby el 

.1l, l953l.EI método elegido para e;la determinación fue elaborado por 

Lederberg y po;lerlormente lo modifico Kuby, adaptandose en el 

dep<lrlamenlo de Biotecnología del CEINGEBI-UN~K para célula; de 

levadur<l K. traglli; a;I como para blocatalludorn. 

El gllco;ldo OHPG<o-nllrofenllO-D galactoplrano;ldo) que 

permanece Inerte a un pH=7 o cercano a e;te dando solucione; 

lncolora;:cuando soluciones de e;te tipo se ponen en contacto con la 

endm.\,sa lleva a cabo la reacción de hidrólisis del 

compuesto, llberandose una Molécula de galactosa una de 

ONP<o-nllrotenol> por cada Molécula de ONPG hldrollzado.El ONP 

liberado se detecta coloriinétrlcamenle, debido a que en solución 

produce una coloracl~n amarilla. 

La determinación cuantitativa se realiza de acuerdo a que la 

coloración sera proporciona\ a la actividad enzimática y al tiempo de 

hldrÓllsls.La determinación se realiza en un espectrototÓ11etro a 410 

nm de longitud de onda,cn la cual se obtiene la máxlMa absorbancla 

del compuesto colorido ONP<Kuby el al 1953), 

Descripción de lo\ l~cnlca para enzima Inmovilizada.En una celda 

de espectrototómetro mezclar las siguientes soluciones: 

2.6 mi de Buffer de rostalos O.to, pH=6.6 

0.1 mi de B-mercaptoetanol 3.36K 

0.1 mi de cloruro de magnesio 0.03H 

O.l ml d~ enzima 11 ul/ml)M 

~l ul=unlda~ de lactosa=canlidad de enzima que libera 
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un micromol de o-nitrotenol en un minuto a 37°C,pH=6.6 

La mezcla se Incuba durante 3 minutos a 37° C en el 

e;pectrofotómetro.Posteriormente se adicionan 0.1 mi de soluci6n d~ 

ONPG 0.065mH se registran las lecturas del aparato, previamente 

aJustado a 410 n•,cada 30 seg. durante 3 111in. 

Con las lecturas obtenidas se realizan los cálculos de actividad 

enzlm~tlca de acuerdo a los cálculos del final de este inciso. 

Oescr1pciÓn de la t~cnica para células permeabilizadas. 

Teniendo un paquete celular permeabllzado se procede al 

siguiente tratamiento de deter•inacidn de actividad 9-galactosldasa: 

Se mezclan 18.2 mi de buffer de fosfatos pH 6.6 0.1 H 

0.7 •I de solución de B-mercapt04tano, 3.36 

0.7 mi de solución de cloruro de magnesio 0.03 

0.7 mi de suspensión celular de O.O. <conocida) 

La mezcla se Incuba durante 3-5 minutos a 37°C en un ba~o de 

agua caliente. Transcurrido este per(odo se adiciona la solucl6n de 

' OHPG (0.7 mil de molarldad 0.068mH. Se toma una alfcuola en este 

Instante y se del lene la reaccló'n al pasar la alícuota en balfo a 

ebullición durante 5 •lnutos, uta muestra nos servid como bl.1nco de 

aJuste de nuestras determinaciones. Se conttriuan las determinaciones 

durante aproKlmadamente 6 minutos, lomando al(cuolas cada minuto, y 

deteniendo la reacción en estas •lÍcuotas tambl~n en un bano de 

11bul 1 icldn. Se centrifugan las muestras a 3000 rpm durante 15 mln. 

Se leen las muestras de sobrenadante J 410 nm en O.O. y se ·realizan 

los siguientes cllculos: 
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Se calcula la concentración de ONP liberado por al para cada 

tiempo de alfcuota, por medio de una curva tipo que tiene los 

siguientes parlmetros: 

m-= 0.5447 

h-= 0.039 <valores de la ecuación de la curv~ tipo) 

r= 0,99989 

por medio de la ecuacl•fo y:mx+b, donde: 

x ~s la concentraci6n de ONP 

m es la pendiente de la recta 

b Intercepto en el eJe de las y, 

y olbsorbanc i -1 

Con los datos obtenidos ~e construye una grátlca de 

concentración contra tiempo de donde se obtiene una recta cura 

pendiente 
, 

sera Igual a: UONPG o velocldad,que al multiplicarse p1or 

el volumen de reacci6n se obtendrá una actividad total para el 

volumen de reacci6n·maneJado, en UONPG= UONPG totales. 

El resultado obtenido se dlvlde entre los gramos de cllulas que 

se m'1neJaron en la reaccldn, Para asi obtener una actividad 

específica de las c~lulas utilizadas en UONPG/g de enzima= UONPG 

espedtlcas. 

Determinación de actividad B-galactosCdtc1 en Blocatallzador 

(flbrols de olcetato de celulosa) por el mátodo del·ONPG, así cotlO 

evaluaci~n de la lnmovillzacldn por el mismo m•todo enzlm¡tlco. 



Descr1Pcl6n de la t4cnlca para el blocatalllador. 

"ezclar 37.8 •I de burrer de fosfatos pH= 6.6 

1.4 •l de cloruro de •agneslo 

1.4 •l de solución de e--.rcaptoetanol 

0.06~ de fibras de acetato de celulosa con cflulas de levadura 

lnraovillzadas. 

La •ezcla se incuba durante 3-~ Minutos a 37°C en bano de agua 

Transcurrido este período se adiciona la solucl6n de ONPG <l.4 •ll de 

molarld.1d 0.0681N. Se lo.a una alícuota de 3 •1 al tle.po cero Mln. 

de la reaccl6n y '' contln~i la deter•lnactd'n durante 12 •In. to.ando 

altcuotu c1d1 3 •In. 

La evalu1cl6n de la ln1110vlllzacl6n se deler•lna en este pato de 

la tlcnica, ya que de cada alfcuota se coloca 1.5 •l en 2 tubos y en 

uno se datlene la reaccl6n por bano a ebulllcl&n durante 5 •lnutos 

en el otro no se detiene la reacct6n ya que se sUPone que al sepa~ar 

el sustrato de la fuente enzlmltlca que est4 contenida en las fibras, 

no habra enzl1as que contlnae la reacct6n y por lo tanto no habra m~s 

produccldn del COllPUesto de color a•arlllo ONP. Final.anta esto es 

COlllProbado 11 co.parar las l1ctur1s a 410 n• de los dos tubos de 

11Uestra del •l•llO 11111110, de donde se tendrán las siguientes 

opciones: 

-SI la lectura es la •ls•a para los dos tubos entonces se considera una buena 

1nraovl11 zac Ión. 

-SI la lectura et mayor para el tubo en donde no se detuvo la reaccl6n por 

temperatura entonces se considera una mala lnmovlllzaclon, ya que la 

re~ccl6n continuó produciendo el compuesto colorido ONP, y por lo tanto 
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produciendo una mayor lectura. 

De esta manera, cuando se tiene una perrecta lnmovlllzacl6n, es 

decir cuando no eKlste salida de actividad enzlm~tlca del soporte 

hacia la mezcla de reaccldn, 

enzlmitlca del soporte del 

se procede a calcular .la actividad 

Mismo Modo qua para cllulas 

permeablllzadas, por supuesto, teniendo en cuenta que el volu•en de 

reaccl6n ser& dhora de 42 mi, y que el peso de la fuente enzl•Atlca 

es diferente. 

6.-ftetodologfa estandard para la Inmovilización da células antera1 de 

levadura con actividad de B-galactosldasa en fibras de acetato de 

celulosa cOllO soporte. 

FUNDANENTO.- La t•cnica se ·basa prlnclpal•ente en el 

atrapamlento de las cflulas ent4ras permeablllzadas de levadura, 

dentro de una matriz pollm4rlca Inerte, que en este caso es el 

acetato de celulosa y asegurar la lnmovllizacl6n por 11edlo de una 

reaccldn de entrecruzamiento, entre las proteínas de las c(lulas y 

una proteína adicionada dentro del saporte, utilizando colllO puente un 

agente enlrecruzante cOtllO es el caso de la carbodl•lda. 

La reaccl~n que se lleva a cabo, es prlMero una reaccld'n entre 

los grupos carboxllo <COOH> de cualquiera de las proteínas, r el 

grupo carbodlmlda dando colllO resultado una acillsourea. 

Posteriormente se llevará a cabo una aco111Pla•lento entre el grupo 

activado aclllsourea r grupos nucleotlllco de las otras proteínas; en 

este caso la reacctdn se ,lleva prlnclpal11ente con grupos amino. 

El mecanismo de reaccldn que se lleva a cabo es el que se 

describe en la tlgura<1>, baJo las condiciones anotadas. 
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La carbodlmlda utilizada para la la 

t-etll-3,3-dlmetilamonlo propll carbodlmlda, y la proteína adicionada 

al soporte es albÚ•lna ,érlca bovina. 

DESCRIPClOH DE LA TECHICA 

A partir de un paquete de c&lulas de levadura per11eabllizadas, 

que son suspendidas en solucld"n amortiguadora de rostatos de pff6.6 Y 

0.1 H se prepara una mezcla con una soluci6n de albÚ•ina 2SOmg/ml y 

0.5 mi de glicerol. Por otro lado se disuelven 500 119 de cristales 

de acetato de celulosa en 5 mi de acetona y se hO!I09eniza con 0.5 al 

de e111Ulslrtcante con un HLB=9 

La suspensldn c•lular es colocada dentro de una Jeringa de 

pl&stico de 5 al, y se gotea a la solucidn de acetato de celulosa con 

constante agitacldn dentro de un VorteK, hasta foraar una emulsldn 

estable. 

Cuando se llene una emulsldn estable, se procede a la reaccldn 

de entrecruzamiento, al agregar 0.5 mi de soluci6n de carbodlmlda 100 

•9/ml y contlnu~r la agllacl6n durante 15 minutos para favorecer el 

entrecruzamiento. 

Transcurrido este lle111Po, se coloca la e111.1lsldn en el fabolo de 

una Jeringa de 5 mi y se eMlrudt a lrav•s de una aguJa de Insulina, 

cuyo dii11141tro es 3 11111, en un bano de tolueno para Inducir la 

preclpltacidn del acetato de celulosa. El pol( .. ro obtenido en roraa 

de fibra se separa del tolueno, se evapora el tolueno residual a 

teMperalura atllbiente y se almacena a 4°C en caJas de petrl, selladas 

con papel pararllm. 
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7.-Reactlvo' y 1oluclon1' aMOYllguadoYas utilizada~ en la1 

111elodol09fa, experl111nlales. 

t. Soluct6n a110rll9uadora de fosfatos de potasio pH= 6.6 O.I H 

2. Solución de B-111rcaploetanol 3.36 H 

3. Solución de cloruro de magnesio 0.03 H 

4. Solución enzlm4llca 

5. Solución de sustrato de ONPG lo-nltrofenll 8-galactOPlranosldo> 0.068 ft 

6. Solución de ácido <HCll para aJU'ile de pH 

7. Solución de base <HaOHl para aJuste de pH 

8. Acetato de celulosa disuelto en acetona 

9. E11Ul,ltlcanle HLB= 9 

10. Solución de albÚ•lna sérlca bovtna. 
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e. Equipa y material utilizado. 

" - B~lanz~ analltlca capacidad 100 g (5200) Bosch 

- Bano de .lgua con agitación rotalolria <modelo G76l New Br1Jnswlck 

Sclantltlc Co. 

- Centrifuga cl!nlca 5000 rP• (sol-ball Aparatos Clenl(flcos. 

- Cenlr(fuga de alta velocidad con refrigeración <Sorvall RC-58) Du pont 

lnstrument-s 

- Colorlmetro Cspectronlc 20l Bausch Lomb 

- Spectrofolómetro <modelo 35) Beckman. 

- Potenciómetro <PH meter 125) Cornln9 

- Super Hlxer <vortex) de velocidad variable. 

Lab llne lnstruments !ne 

- BOl!lba de vacío doble sello Fall Uelch. 

- Jeringa htpodérNlca 5 mi Becton Dtcklnson 

- AguJa hipodérmica para Insulina Beclon Olcktnson 

- Tubos de ensayo de 22 x 150 •N 

- Tubos de en-sayo de 16 x 150 mN 

- Hatr4z erlenmeyer 250 •I 

- HatrAz erlenmeyer 25 •I 

- Hatr4z erlen!Mlyer 50 •I 

- Hatr~z Fernbach 2.8 1 

- Probet.\ graduada 100 mi 

- Hatr4z aforado 10, 50, 100, 1000, 2000 mi 

- PlstJta 
• 

- Hatr4z kltasato de 500 mi 

- Buchner con alargadera 

- Trampa con ~ondensados en bomba de vaclo 
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- Proplpeta de 10 mi Cornlng 

- Pipetor Hacro Set S mi Oxrord Laboratortes. 

