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1. INTRODUCCION 

--1:>Como sabemos, la leche contiene prácticamente un solo 

carbohidrato, que es la lactosa, cuya fórmula estructural 

es 4-o-(a-D-galactopiranosil)D-Glucopiranosa. En la natu­

raleza, la lactosa solamente se encuentra en la leche· de 

los mam;feros femeninos. El azúcar de la leche es un di­

sacárido compuesto por los monosacáridos glucosa y galac­

tosa. La lactosa por si misma no es dulce, presenta baja 

solubilidad y dado que es un disacárido, no es absorbida 

dfrec·tamente en el intestino. Para que la energh propor­

cionada por los monosacáridos pueda ser aprovechada por el 

organismo, la lactosa tiene que ser hidrolizada o desdo­

blada en glucosa y galactosa (Figura 1). / 

La hidrólisis necesaria para la utilización de la lactosa 

es efectuada _por la acción de la enzima a-D-galactósido 

galactohidrolasa (E.C.3.2.1.23) ó a-galactosidasa (nombre 

trivial), comunmente conocida como ªlactasa•. 

Esta enzima, se encuentra en las mucosas.del intestino 

delgado de la mayor;a de los mam;feros jóvenes; no se en­

cuentra en el intestino del embrión ó del feto, sino has-
• Jf..¡,¡:::, ~ 

ta mediados de la última fase de gestacion. ~e encuentra 

presente también, en plantas, principalmente almendras~ 

duraznos, chabacanos y manzanas. Y también es producida 

durante el crecimiento de algunos microorganismos, ya sea 

en forma intra o extracelular (4)./ 
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La digestión de la lactosa se lleva a cabo principalmente 

en el yeyuno, donde la lactasa la escinde a glucosa y ga­

lactosa. Parte de la glucosa se emplea "in situo:, el 

resto pasa a la corriente sanguinea con la galactosa y am­

bos son metabolizados en el higado. 

En el caso de que no haya suficiente lactasa, parte de la 

lactosa no digerida, pasa a la circulaci6n. La mayor 

parte, no obstante, va hacia el ileón y el colón, donde 

la alta concentración de lactosa, da lugar, por osmosis, 

a una transferencia de agua al interior del intestino. La 

lactosa no digerida, es también fermentada por bacterias 

en el colcm, con lo que se forman diversos ácidos y di6xi­

do de carbono. Las consecuencias son las de una diarrea 

fermentativa, incluyendo la sensación de hinchamiento, 

flatulencia, eructos, espasmos y una rápida diarrea flui­

da (1).iYcFigura 2).f' 

Después del nacimiento, durante el periodo llamado de lac­

tancia, los mamiferos se nutren únicamente con leche. Por 

esta razón, la facultad para poder digerir la lactosa que 

contiene este alimento, es de gran importancia. 

Después del perfodo de lactancia, la leche va reemplazán­

dose por otros aHmentos gradualmente, y la actividad de 

la lactasa va desapareciendo también gradualmente, corno 

puede observarse (20) (Figura 3). 
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En épocas anteriores a la industrialización o consumo do­

méstico de productos lácteos y antes de la domesticación 

de animales productores de leche, los alimentos que los 

ser~s humanos recibían después del periodo de lactancia, 

no contenían lactosa alguna. Por esta razón, la mayorfa 

de los adultos, padecfan deficiencia de lactasa e intole­

rancia a la lactosa. Tan pronto como se dispuso de leche 

para la población en general, se favoreció la actividad 

permanente de la lactasa. Los seres humanos capaces de 

digerir la lactosa, podfan beber leche y mantener o mejo­

rar asi su estado general de salud. Los seres humanos 

que no pudieran digerir la lactosa de manera adecuada, no 

tendrian esta posibilidad. En tiempos de escasez los se­

res humanos que podían asimilar la leche, pudieron pospo­

ner el sacrificio de los animales, sobreviviendo con la 

leche que éstos les proporcionaban. (45) 

La leche a pesar de ser el alimento universal de los ma­

miferos recién nacidos, resulta en ocasiones tóxica para 

algunos infantes, quienes no la pueden digerir por defi­

ciencia de lactasa. Los adultos de t.odas las .especies 

animales también carecen de esta enzima y lo mismo sucede, 

tal como lo sabemos en la actual.idad, con la mayoria de 

los seres humanos después de los dos o cuatro años de edad. 

La leche es un alimento casi completo y seca puede alma­

cenarse y transportarse a grandes distancias. Por esto es 

una conocida fuente de proteínas y otros nutrientes, em-

7 



pleada en muchos programas de ayuda para una mejor nutri­

ción de niños. 

Al observar que un gran número de infantes no toleran fi­

siológicamente la lactosa, se ha puesto en evidencia un 

problema importante, y sus implicaciones son estudiadas 

en la actualidad por organismos tales como la U.S. Office 

of Child Development y el grupo de expertos en protefnas 

de la Organización de las Naciones Unidas. 

A finales de los años 50 1 s, Paolo Durand, de la Universi­

dad de Génova, y Aaron Holzd y sus colaboradores, de la 

Universidad de Manchester,. publicaron estudios sobre niños 

con intolerancia a la lactosa, reaccionando frente al azú­

car de la leche-~on una severa diarrea, malnutrición e 

incluso la muerte. Este trabajo resucitó el interés por 

la lactosa y la lactasa, a lo que siguió un perfodo de 

activas investigaciones sobre el problema (1). 

En México, Lisker y colaboradores (21-24), del Departamen­

to de Genética, Instituto Nacional de la. Nutrición, ini­

ciaron estudios sobre este problema, a pértir de 1974, ob­

teniendo resultados a la fecha realmente sorprendentes. 

La intolerancia a la lactosa en México, .es muy superior a 

lo imaginado, ya que resultó ser del 75% en la población. 

Debe señalarse, que mucha gente intolerante a la lactosa 

puede, no obstante, beber un poco de leche y consumir 
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productos lácteos; la relación de los síntomas clínicos 

con la ingestión de lactosa es cuantitativa. 

Para la mayoría de la gente, incluso después de haber cum­

plido cuatro años, beber cantidades moderadas de leche no 

da lugar a efectos adversos e incluso es benéfico desde 

el punto de vista nutritivo. Sin embargo, deberían modi­

ficarse los programas indiscriminados de distribución a 

gran escala de leche en polvo a poblaciones con esta into­

lerancia, o bién, habría que impulsar el suministro de le­

che en polvo con bajo contenido de lactosa. 

Los pueblos tradicionalmente pastoriles, presentan una in­

cidencia de insuficiencia de lactosa inferior a la de los 

pueblos tradicionalmente cazadores o agricultores. 

lo anterior, lo podemos respaldar, con ejemplos de nacio­

nes como China, o Japón, donde la frecuencia de intoleran­

cia a la lactosa es alta, mientras que la raza caucásica 

de Europa del Norte, presenta una frecuencia bastante ba­

ja. 

Otro fenómeno que se correlaciona con una alta actividad 

lactasa es la radiación ultravioleta. Cuando la radia~ 

ción ultravioleta es baja, la síntesis de vitamina D, lo 

es también, y dado que la vitamina D, desempeña un papel 

importante en la absorción de calcio, las posibilidades 

de que el calcio sea absorbido son disminuidas también. 
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En individuos con una alta actividad lactasa, la lactosa 

es hidrolizada, esto influenc;a de una manera positiva la 

absorción de calcio¡ personas con una actividad lactasa 

baja, carecen de éste posible mecanismo de compensación, 

y por lo tanto, la absorción de calcio es inferior (1). 

El antecedente genético es demostrado por la incidencia de 

una absorción de lactosa deficiente en diferentes grupos 

étnicos (Tabla 1). 

Por lo expuesto anteriormente, es de gran interés el desa­

rrollo de un sistema de procesamiento para la preparación 

de alimentos lacteos, con la lactosa parcial o totalmente 

hidrolizada o removida. Varios métodos para reducir el 

contenido de lactosa en leche han sido propuestos, pero 

sólo algunos tienen aplicación industrial. Estos métodos 

incluyen procesos f;sicos, quimicos y enzimáticos. 

La solución a este problema, con el uso de los dos prime­

ros métodos. seria la eliminación de la lactosa, lo cual 

representaria un nuevo problema pues se ocasiona una pér­

dida del 30% del valor calórico de la leche ya que se 

pierden en el proceso otros nutrientes de bajo peso mo­

lecular {4, 20). 

Tratando la leche con procedimiento enzimático, ésta re­

tiene su valor nutricional porque la glucosa y la galacto­

sa, los productos de hidrólisis de la lactosa no son eli-
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TABLA 1. OCURRENCIA DE INSUFICIENCIA DE LACTOSA O INTOLERANCIA A LA LACTOSA 

EN ADULTOS SANOS. 

Grupo étnico 

Europeo Occidental 

DanEs 
Blanco Americano 

Negroide 

Negro Americano 

Negro Higeriano 

Asiático 

Indú 

Chino Indú 

Chino 

Tailandés 

Cino Coreano 

Japonés 

Chino Americano 

Indio Hemisferio Occidental 

Colombiano 

Peruano 

Mexicano 

Norteamericano 

Muestras de población 

700 

20 

41 

22 

4 

100 

22 

20 

4 

140 

75 

11 

3 

24 

30 

136 

3 

1 Absorción Déficit de 
Lactosa 

1 - 2 

. 10 

72 

77 

98 

62 

54 

85 

90 

97 

100 

100 

100 

58 

66 

75 

67 

Los resultados anteriores se basan en pruebas llevadas a cabo por diversos 

investigadores mediante métodos diferentes, por lo que los resultados no son 

comparables, en sentido estricto,ni reflejan con toda exactitud la situación de 

las poblaciones (1, 21-24, 60). 
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minados, además, este procedimiento altera mínimameflte 

las propiedades organolépticas de la leche pues es más 

dulce solamente. 

la lachsa puede agregarse dfrectamente a la leche algún 

tiempo ~ntes de ser consumida. Sin embargo, el proceso 

resulta costoso, pues la enzima purificada no se recupera 

y hay necesidad de contar con una gran cantidad de enzima 

disponible (45). 

Recientes avances en las técnicas de inmovilización de 

enzimas, sugieren que este procedimiento puede ser aplica­

do para solucionar los problemas anteriores (1,58). 

¿Existen varios trabajos que demuestran que el uso de la 

lactasa en procesos industriales se ha propagado enorme­

mente, llevándose a cabo inmovilizando la enzima en forma 

pura o semipura en diferentes soportes orgánicos e inor­

gánicos, por ejemplo: en vidrio silonizado, en gel de po­

liacr1lamida, DEAE-celulosa, resinas fenólicas, en la su~ 

perficie de nylon, etj (Tabla 2). 

Asf de esta forma, se solucionan algunos problemas para su 

uso como biocatalizador, como podrían ser: estabilidad, laJ 

enzima puede ser reusada, la operación continua es posible 

en algunos casos, se requiere de menos espacio, el control 

de la reacción es mayor, se obtiene alta pureza y rendi­

miento del producto. 
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TABIA 2. INMOVILIZACIONES DE LACTA3A DE DIFEBENTE FUENTE Y EN DIVERSOS 
SOPORTFS. 

Fuente de 

la Enzima 

A. niger 

E.coli 

E.coli 

E.coli 

E.coli 

A.niger 

E.coli 

S.lactis 

Inmovilización 1 de actividad Observaciones Ref. 

retenida 

Atrapamiento en gel de 
P.V.P. 

Atrapamiento por micro­
encapsulación con diclo­
ruro de teraptolil 

Unión covalente a carbo­
mida 
Diazo 
Glutaraldehido 

Adsorción física en papel 
Whatman No. 1 

Atrapamiento en fibras de 
triacetato de celulosa 

301 

281 

251 

--

Adosrci6n en resina fenóli- 301 
ca, luego unión covalente 
con glutaraldehido 

Atrapamiento en partículas 
de glutaraldehido y albúmi-
na bovina con sonicación 

Atrapamiento en poliacrila- 301 
mida 

ss•c y pH 4 

37°C, pH 7.3, 
(0.38 M)Na+ 

37°C, pH 5.5-
8.0 

25ºC, pH 7.2 

25ºC, pH 7.2, 
(0.01M)Na+ 

25°C, Ph 6.2 

pH 6.5, 30°C 

10 

37 

59 

47 

32 

36 

43 

35 
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Ahora bién, la producción de enzimas a través de microor­

ganismos, con respecto a fuentes vegetales o animales, 

resulta más económica y no está sujeta a factores de loca­

lización de la fuente, a la estación del año, ya que la 

producción se encuentra concentrada en la unidad de pro­

ducción (fermentador) y además el tiempo de producción es 

corto. 

Debi<k> a los altos costos de extracción y purificación de 

las enzimas microbianas es interesante el desarrollo de la 

tecnologh E!nzimática para llevar a cabo la inmovilización 

de microorganismos que contengan intracelularmente la en­

zima de nuestro interés. 