- Parrilla con placa agitadora Cornlng. 
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IV.-RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS 

t.-NETODOS DE INHOVILIZACION EVALUADOS 

alCarragenlna 

blAlu111ln~ 

c>Flbras de heneken 

dlAcetato de celulo~a 

2.-ELECCION DE LA CEPA A UTILIZAR 

a>Kluyver0111rces fragllls L-278 

blKlyyv1r09yc1s frasllls NRRL-Ylt09 

clKlurver0111rces fragllls NRRL-Y5561 

elKluyvero111yces lactls CEFICE-UNAH 

3.-DESARROLLO DE UN SlSTENA ESPECIFICO DE INHOVILIZACION PARA CELULAS DE 

LEVADURA K.frasllls,UTILIZANDO COHO SOPORTE ACETATO DE CELULOSA. 

alProPorclÓn de las tases 

b>E1111.1lslflcante utilizado 

clConcentraclÓn ÓPllma del acetato de celulosa 

dlElaboraclón de la f lbr~ 

llslstema de extrusión 

lllslstema de precipitación 

4.-0PTIHIZACION DEL ATRAPAHIENTO CELULAR 

a>Concentraclón celular utilizada 

llcomo suspensión 

lilcomo paq1Jete celular 

blEleccton del nivel Óptimo de permeablllzaclón con fines de lnmovtll

zac i6n. 



5.-ELECCIOH Y OPTIHIZACION DEL AGENTE ENTRECRUZANTE 

alAdlctón de un agente protector 

llalbúmlna 

lllgllcerol 

blElecclÓn del curtiente 

llglularaldehldo 

lllcarbodlrAlda 

cl0pllmlzacl6n en la utlllzacldn del curtiente 

llconcentraclón 

liltlempo deenrrentamlento 
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1.-HETODOS DE INHOVIL!ZAC!ON EVALUADOS. 

;i)C;irr;igenina 

b>Alúmina 

clFibras de henek~n 

dlAlginatos 

elAcetato de celulosa 

L~ eleccidn de un sistema de 1nmovilllaciJn Para la enzima 

B-G;i\actosldasa,ha sido motivo de diversos estudios realiz~dos dentro 

del grupo de trabajo del Departamento de Biotecnología del Centro de 

Investigaciones sobre lngen!er!a Genética y Bioter.nolog(a de la 

UNAHICEINGEBl-UNAH>.Los intentos realizados para el establec1m1enlo 

dP.l sistema adecuado ie podrían resumir en la labia <'i> en donde se 

.analizan los trabajos realizados dentro del grupo para Inmovilizar la 

enzima semipurlttcada de Klyyyeromycej tragllls Haxllacl L-~OOO(Hl. 

TABLA ( ~ >. -D !FERENTES HE TODOS DE tNHOVl L IZAC 1 OH EVALUADOS EN 

EL CEtNGEBl-UNAH PARA EHZ!HA HAXILACT L-2000. 

SOPORTE 

GEL DE CARRAGENIHA 

FIBRAS DE HENF.KEN 

GF.L DE ALGINATO 

FIBRAS DE ACETATO 
DE CELULOSA 

ACT. ESPEC!FlCAlprobadal REFERENCIA 

0.54 UONPG CHIBATA,1.,1979. 

0.31 UONPG 

0.00 UONPG 

l. 54 UONPG HORIS!,F., 1972. 

De esta labia se puede observar que la máMlma actividad. 

específica, lo presentan las fibras de ~cetato de celulosa.Sin 

embargo las aclividadei especificas que se pr~sentan son m~y 

bajas,pesa a que se esta utillz~ndo enzima llbre para su 

i nmov i l i z,1c iÓn. 
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La• baJa• actividades que se presentan en dicha labia, pueden 

ser consecuencia de las condiciones de lnmovlllzaclon que estan 

afectando la estabilidad de la enzima.As( te~emos por eJemplo que las 

temperaturas de 40°C o superiores,necesarlas en la inmovllizacl6n Por 

atrapamiento en geles de carragenlna desnaturalizan a la 

P.nzlma<Uhitaker,1977!.Por otro lado las reacclohes que se llevan a 

cabo entre los diferentes grupos utilizados en la lnmovlllzaci6n par 

enlace coavalente<Flbras de henekenl afectan a las sillas activos de 

la enzima de tal manera que se pierde la mayor parle de actividad 

enzim.ít ica. As{ factores coma pH o cationes divalente~ que puedan 

participar en dichas reacciones de enlace coovalente, 

afectando la eKpreslÓn de actividad de la enzima. 

es taran 

El caso de los alglnatas es un casa especial, ya que pese a que 

se trata de una Inmovilización por atrapamienta,en este caso no se 

utiliza temperatura para inducir la lnmovlllzaclón,sino que se 

utilizan iones Calclo++, sin embargo con la adición de estos Iones se 

afecta la actividad enzlm~tica ,puesto que producen un efecto 

inhibltor I•> en la actividad de la enzima B-Galactosldasa de 

K. rragl 11 s< HahonP.y, 1979 l. 

En lo que respecta a las fibras de acetato de celulosa 

profundizaremos en la dlscuslón,dado que en primera instancia es el 

soporte que nos ofrece mayare•; ventaJas, das tacando entre estas: 

1.-Presenta,segÚn reportes de la literatura y los resultados l1farados 

en el grupo de trabaJo, las mas altas actividades enzlmat!cas<Harlsl y 

P.is tare, 1973 l 
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2.-Se trata de un soporta que se elabora con materias primas de rácll 

~dqul~lclÓn!Glekas,1985> 

3.-Se trata de un soporte con grandes posibilidades de manufactura 1 

utilización a nivel piloto o escalas superlores<Gtekas,1985J 

4.-Se trata de un slstemacon dificultad de atqáques mlcroblanos y que 

ademas esta aprobado por legislaciones sanitarias para su utilización 

en la Industria alimentarla. 

Para nuestros obJetivos en particular,pretendemos partir d~ este 

sistema como base y nt0dlflcarlo de tal manera que se puedan utilizar 

células de levadura con actividad B-Galactos(dlca,ya que se pretende 

.establecer un sistema de Inmovilización tal,que no se afecte tan 

cr{tlcamenle la actividad de la ent.ima.Se espera obtener meJores 

resultados en la inmovilización de células de levadura al proteger a 

la enzima de las condiciones agresivas del proceso de Inmovilización 

y/o que meJore la estabilidad operacional del 

La Inmovilización de células enteras presenta una alternativa 

lnteresante,como se discutió en el cap{tulo de antecedentes,y esto es 

porque dP.sde el punto de vista económico se ahorran las etapas de 

purificación de la enzima<Chlbata,1979l.Podrlan existir restricciones 

sanitarias en el uso de células enteras, sin embargo, las c&lulas de 

levadura estan aprobades por las legislaciones sanitarias Para su 

utlllzaclon en ·alimentos. Especlficamente h~blando del sistema que se 

pretende maneJar, la• células de K.fragills han sido utilizadas 

dentro de la lnduslria alimentarla para la hldr6lltls de lactosa en 
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locho y suero dulce de leche, ya que su rango de pH Óptimo es de 

6-7<H~honey, 1977 l. 

De l~s consideraciones anteriores se decidió trabaJar el sistema 

de fibras de acetato de celulosa-celulas de levadura,por un método de 

atrapamiento-entrecruzamlento ,para garantizar la lnmo~lllzaci¿n de 

las calulas,ya que no se trabaJo con trlacetato de celulosa como lo 

Yaporldn en la literatura <tlorlsl 1972.,Llnko, 19801, sino que se 

tr.1baJo con acetato de celulosa, poi (meYo menos YJ111l flcado, / que 

resulta en un tamaño de poro mayor en la tlbra que el trlacetato de 

celulosa. La utilización de rlbras de trlacetato de celulosa como 

soporte en la inmovilización de enzlmas,ha sido ampliamente descrito 

por Horlsl y Pastora 11972l,slendo en la actualidad el Único m~todo 

por el cual se ha Inmovilizado enzima purificada de levadura y 

utilizado a nivel piloto o semlndustrlal en la hidrólisis de lactosa 

en leche y suero dulce de lechellOOOO litros/dial. Sin embargo el 

problema de este catalizador y de todos aquellos catalizadores que 

utilizan enzima purificada es la baJa actividad enzim¡tica as{ co1110 

su baJa estabilidad operacional<Llnko 1980.,Horlsl y Pastore;l972). 

A continuación se presentan en detalle los resultados obtenidos 

para fibras de acetato de celulosa obtenidos para la ln111ovlllzaclÓn 

de Haxllact L-2000<Hwl. 

Inmovilización de enzima .- Se prepararon fibras de acetato de 

celulosa mediante la formuiac!Ón base que se presenta en el cap(tulo 

de metodolog{as,obteniendose los siguientes Yesultado5: 

1174 uONPG 
Actividad específica del Hx =--------

mi de H~ 

Actividad ofrecida de enzima 
Hx Para la lnmovlllzáclón =104.49uONPG 
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Actividad específica da las 5,16 uONPG 
flbras<uOHPG/9 de f lbra) =---------

9 da fibra 

gramos de fibra obtenidos =0.4482 g 

Con al fin de delectar •I la enzima se inmovilizaba dentro del 

1oporte,en la determinación de actividad enzimática de las fibras se 

dividieron las 111Uutru deteniendo la reacción como se muestra en el 

cap(tulo de 11etodol09{as,para la determinación en fibras de acetat~ 

de celulosa.En cada uno de los tubos le{dos se enconlro salida de 

actividad enzimática hacia la mezcla de reacción. Posterior a la 

deter•lnaclÓn sa lavaron las fibras en solución amortiguadora de 

fo1fatos con pH=6.6,y se volvió a realizar la determinación , no 

detectandose actividad por lo que sa realizó la prueba en el buffer 

·de lavado ancontrandose reacción colorida. 

Se reallzÓ tamblen una prueba de lnmovlllzactón de célulu 

permeabilizadas de lavadura de la 1lguiente manara: Se prepararon 

fibras de acetato da celulo'!a de acuerdo a la formulación base.solo 

qua se adicionó en lu9ar da enzima Kx un volumen Igual de suspensión 

celular da K.fraglll1 perlMlablllzadas al 20~ con toluano. 

Los resultados obtenidos para la determinación da actividad 

enzimática de las fibras con células Inmovilizadas son los 

siguiente'!: 

588 uONPG 
Actlvlda enzimática de las cqlulas =----------

g de ceh. 



Actividad enzimática arrecida para 
la lnmovlllzact6n =117.6 uOHPG 

6.4 uONPG 
Actividad especlrtca de la fibra =----------

g de rtbra 

gramos de fibra obtenidos =0.1561 g de f. 

Tamblen se detectó salida de la actividad hacia el sobrenadante 

y se observé una p~rdlda de actividad enzimática de las fibras 

posterior al lavado después de la determinación, pues se llenen 1.33 

uONPG/g de fibra ademas de reacción colorida en las aguas de lavado. 

Como se ob~erva e~te m~lodo de inmovtllzaciÓn ª' el que nos 

ofrece una mayor actividad ca11parado con los demas niétodos 

probados,sln embargo presenta la gran desventaJa de que no retiene 

totalmente a la enzima COlllO se reporta en la 

llteratura<Horlsl,1972>,aun cuando se Inmovilizan células.Como se 

dlJo antes puede ser debido a que no se esta trabaJando con el 

trlacetato de celulosa sl no que con el acetato monosustltutdo,dando 

como resultado· un tamaño de poro en la rlbra mayor. El valor de 

actividad enzimática que se obtiene para células Inmovilizadas 

también es baJo,pero cabe mencionar que el sistema de in1110vlllzaclÓn 

esta diseñado para enzima purificada, ast que para una real 

comparación de las células Inmovilizadas se lendr{a que optimizar el 

sistema. 

Contando ya con un sistema base de lnmovil izactón, que con las 

que orrece la inmov!llzaclón de células, podría ser 

mejorado, ya que como se ve en los resultados en el sistema de 

r.elulas Inmovilizadas, la inmovilización parece ser mas erlclente, al 

retardarse mas la salida de la actividad enzlmitlca hacia la mezcla 
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de re.1cci'5n daspuos de los 1.1.,ados de las fibras.En las sl9u1~ntes 

et~Po\S del lro\bajo se modltlcÓ el sistema base de enzima Inmovilizada 

y ~e optimizó para células de levadura K.tragllls. 

~.-F.LECCIOH DF. LA CEPA A UTILIZAR 

P~ra la Qleccibn de la cepa a utilizar para la inmovlllzacl~n.se 

tom~ro\n en r.uenta varios factores para su evaluación, de tal manera 

que de lots cepas disponibles se escogiera aquella con las meJores 

pro1>ied.1des para la lnmovll tzaclÓn. DentYo de las cayacterístlca-; 

dP.seotd~s Po\Ya nuestra cepa se estan las siguientes: 

-alta actividad 8-Galactosldlca 

-fácil de propagación 

-rango de pH de trabaJo de 6-7(optlmo para 

leche y suero dulce de leche> 

-estable geneticamente y tislologicamenle 

-aprobada POI" las normas sanitarias vigentes 

paya su ullllzaclÓn en allmanlos 

De dr.uerd~ a lds consld~raclones anteriores se decid!& lrabaJar 

con levaduras ya que reunP.n las siguientes ~araclerfstlcas: 



-Un~ de I~• mas Importantes es que e5tan aprobadas por las 

legislaciones ~anltarlas para su utilización en alimentos,as( de esta 

manera se de'Scartan cepas bacterianas con actividad de 

B··G.\l.1ctosidasa tales coma las de ~ 

-F.\ rango de pH en el que se encuentran sus valores Óptimos de 

actividad B-Galactos(dlca van desde 6.3 hasta 7.5<Hahoney, 19771,por 

lo que cepas de hongos se descartaron puesto que 'SU rango de PH de 

trabajo esta al rededor de 4.5 

-Ad~mas existen cepas y variedade'S de levaduras que no'S otrecen alta'> 

actlvldade'> enzimáticas.son de tácll propagación y genetlcamente Y 

fislologlc:amente e"Stablu<Uhitaker, 1977. ,Kori">I, \972J. 

Dentro del grupo de lrabaJo se canto con las 'Siguientes cepas de 

lavadur.\: 

CEPA PROCEDENCIA 

Kluyvergmyces la~lls Centro de Flsiolog1a Celular 
UNAH 

Kluyyeromyce$ rrasllls L-278 CINVESTAV-IPN 

Klurveromrces tragllls C-351 U. de Callfornla,Davis 

K.fragllls NRRL-Y\109 U. de Callfornla,Davl'i 

Estas cepas se propagaron de dcuerdo a lo descrito en el 

c.1pf lulo de melodolog{as en matraces fernbach,para su po~ler lar 

co'Secha por centrifugact6n. El paquete celular obtenido es sometido 

a un trdlamiento de permedbillzaciÓn bajo dos niveles de 

concentraci~n de tolueno: 

Nivel baJo=l.5 mi de tolueno por cad• dos gramos de ce!. 

nivel alto=3.0 mi de llllueno por e.ida dos gr;;mos de cal. 



-. 

F.I volumen de permeabllizaclÓn se lleva a 15 mi con solución 

.\1110rl19u.1dora de rodales en un tubo con agttactón continua. 

T1Jrmin.1do el tiempo de per111eabllzaclÓn se determina actividad 

enzlm~tlca a cada una de las cepas Permeabillzadas.Los resultados se 

111uestran en la tabla(5l. 

Como se puede ver en la lablatS ), es claro que la cepa de 

K.fr.19llls HRRL-Yl109 muestra un nivel de actividad muy superior al 

de las demas cepas de colecclÓn.Tallb1en se observa que el tratamiento 

con tolueno no afecta considerablemente la actividad enzlmatlca, 

claro e'ita, es necesaria una OPlimlzaclÓn del. tratamiento de 

permeablllzac!Ón para las nececldades del trabaJo, de tal manera que 

no se extraiga la enzima, que se mantenga una considerable 

actividad enzimática dentro de las c'lula~. El tener actividades 

enztm~tlcas altas permlttra en el futuro utilizar la menor cantidad 

da f1mnte enzl111.át lca<cél1Jlaslen el proceso de lnmovillzac1Ón, 

d.\ndanos la posibilidad de tener un catallzaJor con alta actividad 

especlflca<uONPG/g catl de esta manera poder hldrollzar mayor 

cantidad de sustrato en menos tlerapo, De asta manera se decidió 

trabaJar con la cepa que presenta las meJores características: 

K\uyveromyr.ei tragllís NRRL-Yll09. 



Tabla<Sl.- COKPARACIOH DE LAS DIFERENTES CEPAS DE LEUADURft ENSAYADAS 
PARA ACTIVIDAD B-GALACTOS!DICn A DOS DIFERENTES NIVELES DE 
PERHEABILIZAC!ON. 

K. r. L-278 K.t.C-351 K.tNRRL-Yll09 K.l CPC-UNAH 

Nivel baJo 3.8 0.36 30.6 0.16 

Nivel .lila 18.25 08.4 436.0 0.26 

Actividad e~l~átlca en unldade~ de OHPG/g de c~lulas 
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3.-DF.SARROLLO DE UN S!STEHA ESPECIFICO DE INHOUILIZACION PARA 

CF.LULAS DF. LEVADURA K. tragill\ UTILIZANDO cono SOPORTE ACETATO DE 

CF.LULOSA. 

La elaboración del soporte para la lnmovlllzaclÓn de células de 

levadura con actividad B-Galactos{dlca en fibras de acetato de 

celulosa.utilizando coMO slsteNa base el propuesto Por Dlnelli 

Pastore(l972),y modificado para la in110vlllzaclÓn de células consta 

de 2 etapas prtnclpale': 

1.-E111Ulslón 

2.-Extruslón 

Considerando e\ta\ dos etapas COllO crltlcas para la elaboración 

y propiedade' de las fibras, se llOditlcÓ y opll•lzÓ el sistema para 

·la ln1110vllizaclÓn de c'lulas de levadura de la suigulenle manera: 

alProporctón de las fases.-DelermlnaclÓn de la proporción 

Óptima de las fases que constituyen el sistema 

blEmulslflcante utllizado.-UtillzactÓn y optimización del 

agente emul~lficanle 

cJConcenlractón Ópll•a del acetato de celulosa.-Uarlaclón 

de la concentración. 

dJElaboraclÓn de la fibra.- !-diseño del sistema de extrusl~n 

il-dlseño del slstP.ma de preclpllacl~n 
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-t>Prcporctón de l.ls tases.-Deter111lnaclÓn de proporción Ópllma de las tao;es 

que constituyen el sistema. 

Da 11cuerdo a la fon~ulaclÓn base se flJÓ una concentración de 

.lcet,1lo de celulosa de 300mg de acetato/5 mi de acetona<60m9/1111) Y se 

.ldlcionó una mezcla de emulsltlcantes con un HLB=6.y se utilizó una 

concanlrilclÓn celular en su~penslón de 0.1 g/l. La composición de las 

filse'l que constituyeron el sistema rué: 

Fl\SE ORGANlCI\ 

-soluclÓnde acetato de celulosa en acetona 

-emulsltlcante 

Fl\SE l\CUOSA 

-suspensión celular 

-soln.amorllguadora pff=6,6 

Se homogentzaron las tases, se elaboró la emulsión y se 

eKtrudleron en baño de tolueno<~todologfa elaboración de la 

flbril>.Las variaciones se realilaron en función de los volumenes 

utilizados de cada una de las tases. Los parámetros evaluados en las 

diferentes e111Ulstones y en las diferentes fibras obtenidas fueron los 

siguientes: 

Emulstón:-observaclÓn visual 

-observación al microscopio 

· Flbr,as: -comportamiento en la e>Ctruslon 

-características t{sicas de las fibras 

•elasticidad y resistencia a la deformación 

••peso de flbras<rendimlenlo> 
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La evaluación se realizó de la siguiente manera: Para 1 a 

emulsión se consideró la sep.aractón de las tases despues de re~llzada 

\a emulsión.determinando el tiempo en el que las fases se separan. La 

medición se llevó a caho en el tubo en donde se llevó a cabo \a 

emulsión y con reposo del tubo a teniperatura constante.El tiempo que 

'il! 'consideró aceptable para la utabl l ldad de la emulsión fue de 10 

minutos, tienipo durante el cual 'e manipula la emulsión en reposo 

previa a la extrusión. En lo que a la observación al microscopio se 

refiere, tran'icurrldo el tiempo de observación visual de la emulsión 

se procedió a una observación de las diferentes eMulslones 

preparadas,colocando una gola de la eniulslÓn a observar en un 

portaobJetos con el obJetivo de 60x,en el microscopio de campo 

lu•lnoso Zelzz.En e111Ulstones estables despue' del reposo de 10 mln.se 

veta una dlstrtbuctón h01110genea de los glóbulos de las dos f ases,y en 

las e111.1lslones en las que aparecían separación de tases se observó un 

creclnilento paulatino de los glÓbulo'i de la fase acuosa.Ademas se 

comprobó que se trataba de una e11UlslÓn agua en aceite. 

Talllblén se observó el COllf'Orta•lento de la e•ulslÓn durante la 

extruslÓn,al tiempo que se extruyÓ la emulsión se observó la 

manetactura de la f lbra evaluando lo siguiente: 

-Fibra ho110genea: se evaluo el dfá1M1tro homogeneo de 

la fibra después de la extrusión 

-Fibra no homogenea: dlÍMetro variable de la fibra 

despue~ de la extrusión 

-Continuidad da la fibra: H observó la continuidad 

de la fibra en la -.allda del extrusor 

-Discontinuidad de la fibra: se observan rupturas de 



la f lbra y aglomerados de acelato de celulosa en la 

salida del extrusor 

5ln la torMaclÓn de la fibra 

Flbra-caracter{stlcas f(slcas:las características f{slcas que se 

ev'tlu.lron en las fibras fueron las siguientes: 

(1). 

-Elasticidad y resistencia a la compresión: despu~s de 
ell•lnar los dlsolveentes de la preclpltaclÓn de la fl 
bra,se doblaron las fibras en diferentes formas para 
evaluar cualitativamente la flexibilidad sin que las 
fibras se fracturasen 
-Peso delaf lbra en función del acetato de celulosa pre
sente en la 1111Ulsión: se calculó elrendlmlenlo de la fi
bra en relación al acetato de celulosa que se adicionó 
en la e111Ulslón de la siguiente manera: 

por eJemplo: 

gra.as de fibra formado' 
------------------------ = rendimiento 
g de acetato de celulosa 

se obtuvieron .5793 g de f lbra al extrudir 
et· total de la emulsión que contenta 0.30 g 
de acetato de celulosa, entonces: 

0.5793 9 
rendl•lenlo=---------- = 1.89 

0.300 9 

Cabe menclonarque este rendimiento no se relaciona a un X, 

ya que el peso de f lbra no 'e debe excluslva11ente al peso 

del acetato de celulosa, sino que también al peso de los de

mas componente, lo que se evaluó fue la capacidad de forma

ción de fibra relacionado a la cantidad de acetato de celulosa 

presente en la e11UlslÓn. 

Los resultados de las evaluaciones se resu111C1n en las tablas<'> y 
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TABLA< G l. -PROPORCIONES E!IS(IYADrtS PARA LA FORllULl\CIOH DE Ll\S F IBRl\S 
.LOS COHPOHEHTES ne CADA UNA DE LAS FASES SON LOS PROPUESTOS EN 
'He todolog fu•. 

F o R H U L A C 1 O NtLo\ valoro\ e\lan en X> 
-------------------------------------------------------------------------------COHPONF.HTES FASE ORGAHICA ll lll IV 
---------------------------------------------------------------"---------------Soln. de acetato de celulo\a 

F.muh l t tcantu 

Fa\a orginlca(total> 

64.l 

5.1 

69.2 

79. l 

3. l 

91.2 

70.4 

. 4.2 

74.6 

68.5 

5.:5 

74.0 

------------------------------------------------------------------------------COHPONF.NTES FASE ACUOSA 

gu\pen~ldn de c~lula\ 25.7 

Soln.amort\9uadora pH~6.6 5.1 

Fase acuo\allotall 30.8 

15.7 

3.1 

. 18.8 

21.2 

4.2 

25.4 

20.5 

5.5 

26.0 

TABLA<? ).-BVALUACIOH ne LAS FORKULACIOHSS BMSAYADAS PARA LA VARIAClON DE LA 
PROPORCIOff DE LAS FASES EH LA ELl\BORACION DE FIBRAS DE ACETATO ne CELULOSA. 

EHULSION FIBRAS 

FORHULACIOH obs.vlsual obs.111lc:ro\cop. e 1 as t. y rnht. rend. gdef. 
--------------------------------------------------------------------------------separ.aclÓn de Glóbulos grandes no se forman lH o o 

fe<oe\ 2 min. de t ue acuo<oa fibrn 

11 up de fases glóbulos grandes for•actón de ti-
6 mtn. de fase acuosa bres quebradizas o o 

y no ho!Mlgenea \ 

111 sin \eP .de fa- E111Uio;iÓn hol'llO- fibras elisticas, t.89 0.57 
s"s en 15 min. ge nea hontogenea\ y cont. 

IV sin sep.de fa- emulsión horno- flbra1 elasllcas, t.95 o.se 
se\ en 15 111tn. gene a homog.y continuas 
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COMO se observa en las tablas(Gly<7l,las rormulaciones que nos 

ofrecen los meJores resultados con respecto a las propiedades de las 

fibras y su rendimiento, fueron las formulaciones 111 y IV. Esto es 

porque se obtienen fibras elásticas, con resistencia a l.i 

detormaclbn, los meJores rendimientos en gramos de f lbra rorMada se 

tienen e1111.1!siones estables para los tiempos de maneJo. 