/ Las reacciones enzimáticas que son llevadas a cabo por 

células microbianas inmovilizadas indican que son venta­

_ josas en los siguientes casos: 
' 

1) Cuando las enzimas son intracelulares. 

2) .cuando las enzimas extra;das de las .células son ines..V 

tables durante y después de la inmovilización. 

3) 

4) 

Cuando las enzima[~ue contienen los microorgan;)·smos 

no interfieren o las enzimas que interfieren son fá­

cilmente inactivadas o removidas. 

Cuando los sustratos o productos no son compuestos de 
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~ 
alto peso molecular. 

En estos casos, las siguientes ventajas de las células in­

movilizadas pueden ser esperadas: 

a) Los procesos de extracci6n y/o purificación de la en­

zima no son necesarios. 

b) El rendimiento de la actividad enzimática en la inmo­

vilización es alto. 

c) La estabilidad operacional es generalmente alta. 

d) Bajo costo de la enzima. 

e) Es posible para la aplicación a sistemas de reacciones 

multienzimáticas. 

f) Retención ;ntegra de la estructura y conformación de 

la enzima. 

g) Alta resistencia a perturbaciones del medio ambiente. 

Asi encontramos trabajos que describen la inmovilizaci6n 

de células por atrapamiento en geles de poliacrilamida, 

agar, carragenina y pol;mero de triacetato de celulosa, 

por adsorción en colágena o bien directamente unidos a 

hidróxido de zirconio. 
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¿_--·· 
El método de inmovilización por atrapamiento se basa en 

confinar células en una matriz polimérica o englobadas en 

\una membrana semipermeable tipo encapsulamiento, Al in-
' 
1illovilizar por este método las enzimas o células no reaccio-

nan con el soporte, pues solo quedan atrapadas (Figura 4). 

Este método es el más usado para inmovilizar células y las 

matrices más usadas son: colágena, agar, ca~.r~genina, al­

ginatos, poliacrilamida, poliestireno y triaceta!o de_~e-
-------- ----- ----·· 

lulosa. 

Después de atrapar las células es conveniente llevar a ca­

bo un tratamiento con un agente bifuncional, o una mezcla 

de ellos con el fin de dar mayor rapidez al catalizador. 

El proceso que normalmente se sigue para la inmovilización 

de enzimas ó células microbianas es presentado en la Figu­

ra 5. 

Una vez optimizadas las condiciones de inmovilización, se 

' 1 prosigue al diseño y utilización del reactor enzimático. 

Existen diferentes tipos de reactores que se clasifican 

por su forma de operación y caracteristicas de flujo (Fi­

gura 6). 

Para elegir o diseñar el tipo de reactor a utilizar con­

viene consideraf la reologia del sistema de reacción, la 

16 



.... 

...,_¡ 

~~~ 
~ ~.·· ~ ~~--F:;:::,~ :":_. --: .: i ~ .'' ,::\-¡,_ g .. -.... ,.:>:·:·~--.·=:.... .. : . ::.) 1 
e~(\~ l.9 ~--·· B lo ·~QiW ..o 0 · °"" , ·:, ........ 6)' ~<1',..v~-¿ .. __ ;, ~ 

~Qz:a~ "<04:Jlla:O) 

(D © 
TIPO ENRREJADO TIPO MICROCAPSULA 

·"FrauRA ·4. DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS POR 
. EL ~E TODO DE ATRAPA MIENTO 



FERMENTACION 

PAQUETE CELULAR 

EXTRACCION 

• 
PURIFICACION 

INMOVILIZACION 

BIOCATALIZADOR 

BIOREACTOR 

FIGURA s. Proceso para la inmovilizacion de ~lulas o de enzima. 
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estabilidad del soporte a la agitación y la cinética enzi­

mática. 

Otros factores importantes a considerar para la elección 

de un reactor a nivel industrial son: costo del soporte y 

reactivos para la inmovilización, actividad enzimática 

del sistema inmovilizado, estabilidad operacional, la ca­

pacidad de regeneración del catalizador y la posibilidad 

de contaminación microbiana del sistema (6, 51, 53, 58). 

Al hidrolizar la lactosa en leche, además de cumplir con 

la finalidad principal, que es hacerla asequible a perso-

nas con intolerancia, se logra una-de las metas de la Quf­

mica de Alimentos que ve la posibilidad de convertir este 

azucar relativamente insoluble y de bajo poder edulcoran- ~­

te, en una mezcla de sus monosacáridos, que presentan un 

mayor poder edulcorante (aproximadamente SOS con respecto \ 

a Sacarosa) y además son 3 -o 4 veces más solubles que la 

lactosa, siendo aún más fácilmente absorbidos por el in­

testino. Además de que podrfa utilizarse en la prepara-

ción de medios de cultivo, en la preparación de leches 

concentradas, ya que la hidrólisis parcial (25-JOS) de la 

lactosa puede prevenir la cristalización de otros azúcares 

en leches condensadas; en mantecados y hela~os la hidróli­

sis parcial (30-401) de la lactosa previene la arenosidad 

y/o la floculación de proteinas durante perfodos prolonga- ,' 

dos de almacenamiento (Figura 7). 
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La leche con lactosa hidrolizada es estable hasta por un) 

afio de almacenamiento. Debido al incremento en la dulzur~ 

la adición de azúcar a algunos productos lácteos puede ser 

reducida o aún eliminada. 

~/ Al hidrolizar la lactosa en leche, se reduce el tiempo de 

lcoagulación de yogurt en un 15-20% 1 además de obtenerse 

una cuajada firme; aún más, se han reportado incrementos 

del 10% en el rendimiento. Wn la producción de quesos ma­

durados, se producen más rápidamente aminoácidos y ácidos 

grasos libres,)contribuyendo a desarrollar en consecuen­

cia más rápido la estructura y sabor de estos quesos, 

(4,44) asi nos encontramos que al h1drolizar la lactosa 

de la leche, se puede tener un sinfin de aplicaciones que 

hacen justificable este proyecto (Figura 8), 

En el presente estudio se trata la inmovilización d~ célu­

las completas con actividad 8-galactosidasa, asi como las 

propiedades enzimáticas de las células libres e inmovili­

zadas, además del proceso para la hidrólisis de lactosa en 

leche por la 8-galactosidasa contenida·en células comple­

tas de E.coli CSH-36 inmovilizadas en carragen1na. 
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11. ANTECEDENTES 

2.1 Intolerancia a la lactosa. 

Debido a una enfermedad congénita algunas pe'rsonas care­

cen de actividad lactasa desde el nacimiento. Esta afec­

ción trae consigo problemas gastrointestinales severos, 

que pueden tener un desenlace fatal si no se toman las 

medidas pertinentes. 

En un intento por vencer los aspectos negativos de la in­

tolerancia a la leche, varios grupos de investigadores han 

realizado estudios comparativos con leche en presentación 

normal y leche con lactosa hidrolizada o reducida. 

Lisker et.al., estudiaron los efectos producidos por la 

ingestión de 250ml de leche conteniendo o, 12.5 y 37.5 g 

de lactosa, en 150 sujetos, aplicando el método doble cie­

go estandard y encontraron que las diferencias en los s;n­

tomas eran altamente significativas. La frecuencia de los 

s;ntomas debidos a la mala absorción de la lactosa, se in­

crementaron en relación directa al contenido de lactosa 

en leche (23). 

Payne-Bose et. al., probaron 1~ respuesta a la leche nor­

mal y con lactosa hidrolizada en un 92%, Estas leches 

fueron administradas en cantidades de 5 ml/Kg de peso cor­

poral, a siete mujeres. En ambas pruebas se encontraron 
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diferencias estadisticamente significativas. que indican 

una mejor utilización de la leche hidrolizada (42). 

Beaufrond et. al. 1 demostraron que una mezcla de glucosa/ 

galactosa, era mejor absorbida que la lactosa. por medio 

de la medición de los niveles de glucosa y galactosa en 

sangre. Además, encontraron que el aumento del nivel de 

insulina era comparable al que normalmente se detecta en 

cualquier organismo después que la persona en cuestión ha 

consumido un desayuno normal (2). 

Mitchell et. al •• demostraron que 5 de cada 6 individuos 

responden de un modo favorable cuando se reemplazan 12 g 

4e lactosa por una mezcla de 6 g de glucosa y 6 g de ga­

lactosa. lo que es equivalente a una hidrólisis de 100% 

de lactosa (31). 

Turner et. al .• realizaron una investigación, en la que 

tomaron parte 12 personas intolerantes a la leche y otras 

12 personas tolerantes. sobre el efecto de ingerir 250 ml 

de leche normal descremada, 250 ml de leche descremada con 

bajo contenido de lactosa. 12.5 g de lactosa y una mezcla 

de 6 g de glucosa y 6 g de galactosa. En el grupo de in­

tolerantes a la leche, las diferencias fueron significa­

tivas. cuando se utilizó la leche descremada en compara­

ción con la leche descremada de baja lactosa. Los resul­

tados encontrados fueron los mismos cuando se trató de la 

lactosa pura y de la mezcla de glucosa (52). 
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Jones. et. al •• en dos estudios con 16 y 17 individuos 

respectivamente. reportan que los otros componentes de la 

leche no tienen influencia alguna en la aparición de sfn­

tomas de intolerancia (16). 

Mitchell. et. al •• estudiaron 35 casos de niños aborfge­

nes ligeramente desnutridos. Niños que en la primera in­

fancia fueron alimentados a base de leche con lactosa hi­

drolizada ganaron 70S más peso que niños alimentados con 

leche normal. esto sin considerar el peso estandard co­

rrespondiente a la edad. la presencia de diarrea y las 

concentraciones de azúcar en la evacuación (31). 

De lo anteriormente expuesto. se concluye que el uso de 

leche baja en lactosa puede ser la solución a la gran in­

cidencia de intolerancia a la lactosa en México (21-24). 

lo que es posible de lograr hidrolizando este azúcar usan­

do la enzima lactasa para asf conservar las propiedades 

nutritivas de la leche; en apoyo a lo anterior cabe men­

cionar que la lactosa es bastante resistente a la hidró­

lisis ácida. 

2.2 Fuentes de la Enzima 8-galactosidasa. 

µ:.a 8-galactosidasa. se encuentra en plantas. microorganis­

mos y animales~ ,__.. 

En plantas las principales fuentes de la enzima son: al-
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mendras, duraznos, chabacanos y m~. En animales la 

encontramos en la mayorfa je los mamfferos jóvenes, mien­

tras que en microorganismos la encontramos en una gran va­

riedad de éstos (Tabla 3),tero los principalmente usados 

para la obtención de esta enzima son Escherichia coli, 

Aspergillus niger y Kluyveromyces sp. Cabe mencionar que 

las propiedades de la enzima difieren de una fuente a otra 

considerablement~ 

En contraste a la enzima de E.coli, las propiedades enzi­

máticas de la a-galactosidasa de otros microorganismos han 

sido poco estudiadas debido a que E.coli ha sido amplia­

mente investigada en conexión con estudios en la sfntesis 

de protefnas y su control genético, 

{_!.as enzimas constitutivas son aquéllas que se forman a ve­

locidades constantes y en cantidades también constantes 

durante el crecimiento de un microorganismol) independien­

temente de su estado metabólico, en tanto que, las enzimas 

inducibles, se encuentran normalmente, tan solo en canti­

dades fnfimas en una determinada especie bacteriana, pero 

su concentración puede elevarse rápidamente cuando el mi­

croorganismo se halla en presencia de un inductor, gene­

ralmente su sustrato, particularmente cuando dicho sustra­

to puede ser la única fuente de carbono para la célula • . 
Las células de tipo silvestre de E.colino utilizan lacto­

sa si hay glucosa disponible¡ pero al adicionar un a-ga-
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TABLA 3. FUENTES MICROBIANAS DE LA ~-GALACTOSIDASA 

Microorganismo Fuente Tipo de Enzima Referencia 

E.coli (ML 308) Constitutiva,intracelular 12 

~ (K-10) Constitutiva,intracelular 43 

~ (?) (COnstitutiva,intracelular 32 

~ ( CA 8.00). V:.':_Inducida,intracelular 26 

E.coli (lav UV5) IDducida,intracelular 26 

~ (lac-/F-lac UVS) Inducida,intracelular 26 

E.coli (lac- pro-/F'lac UVS) Inducida,intracelular 26 
--- + pro 

~ (A'l'CC-26) COnstitutiva,intracelular 59 

~ (E-106) Constitutiva,intracelular 35 

Fusarium Moniliforme Inducida,extracelular 27 

Caldariella acidophila Inducida,extracelular 46 

Aspergillius foetidus Inducida,extracelular 41 

Aspergillius .2E:!!!. Inducida,extracelular 40 

!• fragilis Inducida, intracelular 28 

!• lactis Inducida, intracelular 8 

!.niger Inducida,intracelular 10 

Tololopsis sphaerica Inducida,intracelular 14 

Candida psudotropicalis Inducida,intracelular 35 

~- bulgaricus COnstitutiva,intracelular 35 

~.acidophilus COnstitutiva,intracelular 35 

Streptococcus cremoris Constitutiva,intracelular 35 

Streptococcus thermophilus Constitutiva,intracelular 35 

Neurospora ~ Inducida, intracelular 35 
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lactósido, se induce no solo la s;ntesis de s-galactosida­

sa sino también la de dos enzimas funcionalmente relacio­

nadas; la s-galactosido-permeasa y la s-tiogalactósido 

acetil transferasa. La primera es una prote;na de la mem­

brana de las células de E.coli que permite el paso de 

s~g~act6sidos al interior celular contra gradiente de con­

centración; la función de la segunda no está completamente 

elucidada. 

Por otra parte, é han descubierto mutantes de E.coli que 

contienen actividad s-galactosidásica elevada, a pesar de 

que las células no sean expuestas a un s-galactósido como 

agente inductor_} A tales mutantes se les denomina mutan­

tes constitutivas, porque se comportan como si la s-galac­

tosidasa fuese una enzima constitutiva y no una enzima in­

ducible. 

Jacob y Monod llegaron a la conclusi6n de que en el mapa 

genético de E.coli existen 3 loci distintos que influen~ 

cian la formación de la s-galactosidasa: se designan "z", 

"i" y "o" (Figura 9). El locus "z" especifica la secuen~ 

cia aminoácido de la molécula de la s-galactosidasa¡ las 
¡ 

mutaciones en este locus conducen a la s;ntesis de una 

molécula enzimática alterada o inactiva. Este tipo de gen 

se denomina gen estructural y se define como un gen que 

porta el mensaje codificador de la secuencia de aminoáci-· 

dos de una proteina no específica, que en este caso es la 
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B-galactosidasa. El segundo locui, el "i", s~ postula 

que no tiene influencia sobre la estructura de la B-galac­

tosidas- sino q~e determina si el gen estructural de la 

p-galactosidasa será o no transcrito. Dicho gen se deno­

mina regulador. Cuando el gen "i" experimenta mutación, 

se torna defectuoso, ya no puede inhibir la transcripción 

del gen estructural; en tal caso, la B-galactosidasa es 

sintetizada, en presencia o ausencia del inductor, lo cual 

nos dá una explicación de los mutantes constitutivos. 

Jacob y Monod propusieron ·que el gen regulador codifica la 

secuencia aminoácida de una proteína específica denominada 

represor(y el lugar.en el DNA al cual se une. según se 

propuso, la molécula de represor. se le denomina operador 

o locus "o". cuando ~ste locus es defectuoso, porque ha 

experimentado mutación, se transcribe el locus "z" y se 

forma la B-galactosidasa. 

~ 
Como se mencionó anteriorment• los B~galactosidos inducen 

coordinadamente un grupo de tres proteínas, la B-galacto­

sidasa, la B-galactósido-permeasa y la B-tiogalactósido- v 

acet11 transferasa. que están codificadas por 3 genes: 

"z", "y" y "a". respectivamente. y que está agrupado en 

esta secuencia en el genóma de E.coli. éstos genes estruc­

turales, regulados por el mismo gen "i" y el mismo opera­