Cabe hacer notar que los metodos de evaluación de la estabilidad 

de las e111Ulsiones esta hecha en función de los intereses especlricos 

de nuestras metodologlas, ya que el tiempo mínimo que nosotros 

fii~mos, que fueron 10 mln, es un tiempo adecuado para poder maneJar 

el sistema de las emulsiones en la formación de las fibras. De aquI 

que cabe la consideración de que el obJetlvo final de esta evaluación 

no es la obtención de una e111UlslÓn a traves de un largo per[odo de 

tiempo, sino que la emulsión rorMa parte del proceso,por lo que solo 

nos Interesa su estabilidad dentro de esta etapa y a la escala de 

laboratorio que se esta trabaJando.Sin embargo es pertinente 

Mencionar que a otro nivel superior de elaboraclón,seria conveniente 

el establecimiento de otro tipo de metodolog[a para la evaluación de 

estas emulsiones,~obre lodo por el hecho de que el tiempo del proc~so 

de el~boraciÓn en cada una de sus etapas aunientar(a en forma 

proporcional al tamaño del lote de fibras que se elabore.En l~ 

literatura se menciona a la velocidad de coalescencia como uno de los 

meJores métodos p~ra la evaluación de la estabilidad de las 

emulsiones, sin embargo esto involucra ·el uso de aparatos muy 

costosos, Por lo que se mencionan métodos alternos, aunque d~ menor 

presclclÓn en las determinaciones, como son el de la tase de 

lnversi6n de la temperatura o PIT<Krog,N.,1976). 
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La e~tabilldad de una emulsión depende de diversos factores 

l.tles como<Krog and Laurdsen, 1976)1 

los 

-la viscosidad de la tase continua 

-cargas eléctricas en el s!stema 

-adsorción de partCculas solidas en la superficie 

de la fase emulslficadas como son colaides, lipopro

teínas etc. 

-proporción espec{flca de las tases a emulsificar 

-rormacibn de pel{culas multlmoleculares en la lnter-

fase de la rase dispersa y la rase continua, la cual 

se debe a la adición de agentes emulsiflcanles 

Por esta ruón podría afirmarse entonces que en nuestro 

f aclares que 
. 

mas contr l.buyen a la Inestabilidad de 

shte111a 

nuestra 

emu l s IÓn son la viscosidad del sistema, la proporción de las ruu 

la adición de agentes emulsiflcantn adecuados, de aqul. la 

Importancia de la variación y opt lnllzaclÓn de estos factores. ·En uta 

etapo\ del trabaJ.o al variar e5c~er una proporción upec!rtca de 

fases a maneJar,pudlmos observar como ligeras modificaciones en la 

proporción de estas fases son deter111inantes en la estabilidad de las 

emulsiones. Los resultados obtenidos se consideran satisfactorios ya 

que nos sirven de punto de partida de posteriores cambios• en el 

desarrollo del sistema de lnmovtltzactón. As( el siguiente obJetivo 

será entonces la elección del agente e11Ulsitlcante,para meJorar los 

erectos que presenta la prescencla de part(culas en la Interfase de 

nuestra emulsión. Posteriormente se modificar~ la viscosidad de la 

f.tse continua, al variar la concentración de acetatos en la fase 

' . or9.tn1ca. 



La proporción rtnal de la~ rases elegida para la elaboracion de 

la rlbra rué la que •e 111Uettra en la tablal8l. 

TABLA<Sll.-PROPORCIOH Y COKPOHENTES DE LAS FASES DE LA EHULSIOH,PARA 
LA ELABORACIOH DE LAS FlBRAS DE ACETATO DE CELULOSA. 

COMPONENTE VOL.EN CADA FASE FUNClOH CONCENTRACION 

Acetato de celulou 5.0 mi sapote de la 50 mg/ml 
rlbra 

Suspensión celular 1.5 111 acl.enzl11átlca O. lg/ml 

Soln. amorllguadora 0.4 ral a roro y di lución O. IN 
de la fase acuosa pff=6.6 

Erau 1 s \t lcantes 0.4 111 eslabllldad de la HLB=6 
e11ulslón 

blF.lecclÓn del eraulslflcante a utilizar de acuerdo al HLB y a la proporcl~n 

adecuada.-HLB Óptl110. 

En el ewpert11ento anterior se tija una proporción especftlca de las rases a 

utilizar. en tunclÓn de la obtención de una emulslón estable 1 por 

consiguiente, tlbras de calidad aceplable,por lo que en esta etapa se seleccionan 

los emul'Oitlcantas a ulillzar,. y su proporción en la rwezcl.s 

Se siguió la siguiente metodolog{a para optimizar la utilización 

de e111Ulsltlcantes: 

bllullliz.icl~n de diterenles emusiflcanles en las emuls.lones a preparar 

blllevaluaciÓn de las emulsiones efectuadas y de las tibra"> obtenidas 

bilUtilizaclÓn de dlrerentes emulsiflcantes en las emulslon~s a 

prep.trar. 



De acuerdo a las 11M1lodolog(as reportadas en la llleratura, se 

realizó el cálculo de las proporciones necesarias de emulslricanle 

para los siguientes valores de HLB:6,7,8,9,10 y 11,estos valores se 

probaron para la determinación de HLB Óptimo en nuestra 

e111UlslÓn<Krog, 1976), Se rlJÓ la concenlracion de acetato de celulosa 

en 60mg/ml.con 747. de rase orgánica y 267. de rase acuosa,se adicionó 

suspensión celular con una concentración de O.lg/ml. La elaboración 

de la fibra se reallzd en ror~a convencional. Los emulslricanles se 

prepararona partir de la mezcla de span80 y de t~een 20. 

blllEvaluaclÓn de las emulsiones efectuadas y de las ribra~ 

obtenidas. 

La evaluación se llevo 

nt.lblecldos en la -;ecclÓn de 

emulslÓn,para cada valorde HLB. 

a cabo de acuerdo a los parámetros 

optimización da las rases de la 

Los resultados obtenidos para la oPtlmlzaclÓn an la utilización del 

agente emulslflcante se resumen en la\ tablas<~> y <IO). 
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TABLA < q l.EllALUACION DE LOS AGENTES EHULSIFICANTl!S PltOBltDOS A 
DlFEREHTES VALORES DE HLB, PREPARADOS APARTIR DE SPAN 00 Y TUl!l!N 
20,EN LA EHULSIOH. 

H L B OBS.lllSUAL OBS.HlCROSCOPIOM 
---------------------------------------------------------------------

6 Separ-acion de rases GlObulos de agua gran-
17 min. d81i y aislados 

7 Separación de fase'.i Glóbulos de agua gran-
18 mln. de'.i pero al'.ilado'.i 

8 Separación de tase'.i Glóbulos de agua pe -
22 11in. quenas y aislados 

9 · Separación de rases Glóbulos homogeneos de 
29 •In. lu dos hses 

10 S'.ieparaclon de rnu Gl~bulo' de agua Pe -
23 min. quenos y aislados 

11 Separación de fases GlÓbulos de agua gran-
18 rain. des pero ai'.ilados 

12 Separación de fases Glóbulos de agua gran-
15 mln dn y d hpersos 

•observación a los 15 mln. de formada la emulsión. 
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TABLA<IO)EUALUACIOH DE LOS AGENTES EHULSIFICANTES·PROBADOS A DIFERENTBS 
VALORES DE HLB,PREPARADOS A PARIR DE SPAN 80 Y TUEEN 20,EN LAS FIBRAS. 

H L B APARIENCIA• RENDIMIENTO g DE FIBRA 
---------------------------------------------------------------------6 fibras quebradizas t.86 0.5691 

homogdneu 
7 fibras quebradizas t.91 0.5844 

hoMOgdneu 
a zonas quebradizas l.96 0.5997 

y zonas hoMOgéneas 
9 fibras elastlcas r 2.01 0.6089 

h011109Íneas 
10 zonas homog4neas t.97 0.6028 

casi lotalmenla 
11 fibras quebradiza; t.93 0.5902 

holll09éneu 
12 flbraslquebradlzas 1.91 0.5863 

no homogéneas 

~observación despue; de haber evaporado el tolueno. 
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En la'i tabla'i (9l y (IO) 'ie ob'ierva un meJor rendimiento de 

flbra'i ª'{ col'IO una Mayor e'itabllldad de la el'AUlslon en valores 

1111dlo' dentro de la ncala de HLB( ICI Co. Dlvlsldn plástlco'i,catilrlyo 

1983) .La ut 11 izacion de e'ita e'icala de valorR'i e'i ampl la11enta 

utlllz~da en la' lndu,trla' que 11aneJan emul'ilones y fue e'itableclda 

por la c011Pañía ICI lnternatlonal Ca.Según ICI Co. ,establecieron 

~ valores de HLB baJos corresponden a emulslone'i con componentes 

preponder~nte111ente llpot(llco'i y valores de HLB altos corresponden a 

elllll'ilone'i con cOtllponente'i preponderanlemente hldrot{llcos.En este 

c~'io particular ,el hecho de que se maneJe una emulsión agua en 

aceite .cuyo'i co111ponente'i 'iean acetona y suspensión de células en 

'iolucl6n amortiguadora nos Indica que no se asten utilizando 

COflPOnentes con alguna tendencia a un coportaMlento hldrotfllco o 

·ltpofÍllco.La ullllzactón de agua como vehículo en la 'iU'iPensl6n 

celular provoca probablemente la ligera tendencia hacia el lado 

hldrof{llco, ya que un valor medio estricto serla de e. El HLB de 9 

que 'ie encontró como Óptimo se evaluó en función d~ los parametros 

presentados en las tablas ('\) y (10),en donde se observan las 11Jores 

propiedades de \.\ uulsiÓn y de la fibra asl como· el 111eJor 

rendl111iento de la fibra <de 1.999 flbra/g de acetatol.Las propiedades 

que se observan en e'ite valor son : 

-mayor tle11Po de 'ieparaclÓn de fases en la emulsión 

-meJor estabilidad de emulsión 

-meJor aspecto general de las fibras 

De ~r.uerdo a estas consideraciones se eligió el valor de 9 como 

el valor ÓptllllO de HLB para trabaJar dentro de nuestro sistema. 

c.-Concentra.ción Óptima del acetato de celulos.L 
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BaJo la formulación ~standard descrita anteriormentu 'ie varió la 

concentr.tción de acetato de celulo'a desde 50mg/ml hasta 180 mg /al 

con Intervalos de variación de cada 10 mg, y ast determinar la 

concenlr.tclón Óp lima Para la cual se llenen las meJore~ 

cu.tc ter ( s l lcas de las fibras 'y que 'iOn alta capole ldad de 

in111ovillzaclÓn alta expra,iÓn de actividad enzimática. 

Los par~metros a evaluar en este caso fueron el Incremento de 

~.ti Id.\, expres Ión de acl ivldad enzimática y características 

macroscÓpicas de las tlbras. 

Se obtuvieron dlterentes lotes de fib~as ,según la concentración 

de acetato de celulosa ulillzado ,resumtendose dichos resultados en 

1.1 Llblalll l 

En dicha labia se observa que a concentraciones baJas da acetato 

de celulo'a existen altos Incrementos de salida de actlvidad 

enzimática.aunque con una expresl~n de actividad al la relaliva(ya que 

se esta evaluando la suma de actividades dentro y ruara de la 

tlbral.A medida que la concentración de acetato se Incrementa, se 

observo\ un.t disminución de los parámetros mencionados anlerlormente y 

una mejor apari6ncla de las fibras.Sin embargo a concentraciones por 

.trriba de los 1201119/ml, se observan dificultades en la extrusión 

empieza a disminuir considerablemente la actividad enzt~álica.A 

concentraciones superiores a loe; lBOm9/ml la elaboraclbn de las 

rlbra5 se hace lmpoc;lble en las condiciones de la metodolog{a 

utlliz~da,ya que ademas de lP.nerse una solución dama~lado viscosa 

°" poder m.1nlpulantt con racllldad,las aguJas de otYus1Ón se 

bloquean 
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TABLA(Ul.- EVALUACION DE LA CONCBNTRACION DE ACETATO DE CELULOSA EN 
LA ACTIVIDAD ENZIHATICA DE LA FIBRA,ASI COHO DE SU INCREHENTO EN LA 
SALIDA DE ACTIVIDAD 

r.onc.de acetato mg/ml ulida de act.enz.1t act. enzlm.itlca obsen1. 

50 0.220 8.97 
60 0:200 6.81 
70 0.181 4.59 
80 0.084 4.30 
90 0.077 4.26 

100 0.073 3.95 
120 0.070 3.61 f lbras 

grue'iu 
140 0.069 3.36 fibras 

quebrad 1 zas 
160 0.067 3.02 tlbru 

quebrad 1 zu 
180 

1tlncremento en la lectura de den~ldad 6ptlca 
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Al evaluar este parámetro se detectó iallda de actividad 

enzimática. de tal manera que al evaluar las c~racterfstlcas Óptimas 

de nuestro stste111a,nos encontramos con que la concentración de 

ar.et~tos de celulosa en nuestras fibras Juega un papel muy 

l11Portante,ya que a mayor concentración de este se tiene una mayor 

densidad de Part (culu en la fibra lo que holee disminuir el tamaño de 

los poros por lo consiguiente una ~enor salida de actividad 

enzimática de la fibra.Sin embargo esto retribuye en una disminución 

de la expresión de la actividad enzimática ya que se au11entaran los 

problem~s dlfuslonales de nuestro sistema.~Ún más ,se llega a 

concentr~ciones de acetato de celulosa tan altas, que no se puedan 

•aneJar las e11Ulslones,como se observa en los resultados para 180•9 

de acetato/mi de acetona<Karconl y Korlsl ,1979;Bucholz,l983),Para 

las concentraciones probadas se escogió la concentración de 450•9 de 

acet~to/ml da acetona ya que a esta concentraclon se tienen las 

siguientes características: 

-f.Ícll maneJo de la e11UlslÓn 

-baJo incremento en la salida del soporte 

-posibilidad de aumento de actividad enzimática si se aumenta la 

concentración da células. 

-posibilidad de meJorar la eficiencia de la inmovilización al adicionar un 

agente entrecruzan\e. 

De esta manera en los experimentos posteriores se emplea esta 

concentración de acetato de celulosa. 

dl.-ElaboraciÓ~ de la fibr'a 
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fICLlR~('9 ),-Sistema de extrusidn utilizado para la o!e
boreci6n de las fibras de acetato dP celulosa. 
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dllsl~tema de extrusión 

dlilslslema de precipitación 

dllSislema de exlru~IÓn.-Se probaron diferente' dlá1111tros de 

eKlruslÓn tales como:Jerlnga con aguJa de 2lx3211M1Cl> y .Jeringa con 

aguJa de 25Kl6(2>,slendo el sl,tema una Jeringa clínica COllO te 

muestra en la tlgura <9> 

Una vez preparada la emulsión en el tubo de ensaye mezclando la 

emulsión en un vorteK,se separa el émbolode la Jeringa y se deposita 

la emulsión en la cámara,culdando de obstruir la salida para evitar 

pérdidas de emulsión.Posteriormente se Introduce el émbolo y se 

elimina el aire atrapado Invirtiendo la Jeringa y presionando el 

embolo hasta la total expulsión.Realizada esta aperaclÓn se Introduce 

la punta del extrusor en el baño de precipitación y se presiona el 

émbolo para hacer pasar la emulsión a través del extrusor y que la 

fibra se extruya dentro del baño de precipitación • 

Los resultados que 'e obtuvieron se evaluaron en función de la 

actividad enzimática expresada y de la actividad que se detecta tuera 

del soporte, y son los que se muestran enla labla!lll, 

En dicha labia se observa una clara diferencia entre los 

resultados que se obtienen con las dos aguJas ya que para la aguJa 

(2l se obtienen actividades enzim~licas mayores,ademas de una J1Mtnor 

salida de actividad enzimática hacia la mezcla de reacción.La 

formulación de la fibra es la que se concluyó en la parte de 

optimización del agente emulsltlcante. 
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TABLA< IL >INFLUENCIA DEL DIAKETRO DEL EXTRUSOR EN LA ACTIVIDAD 
ENZIKATICA EXPRESADA,ASI COKO LA RETENCION DE ACTIVIDAD DENTRO DEL 
SOPORTE. 

AGUJA ACTIVIDAD ENZIKATICA SALIDA DE ACT.ENZ.• 

11>21X32mm 1.97 uONPG/g de 0.351 

(2)25Kl61111 2.16 uOHPG/g de 0.176 

•lncremento de la lectura de densldad Óptica.Para cada muestra se toma 
la O.O.de la mueslra no lnactlvada por calor y 'ª le re1ta la O.O.de la 
muestra lnactivada por calor y •• saca un promedio de estos valores au
mentando asi la sallda de acllvldad enzlmÍllca a 11edlda que au11Wtntan 
estos valores. 
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De lo anterior se puede observar que el diámetro de la rlbra es 

de gran importancia en la ekpre,!Ón de la actividad de la enzima, 

pero además se ob'erva que Juega un papel determinante en la 

retención de actividad enzimática dentro de la rlbra.En la tabla (1 21 

>se advierte que existe una meJor retención de actividad enzimática 

dentro de la fibra elaborada con la aguJa <2l. 

El ta•~ño del blocatallzador o diámetro de partícula,es de gran 

l111Portancla en un sistema de enzimas Inmovilizadas, pues lnrluye en 

Parámetros tales COlllO la erectlvldad, la calda de presión dentro de 

un reactor enzl•átlco,la suspensión de partículas etc.CKlaus Bucholz, 

1982). El diámetro de la ribra 'e definió solo por el diámetro del 

extrusor y no por técnicas directas COlllO son la observación al 

•lcroscoplo o el ta•lzado<Bucholz, 1982>.En general el diámetro de 

partícula se relaciona.con el diá11etro equivalente para una part(cula 

de for•a estérir.a,en nuestro caso se observo la influencia que tiene 

la capacidad de inraovlllzac!Ón de nuestro 

sistema.así como de su expresión de actividad enzimática.En estos 

resultados se observa que un diá11etro de f lbra menor ofrece una meJor 

Inmovilización de las células y además una mayor eKPreslÓn de 

actividad enzimática.Se asume que la utilización de un extrusor de 

diámetro •ayor,provoca un mayor volumen Interno y ademas una mayor 

porosidad de la •ls•a, al provocar una mayor libertad de la e•ulslón 

en la salida del extrusor al baño de precipitación.En el caso de la 

aguJa de diámetro 1'18nor, se provoca una mayor compresión de I• 

emulsión a la salida en el baño de precipitación y por lo 

consiguiente una ln.adlala precipitación del acetato,elaborandose una 

rlbr~ hoi.ogenea y con una menor porosldad<Harconl y Horlsl, t979l.En 

lo que se reriere a expreslbn de la actividad de la enzima se tienen 
111 



dos tipos de fibra para una misma emulsión con la misma concentración 

celular.sin e•bargo diferente actividad enzlm~tlca,lo que hace 

suponer que las fibras de menor dla•etro tienen una mayor superficie 

de contacto celulas-sustrato de tal manera que su act l v !dad 

enzimática es •aYor. El caso contrario sucede con las fibras de mayor 

dláMetro, en donde el contacto del sustrato con las células que astan 

totalmente dentro de la fibra se hace mas dlrfcllCL!nko,1980l 

di 1 lSlsleu de preclpltaclÓn.-Dentro del proceso de 

ln1110villzaclÓn de celulas en fibras de acetato de celulosa ,la etapa 

de precipitación es una parle muy importante, ya que la velocidad de 

precipitación de la fibra conlrlbulrá en gran parte a la porosidad de 

COllO el nÚ11Mtro y diámetro de In 

•icrocavldadesCHarr.oni, 1979> 

La metodologla seguida para evaluar los diferentes sistemas de 

precipitación,es la aetodologfa estandar con las modificaciones 

realizadas a través de el proceso de optimización que se ha 

seguido.En esta etapa la variación que se relizará es la variación 

del sisle•a de precipitación en el que el fluido donde se extruyen 

las fibras puede ser tolueno o agua ,de tal manera que estos seran 

nuestros sistemas de preciPllaciÓn,segÚn lo reportado por Celanese de 

HÓxico. 

Los ruullados se resumen en la tabla (13J,y permiten concluir 

que existe ·una. 111ayor actividad enzimática para las fibras 

precipitadas en tolueno.Adiclonalmente· se advierte una clara 

dlterencl~ en la actividad enliM~tlca retenlda dentro del soporte,de 

apr0Hi111ada111P.nte 0.7 tJnidades de O.O. con la r!bras.Preclpltadas en 

el ~l'item~ de agua.Por otro lado la apariencid macro5cÓplca de la 
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fibra cambla,ya que para la~ fibras preclpllada~ en agua ~e obtiene 

una fibra de const~tencla gelatlno~a,con poca homogeneidad en la 

misma y una preclpltaciÓn muy lenta. 
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TA8LA<13l.-VARIAClOH DEL SISTEMA DE PRECIPlTAClOM DE LAS FIBRAS DE 
ACETATO DE CELULOSA,UTIL12ANDO COHO SISTEHAS DE PRECIPITAClON AGUA Y 
TOLUEHO. 

SISTBKA DB PRBCIPITACION ACTIVIDAD ENZIHATICA SALIDA DE ACT.BNZ.• 

T O L U E N O 2.23uOHPG/g de f 

A G U A 2.47u0NPG/g de r 

-incremento en la lectura de den~ldad dptlca. 

114 
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Debido a la Importancia que tiene el control de la poro~ldad del 

sistema de inmovlllzaciÓn,~s! como de las caracter(stlcas 

macroscópicas del soporte en función de su resistencia a diferentes 

factores ,se considera relevante la evaluación de un sistema de 

precipitación que nos brinde las meJores características IHarconl, 

1979). 

El sistema mas adecuado es el tolueno,ya que no obstante que en 

los dos sistema~ se logra una precipltacl~n,las características 

finales de las fibras son diferentes ,como se observa en la tablall.3) 

1.Ade111ás el tolueno es fácil de eliminar d~ la fibra ,por la simple 

exposición de ¿sta a una corriente de aire a la temperatura 

~mblente.En el otro slstema,el a9ua resulta difícil de eliminar ya 

Por otro lado la actividad 

enzlm~tlca reportada para al'Mlos sistemas es relativa, ya que se 

evaluan tanto las unidades que estan dentro del saporte como aquellas 

que estan fuera. Por esta razón se lomó al tolueno cOlllO sistema para 

l~ extrusl~n. 

4.-0PTIHIZACION DEL ATRAPAHIEHTO CELULAR 

al.-AdlclÓn de células colllO paquete celular o como suspensión 

celular 

De ~cuerdo al sistema de inmovilización establecido en los 

incisos anteriores se procedió a fiJar la concentración celular,de 

t~I maner~ que se tuviera la máxt•a actividad enzimática sin alterar 

l.1s propledadn de la e111ulslÓn y por lo tanto de las fibras .se varió 

1~ concentraci~n celular en la e1111.1lslÓn en un rango da 0.1 a 0.) g 

peso seco.Esta prlmna adición se llev¿ a cabo con célul.;s en 
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suspensiÓn,paster1armente las células se adicionaran a partir de un 

paquete celular de 40X de humedad de tal manera que se luvtran de 0.3 

g hasta 1.2 9 de c~lulas secas en la emulsión.Se mantienen las 

condiciones antes er,tablecidas de proporción de las rases y otros 

coatponentes ,además da las condiciones de el~boraci6n de la fibra. 

Los pará11etros que se evaluaron fueron algunos de los ya presentados 

en secciones anteriores como son : 

-Estabilidad de la e1111JlsiÓn 

-propiedades ~acrosc¿picas de las fibras 

-actividad enzimática 

En la tabla U9>se reportan los resultados obtenidos en función 

de la estabilidad de ta emulsión ,propiedades de tas fibras y 

actividad de la enzi•a. 
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TABLA< I~ l.-OPTlKIZAClON DE LA CONCENTRACION CELULAR PARA LA 
PREPARACION DE FIBRAS DE ACETATO DE CELULOSA,EN FUNCION DE SU 
ACTIVIDAD EHZIHATICA,ESTABILIDAD DE LA EHULSlON Y PROPIEDADES DE LAS 
FIBRAS OBTENIDAS 

COHC. CELULAR ACTIV.EHZIKATICA 

0.1 
o. 15 
0.20 
0.30 
0.40 
o.so 
0.60 
0.10 
0.90 
1.00 
l.15 
l.20 

0.82 uONPG/g de 
0.95 
1.03 
1.53 

·2.36 
4. te 
7.56 
7.83 
7.25 
7.41 
7.39 
7.03 

ESTAB.DE LA EKULSION SALIDA DE ACT.EHZ 
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20 11ln 

20 "'" 21 111ln 
21 111 n 
20 Min 
20 11in 
20 •in 
17 111in 
16 11in 
13 11in 
10 •in 
10 11ln 

0.079 
0.110 
0.196 
0.233 
0.351 
0.573 
0.831 
0.957 
0.963 
l.031 
l .051 
l.030 



IJONPG 

5 

g de c~lulas 
(pe"o <ieco) 

fIGURA( 10) .-Comportamiento da la actividad enzim4ticn to

tal, expresada por las fibras do acetato de celulosa, al 
vatiar la eoncentracidn celular pr3iJenta err le emuls16n.lae 
fibras se preparan bajo la formulacldn estanderd, variando 
desde .c.1 hast.a 1.2 gramos de celulas. 
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Se ob'ierva que al aumentar la cantidad de c~lula\ se Incrementa 

la actividad especltica de las fibras hasta un límite de 7.BuONPG/g 

de tlbra ,este lfmlte corresponde a e11Plear 0.7 g de cdlulas en la 

eniulslÓn.A partir de esta cantidad de c~lulas la actividad enzlm~tica 

se mantiene constante Independiente de Posteriores Incrementos en la 

masa celular. La figuraQO> nos muestra el COl'l\Portamtento de los 

resultados anteriores. 