dor "oº, fueron denominados por Jacob y Monod operón lac~; 

(Figura 9). 
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Así, en base a lo dicho anteriormente, una cepa constitu­

tiva de 8-galactosidasa puede tener z+, y+, i+ (19). 

La 8-galactosidasa en la mayoría de los microorganismos es 

inducible, por lo que si se desea producir la enzima, se 

tendrá que hacer uso de sustancias con un costo muy eleva­

do, (tal como el isopropil 8-D tiogalactósido) o bien ma­

nejar las condiciones ambientales hasta lograr una buena 

producción de la enzima. Estos inconvenientes a su v~z 

son las principales ventajas de las bacterias constituti­

vas. 

De las diversas fuentes de obtención de la enzima la más 

adecuada para uso comercial es la de origen microbiano, 

pues resulta más económica y no está sujeta a factores de 

localización de la fuente o época del año, ya que la pro­

ducción se encuentra concentrada en la unidad de produc­

ción (fermentador) y el tiempo de producción es corto. 

2.3 Caracteristicas Fisicogu1micas de la 8-galactosidasa 

de E.coli. 

Las propiedades de la 8-galactosidasa de E.coli, cristali­

zada, han sido examinadas por ultracentrifugación, elec­

troforesis en gel, electroenfoque y por la prueba de 

Ouchterlony-de doble difusión. Los resultados indican que 

la preparación enzimática es homogénea con respecto al 

tamaño, configuración, carga neta y comportamiento inmuno-
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lógico. Se le ha determinado un punto isoeléctrico de 

4.61. 

fd y Weber determinaron algunas propiedades fisicoqufmi­

cas de la enzima de E.coli ML-305 y ML-309, con ellos de­

termfoaron que el peso molecular de la enzima es de 518,000. 

Su configuración es descrita como un elipsoide de revolu-

ción con una proporción axial cercana a 3 asumiendo 30% v 

de hidratación. La longitud y altura de la molécula son 
o 

de 150 y 50 A respectivamente. Crave et. al., determina-

ron el peso molecular por equilibrio de sedimentación a 

baja y alta viscosidad obteniéndo valores de 489,000 y 

538,000 respectivamente, mientras que Colby y Hu usando 

el mismo método reportan 503,000 y 491,000 (5). 

Zipser establece que la enzima nativa está compuesta por 

cuatro monómeros. Este resultado concuerda con lo encon­

trado por Wallenfels et. al., en cuanto a la disociación 

de la enzima reducida y carboximetilada en urea y cloruro 

de guanidina. 

í 
El peso molecular de un monómero calculado con datos fisi~ 

coquimicos es de 147,000, este peso es confirmado por 

Shifrin y Steen que obtienen un peso de 118,000 por equi­

librio de sedimentación en urea, en tanto que Ullman et. 

al., obtienen un peso de 135,000. 

La estructura tetramérica de la enzima fué demostrada di-
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rectamente por microscopio electronico que además demues­

tra que las cuatro subunidades son arregladas en las es­

qui~as de un cuadrado. 

Se ha encontrado que en dodecil sulfato de sodio al 0.1%, 

la enzima se disocia en unidades de un peso molecular de 

alrededor de 60,000. Esta misma disociación parece ocu­

rrir también en una mezcla de ácido fórmico y ácido acéti­

co dando_pequeñas subunidades con un peso molecular de 

46,000. Streers et. al., reportan un peso similar para 

la enzima tratada con ácido formico al 70%, SOS al 0.5% y 

NaOH 0.05M. 

La energia de activación para la hidrólisis de lactosa por 

la B-galactosidasa de E.coli es de 17.5 Kcal/mol según 

Sharp et. al. y de 15.2 Kcal/mol según Hustad et. al., los 

valores rep~rtadps par~ la enzima inmovilizada son 16.3 y 

12.5 Kcal/mol. (56) respectivamente. 
. . 

Kuby y Lardy reportan la energia de activación para la hi­

drólisis de o-nitrofenil-a-D-galactósido. a dos inter~alo$ . . 
de temperatura y obtienen 7.3 y 13.1 Kcal/mol a 30-37ºC y 

0-30ºC respectivamente. 

La a-galactosidasa de E.coli ML 309, contiene 51.5% de 

carbono, 6.3% de hidrógeno, 16.1% de nitrógeno y 0.93% de 

azufre, no contiene carbohidrato$ o fosfatos. 
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La composici6n de aminoicidos de.la s-galactosidasa de 

diferentes cepas de E.coli fue determinada por diversos 

laboratorios, los resultados de estos estudios son resumi­

dos en la Tabla 4 (10), · 

2.4 pH óptimo para la actividad de la s-galactosidasa. 

Al hablar en general de la s-galactosidasa encontramos que 

el pH óptimo de esta enzima varia apreciablemente, depen­

diendo de la fuente de la enzima; pues mientras que para 

la enzima de origen bacteriano es en l~s inmediaciones de 

7, en las preparaciones de origen fúngico es cercano a 5 

y para la enzima de levadura es próxjmo a 6, lo anterior lo 

podemos ver en la Tabla 5. 

--··r 
Para preparaciones de enzima provenientes de E.coli el pH ¡ 

óptimo va de 6.8 a 7.2 en buffer a 30°C. Cohn y Monod re­

portan pH 7 como óptimo para la s-galactosidasa d~ E.toli 

ML en buffer de fosfatos a 28ºC. Un valor de pH 7.3 ha 

sido reportado pari la s-galactosidasa de E.coli ML-309, 

a 40ºC en buffer Veronal. A 20ºC y en buffer tris-ácido 

acético (0.05M) la misma s-galactosidasa presenta un pH 

óptimo de 7.7. En la presencia de NaCl (O,OSM) este va-

lor es desplazado a 6.6. 

A partir de la influencia del pH en el Km y la velocidad 

máxima en la hidrólisis de ONPG con s-galactosidasa de / 

E.coli, se ha deducido (56) la existencia de dos grupos 
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TABLA 4. COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA B-GALACTOSIDASA (Moles de a.a./105g 

de proteína). 

A.A. E.coli ML-309 Ml-35 K-12 K-12 

Ly5 19.0 18.3 21.5 20 
His 31.2 22.5 26.7 26.7 
Arg 56.5 51.2 54.8 54.0 
1/2Lys 17.1 17.5 14. 1 12.7 
Asp 88.6 83.6 91.3 90.5 
Thr 54.9 46.0 48.2 51.9 
Ser 47.6 56.0 49.7 51.3 
Glu 95.7 93.0 105.0 108.0 
Pro 44.1 47.1 49.5 52.5 
Gly 60.6 60.9 63.1 62.5 
Ala 65.0 61.5 69.0 69.6 
Val 53.0 49.4 55.6 55.6 
Met 20. 1 20.5 17.8 15.6 
ne 36.2 32.2 35.6 31.6 
Leu 82.1 72.6 81.6 83.0 
Tyr 20.8 24.4 26.6 25.1 
Phe 31.8 30. 1 33.4 33.4 
Trp 35.0 35.5 26.0 26.0 



disociables .(cuyos valores de pK son 6.67 y 8.9 a 20ºC). , 

El grupo disociable en el lado alcalino del pH óptimo ha 

sido identificado como un grupo sulfhidrilo (-SH). lo cual ~ 

es soportado por la inhibición de la enzima por iones de 

metales pesados y p-mercuribenzoato. Por otro lado. al 

otro grupo se le determinó paralelamente a 5ºC un Calor de ' 

disociación de 5.75 Kcal/mol. Por este hecho se sostiene 

que es bastante probable el que este grupo sea el anillo 

imidazol de un residuo histidina. 

También se menciona que en presencia de NaCl 0.05M. los 

valores de pK de ambos grupos son desplazados hacia el 

lado ácido (por o.a unidades de pH para el grupo imidazol 

y 0.3 para el grupo sulfhidrilo) (56). 

2.5 Temperatura óptima para la actividad de la B-galacto­

sidasa de E.coli. 

Como podemos apreciar en la Tabla 5, la temperatura ópti­

ma de la enzima depende de su origen. En general la tem­

peratura óptima var;a desde~ 65°C. También es 

de hacer notar que la variación de la temperatura óptima 

es según la forma en que encontramos a la enzima (purifi­

cada. en células completas, libre o inmovilizada). 

Es importante mencionar que as; como la forma que presenta 

la enzima afecta el valor de la temperatura óptima~· de 
/ 

igual forma se ve afectada la energ;a de activación. como 
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TABLA 5, pH y TF .. MPERATURA OPTIMA DE LA ACTIVIDAD l!-GALACTOSIDASA DE 

DIVERSAS FUENTES , 

Fuente de la enzima 

A,niger 

K, lactis 

K, fragilis 

Fusarrum noniliforme 

A, orizae 

Candida psudotropicalis 

Tolulopsis sphaerica (J-28) 

T, versatilis (M 6) 

~-(ML 308) 

E,coli (ATCC 26) 

~ (K -12) 

E.coli (K-10) 

!:E2!.!, (E-106) 

L. bulgarius 

K,lactis 

pH Óptimo T óptima ºC 

~-¡ 

4 65 

6,5 45 

6,3-6.8 35-40 

4-~ 50-60 

4-5 55-60 

7.5 30 

7 

7 

7 

7 

7 

6,8 

6,5 
7,3 

7 

7.2 
a.o 

5.5 

6,3 

· 30 

30 

37 

55 

55 

55 

37 
45 

SS 

55 
55 

55 

37 

'y, 

\ 
;¡J \ 

Observaciones . :Ref, 

Enzima purificada 10 
libre 

Enzima.purificada 8 
libre 

Enzima purificada 28 
libre 

Enzima purificada 27 
libre 

Enzima purificada 40 
libre 

Enzima purificada 35 
libre 

Enzima purificada 
libre 

14 

Enzima purificada 14 
libre 

Enzima purificada 12 
libre 
Enzima purificada 
y libre 32 
Enzima purificada 
inmovilizada 

Enzima pura,libre 59 
e inmovilizada 

Enzima pura, libre 12 
Enzima pura,inmovili- 13 
zad.a 

Célula completa 32 
libres/inmovilizadas 

Célula completa 35 
libres/inmovilizadas 

CGlulas completas 35 
libres/inmovilizadas 

Células completas 35 
libres/inmovilizadas 



demuestran los reportes en los que se usa la energia de 

activación de la reacción como indicio de la existencia de ( 

limitaciones difusionales en la inmovilización. 

La s-galactosidasa de E.coli es bastante establev;í~sde el 

punto de vista térmico, tanto en forma purificada como en 

células completas (libre o inmovilizada) como lo demues­

tran varias publicaciones, a diferencia de la enzima pro­

veniente de levadura que es termolábil (8,14,28,32). 

2.6 Efecto de diversos iones en la actividad enzimática de 

s-galactosidasa de E.coli. 

Diversos investigadores han estudiado el efecto de la pre-· 

sencia de varios iones en la determinaci6n de actividad 

enzimática de la s-galactosidasa y han encontrado que és~ 

tos tienen una importante influencia sobre la actividad de 

la enzima. 

~dolowski et. al., probaron el efecto de diversos iones 

en la hidr6lisis de ONPG, PNPG y lactosa, después de incu­

bar la enzima en presencia de los diferentes iones encon­

traron que los iones de metales pesados (Cu 2+, Hg 2+ y'.;' 

zn2+) ejercen una poderosa inhibición, en tanto que los 

iones Mg 2+, Mn 2+, co2+, Fe2+ y Ba 2+. incrementan la acti­

vidad de la enzima con respecto a su actividad frente a 

los sustratos libres de ione:jcuando menos en dos de los 

tres sustratos probados (Tabla 6) {56), El i6n amonio 
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TABLA 6. EFJ::C'lO DE VARI.AS SALES EN 1.1' ACWIDAD ¡¡ ... GALAC'lOSIDASA. 

S a 1 .. ONPG PNPG Lactosa 
A~ividad Relativa ª 

o 1 1 
-4 MgC12 1.12 1.33 5 X lO M 1 .19 

5 X 10-4M cac12 0.92 1 .04 0.66 

5 X 10-4M HgC12 o o o 
5 X 10-4M CuS04 o o o 
5 X ·,o-4M ZnS04 o. o o 
5 X 10-4M BaC12 0.79 1.23 1 .24 .. 

05 X 10-4M MmC12 1.49 2.20 1. 72 

5 X 10-4M Feso4 0.89 1.46 1.34 

5 X 10-4M Cocl2 1.05 1.83 1.83 
-1 1 X 10 NH4é2H302 .92 1.55 1.06 

1 X 10-1 NaCl 1 .19 0.99 0".95 

5 X 10-2 
K3C6H507 0.37 0.79 0.90 

5 X 10-2 THAMb 0.41 o.so 0.57 

2.5 X 10 -2 Na2EDTA 0.07 0.22 0.22 

a) Actividad comparada en fosfato de postasio 0.02 M, pH 6.8 - 7.0, 25ºC 

b) trishidroximetil amino metano. 



n eleva la actividad enzimática, pero su sal del buffer tris 

hidroximetilamino metano asi como el citrato de potasio 

fueron inhibidores; el EDTA reduce la actividad poco más 

del 75%, el ión sodio incrementa la hidrólisis de ONPG, 

mientras que no tiene ningún efecto sobre la hidrólisis de 

PNPG o lactosa. Estos resultados concuerdan con lo repor­

tado por Wallenfiels et. al., y por Kuby & Lardy. 

!'.,.' 

La Tabla 6, nos refiere la actividad relativa de los iones 

mencionados anteriormente (56). 

2~7 Especificidad de la Enzima 8-galactosidasa, 

La enzima actúa sobre una amplia variedad de 8-galact8si-

dos. Es bastante específica respecto a la parte glicona 6~ 
de la molécula (galactosa) y es mucho menos especifica 

con respecto a la parte aglicona de la molécula del sus­

trato. La glucosa y otros glucósidos o alkil o aril al­

coholes pueden servir como aglicona. 

La misma enzima cataliza reacciones de transglicosidación 

cuando el aceptor es diferente al agua 3-o-~-D~galactopi­

ra~osil-D-glucosa, 6-o-s-D-galactopiranosil D~galactosa 

(galactobiosa) y otros oligosacáridos pueden producirse 

por la acción de la 8-galactosidasa en lactosa (5, 7, 18). 

Los valores de Km y V máx de un grupo de sustratos son 

presentados en la Tabla 7. 
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TABLA 7. CONSTANTE DE MICHAELIS Y VELOCIDAD MAXIMA DE 

VARIOS SUSTRATOS PARA LA 8-GALACTOSIDASA DE 

E.coli 

Km Ymax C O M P U E S T O 
(Moles/lt (MoJes/lt min) 

o-nitrofenil 8-galactósido 1.8 X 10·4 32 X 10·6 

p-nitrofenil 8-D-galactósido 0.97 X 10·4 5,8 X 10·6 

o-nitro a-L-arabinósido 2.6 X 10·3 2.2 X 10·6 

fenil 8-D-galactósido 7.3 X 10·4 5.0 X 10·6 

Metil 8-D-galactósido 6.9 X 10·3 2,9 X 10·6 

n-butil-8-D-galactósido 6,9 X 10·4 2,3 X 10·6 

Lactosa 5,5 X 10·3 2,3 X 10·6 

Al o lactosa 8.3 X 10·3 

· Lactositol 3 X 10·2 ·2.5 X 10·7 