Estos resultados pueden sor debido-; a que para cantidades de 

células mayores da 0.7 g peso -;eco en la emulsión, se presentan 

proble•as de dltuslÓn de su-;trato y lo producto dentro de la 

fibra<Dlnellt, 1976>.Tentendo en cuenta que a partir de estos valores 

de concentración celular la estabilidad de la emulslJn empieza a 

disminuir conslderable11ente se tomo este lfmtte como el Óptimo para 

la inmovilización y as( se e111Pleo en lo'i eMperlmentos posteriores, 

cuyo obJetlvo se centralizó en la obtención de una alta actividad 

retenida dentro de las fibras 

b>.-Elecctón del nivel de per111eablllzacibn celular con fines de 

lnmovl 11 zac iÓn. 

Debido a que el método de inmovilización que se desarrollÓ,se 

basa principalmente en el atrapamlento de células de levadura dentro 

de fibras porosas,r que para eKpresar la actividad enzimática de las 

células es necesaria una Per111eablllzaclÓn de su pared y 

PrlnclPal119nte de su .. lllbrana,tué necesario establecer el nivel de 

Permeablllzacl~n Útil. de tal minera que no se llegue a· una lÍsls 

di! las células ,ya que entonces no se trataría de 

inmovilización de ~álulas ~!no de la enzima. S9 eNplearon 4 

concentraciones de tolueno para la permeabillzac!Ón y se evaluó la 
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actividad enzimática en paquete celular permeabilizado y lavado con 

solución amortiguadora después del tratamiento.Los diferentes niveles 

de permeabilizaciÓn fueron de 5 ,I0,15,20Xvol.de tolueno/vol.de la 

suspenstón,ya que el nivel optl•izado para la deter~inactón de 

actividad enzimática en células es de 20X.Sin ellbargo a esta 

concentración se realiza una l{sis casi total de las células,de tal 

manera que la enzima queda libre y aumenta su salida del soporte. 

Los resultados de los trataNientos de permeabiltzación evaluados 

y se presentan en la tabla(IS), Además se realizó una prueba para 

evaluar el grado de !{sis de las células , consitente en deterMlnar 

actividad enzim,tlca a los sobYenadantes de células centrifugadas 

despues de un lavado posterior a la per!Mlabillzación.De esta forua se 

determina la máxlNa actividad enzl•ática dentro de las c&lulas y no 

en los sobrenadantes. Las actividades reportadas se refieren a 

suspensión celular.a células lavadas y al sobrenadante de lavado. 
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TABLA05>.-EFECTO DE LA COHCENTRAl:IOH DE TOLUSNO EN EL HllJEL DE 
PERHEABIL[ZACION DE CELULAS DE LEIJADURA CON FINES DE INHOIJILIZACION. 

ff(IJEL DE PERHEABILIZACION ftCT.ENZ.SUSPENSION CELULAS SOBRENADANTE 

5 Y. 

10 l. 

15 Y. 

20 l. 

402.5 uONPGIHL 

743.3 uONPGIHL 

976.9 uONPG/KL 

1025.6 uONPGIHL 

l~l 

386uONPO 

698uONPG 

126uONPG 

IOuONPG 

tt.26uONPG 

13.SluONPG 

907.40uONPG 

997.70uOHPG 



De los experimentos anteriores se pueden observar marcadas 

diferencias en los tratamientos ,es decir, la actividad enzimática 

pre-.ente fue diferente para cada una de las rases medldas.~sl tenemos 

que el 107. es el nivel en el que se obtiene la máxima actividad 

enzimática en el paquete celular y no en su sobrenadante, cosa que no 

sucede con los demás tratamientos donde la proporción mayor de 

act1vid~d enzimática se encuentra en los sobrenadantes, esto Indica 

que se liza totalmente la estructura de la membrana celular y por lo 

tanto se libera la enzi~a.Por esta razon se decldlo trabaJar con el 

nivel de permeabilizaclÓn dellOX 

Varios autores reportan el uso de disolventes co110 una 

alternativa para vencer la barrera que presentan las levaduras con su 

membrana a la utilización de enzl•as Intracelulares, CBarbosa,1985). 

Sin elllbargo existe bastante Información que se refiere a la 

P.xtracción de enzimas por tratamientos enzimáticos de la pared 

celular,especlrica•ente llH!dlante el uso de proteasas,por lo que serla 

de interés un estudio mis profundo de este tipo de trala•ientos.No 

obstante estas li•ltaclones se decide trabaJar con el nivel de 

permeabiltzaclÓn del 107.. Sin embargo cabe mencionar que aunque se da 

un tr~tamiento de lavado a las células después de 

dlf1cil eliminar totalmente al tolueno, 

per~eablllzadas,es 

por lo qua la 

perMe~blllzacion en 111nor grado puede continuar.La reco111endaciÓn es 

efectuar la Inmovilización lo ~ª' pronto posible de~pué~ de la 

permeabllizactón. 
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3.-ELECCION DEL AGENTE ENTRECRUZANTE Y ELECCION DE SU NIVEL OPT!HO DE 

UTILIZACIOH. 

Dentro del grupo de trabaJo se habían maneJado diversos soportes 

slsteMas de ln1110vlllzacl6n, dentro de los cuales la utlllzacl6n d~ 

un agente entrer.ruzante o curtiente Juega un papel Importante sobre 

lodos en aquellos sistemas en los que se pretend(a un enlace entre la 

enzl111a el soporte, 6 simplemente cuando se pretendía un 

antrecruza111lento dentro del soporte. Este t lpo de e'ntrecruzamlento 

se lograba por medio de la adición de una prote(na Inerte 

lenzlm~tlca~ente>, COllO son la albúmina, case(na, protefnas de suero, 

etc. y un agente entrecruzante que reaccionara con es!a. Estos 

agentes pueden ser la Dletllendlamlna, glutaraldehldo, carbodlmldas, 

dltllenimlna,etc. Lo que se pretend(a con 4ste m41odo era lograr una 

·lSoc:iaci5n pro.tefru-curtlente, de tal manera que evitara la dlfusldn 

de rnol4culas grandes de la enzima del soporte hacia el exterior, pero 

que permitiera la entrada y salida de sustratos y productos. Ademis 

da que l.\ reacc1611 !Je la proteína con el curtiente protege a la 

enzima de la agresividad de este. 

Basandonos en estas eMperlenclas nos avoca~os a establecer un 

mitodo de curtido que nos permitiera una •as eficiente lnmovlllzacl6n 

de c•tulas de lavadura con actividad de 8-galactosldasa en el soporte 

d~ fibras de acetato de celulo~a. Los resultados se presentan a 

contlnu~cl6n, para los curtientes elegidos, que son glutaraldehldo y 

C.\rbod l l111lda. 

Los curtientes se escogieron en base a su dlsPonlbllldad as( 

como en!~ eMµcriencla dP. utll11acldn dentro del grupo rte tr~baJo. 
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a) Eleccidn del curtiente 

al> adlci6n de un agente protector lalbdmlna> 

A la rormulacldn previament1 reportada como dptima •e le agregó 

una prote(na como agente protector para la enzima y colllO ayuda para 

el entrecruza•lento. Se evaluó el efecto de antes de adicionar los 

curtientes en termlnos de las caraclerí•tlcas del soporte 

desarrollado. La forma de adicldn rue ta sl9ulente1 

Se pasaron 150 1119 de alb6•1na y se disolvieron en 1 Ml. de 

solución amortiguadora de fosfatos de potasio 0.1 ft con pH=6.6 y de 

esta ;olucldn ;e agregaron 0.5 •l a la fase acuosa en sustltucl6n del 

buffP.r que se utilizó para la suspensi6n de la; cllulas. Se llevó a 

cabo la emul>i6n. baJo la; condicione• e;tablecldas y se ewtruyeron 

las fibras. 

Las fibras obtenida• se evaluaron baJo> los parAmetros 

P.stablP.cldos y los resultado• se pueden ver en la tabla (/6)en donde 

se Presenta el re•ultado de 3 lotes diferentes para cada 

concentración y un te•tlgo sin atbdmlna. En esta tabla se evalua: 

estabilidad de la emulsión, actividad enzim~tica, salida de act. 

enz •• caracler{stlcas macroscdplcas de la fibra 
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TABLA< 16 l. - EFECTO DE LI\ ALBUMINA EH LAS PROPIEDADES DE LAS F IBRl\S. 

C. albÓllina Acl. total Act. e5pec. sallda esl. e111Ulsldn Caract .o&s 

rlbru 
150 mg/1111 o.306 u s. t2u/g 1.351 19 mln estables ~In 

problema5 de 
extru5ld'n 

:!SO 1119/ml 0.321 u S.S6u/g .306 9 11110 dlt lcul tad 
de 
otru'ildn 

o 119/1111 0.310 u 5.29u/g 0.381 21 111ln rtbru 
e5tables,sln 
problemas de 
extru5lcSn, 
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Lñ adición de un agente protector en ule .. ca-;o la alb011lna,no 

reiul td pérJ·JdlcUI én él prócésó dé inmóvil (z~clón de c~lulas de 

levadura lo que se Puede observar claramente en los resultados de la 

tñbl;i <">.En nte ':i8 muestra que se exprua actividad enzlmAllca, lo 

que hace suponer que ne se ve afectada por problemas dlfuslonales al 

ñumento de sólido en al soporte.Se adicionaron 0.75 mg y 125 mg de 

s6lidos para cada caso dando los resultados que se mencionan <Harconl 

et al,1974> además la cantidad de sólidos no afecta la expresión de 

actividad enzl11!tlca puesto que se obseva semeJante en los 3 lotes, 

adn en aquel que no lleva albdmlna. 

En lo que se reflere al Incremento de de ullda de actividad 

en%lm~tica se ve una ligera dlsalnucldn, a medida que se au11enl1 la 

c;intidad de sólidos, sin elllbargo este Par&metro se evaluar! con mis 

profundidad cuando se hayan probado los diferentes agentes 

entrecruzantes <Dahlqul'lt el al, 1973>. 

Se observa clara dlsmlnuci6n de la estabilidad de la etnUls16n 

proporclon;il al aumento de s6lldos en el soporte, al adicionar 150 mg 

albdmlna la dlsmlnucldn es solamente de 2 minutos siendo la 

esl;ibllidad de 21 11inulos en al testigo sin albd11ina,posterlor1119nte 

disminuye hasta 19 minutos en 75 119.Sln embargo al usar la solucl6n 

da '.50 mg. de albómlna/ml (125 mg en la emulsldn>. La dls11inuci6n es 

muy crftica puesto que va desde 21 minutos en al testigo y 19 11inutos 

en 750 mg. hao;la 9 111lnulos que es un lle111Po bastante críllco para 

maneJar la e11Ulsldn, en la posterior extrusl6n de esta <Karconl et 

al. 1979!, 

Finalmente en lo que se re f le re las caracterCsllcas 

macrnsc6Picas de las fibras, es decir facl lldad de extrus!6n, 
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resistencia de las r1bras al lacio, homogeneidad ele, o;e ob,erva un 

comportamiento sl11llar, ya que aumenta la dificultad de ewtrusl6n de 

las fibras al a•1mentar la albÚ111ina.Por esta razón su homogeneidad 

disminuye ya qua se forman glóbulos da acetato de celulosa a la 

salida del ewtrusor. 

Por la dlscusldn anterior, se concluye un erecto negativo de la 

adicldn da alb~mlna, pese a qua se menclon6 como •agente protector'. 

Sin 11mbargo o;u real evaluación como 'agente protector' se verc1 al 

Prob~r los agentes entrecruzanles. 

La concentracl6n de albúmina elegida para lrabaJar en las 

siguientes etapas serc1 150 mg/ml dada la estabilidad de la emulsl6n, 

y las característicos de la fibra obtenida. 

Pruebas con glutaraldehido. 

Tomando un sistema de lnmovlllzacldn con c~lulas de levadura y 

un agente protector 'de albúmina s~rlca bovlna,se procedld a la 

adición del agente entrecruzante, para reaccionar con la albOmlna 

princlpal11enle bajo la reacción que se ilustra en la figura l/fl, de 

tal 11anera que se forme una red albGmina-glutaraldehtdo, que impida 

la salida de c~lulas. Es conveniente seftalar que una reacción con 

las cilulas as tambl~n probable. 
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Flgura!ll) Hecanls1110 de reacción del glutaraldehldo <Gold5teln et al, 

1983). 

Se'probaron 2 concentraciones diferentes de glutaraldehldo: 0.51. 

v/v y 17. v/v utilizando 100 ml de atlas soluciones donde se 

tu111er9leron tas fibras formadas baJo las condiciones ettablectdas 

anteriormente fibras en el bafto de curtido a diferentes tlempos;O, 5, 

10, IS, 30 y 60 minutos . El curtido te llev6 a cabo en vasos de 

precipitado de 150 mi a le111Peratura ambiente. Terminado el tle111Po de 

curtido, se separaron las fibras de solucldn y se lavaron 3 veces con 

100 mi de solucldn buffer de fosfato pff=6.6, 0.1 H cada vez, Y se 

pasaron a la mezcla de reaccldn para la determlnacl6n de actividad 

enzlm!tlca Et tle111Po cero •lnutos se utiliza como testigo. 