Lactobionato 4 X 10·2 •1,0 X 10·7 

Como podemos apreciar en la Tabla 7 y la Figura 10, los 

cambios marcados en la estructura de la aglicóna son com­

patibles con la actividad enzimática 

Algunos cambios en el anillo de _galactosa (sustitución, 

reducción, oxidación y cambios en la configuración estéri­

ca) producen un sustrato derivado inerte. 

La inversión de el enlace 8-galact8sido a la- configuración 

alfa pr.oduce un galactósido resistente a la hidrólisis 

enzimática. Sin embargo, los a-galactósidos no son ex­

cluidos del sitio activo como puede inferirse en la inhi­

bición competitiva en la actividad enzimática. 
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., , 
(Glkona) 

., ... 
Aqlicona 

Lactosa 

"·(ro-@ 
OH 

0-nitrofenil S-D qalactósido 

OH 

P-nitrofenil 8-D qalactósido 

o~ 

OH 
o-nitrofenil a-L arabinósido 

Fenil 8-D galactósido 
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Metil S- D galactósido 

º·OCH~H 
O- CH2 (CH2)2CH3 

OH 

OH 
n-butil S-D galactósido 

FIGURA 10. f:structura de diversos sustratos para la enzima S-Galactosidasa 



Estudios semicuantitativos, indican que, en general, la 

velocidad de hidrólisis depende del tipo de unión entre 

B-D-galactósido y que estas velocidades se decrementan en 

el orden (l-6)>ll-4)>(1-3)>(1-l). Por otro lado a-D ga­

lactósidos, a ó BD glucósidos, aD manósidos y B-D-fructó­

sidos no son hidrolizados (SS). 

2.8 Mecanismos de Reacción postulado para la acción de la 

B-galactosidasa. 

Wallenfels y Malhotra han propuesto un mecanismo para la 

acción de la B-galactosidasa en donde se plantea la trans­

ferencia de un residuo galactosa de un galactósido a un 

aceptor {agua, otro azúcar o alcohol). Este mecanismo, 

ademls, sostiene que la aglicona y el aceptor ocupan la 

misma posición en la molécula enzimática, en donde el 

aceptor entra solo después de haber sido removida la aglf­

cona. Con ello la actividad de este enzima frente a los­

tiog_alactósidos es fácilmente explicable, porque en este 

caso una unión de tipo enlace de hidrógeno, debe formarse 

entre·los dos átomos de azufre, lo que es bastante impro­

bable {Figura 11). 

Examinando el modelo molecular se propone que el grupo 

imidazol solo se puede acercar por el mismo lado que el 

anillo piranosa se une al oxigeno galactosidico. 

Otra base que se dá para la proposición de este mecanismo, 

45 



1 

CHzOH 
/R CH2')H 

o 

1 
+ ROH 

H H. 
OH / OH 

s 

.. , 

2 

RI 

/ ·----o 
H \ 

H 

FIGURl\ 11. Mecanismo de reaccion propuesto para la accion de la 8-galactosidasa 
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es que dado que la afinidad aparente por la enzima no se 

ve afectada por el reemplazo del ox;geno galactosfdico 

por un ·itomo de azufre, se sugiere que este itomo no in­

terviene en la configuración del complejo enzima-sustrato. 

Considerando lo anterior, se puede notar que los requeri:-... 

mientos ~specfficos para el residuo galactosa (glicóna) 

son más rfgidos que los requerimientos especfficos para 

la parte aglicóna, lo que sugiere que es el anillo galac­

tosa el responsable de la formación del complejo enzima­

sustrato. Además las fuerzas inespec;ficas de Van der 

Walls operan por igual en la parte aglic6na como en la 

glic6na, por lo que esta última puede estar o ser enlazada 

a la ·enzima por medio de puentes de hidrógeno como se pue­

de observar en la Figura 12. 

De lo anterior se concluye, que solo grupos de piptidos 

alternados estSn en condiciones de formar enlaces, de modo 

que necesitan estar presentes 6 ó 7 residuos aminoácidos 

entre la ctstefna y la histidfna. 

Debido a que los u-Larabin6sidos tienen un ·oH menos que 

los s-D galact6sidos y recordando lo dicho anteriormente, 

es lógico que estos exhiban una menor afinidad por la en­

zima (56). 

2.9 Cinética de Células Inmovilizadas. 

La cinética inherente y la efectiva pueden ser definidas 
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FIGURA 12. Posible estructura óel complejo enzima­
sustrato d~ la B-galactosiáasa. 
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como el comportamiento de las células inmovilizadas en la 

ausencia de limitaciones difusionales y cuando son signi­

ficativas, las limitaciones difusionales, respectivamente. 

La cinética de las células inmovilizadas es más compleja 

que la expresión que describe una actividad enzimática 

simple, pero más simple que la cinética de fermentación 

debido a que normalmente no hay crecimiento. 

El efecto difusional es el más importante·modificador de :. • 

la cinética de las células inmovilizadas especialmente en 

el caso de una reacción enzimática veloz ó donde la con­

centración de sustrato es baja, una alta porosidad, mucha 

actividad o un prolongado uso de las partículas inmovili-

zadas. 

Las limitaciones difusionales externas pueden ser minimiza­

das por el incremento de la velocidad de agitación en un 

reactor agitado o por el incremento de la velocidad de 

flujo de un reactor tubular. 

Las restricciones difusionales internas ~ueden ser detec­

tadas por ~na disminución en la energía de activación 

aparente, para la reacción y puede ser esperada una mayor 

influencia en la actividad de las células inmovilizadas 

debido a que las partículas de ellas son generalmente ma­

yores que la correspondiente preparación de enzima inmo­

vilizada. Las restricciones difusionales internas pueden 

ser reducidas usando partículas de soporte irregula~es con 
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una relativa alta relación de area superficie/volumen, 

pero por supuesto esto nos lleva a un rápido desgaste en 

un reactor agitado y causa flujo irregular y compresión 

en una columna empacada. 

La cinética de células inmovilizadas usualmente es mas 

compleja que la correspondiente a enzimas inmovilizadas 

debido a dos factores adicionales. Estos son la posibilip 

dad de una limitada cantidad de células en divisiant~or 

parte de las células inmovilizadas, y la presencia de una 

barrera difusional creada por la existencia de la pared 

celular y la membrana citoplismica intactas, lo cual pue. 

de provocar enormes variaciones, debido a la estructura 

de la pared y membrana celular, asf como el .tipo de sus. 

trato usado. El efecto de esta barrera difusional puede 

ser cuantificado por el incremento en actividad de~pués de 

lisar las células (58}. 

En_ general la determinación de la Km y la Y máx par~ la 

B-galactosidasa se h~ hecho por el método de Lineaweayerp 

Burk, usando lactosa como sustrato. (Tabla 8}. 

Como se puede ver en la Tabla 8, al momento de inmovilizar 

la enzima o c€1ulas la Km se ve incrementada~ en aJgunos 

casos esto puede ser explicado al analizar la carga del 

soporte empleado, asi como la porosidad de éste y todas 

las demás caracter1sticas anteriormente citadas que pueden 

afectar el valor del Km. 
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TABLA 8 • CcJiparaci6n dela constante de Mic::haelis y velocidad maxima para 

la - galact.osidasa :im:JVilizada proveniente de diversas fuentes 

usando lactosa OC11D sustrato. 
Fuente de la enzima vmáx _1 

mM min_1 
mg enz _y 
biocat. 

E.coli E.106 

Cél. inmovilizadas 
Cél. libres 

L. bulgaricus 

Cél. inmovilizadas 
Cél. libres 

K. lactis 

Cél. inmovilizadas 
cél. libres 

E.coli A'l'CC 26 

Enz. inmovilizadas 
Enz. libres 

E.coli 

Enz. libre 

E.coli ML-308 

Enz. libre 
Enz. inmovilizadas 

E.coli 

Cél. inmovilizadas 

-7 7.5 X 10_3 
1.1 X 10 

-3 
0.29 X 122 
1.3 X 10 

-3 0.83 X 10_3 
0.33 X 10 

-3 0.24 X 10_3 
0.26 X 10 

-3 0.59 X 10_3 
0.45 X 10 

-3 3.1 X 10 

Km(mM lact) 

5.4 
5.4 

4.2 
4.2 

30 
30 

4.1 
4.5 • 

4.7 

0.625 
1.2 

2.9 

pH TºC Ref. 

6.5 30° Ohmiga et.al. 

6.5 30° Ohmiga ~ 

6.5 30º Ohmiga~ 

6.8 37 Wandolowski 
!!.:.!h 

7 20 Morisi et.al. 

25 Sharp et.al. 

Toda K. 
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Por lo que al efecto de la galactosa y la glucosa en la 

actividad e-galactosidasa de E.coli se refiere, es nece­

sario mencionar que diversos autores han investigado el 

efecto de estas sustancias, tanto en enzima purificada 

como en células libres o inmovilizadas, sobre la velocidad 

de .reacción. Kuby y Lardy demuestran inhibición competi­

tiva para la galactosa y no competitiva para la glucosa, 

sobre la velocidad de hidrólisis de ONPG, estos investiga­

dores usan la enzima purificada de E.coli K-12, Por otro 

lado Wondolowski y Woychik investigan el mismo efecto, 

pero usando como sustrato ONPG, PNPG y lactosa, demostran­

do para todos los sistemas inhibición competitiva para 

galactosa e inhibición competitiva de los sustratos sin­

téticos por la glucosa, en esta investigación se usó enzi-

,· ma purificada de E.coli lATCC-26). ~ 

Ohmiya et. al., llevan a cabo la investigación del mismo 

efecto, sobre la hidrólisis de lacto;;, por células libres 

e inmovilizadas de E.coli (E-106) L. bulgaricus y K, lac­

tis con actividad lactasa. En este trabajo se encontró 

que la velocidad de hidrólisis de lactosa por células in­

movilizadas de L. bulgaricus y E.coli fue casi constante, 

no obstante que la concentración de galactosa fué incre- ¿ 

mentada. El mismo resultado se observ6 con Jas c!lulas 

libres de estas bacterias¡ estos resultados revelan obvia­

mente que no hay inhibición por galactosa. La actividad 

de K. lactis, sin embargo, es decrementada con el aumento 

en la concentración de galactosa y es demostrada una inhi-
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bición competitiva. El efecto de la glucosa en la acti-

vidad lactasa de estos microorganismos y siguiendo los b 

patrones de Lineaweaver-Burk fue el de una tfpica inhibi­

ción no competitiva. 

Los Ki correspondientes a cada trabajo son presentados en 

la Tabla 9. 

Como podemos observar en la Tabla 9, la comparaci6n seria 

un poco ambigua pues no todas las constantes han sido de­

terminadas con respecto a un solo sustrato, el único punto 

de -comparación seria el tipo de inhibición, que en_ general 

se puede decir es reproducible para ambas sustancias inhi­

bidoras, con la salvedad en el efecto de la glucosa deter­

minado por Wondolowski para la s-galactosidasa purificada 

de E.coli (ATCC-26) que da un tipo de inhibición diferente 

a lo esperado. 

2.10 Inmovilización de Células usando como soporte 

Carragenina Kappa. 

Recientemente, la investigaci6n y técnicas en la Ingenie­

ria Enzimática ha cobrado un creciente interés, especial­

mente en sistemas inmovilizados, muchos arttculos en la 

aplicación potencial de enzimas y células inmovilizadas 

han sido publicados, adquiriendo con ello un rápido desa­

rrollo. Sin embargo la práctica industrial ha sido bas­

tante limitada para el uso de enzimas o células inmoyili~ 
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TABLA 9. CONSTANTES DE INHIBICION y TIPO DE INHIBICION PARA B-GALACTOSIDASA DE E.coli y OTRAS FUENTES 

Fuente de la 
enzima 

E.coli K-12 
enz. pura 

E.coli ATCC-26 
enz. pura 

E.coli E-106 
Células libres 
Células inmovilizadas 

L.bulgaricus 
células libres 
Células inmovilizadas 

K.lactis 
Células libres 
Células inmovilizadas 

Ki(galactosa)IIIM 

9.4 competitiva 
frente a ONPG 

160 competitiva 
frente a ONPG 

80 competitiva 
frente a ONPG 

100 competitiva 
frente a lactosa 

ª frente a lactosa a 

ª frente a lactosa a 

b 
46 y 103b 
47 y 103 

1\ (glucosa)IIIM 

70 no competitiva 
frente a ONPG 

- acompetitiva 
frente a ONPG 

- acompetitiva 
frente a PNPG 

- acompetitiva 
frente a lactosa 

70 no competitiva 
76 frente a lactosa 

230 no competitiva 
230 frenta a lactosa 

340 no competitiva 
380 frente a lactosa 

a: Los valores de Ki son mayores que los niveles probados de inhibidor 

b: mezcla de inhibición competitiva 

~ } 

Referencia 

Kuby - Lardy 

Wondolowski 

Ohmiga 
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zadas (Tabla 10). 

En 1969, se cons;gue la apl;cac;ón industrial de una enzi­

ma inmovilizada, v. gr. la inmovilización de la aminoaci­

lasa, para la producción continua de L-aminoácidos a par­

tir de DL aminoácidos .. Esta fué la primera aplicación in­

dustrial de enzimas en el mundo. Posteriormente se desa-

' rrol la la aplicación industrial de las células inmovH iza-

\das, consiguiéndose la producción industrial de ácido L-
' 
Aspirtico y ácido L-Málico~ usando células inmovilizadas 

en gel de poliacrilamida en 1973 y 1974 respectivamente. 

Para promover el mejoramiento de los sistemas con cilulas 

inmovilizadas, se continua estudiando-varios pol;meros 

naturales~ sintéticos, como matrices para el atrapamiento 

de células o enzimas en geles0 ,Q_legando a establecer en 

base a los resultados que la carragenina kaP1>a es uno de C:, 

los polímeros más adecuados para la inmovilización de cé-
f 

lulas.\ _,,, 

La carragenina kappa, esta compuesta por·unidades estruc­

turales de 6-D-galactosa sulfato y 3.6, anhidro a D-galac- 6 

tosa, (ste polisacárido es fácilmente obtenido de las al-

gas roJas (Rodoficeas). Es un compuesto no tóxico comun- ~ , 

mente usado como adHivo_ alimenticiJ 

Los grupos sulfato en este tipo de carragenina, se encuen­

tran principalmente en el Carbono 4. La estructura quimi­
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TABLA 10. APLICACIONES POTENCIALES DE MICROORGANISMOS Y ENznw;··-:rNMOVILI­

ZADAS EN. LA INDUSTRIA. 

Microorganismo Sistema Enzimático Producto 

o enzima 

Soporte Ref. 

Pseudomona 
putida 

Achro111obacter 
liquidum 

E.coli 

~ 
Sacharomices 
cerevisiae 

L-Arginina de 
imidasa 

L-citrulina gel de polia- 53 
crilamida 

L-Histidina amo- Acido Uracónico Gel de polia- 53 
nioliasa. crilamida 

Penicilino ami- 6-APA 
dasa 

Glutatión sinte- Glutatión 
tasa 

Aspartasa Acido aspár­
tico 

Gel de polia-
c.rilamida 

Gel de polia-
crilamida 

Gel de polia-
crilamida 
K. carragenina 

53 

53 

6 

Streptomyces Glucosa-isomerasa Fructuosa Poliacrilamida 6 
K.carrageniria phaeochomogenes 

Brevibacterium 
ammoniogenes 

Brevibacterium 
~ 

Corynebacterium 
glutamicum 

Gluconobacter 
melonogenus 

Aminoacilasa 

Aspartasa 

Glucosa-Isane­
rasa 

FUmarasa 

Glutamato 
deshidrogenasa 

Aminoacilasa 

Aspartasa 

Glucosa-Isome­
rasa 

colágena 

Acido Málico Poliacrilamida 6 
K.carragenina 

Acido glutamico Poliacrilamida 35 

L-sorbosona Poliacrilamida 35 

L-aminoácidos Poliacrilamida 20 
K.carragenina 

Acido aspártico Policarilamida 20 
K. carragenina 

Fructuosa Poliacrilamida 20 
K. carragenina 
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ca de la carragenina kappa es presentada en la Figura 13. 

(20). 

y 
La carragenina se caracteriza por formar geles tennorever-

sibles bajo condiciones suaves, asf entonces, gelifica por 

enfriamiento como en el caso del agar, por contacto con 

soluciones acuosas del ión amonio o aminas tales como dia­

minas alifáticas o aromáticas y derivados de aminoácidos, 

la formación del gel puede también ocurrir por el contacto 

con solventes organicos miscibles en agua. 

La función gelificante del potasio en la carragenina kappa 

parece residir en el ester sulfato, que al gelificar se 

conforma con una doble hélice, estabilizando protefnas, 

como la case1na de la leche. 

El proceso de inmovilización de células microbian~s usando 

carragenina como matriz es el reportado por Tosa et. al., 

y es esquematizado en la Figura 14. (51). 

~ tratamiento con glutaraldehido tiene por objeto aumen­

tar la estabilidad del catalizador ya que el grupo aldehi­

do reacciona con la hexametilendiamina y algunos grupos 

amino de la célula formando puentes intramoleculares'\ 
_J 

La efectividad del tratamiento con glutaraldehfdo depende 

de su concentración, pH, temperatura, tiempo de contacto 

con el catalizador (soporte-células), etc. 
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OH H OH n 

U1:id.ad estructural: B - D s-.:i.lactosasulfato y 3, 6 anhidro 
et - D c-alactosa. 

Peso molecular: lCC ,000 · .:. 800,000 
n: ~JO - 250 

Contcni¿o ¿e est~~ 2ulfato: 20 - 30 % en peso 
Contenic~c {,e 3, G Anhiéiro a - D CTalactosa: 34 % en peso 
Otros ti;:,cs de Carragenina: Theta, Iota, Lambea, !-:u, Nu y Xi. 

FIGURA 13. Estructura química de la c~rragenina 
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Se han hecho nuevos estudios en sistemas con células inmo­

vilizadas, preparando éstas con carragenina, para la pro­

ducción continua de etanol y L-isoleucina. El perfeccio­

namiento no solo se ha hecho en estos sistemu. sino 

también en la producción continua de compuestos usuale's 

como aminoácidos, antibióticos y otros (53). 

2.11 Condiciones de operación y estabilidad de reactores 

enzimáticos con células inmovilizadas. 

Los reactores enzimáticos difieren de los reactores quími­

cos, principalmente en que las enzimas operan a presión 

atmosférica y comparativamente son poco exotérmicas o en­

dotérmicas las reacciones catalizadas por ellas. Como en 

el caso de reactores químicos, los reactores bioquímicos 

son caracterizados por sus productos, especificidad y 

fundamentalmente tipo de flujo, la selección del tipo de 

reactor·depende de una variedad de factores tales como: 

l 

las propiedades físico-químicas de el o los sustratos y r:~r 

productos, la naturaleza del material de soporte, el tipo 

de células usado, el método de inmovilización y el tipo 

de reacción enzimática efectuado. 

Los reactores son clasificados de acuerdo al método de 

retención del catalizador, las características de flujo, 

y si es usado en operación continua o intermitente. El 

perfil de la concentración de sustrato dentro del reactor 

varia con las diferentes configuraciones, por ejemplo en 
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un reactor agitado en donde se obtiene un mezclado casi 

completo; la concentración del sustrato y productos, son 

considerados, en el caso ideal, iguales en cualquier punto 

del reactor, en tanto que en un reactor empacado, en el 

cual el flujo es tapón, la concentración de sustrato y 

productos varian con la distancia en la columna. Los per­

files de concentración se pueden afectar por la actividad 

y estabilidad de las células inmovilizadas. 

La operación continua de los reactores ofrece ventajas 

económicas, especialmente por los altos rendimientos, eco­

nóqicos y los bajos costos operacionales. Por otro lado, 

la operación constante es más fácil de controlar y automa- -» 

tizar. Sin embargo el reemplazo y regeneración de la ac­

tividad catal1tica son más dificiles. La actividad por 

unidad de volumeñ· del reactor es muy importante, ya que 

este parámetro determina principalmente el tamaño del 

reactor requerido para obtener la productividad deseada 

(58) (figura 15). 

La Tabla 11 presenta la actividad y estabilidad de algunas 

de las más importantes células inmovilizadas, incluyendo 

los 3 procesos industriales en uso. En esta Tabla podemos 

ver que la estabilidad de las células inmovilizadas es 

mayor que las células libres; pero son significativamente 

diferentes de la correspondiente preparación enzimática. 

Deben ser considerados de i~ual forma, factores tales como 
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TABLA 11 OOMPAMCION DE LAS E-ROPIEDADES ENZIMATICAS DE CELULAS MICROBIANAS INTACTAS 
E INMOVILIZADAS Y OONDICIONES PARA LA PRODUCCION CONTINUA DE COMPUESTOS 

ORGANIOOS POR CELULAS INMOVILIZADAS 

Enzima: Aspartasa Fumarasa L-Arginina L-Histidina Penicilina 
Microorganismo E.coli Brevibactrium deimidasa amonio-liasa amidasa 

ammoniagenes Pseudomona Achromobacter ~ 
putida .!!!J!:!idum 

pH Optimo 
Intactas 10.S 7.5 5.5-6.0 9.0 8.5 
Inmovilizadas 8.5 7.0 S.S-6.0 9.0 a.s 

Temp. Optima (ºC) 
Intactas so• 60º 37• 60º 40º 
Inmovilizadas so• 60º ss• 60º 40º 

Estabilidad Térmica 
(actividad remanente(\)) 
Condiciones 50°,30 min ss•, 60 min 60º, 60 min - 60°, 30 min 

Intactas 49 63 42 - 10 
Inmovilizadas 58 65 63 - 25 

sustrato Fumarato Fumarato L-Arginina L-Histidina Penicilina-G 
de amonio de sodio . 

pH 8.5 7.0 6.0 9.0 8.5 

Estabilizador Ca2+,Mg2+6 Mn2+ - - Ca2+,C02+,Mg2+ 

o zn2+ 

Temperatura (ºC) 37• 37º 37º 37° 40° 

Velocidad de flujo 
(VE, hr-1 ) o.so 0.23 0.26 0.06 0.24 

Producto Ac.L-asp&rtico Ac. M&lico L-Citrolina Ac.uracónico 6-APA 

Rendimiento de producto(\) 95 70 96 91 80 

,' O\' Estabilidad operacional 120 52.S 140 180 17, 42 

\,W \ (vida media, d{as) (37º) (37º) (37°) (37º) (40º) (30º) 



la disminuci6n de actividad de las células inmovilizadas, 

que es a menudo debido a la lisis de las células, seguido 

de la pérdida del contenido intracelular, y en particólar 

de iones divalentes. El uso de un soporte de poro compre­

sible en un reactor de lecho empacado, ocasiona que las 

restricciones difusionales en la velocidad de reacción 

(que son reflejadas en la disminución del factor de efec­

tividad) y la ca;da de presión en la columna, puedan ser 

incrementadas por el decremento en el tamaño de las par­

t;culas de células inmovilizadas y la viscosidad del sus­

trato. 

Idealmente cuando se escala .un proceso, el sistema modelo 

v 
/ 

es geométrica y dinámicamente similar a una versión mayor. 

El uso de columnas empacadas permite la operación cont;nua • 

con el consecuente decremento de los costos operacionales. 

El uso de columnas en paralelo es más satisfactorio, ya ~ 

que se proporciona una calidad constante del producto y 

la productividad es mantenida, despreciando la constante 

declinaci6n en la productividad obtenida en una columna 

individual. Son encontrados menos problemas de compresión ;: 

de las columnas cuando se usa un número de pequeñas colum­

nas, pero las determinaciones y los sistemas.de control 

se complican (58). 

2.12 Reactores en la Hidrólisis de Lactosa. 

Un resumen de los estudios reportados de lactosa in-
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movilizada para el proceso de hidrólisis de lactosa es 

presentado en las Tablas 12 y 13. En función de las téc­

nicas, el diseno, la operación y las consideraciones eco­

nómicas, el reactor tubular conteniendo particulas catali­

ticas parece ser la mejor elección para la hidrólisis de 

lactosa en leche o suero de leche. Tales reactores son la 

base para el desarrollo de la tecnologia de hidrólisis de 

la lactosa y han sido usados sucesivamente por otros pro­

cesos de enzimas ya comercializados (por ejemplo, isomeri­

zación de glucosa, resolución de mezcla racémica de amino­

ácidos). (44) • 

• De los procesos de,la Tabla 12, los que mas parecen prome-

ter son los desarrollados por Olson-Stanley (12,13,36), el 

grupo Corning (45), Coughlin•Charles (8) y el Snamprogetti­

Central ~e Lacteos en Italia (32,38,39). 

Todos ellos son relativamente baratos, presentan alta ac­

tividad y son bastante estables. 

Los tres primeros procesos, de entre los mencionados, de-

bido a las caracteristicas que presenta la B-galactosidasa 

\ 

que emplean, son enfocados a la hidrólisis de lactosa en 

suero>--¡cido debido a que la enzima proviene de Aspergillus r· .'., 

niger y el pH óptimo de actividad de esta enzima se en-

cuentra entre 3 y 4.5 lo cual nos sugiere que, a pesar de 

ser recomendados para su aplicación a suero dulce y leche, 

no tienen posibilidad pues el pH de estos productos es 
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TADLII 12. IIBAC'l'ORBS TUIIULIUUIII BII LII HlDJIOLI818 DB LIIC'1'0IIA 

Fu.ente Soporte .. ,_ Bficien- Ac:tiviM~ Vida - Tipo da Capaci• suatrato "da Taap.•c COMntarioa Ref. 
da la da illllO cia de inicial dia reactor dad COAVerailSn 
enzi- viliu= enlace (Ul/lJID) 

ci6n 

A.niqer -inu Adaorci6n 75" 200-500 4- Lacho f! 30-300 Buaro daa lo-9°" 4o-so•c a.tiene au• caree- 36 
fan6li- + entre- C45•c, naa jo •l/hr proteini= tertaticaa en una 
caa Cd,ie cruaude.!!. ¡,11 41 (45•C) udo eacala da 500 x. 
lite S- to con La cont:aminaci6n 
30) 10-50 9lutaral 11icrobiana al -yor 
aalla dehido. - probl-. uaando 

e2o2 diluido y al-

-cenado en fr16 
aa lllinbiu liata. 

Lavadura Raainaa O,,,alante 1s, - ldtu r.echo f! - :Lacha 100. s•c - 61 
fan6li- COII ClorJ! jo. 
cu ro da 

triacin! 
lo 

~ eoll<¡- Bntrecr:!!, - - Sdtu :Lacllo fi- 11 l/hr Buaro as, 2s•c 'l.'aponaaianto debido 44 
-lida ._lento 12s•c1 jo dulce al cracbianto da 

con bacteria• 
9lutaral 
dehtdo -

A.ni9er CPG aalla Covale.!!. - 89 165dS:u Lecho f! 1-5 •1/ auaro 30-98" ss•c 
120/200 te css•c1 jo ain leido ra-

conatru! 
do. 

~ CPG aalla COoval•.!!. - 4. 1 - - - - - - - 44 
120/200 te 

Dayryland CPC aalla COovalB.!!, - - 3 dtaa Lacho f!, 2111/11i11Buaro da 38" to•c La convarai6n caa 62 
lnc. 40/80 te jo. cbaddar da 38, a 13" an 3 

dS:u. Daaarrollo 
aicrabiano ¡,or altea 
dificultada• oparacig, 

en nalea. 
en 
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cont. 'l'abla 12. 

ruent• 
de la 
enzima 

Soporte Mfitodo de Bfl.cien- Actividad Vida 'l'ipo de 
i111110Vili- cia de inicial · l'ledia . Reactor 
saci6n enlace (UJ:/g) 

Capacidad Buba~rato "de 'l'amp •e Comentarios Ref. 
Conversi6n 

Fungica 
(Milaa) 

CPG-zno2 
malla 
40/80 

Covalente 

Levadura CPG-Zn02 covalente 
(Kyowa malla 
Hakko 40/80 
IC<l<Jyo 
lnc.J 
A.ntger zno2-CPG Covalente 2s-ao, 

... u. 
· 40/80 

A. niger zno2-CPG Covalente 3o-so, 

11.niger Alllfflina 
(100-150 
pm) 