En la tabla (17)se preHnlan los resultados obtenidos para las 

pruebas realizadas con'gluraldehldo, en donde se evalda actividad 

enzlm&tlca total y específica e Incremento de salida. 

El comportamiento de la actividad enzlmltlca se Ilustra en la 

figura V2len donde se graflca el tiempo de enfrentamiento contra 

actividad enzlm~tlca. Es evidente la dlsmlnucldn de la actividad 
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enzlm~tlca a medida que se au111o1nta el llernpo de enfrentamiento para 

las· concentraciones de glutaraldehldo utilizadas. 

No se observd nlngan calllblo macrosc6s>lco. en lai fibras después 

de los lavados, solo se observa una ligera turbidez en la primer agua 

de lavado, con lecturas de 0.01 a 650 nm,por lo que se presume que la 

turbidez sea causada por c&lulas. 

En los siguientes lotes de lavado no se observa turbidez. Cabe 

11encionar que esta turbidez solo la presentan los lotes de lavado de 

5 y 10 minutos de curtido para la concentracl6n de O.SX de 

glutaraldehldo, por lo que estas observaciones no se Incluyen en las 

tablas de resultados, pero si se llM!nclonan, ade•ls de discutirse con 

•&s profundidad posterlor .. nte 

TABLA (/1 ITIEHPO DE ENFRENTAHIENTO SOPORTE -CURTIENTE A UNA 

CONCENTRACIOM DE GLUTARALDENIDO DE O.Sh. 

TielllPO de enfrenta•iento 

O •In 

5 •In 

10 mln 

15 •In 

30 •In 

60 •In 

Actividad total 

0.306 

0.196 

12? 

act. espec(flca 

s.12 u/g 

2.16 u/g 

.326 

.230 



TABLA < 18 ¡, - TIEHPO DE ENFRENTAMIENTO SOPORTE-CUlmEHTE A UNA CDNCENTRllClON 

DE GLUTARALDEHlDD DE 1.ox. 

Tiempo de enfrentamiento Actividad total act. espec(flca · talida 

O 111in 0.306 5.l2 u/9 .326 

5 mln 0.102 1.86 u/g .199 

10 mln 

15 mln 

20 111in 

30 mln 

60 111in 

El enfrent .. iento entre el soporte y el glutaraldehido re,ulla 

de manera muy agresiva ya que adn a tie111Pos cortos coeo ton 5 

minutos, la pérdida de actividad es muy crftica colllO se 111Uestra en 

ln flgurn (l.tl .Y <t3l,slendo adn m.h crítica para el caso de la 

concentracl&n de IX. Se supone que la reaccidn de enfrentaeiento se 

lleva a cabo entre el glutaraldehido y el agente protector, sin 

elllbargo por la perdida de actlvidad,no se descarta la reacci6n entra 

la enzima el curtiente. Una opci6n ser(a dls111inulr la 

concentraci6n de glutaraldehido, pero en esta parte del trabaJo no se 

est& realizando una opti~izaci6n sino slmpleinente una eleccidn entre 

los curtientes de que se dispone. Se observa ade111as una disminucidn 

en el incremento de salida, proporcional a la pérdida de actividad, 

de tal manera que no se est& logrando una lnmovllizaci6n lota! y si 

se est& disminuyendo la actividad enzim&tica. 
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Actividad 

total 

tl'ONPG 

1 
1 
1 
\ 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

' 1 

~ 
\ 
\ 
\ 
\ 
\ 

(!} 

O 5 IO 

' ' ' ' ' 

-- - - E:X!STE .t\CrIVID.''.\D 

taE:RA nEt SOPDffTE 

t.bn1n) 

tIGURA( 12.) .-Tiempo de enfrentamiento soporta-curtianh 
contra actividad enzim«tica, a una concantracidn fija de 
glutarBldehido de 0.5%. Para formulacidn 11tandarrl rJe ca• 
talizador. 
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Actividad 

total 

UONPG 

1 
1 
\ 
1 

o 

\ 
\ 
\ 
1 
1 
\ 
\ 
\ 
1 

\ 
\ 
l 

~ 
' ' ' 

-- . -e:xr:.re: .iCT!llID~"'l FIJE:Rll "E:L 

SOPORTE 

@--~--..... _ . __________ ;,. ____ . 
'° "\!.mil\) 

F!~IJRi\ ( 13 ) .-Tiem'.)o do enfrentamiento sc.:-oo~te-c11rtiP.nte r.nntr,. 

;i.ctiviclad enzi•o~tica, a •1na conc;;ntraci ':n ~1 ''I do r:!.·•tar=':lrieh!

do .-Je J ,c,;.P::ira formul'!ci6n i'!st:aradn!'." J ~.1 c'!ta1.b:arlnr. 
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La reacción enlre el glutaraldehldo y la enzl•a probablemente, 

en los cl\OI en que se pierde actividad enzla¡llca, se lleba a cabo 

en los gurpo\ amino del \ltlo actlvolflgural4l. 

Figura ll'tl Centro activo prepuesto para la 8-galactosldasa y para los 

centros de reacctdn con slutaraldehldolNlJPlH, l98ll. 

De los re\ultados anteriores se concluye que el glularaldehldo 

resulta agresivo. sobre todo para grupo\ a•lno por lo que cabe la 

utilización de un curtiente cOllO es la carbodllalda que dentro de su 

•ecanlslllO de reacción utllza Inicialmente srupos carboKllo, este 

Pruebas realizadas con carbodllmlda. 

De Igual forma que para el slularaldehldo, se probaron . 
diferentes concentraciones de curtiente utillz&ndose en este caso 

1-elll 313-dlmelll aminoproplll carbodlimlda. 

De Pruebas realizadas en el grupo de trabaJo para la 

lnmovlllzact6n de enzimas se ells16 una concentración ·de 2Si'. p/v de 

carbodtlmlda y se realizó el curtido de manera semeJante que con 

glutaraldahldo, Se variaron los tiempos de curl Ido en 5 minutos, 20 

minutos. 35 minulos 60 mlnulos. Los parámetros qua se l!ValtJaron 



fueron actividad total, actividad específica e Incremento de salida 

Los resultados que arroJaron estos eMparlmenlo se Ilustran en la 

tabla <19) en donde el Incremento de salida se contlnda evaluando en 

Incremento de D.O. a 410 nm de longitud de onda en los tubos en los 

que se detiene la reacción y en los que no se detiene por temperatura 

<Ver melodologfas de la determinación de la actividad enzimática en 

rlbru>. 

TASLAll'llTIENPO DE ENFREHTAHIEHTO SOPORTE-CURTIENTE A UNA CONCENTRACfON 

DE CARBODIKIDA DE.25Z p/v, 

Tiempo de enfrentamiento 

5 mln 

'.O mln 

35 mln 

60 min 

Acli vid ad total 

2.092 

0.9320 

0.7726 

0.7431 

acl. espec (f lea 

4.17 

2.37 

1.54 

1.48 

sdlda 

.104 

.001 

.000 

.000 

Observamos un resultado muy favorable al ullllzar carbodllmlda 

como curtiente ya que no se detecta salida de la enzima del saporte 

hacia el medio de reaccldn. En este caso pese a la concentraci6n 

utilizada de curtiente <257. p/v) no se detecta salida y se obtienen 

valores de actividad enzim~llca de 2.37 ul/g de fibra. 

El mecanismo de reacción propuesto para la reaccl6n con 

carb•,dilmlda se Ilustra en la figura <1>En dicho mecanismo se obo;arv.a 
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claramente la roaccldn en una etapa de actlvacldn, entre los grupos 

carboKllo de la\ protefnas y las carbodllmldas. Posteriormente 

vendr(a el acoplamiento con los grupos amlnos. So esperaría una 

agresividad semeJante a la del glutaraldehldo y por lo conilgulente 

una Pirdlda de actividad demasiado dr&stlca, sin embargo esto no 

sucede, por lo que se supone que al reaccionar los grupos carboKllo, 

se arreglan las prote(nas de tal manera que Impiden al acceso del 

grupo activo de las carbodlmldas al centro activo de la enzima ya sea 

que reaccione con la enzima o con su •agente protector• que en este 

caso sería la albúmina slrlca bovina. Da esta manara la p•n!ida de 

actividad no llega a ser total !Ueetall et al, 1975 >. 

Por otro lo1do H puedo observar que los Incrementos da ul ida 

llegan a un valor de cero la qua nos demuestra que realmente se estS 

ln11avlllzando la totalidad de las c~lutas, pese a que se eslln 

utilizando tiempos de enfrentamiento y concentraciones de curtiente 

sin optimizar. 

En la tabla<l'llse observa que a tiempos de 20 minutos en adelante 

I• p&rdlda u actividad se torna cut constante, lo que hace superior 

una total reacción del curtiente. 

Cuando se realiza una c9111paracl6n entre los agentes curtientes 

utiizados, se deben tomar en cuent• los parlmP.lros sobre los cuales 

se est&n evaluado dichos curtientes. 

De la experimentación anterior se opta por la utlllzaci&n de la 

carbodlmlda como agente curtiente, sobre el glutar.ildehldo, restando 

en este caso su oplimizaci6n en tuncidn de su concentracidn, el 
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tiempo de enfrentamiento y la manera de utilizarla.Esta desclclón se 

basa en que se logra detener a las células dentro de las fibras 

aunque la actividad sea baJa ,situación que no suscede cuando se 

emplea glularaldehldo,en donde la acllvld¿d medida es una comblnacl6n 

de la actividad del catalizador y la actividad de la enzl•a que ha 

pasado al sobrenadante. 

Optlalzacidn de la utillzacldn de un agente enlrecruzante en 

función de su concentracldn y del tle111PO de enfrentaaiento. 

En etta etapa del proceso se realiza la OPtlatzación de la 

utilización del agente entrecruzante¡ t-etll-31dl.etll aalnOflrOPll 

carbodlalda IEDAC) ya reportado en slsteaas de lnaovlllzacl&n de 

cilulas en un soporte de carbowiaetll celulosa ICKC> IJack, 1977).Se 

OPtlmlz6 tanto el tleinpo de entrentaaiento,asl COtllO la concentración 

del curtiente 

OptlMlzacldn de la concenlracldn de EDAC a utilizar. 

Previa a la opllmlzacldn de la concentracldn de EDAC se reallzc1 

una prueba para evaluar el efecto de la adicidn de EDAC en la 

emulsldn obtenlendose los resultados que se 111Uestran en la tabla (20) 
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. 
T1bl1<!0> EFECTO DE LA EDAC EN LA ACTIVIDAD ENZlHATICA DE LAS FIBRAS 

DE ACETATO DE CELULOSA. 

l\cllvldad total Act. npactrica Observactonn 

Flbr.¡ con 0.5 1111 1.476 ul 1.62 ul/g Flbro1o,; 

·de solucldn 250mg/ml homogenen ·con 

de EDAC adlcon1da en establ lldad de 

la el'M.llstdn. emulsldn-19111ln 
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Posteriormente se reallzd un barrido de concentraciones dQ EDAC 

adicionada en la emulsldn desde 57. hasta 257. ,evaluando la actividad 

total, ta actividad espec(flca y 

sepresentan en la tabla !VI. En la fase acuosa la adlctdn se llevo a 

cabo Junto con el butrer de 'uspensldn del piquete celular y se 

enfrentd en 11 emulsión lver 11MttodologC11); 

En la figura l\Sl se llUUlra la concentr·1ctón de EDAC contri la 

actividad especftlca senalandose en dicha gr4ttca,la zona de 

concenlracl6n en 11 cual no existe salida de acttvldad enzl•itlca al 

11M1dio de reaccl&n y la zona donde si existe. 

Tabla ·(~I !EFECTO DE LA CONCENTRAClON DE EDAC EN LA ACTIVIDAD 

ENZIKATICA DE LAS FIERAS Y EN SU SALIDA DE ACTIVIDAD ENZIHATIC~ 

CONC.EDAC ACT. ESPEC. ACT. TOTAL ultda 

257. p/v 0.0~284 0.4281 o 

207. p/v 0.6931 2.5199 o 

207. p/v 0.6931 2.5199 o 

107. p/v o. 1414 4,67 o 

57. p/v o.713 13.76 .111 
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-----EXI'.iTE: ACTitrI'J'\!:' 

íUERA DE'L SOPORTE 

4~1~ ..... 
~ 

5 IO \S 20 25 
(CKE.161~\{)N t_\)(Ll%) 

flGURA( 15 ).-Perfil de concentracidn da EílAC en ;~contra 
actividad específica en unidades de CMPG/g da fibra~. i 

un tiempo de enfrentamiento ~e 15 minutos, ~dlcion~n~o el 
agento curtiente a la emulsión. 



En to~ resultado~ efectuado' en Primera lnslancla,se muestra que 

la adlcldn de el ¡gente entrecruz•nte on la e111Ulsldn no arecta las 

propiedades de la misma, ya que se obtienen flbr~s homogeneas, es 

declr,sln que se formen aglomerado' a la ullda d11l otri,c,;or, debldo 

a que no se altera la estabilidad de la emul5ldn ( alrededor de 19 

•lnutos >. 