Adsorci6n 
+ crooa 

Linking 
con glu­

taraldehi 
do -

K fra.gili8 Fibi.2a AtrapMiie.!!. 
(SNAM-PRO- de tria- to. 
GE'lTI) cetat.o de 

celuloaa 

so, 

30, 

50-100 
(60ºCI 

60 d!as Lacho ti- 1-2 ml/min Lactoaa 
(40ºCI jo · s, 

400-1100 60 d{aa 
(60ºC) (30°C) 

Lacto•• 
10, 

ao, 40°C 1 • El producto final 44 
(B/F-3000)ª 80, ful!i 1' lactosa 45~ - 7~ 

(B/F '"6000) galactosa y 45• glu­
~sa....!. 

20 

a5o-aoo 38 dtu 
(40°C) 

001- 1-2 al/ain Bol. laa 60-70, 
t:o- 8119-

30-50• Se sugiere para usar 
con suero dulce 

1150 7 d{aa 
(60°C) 
60 d{as 

(S0°C) 

Columna 4•x1a• 

ro dulce 
(UF), aue 

.ro Saido-
(UP) 

Sol. de 
lactosa, 
suero des 
mineral!= 
zado (UF) 

700 
,~o·c> 

50-60 d!aa Lecho o.SL/ain Soluci6n 
(50°C) fluidi:a(l"xló"I de lact:o-

-,-50lJ 94d?aa 

do - ea, suero 
U.F. 

Col1111111a ~ - Leche 
diS.etro 
56 ca 
altura 

10-85, 

10-as, 

10-ao, 

t 1/2•S3.7 d{as a 
4o•c) y posiblemen­
te tambi4Sn en lecne 
La contaminaci6n mi 
crobi11na ea el mayOr 
problelllil en almace­
namiento. 
Se sugiere el uso de 
glutaraldchido al 2, 
y aminas cudternaria9 
para el lavado del 
reactor industrial. 

l&•c La columna. se lava 
diario 1/2 hr. con 
ac. acético dilu{do 

so•c La columna se lava 
con losan. 
Las part{culas y el 
desarrollo microbia 
no no constituyen -
Eroblcfflll 

2s•c Procesan 10,óoo l. 
de leche en 50 Bach 
la pl!irdida de acti­
vidad 10,. 
capacidad m1'.nima de 
la planta 8000 1/día. 

44 

44 

8 

32 
38 
39 



próximo a la neutralidad. lo cual serta la principal des­

ventaja para su aplicación. 

Asimismo. los dos primeros procesos emplean reactores de 

lecho fijo y por lo tanto solo son susceptibles para usar 

en suero filtrado o ultrafiltrado 1 la contaminación micro­

bfana es la principal causa de los problemas de tapona.e" 

miento. aún cuando se procese suero desproteínizado. 

La ca,fda de presión. a través del reactor de lecho fijo ' 

conteniendo pequeñas part1culas catalíticas puede serbas~ 

tante alta aún en ausencia de bloques causados por par­

tículas o microorganismos. 

El reactor de lecho fluidizado desarrollado por Coughlin 

y Charles no está sujeto a problemas de taponamiento y 

caida de presión. pudiendo así descuidar la naturaleza de 

la alimentación. sin embargo. se necesita prevenir el de­

sarrollo de una seria desviación del flujo tapón. 

El proceso desarrollado por SNAM Progetti y la Central de 

Lácteos a diferencia de los anterfores. parece ser el más 

indicado para la hidrólisis de lactosa en leche. pues la 

enzima que emplean tiene características óptimas similares 

l, 
( 

a las que.prevalecen en la leche, además. al usar una co­

lumna empacada como reactor para los experimentos a nivel • 

planta piloto. se pueden evitar el taponamiento y lograr 

altas velocidades de flujo, ya que estas últimas así como ~ 
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la denstdad del empaque, juegan un importante papel en la 

eficiencia por atrapamiento, se presenta la limitación 

por difusión y el problema general más serio que es la 

contaminación microbiana (9,58). 

Este proceso es importante debido a que la actividad de la 

enzima inmovilizada es considerable a 4ºC, lo que permite 

trabajar a bajas temperaturas, contribuyendo as; a la dis­

minución de las posibilidades de contaminación. 

Durante los experimentos en planta piloto, la leche retie­

ne sus propiedades organolépticas original exhibiendo solo 

un ligero incremento en la intensidad del sabor dulce. 

Al analizar la Tabla 13, podemos señalar que los trabajos 

realizados con la s-galactosidasa de E.coli, la limitante 
h 

más importante para su uso es debido a que la inocuidad/ 

del empleo de este microorganismo no ha sido demostrada 

por la FDA. Sin embargo todos estos catalizadores, enlis- ~f 

tados en dicha tabla, son catalizadores susceptibles de 

comercializarse para la hidrólisis de lactosa en leche, 

pues son bastante baratos, sumamente estables, tienen alta 

actividad, se logran altas conversiones, su temperatura de 

trabajo puede ser bastante variable y su pH óptimo de ac­

tividad se encuentra en las inmediaciones del pH de la le- ( 

che o en el pH de ésta. 
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'l'ABLA 13. REAC'l'OllES PARA LJ\ HIDl<OLISIS DE LACTOSA CON 8-GALAC'l'OSIDI\SA INMOVILI~ DE ~ 

Fuonto do la onzima MÚtodo do inmovi- Capacidad 
lización y confi-

'l'Cmp. 

E.coli (Worthing-
~ 

i.coli ~Worthing­
ton) 

~ 

B.coli (WOrthing-
~ 

!.:.s2!!. 

guración dol .. t-' -;. 

reactor 

Atrapamiento en 111e111 200 ml 
branas de colágena-(volúmen 
reactor modular del reac­

J.o_rl 
Enlace covalente, 0.3 cm x 
unido a tubos de 40 cm 
nylon. 15 ml/hr 
Enlace covalente 
en polisocianato 
1110ldeado en barras 
de agitaci6n mag­
néticas. 

31•c 

22°C 

37°C 

Atrapamiento en mem 5 gal/, . , 3-s•c 
branas de colodi6n- dS:a 
(discos de 6 pulga 
das de dilmetrol -

Atrapamicnto en po­
límeros celul6sicos, 
reactor tubular 

100 ml/' 
hr 

2s•c 

Ccn'.'19rsi6n 

1001 

901 
(20 hrs) 

901 

es, 

751 

Vida Media Comentarios llef • 

Estable por 8 -- Soluciones de lactosa pura al 61 63 
ses operac1Sn in- Se opera·solo·con rec1rculaci6n. 
tenlitente. Eficiencia de enlace 301. 

> 1 semana 
(4°_C) 

Opera con recirculaci6n JOO ml de 
leche descremada a 9.3 cm/seg se 33-34 
ti~ne_90_!_ de_conversi6n en 20_hrs~ 

•125 dS:as -Las barras fueron usadas 82 veces 

> 24 1118888 

u-s•c> · 

•100 d!aa 
(leche deacremacla) 

x 15 min. durante un periodo de 118 
dS:as(cuando no se usaban se almacena12-13 
ban en refrigeraci6n; se perdi6 solo 
351 de la ªºtividad inicial. 

La configuraci6n del ois~..:ma es suce.e, 
tibla de ser usado para sistemas mul- 44 
tienzimSticos. 

La contamJ.naci6n microbiana es remo­
vicia fácilmente. 
Puede obtenerue una alta carga enzi­
m!tica y eficiencia de enlace. 
se continlia investigando los proble­
mas dif_usionales e hidrodinlmicos 
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III. OBJETIVOS 



OBJETIVO. 

Valorar. la potencialidad del s1stema a-galactosidasa en 

células de Escherichia coli 1 inmovilizadas en carragenina. 

con objeto de hidrolizar la lactosa contenida en leche, 

para la obtención de leche con bajo contenido de lactosa. 

72 



OBJETIVOS PARCIALES. 

Identificar una cepa de E.coli que sea 8-galactosidasa 

constitutiva. 

Caracterizar cinéticamente la enzima 8-galactosidasa 

unida a células de E.coli. 

Inmovilizar células de E.coli con actividad 8-galacto­

.sidasa usando carragenina como matriz. 

Caracterizar cfnéticamente el biocatalizador. 

Valorar el sistema biocatalizador-leche. 

Lograr la hidrólisis.de lactosa en leche con el catali­

zador obtenido, 

Demostrar parcialmente la inocuidad del mismo, 
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rv,;: METODOLOGIA EXPERIMENTAL 



4.1 EQUIPO 

Balanza Analítica cap. 100 g (5200) Bosch 

Baño de agua con agitación rotatoria (Modelo G-76) New Brunswick 

Scientific Co. 

Centrífuga clínica 5000 rpm (Sol-Bat) Aparatos Científicos 

Centrífuga de alta velocidad con refrigeración (Sorvall RC-SB) Du Pont 

Instrumenta. 

Colorímetro (Spectronic 20) Bousch & LOmb. 

Spectrofot&netro (Modelo 35) Beckman 

Potenciómetro (pH meter 125) Corning. 

H01110genizador (Caframo) Equipar, S.A. 

4. 2 ME'roDOS 

Determinación de actividad 8-galactosidasa de células libres usando · o -
nitrofenil 8-D galactósido (ONPG) como sustrato. 

4.2.1 Método 0-nitrofenil 8-D-galactósido para la determinación de activiaad 

B-~alactosidasa de~ (Lederberg et. al, 1950r Kuby et. al. 1953). 

Fundamento. 

Debido a que el cromógeno ONPG es hidrolizado por la misma enzima de 

E.coli que efectúa la hidrólisis de lactosa, éste es usado como sustrato de 

prueba en el ensayo de lactasa de coli. El método descrito es el elaborado 

por Lederberg, modificado ligeramente por Kuby y adaptado por nosotros para 

células libres~ actividad B-galactosidasa. . 
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El glicósido (ONPG) intacto a pH 7 y en buffer de fosfatos (0.1M) da 

soluciones incoloras, al ser hidrolizada una molécula de ONPG, esta rinde 

una de galactosa y una de 0-nitrofenol (ONP). 

El ONP libre es objeto de cambios tautoméricos, en solución alcalina, ../ 

que originan una coloración amarilla, que puede ser medida cotorimétricamente 

y dicha coloración es proporcional a la actividad enzimática y al tiempo. La 

absorbancia úxima de ésta coloración es a 410 nm.:.... 

Reactivos: 

O-nitrofenil 8-D-galactósido 

Carbonato de sodio 

Cloruro de magnesio 

8-Mercaptoetanol 

Fosfato de sodio monobásico 

Fosfato de sodio di.básico 

Microorganismo: Escherichia wi. CSH-36 

Preparación: 

Q.P. 

Q.P. 

Q.P. 

Q.P. 

Q.P. 

Q.P. 

(Sigma) 

(Baker) 

(Baker) 

(Merck) 

(Baker) 

(Baker) 

Solución ONPG (6BmM).- Disolver 20.5 mg de ONPG por ml de buffer de fos­

fatos (0.1M) pH 7, calentar lentamente hasta disolución total. 

Solución de 8-Mercaptoetanol (3.36M).- A 1 ml de 8-Mercaptanol disol­

verlo en 3.26 ml de agua destilada. 

- . Solución de cloruro de magnesio (0.03M).- Pesar-61 mg de cloruro de mag­

nesio, disolver en 3 ml de agua destilada y aforar a 10 ml con agua des­

tilada. 

Solución de carbonato de sodio (O,OSM) .- En 5 ml de agua destilada di­

solver 530 mg de carbonato de sodio y aforar a 10 ml. 

Solución buffer de fosfatos (0.1M) pH 7.0,- Disolver 8.46 g ~e fosfato 

de sodio dibásico y 5,49 g. de fosfato de sodio monobásico en 250 ml 

de agua destilada y aforar a 1000 ml. 
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Paquete celular y suspensión de células.- Tomar 10 ml de medio de cul­

tivo con células y centrifugar a 3000 rpm durante 30 minutos, decantar 

y resuspender el paquete celular a 1 ml con buffer de fosfatos (0.1M) 

pH 7, determinar densidad 6ptica y extrapolar en la gr1fica de peso seco 

vs. densidad 6ptica para conocer la cantidad de células en el ml. 

• Procedimiento para determinar actividad enzimática 8-galactosidasa en células 

libres. 

a) Mezclar 

26 ml de buffer de fosfatos (0.1M) pH 7, 

1 ml de 8-mercaptoetanol (3.36 M) 

1 ml de cloruro de magnesio (0.03M) 

1 ml de suspensión de células de D.O. conocida. 

b) Incubar con agitaci6n por 3 minutos a 37ºC 

c) Adicionar a la mezcla anterior 1 ml de solución de ONPG (68 mM) a 37°C 

y mantener la agitación. 

d) Tomar alícuota de 1 ml cada 30 segundos 

e) Para parar la reacción adicionar la alícuota a 2 ml de solución de car­

bonato de sodio (0.5M), centrifugar a 3000 rpm por 15 mintuos. 

f) Leer la densidad Óptica a 410 ~ contra blanco de reactivos. 

min-1 O * 
Unidades/mg células= Abs 41º x 3.o x 30 

** 3.5 x mg de células 

O= volúmen de reacci6n 

* = dilución con Na2co3 
**=coeficiente de extinción milimolar del ONP 

Jf. En las condiciones específicas la deteminación de la densidad de calor es 

hecha a pH > 10, intervalo en el cual el grupo fenólico del ONP es completa­

mente disociado (pK 7~3) y la densidad de color es máxima. 
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Procedimiento para medir actividad enzimática 8-galactosidasa en células 

de E.coli inmovilizadas en carragenina usando ONPG como sustrato. 

se sigue el mismo procedimiento anterior, con la (mica salvedad de adi­

cionar 1 gr de biocatalizador (peso húmedo) en sustituci6n del ml de suspen­

si6n de células libres-a la mezcla de reacci6n. 

* Determinaci6n de actividad 8-galactosidasa de células libres de E.coli usando 

lactosa como sustrato. 

4.2.2 Método. 

GOD-Perid (Werner et. al. 1970) 

Fundamento: 
La to 8-galactosidas¡. 

c sa H 0 glucosa+ galactosa 
2 

GOD glucosa+ o2 ____ .,._ 

* POD. 

• ABTS • 2,2 1-azino-di-(3 etil benzotrazolina)-6 sulfonato 

GOD • glucosa - oxidasa 

POD = peroxidasa 

Reactivos: 

Equipo Glucosa 

God Perid 

Test-Ccxllbination 
(Lakeside) 

i) ·solución estandar de glucosa (1 mg/ml) 

ii) Jlmortiguador enzimas/crom6geno 

Ac. perclórico Q.P. 

Q.P. 

Q.P. 

(Baker) 

(Baker) 

(Baker) 
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Lactosa Q.P. (Merck) 

Suspensión de células de·E.coli CSH-36 

Preparación: 

Solución de enzimas amortiguador/craoogeno.- Disolver un vial conte- Y. 
niendo dichas sustancias, en 500 ml de agua destilada y aforar a 1000 ml. 

Solución de ácido perclórico al 4.2,.- Aforar 7 ml de ácido perclórico 

al 60\ a 100 ml con agua destilada. 

Solución de lactosa al 6.75\,- Pesar 6,75 g de lactosa y disolver en 

50 ml de agua destilada, finalmente aforar a 100 ml, 

Suspensión de células.- como se describe anteriormente. 

Procedimiento: 

a) Mezcla de reacción 

Solución de lactosa (4.51 c, final) 

buffer de fosfatos (0.1M) pH 7 