De uta inanera la lllOdirlc•clón, en el curtido o entrecruzamtento 

redllua en un ahorro con'Olderable de agente curtiente, ya que en lac,; 

•lapas anlerlorec,; el gasto de reactivo era de alrededor de 50 veces 

s•JPerlor, sin lograr el alrapaowlento y la actividad deseadas. 

De e5la lor•a, 1e concluyó qu1 la forma de enfrentamiento del 

agente curtiente con el 5lstema enzlm&llco debe ser en la emulsl&n. 

Posterlor11111nle se procedl6 a OPtimlzar la concentracl6n de EDAC con 

las variaciones que se han .. ncionado. Se obtuvo un auinenlo de 

~cllvldad enzlm1tlca a •edlda que se dls•lnuy6 la concentractdn de 

ED~C. de tal forma que pode1110s asegurar que la influencia de EDAC en 

la actividad enil1"'tlca es lnvenamente proporcional a ta 

concentracldn. 

Se l09ro una actividad enzlm4llca elevada, si se considera que 

fue de 4.97uONPG/g ,ya que esta actividad se detecta totalmente en 

las fibras a una concenlracldn de EDAC de IOY. p/v, es de~lr sin 

salida de enzima la 1118Zcla de reaccidn. 

delnmov!llzacldn 

B-galaclosidasa, 

levaduras. 

Para de levadura con ai:t lvldad 

que este slstem.!. retiene P.facllvamente a tao; 
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La EDAC es un agente entrecruzante comunmente utilizado para un 

entrecruzamiento entre grupos a•lno y carbo~llo activados (Jack, 

1977>. AsC suponemos que las reacciones de entrecruzamiento en 

nuestro sl,tema se llevan a cabo entre: c•lulas-albúmlna, 

c&lula'i-cllulas y albúmlna-albúmlna,mas no con el soporte de acetato 

de celulosa Por lo qua la principal función de las reacciones de 

entrecruzamiento es la de auinentar el !amano de las .ol4culas de 

proteína de tal manera qu~ la salida a través de lot poros de saporte 

se elimina. Esto se observa a concentraciones por arriba de un IOY. 

de l!DAC. 

Optlmlzact&n del 

ln.avtllzaclón contra EDAC. 

lle111Po de enfrentalento~ Slste111a de 

Se realizó la OPllmlzaclón del tle111Po de enfrentamiento de la 

siguiente manera: Primero se prepararon la'i dltaranlas tases del 

saporte y se emulslflcaron de la manera convencional.Posteriormente 

o;e adlcloncS el EDAC a una concentraclcSn de IOY. p/v (tiempo cero>, a 

Partir de la adici6n se mantuvo la agltacldn durante 5, 10, 15, 20. 

30, .45, 60 111in pandos los cu&ln H detuvo el tle11po de 

enfrentamiento al extrudir la emulsión con el tolueno. 

A las fibras obtenidas para cada tiempo de enfrenta•iento se las 

determln6 actividad enzim&t lea y arlem&s se eYal•1Ó la actividad total, 

la actividad específica y el incremento de salida,obte~lendose los 

resultados que 'ill anotan en la tabla 111). 

Por otro lado la figura <16) muestra el tiempo de enfrentamiento 

contra la actividad espedtlca. 
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Tabla( 2.l. )Efectc del Hampo d6 enfrentamiento 

curtiente-soporte a une concentraci6n fija da ~~rbod5wJda 

de 1C%. 

TIECIPO DE E1Jf'RENTA MIENTO Act.TOTAL Act.Esr:Er:~FICA 

5 1.2456 41.52 

10 Cl .6~SC' 2~.:sr 

i·s 0.1437 4.79 

2Ci c·.1209 4.('3 

3.C 0.1053 3.51 

45 0.0890 2.99 

6C (l.C72C 2.4r 
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FIGURA{ /6 ) .-Efectu del tiempo de enfrentamiento soporta
curtiente, · a una concantracidn fija de EDAC de 10~. Las 
fibras se praparan bajo for~ulacidn •standard, el enfrenta
miento se lleva a cabo en la eITTulsi6n. 
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De la tabla<1tlse nota una clara Influencia del tiempo Je 

enfrenta•lento, tanto en la actividad enllmAtlca del soporte, como en 

su Incremento de \alida, ya que a mayor tiempo de enfrenta•iento la 

Para los mh cortos de actividad enzimática dlsninuye. 

enfrentamiento. el Incremento de 

minutos 

salida e~lste hasta llegar a, 10 

hay Incremento de salida de los cuales no 

actividad enzt•~tlca ,1MtJorandose la alrededor de 5 veces, con 

respecto a lo antes reportado 

En el cuadro<''· solo se 111Uestran aquellos trabaJo\ con tactasa 

ln1110villzada co1111rcialmente disponible, de los cuales a nivel 

Industrial solo existe trabaJo realizado en fibras de trlacelato de 

celulosa. El valor de la actividad enzlmAllca reportada es de 22 

uOHPG/g de fibra, que es semeJanle al valor obtenido en este lrabaJo 

123.3 uOHPGtg de fibra). Sin el!lbargo no se ha probado la utlltzacl~n 

de nue\tro sistema en lacto\a. No obstante, se abre et panorana para 

un estudio mls profundo del sistema, pues se requiere de caracterizar 

Par&metros tao Importantes como ser{an el tiempo de vtda 111edla del 

catalizador, la estabilidad operacional, la establll~ad de 

almacenamiento, un estudio cinético y dlfuslonal, y la prepuesta de 

un reactor enllmlllco. De esta manera se conocerCa ~ profundidad 'l 

sistema Y no solo se maneJar(a para un sistema enzimAtlco 

exclusivalM!nte, cOllo ª' 8-galacto,lda\a, ·\lno tener el conoclmlento 

suficiente de •'te, de tal manera que se obtenga el criterio 

surlclente para su apllcacl6n en otros sistemas enzlmAtlcos. 
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~[.-CONCLUSIONES Y RECOHENDACION&S 

Las conclu,lones y reco11M1ndaclones de este lrabaJo se realizarán 

de acuerdo con los obJetlvos generales y particulares planteado~ 

lnlclalmente, y tambten de acuerdo a los ruultados obtenldo~ a 

travás del trabaJo eKperi111enlal. Las recoeendaclones que s~ Plantean 

son con el ttn de que se pueda meJorar el trabaJo o que se pueda 

profundlzar mas en él. Las concluslone' y recoMendaclone\ que se 

proponen son las sltulentest 

l.·Se desarroll& el sistema de ln1110vtllzaclón de células de 

levadur~ con actividad de B-9alactosldasa en un soporte lnerte de 

acetato de celulosa. Dicha lnmovlltzaclÓn se basa en la técnlca de 

atraPaMlento entrecruzaMlento. 

Debido a la técnica que se utilizó se cYee que se esta afectando 

una porción de acllvldad enziMátlca, lo cual se detallará en los 

siguientes Incisos. 

2.-De lo\ Métodos que se evaluaron, solo el de acetato de 

celulosa se probó eKPerlmenlal111ente, pues de los demas ..étodos 

ullllzados en el departamento de Blotecnol09la del CEINGEBl-UNA", se 

tenlan matos resultado\, Siendo el soporte de .cetatos el que meJores 

resultados presentó, se procedlÓ a su OPll•lzaciÓn a traves de este 

trabaJo• Sin elllbargo uto no cierro\ 1.1 opción de la ullllzaclÓn de 

los demas mQlodos, puesto que podrlan lllOdlficar~e y opllmlzar\e 
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t~mblen. No obstante cabe h~cer notar que se deben tener cuidado en 

las desventaJas que se presentaron en la dlscusl6n para c/u de los 

tllétodos. 

3.-La capa que se utilizó fue la de Kluyveromyces rrag\\ls 

HRRL-YSS61. De las cepas que se probaron esta rué la que resultó 

tener la mayor actividad esp~c(flca y que cumplió con las condiciones 

que anteriormente se e~pusieron, adem~s cube la observación de que la 

cepa puede ser motivo de diversos trabaJos con el Qbjeto de 

meJorarla. Tal es al caso de la utillzacl6n de las técnicas de la 

ln9eniarfa Bioquímica, para la OPtlmlzaclón de la producción de de la 

enzima a traves del cultivo; ademas existen las técnicas de la 

Genética Clásica y de la fngenlarra Genátlca para el meJoramlento de 

la cepa. 

4.-Dentro del desar1·ollo del sistema de Inmovilización para 

células se puede concluir que 

a>La determinación de la praporclÓn de las fases juega un papel 

muy Importante en las propiedades f lnales de la fibra. 

blLa elección del e111Ulslflcante adecuado facilita la 

manipulación de la emulsión. 

ella concentración del acetato de celulosa determina en gran 

medida la expresión de actividad enzimática, pero también limitará la 

liberación de enzima del soporte. 

dJEl sistema de extrusl&n-preclpltaclÓn result~ adecuado para la 

escala de trabaJo de este proyecto(nivel laboratorio~. 
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Para atta Incito podemo; recomendar lo ;l9ulente1 

a)Hantener con,tante la praporclón de lat tates que ;e utlllzan, 

y que cada llOdlflcaclÓn que se r!allze se haga dentro de los l(nlles 

que establecen estas proporcione,, 

b)La utilización de acetato de celulosa obedeció a la facilidad 

de obtención de este material, ;In embargo existe la po;lbllldad d~ 

la utlllzaclÓn de trlacetato de celulosa, qua podrfa redituar en un 

meJor alrapaalanto, y por lo conslgulente en un menor tratamiento de 

entrecruzaalento, 

c>Se debe dl;e~ar un sitteaa de extruslÓn-preclpltaclÓn, sl el 

procuo ;e va a lleval' a una escala superlor. Esto rasultarf:t 

Indispensable, puetlo que el sistema aqul utilizado no resultaría 

adecuado para el manaJo de volU11ene' de e11Ultlón Mayores de lOOlll. 

5.-Dentro de la optl•lzaclón del alrapaalento celular, la 

utilización de células coao paquete y no collO 1uspensl6n facilita el 

proceso, puesto que nos ayuda al aumento de actlvldad enzlmdtlca, asl 

col!IO a mantener la proporción de nuntrat rues en la 1auhl6n. · 

6.-En lo que ;e refiere a la per1M1ablllzación celular parece 

haber un campo batlante granda de trabaJo, ya que cotn0 ;e dlJo, el 

control de esta etapa del proceso e; llUY cr[tlco. El m~todo de 

per111ublllucldn que s. ullltzd rué el de disolventes, siendo ,111.1y 

efectivo para la expresldn de actividad de las c6lulas paro muy 

dirlcll de controlar en forma preclu. Esto .a debe a que es 

complicado ellmlnar· totalmente el disolvente de la puh celular. Una 

posibilidad Interesante es la permeabillzación Por medio de enzimas 

que degraden Pared y/o membrana celular, aunque esto ser(a tem~ para 
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e5ludlo'i PO'iterlores. Pese 

utlllzacl6n de dliolventei 

a In 

no se 

desvent aJas mene lonadai, 1 a 

descarta totalmente, puesto que 

quedaría probar una mayor gama de estos. 

7.-La adición de agentes protectores antes del tratamiento de 

entrecruzamiento resultó muy efectivo en la retencl6n de actividad 

enzl111.ít lea, ya que cuando no se adlclonaban estos agentes, la 

actividad enzimática se perd(a totalmente. Aqul cabe la recomendacl6n 

de utilizar una Proteína mas barata que la albúmina sérlca bovina, 

siendo este el caso de la caserna o de la albúmina de huevo. 

0.-De los curtientes elegidos, la utilización de la caarbodlmlda 

resultó llUY eficiente. Sin embargo debido a su costo se podría 

sustituir la EDAC por una carbodlalda mas barata. Debe hacerse notar 

~ue para cada una de las carbodimldas ser{a necesaria una 

optimización de su u~o. en función de su concentración y de su tle111Po 

de enrrentamiento. 

9.-~a utilización de este sistema a una escala 'iUperlor, deberá 

realizarse cuando el sistema hubiera incrementado su actividad por lo 

111enos 4 veces. Esto se puede lograr 111eJorando las condiciones de 

permeablllzar.IÓn y de entrecruzamiento. Teniendo meJor(a en tales 

tratamientos, no se tendrfa a la enzima tan e~puesta a condlclont'i 

agres lvas. Retolvlendo estos problemas serfa necesario un estudio 

•U prorundo de el proceso, e'ito a tr.ave'i de una car.acterizacl6n 1lel 

~i$lema. Da e~ta ~anera 'ie •slablecerCan la~ pol[ttca~ adecuadas Para 

el di\efto de un reactor enzimático. 

10.-El blocatallzador se puede utilizar en leche Y \Uero dulce 

de leche, debido a que ~e e'ita utilizando enzima de levadura cuyo PH 



Óptimo e5 de 6.6-6.8. Sin elllbargo esto queda supeditado a la 

car~clertzaciÓn del sistema, utilizando COllO sustrato lactosa, ya que 

en este tr~baJo se utlltz6 ONPG COGIO suttrato. 
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