40 ml 

9 ml 

suspensión de células de E,coli 1 ml 

CSH-36 con D,O, conocida 

b) Incubar a 37ºC y tomar al!cuota de 2,5 ml cada dete.rminado tiempo 

c) Adicional la alícuota a 0,5 ml de ácido perclórico al 4,21 para parar 

la reacción, 

d) Centrifugar a 3000 rpm durante 15 minutos. 

e) Desarrollar color, SO µl de sobrenadante adicionados en un tubo agre­

garles 5 ml de solución de enzimas, 

f) Incubar a 25ºC durante 25-30 minutos, hacer las mismas operaciones con 

todas las alícuotas. 
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g) Leer a 610 ll1II contra blanco de reactivos, extrapolar la.o.o. en la 

grlfica de µg de glucosa v.s. o.o. para conocer los µg de glucosa 

producida. 

h) La curva estandar de. prepara por dilución de la solución estandard 

de glucosa, en el intervalo de O a 1000 µg por ml y hacer el mismo 

procedimiento que para el sobrenadante (d). 

µM glucosa / min mg células = 'li? glucosa x v. final 
minuto x mg células x 180 

4.2.3 * Procedimiento para determinar.. ia actividad 8-~alactosidasa en células 

de~ inmovilizadas en carra9t1nlna usando lactosa cano sustrato. 

Se mantienen las condiciones mencionadas anteriormente y se sustituye 

de la mezcla de reacción el mililitro de suspensión de células por 1 gr. de 

biocatalizador (peso húmedo) y se mantienen los mismos componentes de la mez­

cla, continuando con el mismo procedimiento anterior. 

Procedimiento para medir actividad enzimática 8-galactosidasa usando leche, 

en un reactor agitado con células de~ inmovilizadas en carragenina. 

a) Medir 60 ml de leche evaporada a la que previamente se le ha determi­

nado el contenido de lactosa. 

b) Poner·esta leche en contacto con 15 g de biocatalizador. 

c) Mantener en agitación y a 37ºC 

d) Tomar alícuota de 1 ml y desproteinizar. 

e) con el desproteinizado seguir el mismo procedimiento usado para la 

detenninación de actividad 8-galactosidasa usanto lactosa como sus­

trato a partir del inciso e). 
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* Determinación de lactosa en leche, 

4.2.4 Método 
Acido Dinitrosalicílico, DNS (Summer.et. al. 1935) 

Fundamento: 

Este método se basa en la reducción del icido dinitrosalicílico por 

azúcares reductores, formando un compuesto nitroaminado coloddo (amarillo), 

cuya densidad óptica es proporcional a la concentración de grupos reductores 

la densidad de color se mide espectrofotometricamente a 540 11111. 

Reactivos: 

Acido Dinitrosalicílico 

Hidróxido de sodio 

Q.P. 

Q.P. 

Tartrato de sodio y potasio Q.P. 

Leche evaporada 

Hidr6xido de bario Q.P. 

Sulfato de zinc Q.P. 

Preparación: 

(Baker) 

(baker) 

(Baker) 

( Carnation) 

(Sigma) 

(Sigma) 

Reactivo DNS.- Pesar 10 J~~J)N_s,_ 16 g_<!e hidr6xido de sodio y 300 g. 

de tartrato de sodio y potacio, ya pesados se colocan en un matraz 

erlenmeyer de -1000 ml en el siguiente orden: hidroxido de sodio, tar­

trato de sodio y potasio, finalmente DNS, adicionar agua destilada 

suficiente para disolver estos reactivos, calentar para disolución to­

tal, aforar a 1000 m1 y guardar en frasco ambar. 

Solución de hidróxido de bario (0.3N).- Pesar 2.565 g de hidróxido de 

bario, disolver y aforar a 100 m1 con agua destilada. 

Solución de sulfato de zinc (0.3N).- Disolver 2.415 g de sulfato de 

zinc en 50 m1 de agua destilada, finalmente aforar a 100 ml. 
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Procedimiento: 

Preparaci6n de la muestra de leche (Desproteínizaci6n). 

i) A 1 ml de leche adicionar 4 ml de Ba(OH) 2 (0.3N) y mezclar durante 

30 segundos. 

ii) Adicionar a la mezcla anterior 4 ml de ZnS04 y mezclar 

iii) Centrifugar a 3000 rpm, durante 15 minutos, el sobrenadante debe ser 

inocloro. 

Determinaci6n de lactosa en leche. 

a) Mezclar 1 ml de reactivo DNS, 0.1 ml de sobrenadante del desproteí-

nizado y 0.9 ml de agua destilada. 

b) Incubar durante 5 minutos en baño de agua hirviendo. 

c) J!;nfriar en hielo y adicionar 10 ml de agua destilada 

d) Mezclar y dejar reposar durante 15 minutos. 

e) Leer a 540 nm contra blanco de reactivos y extrapolar en la curva de 

referencia. 

La curva de referencia se elabora utilizando soluciones de lactosa 

en concentraciones de O a 3420 ¡¡g/ml. (figura 16). 
.. .. 

NOTA: Transcurrido el tiempo de reposo, la coloraci6n amarilla es estable 

por aproximadamente 4 horas. 

4.2.S Producción de células 

Crecimiento y cosecha de E.coli CSH-36 con actividad B-galactosidasa 

1. El crecimiento de~ CSH-36, dependiendo de la cantidad que se 

necesitara se realizaba en matraces erlenmeyer de .250 ml y Fernbach 

de 2500 ml con la tercera parte de su volúmen, 6 en un fermentador 

de 14 lts, New Brunswick Scientific co., Modelo 9-1410. 
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FIGURA 16. 

i 
o ... 
ll'l 

~ ¡ 
~ ... .. 
" 2l 

CURVA PATRON DE LACTOSA DETERMINADA POR DNS 
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2. Parámetros. 

Temperatura 

Tiempo 

pH (antes de esterilizar) 

AereaciGn 

AgitaciGn para matraces 

37ºC 

24 horas 

7.3 

1 vvm 

250 rpm. 

agitaciGn para·:fermentador 300 rpm. 

3. El medio utilizado siempre fu¡ el medio Luria cuya composici6n era: 

Extracto de levadura S g 

Saeto triptona 10 g 

Cloruro de sodio 

pH 

Vitamina B1 al O.OSI 

10 g 

7.3 

10 ml 

4. EsterilizaciGn del medio. Esta se llew a cabo en una autoclave de 

Amsco de Miíxico a 1 S lb. de presi6n y 121 ºC en un intervalo de 20 a 

25 minutos. 

S. InGculo. El inGculo siempre correspondi6 al 21 en volmnen y provenía 

de un cultivo crecido durante 12 hrs., en medio Luria0con lactosa al 101. 

6. La cosecha de las c,lulas se hizo en uria centrífuga Sorvall RC-SB re­

frigerada y en un rotor GSA con 6 compartimientos para botellas de 

250 ml, a 10,000 rpm. durante 15 minutos. Se eliminaba el sobrenadan­

te y el paquete celular se almacenaba a 4ºC. 

* Determinaci6n de células de !:.!:2!!_ con B-galactosidasa constitutiva. 

4.2.6 Método. 

X-gal (Miller et. al. 1974) 

Fundamento: 

El compuesto S bromo, 4 cloro, 3 indolil B-D galactosido :(X-gal) per­

mite diferenciar cepas de E.coli B-galactosidasa constitutivas, de no consti-
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tutivas. El X-gal no es inductor del operón lac, en soluci6n es incoloro, 

pero al ser hidrolizado por la a-galactosidasa libera el compuesto 5 bromo-

4 cloro índigo (azúl inte!so), el cual nos indica cepas constitut1vas de di­

cha enzima, en tanto que, las cilulas que no son constitutivas de dicha enzima 

no son capaces de hidrolizar este compuesto. 

Reactivos. 

Dextrosa Q.P. 

Fosfato de potasio monobásico 

Fosfatio de sodio dibásico Q.P. 

Cloruro de amonio Q.P. 

(Baker) 

(Baker) 

(Baker) 

(Baker) 

(Baker) 

(Baker) 

(Si9D1a) 

(Difco) 

(Difco) 

Sulfato de magnesio 

Di.metil sulfóxido 

X-gal 

Agar 

Medio de Me Conkey 

Cloruro de calcio 

Preparación. 

Medio mS:nimo. 

NH4Cl 

m2P04 

Na2HP04 
cac12 
MgS04.7H20 

Dextrosa 

Agar 

Agua 

Q.P. 
Q.P. 

g lt-1 

1 

3 

7 

1.11 X 10-2 

2.46 X 10-1 

8 

15 

cbp 1000 ml 

Disolver todas las sustancias, aforar y ajustar pH a 7.3 

X-gal.- Pesar 40 J.19' de X-gal en un vial, irradiar este compuesto an­

tes de disolverlo, con luz ultravioleta durante 15 minutos. Disolver 

en 2 ml de di.metilsulf6xido y agregar al medio cuando este tenga una 

temperatura de 45 a 50ºC y finalmente h011110genizar. 
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Cajas Petri.- Vertir 20 ml de medio X-gal en cada caja Petri. 

Procedimiento. 

a) De un sland de ~ CSH-36 tomar una asada y sembrar por estría 

en cajas Petri conteniendo medio McConkey. 

b) Incubar a 37ºC en un periódo de 24 horas 

c) Las colonias aisladas que producen una coloración roja se siembran 

por picadura en cajas con medio mínimo X-gal. 

d) Incubar a 37ºC durante 24 horas. 

e) Las colonias que producen coloración azúl intensa son las cepas cons­

titutivas. 

f) Conservar éstas cepas en glicerol. 

Procedimiento para dete:minar que las células no se salen del soporte. 

a) Lavar el biocatalizador muy bien con buffer est&il y depositarlo en 

un matra• erlenmeyer de 250 ml con buffer estéril. 

b) Mantener en agitación 300 rpm y 37ºC durante 48 horas 

c) Tomar alícuotas de 100 µl cada dete:minado tiempo y platear en cajas 

de medio mínimo X-gal. 

dl Si las células se salen del soporte darán la clúica coloración azlil 

si no no la produ~en. 

Inmovilización de células completas de E.ca.U. en carragenina. 

4.2. 7 Método. 

Atrapamiento en carragenina (Tosa et. al., 1979). 
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Fundamento. 

Se basa, ya sea en confinar enzimas o células en una matriz polimérica 

o en encapsular éstas en una membrana semipermeable. Al inmovilizar por éste 

método las enzimas o células no reaccionan con el soporte, pues solo quedan 

atrapadas. (Figura 4 ) • 

Reactivos: 

Cloruro de sodio Q.P • 

. Cloruro de potasio Q.P. 

Glicerol Q.P·. 

Fosfato de potasio monobasico Q.P. 

Fosfato de potasio dibasico Q.P. 

Etilendiamina Q.P. 

Glutaraldehido 

Kappa carragenina 

células de E.coli CSH-36 

Preparación: 

Solución fisiológica 

Q.P. 

(:eaker) 

(Baker) 

(Baker) 

(Baker) 

(Baker) 

(Baker) 

(Merck) 

(Proveedor Francés) 

Disolver 9 g. de cloruro de sodio en 100 ml de agua destilada y 

aforar a 100 ml. 

Solución de KCl (0.3M) en glicerol al 501 

Pesar 22.2 g de cloruro de potasio, disolver en 300 ml de agua des­

tilada, adicionar 500 ml de glicerol, mezclar y aforar a 1000 ml con 

agua destilada. 

Solución de curtido 

Mezclar 26.248 g de fosfato de potasio monobásico, 53.406 g de fosfato 

de potasio dibásico, 22.2 g de cloruro de potasio y 0.085 M de etilen­

diamina, disolver y ajustar el pH a 7 y aforar a 1000 ml con agua des­

tilada. 
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Solución de curtido 

Mezclar 26.248 g de ·fosfato de potasio monobasico, 53,406 g de fos­

fato de potasio dibásico, 22.2 g de cloruro de potasio y 0.08Slt 

de etilendiamina, disolver y ajustar el pH a 7 y aforar a 1000 ml 

con agua destilada. 

Procedimiento para la inmovilización de células.de ~ en carragenina. 

a) Se disuelven 3,4 g de carragenina Kappa en 68 ml de solución fisio­

lógica a 6SDC 

b) Ya disuelta la carragenina se deja reposar y se espera a que la tem­

peratura baje a SSºC 

c) Por otro lado, se suspenden las células microbianas en solución fisio­

lógica a un volúmen de 32 ml. 

d) Se mezclan la carragenina y la suspensión de células a SOºC ! 2ºC 

e) La mezcla se extruye por goteo. 

f) Recibir las gotas en solucicSn de KCl 0.30M en glicerol al so, a 10-

4ºC con agitación. 

Procedimiento para cutir carragenina con célula~ de~ 

i) Se pesan 100 g (peso htimedo) de biocatalizador (carragenina-células) 

ii) Suspender el biocatalizador en 250 ml, de la mezcla de buffer de fos­

fatos O.SM, KCl 0.3M y etilendiamina 0.08SM a 4°C 

iii) Mantener en agitación por 5 minutos 

iv) Añadir glutaraldehido hasta alcanzar una concentración final de 2.0, 

(p/v). 
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v) Dejar todo lo anterior en agitación durante 30 minutos. 

vi) Lavar el biocatalizador con KCl 0.3M 

Determinación de Proteína. 

4.2.8. Método.Lowry:(Lowry.et;a1. 1951). 

Es uno de los métodos más sensibles (0-200 µg/ml de diproteína), 

siendo 10 veces mas sensible que el de Biuret. 

Fundamento. 

Método colorimétrico.- La coloración final es el resultado de una 

reacción de Biuret¡ de la proteína con el ión eu2+ en medio alcalino y 

una reducción del reactivo fosfomolibdico-fosfotungstico por la tirosina y 

el triptofano de la proteína. 

1 
/N-H 

o .. e 
1 

H - C - R 

1 
+ cu2+ -OH .. 

N 

H/\:=o 

Reactivos. 

Sulfato de cobre pentahidratado Q.P. (Baker) 

Carbonato de socio Q.P. (Baker) 

Hidróxido de sodio Q.P. (Baker) 

Tartrato de sodio y potasio Q.P. (Baker) 

Folin Q.P. (Merck) 
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Preparación. 

Solución A.- Pesar 2 g de Na2co3 y aforar a 100 ml con NaOH 0.1N 

Solución B.- Pesar o.5 g de cuso4 .• 5H2o y aforar a 100 ml con agua 

destilada 

Solución c.- Pesar 1 g de tartrato de sodio y potasio, aforar a 

100 ml con agua destilada. 

Solución D.- Mezclar partes iguales de soluciSn e y solución B.· 

Solución E.- Tomar 1 ml de la mezcla D y agregar a 50 ml de la so­

lución. Desechar despúes de 24 horas. 

Reactivo de Folin: Diluir 1:2 con agua destilada antes de usar este 

reactivo. 

Procedimiento. 

1. Tomar 1 ml de muestra y añadir 5 ml de la solución E, agitar y repo­

sar 10 minutos. 

2. Añadir 0.5 ml del reactivo de Folin, diluido, agitar y reposar JO minutos. 

3. Leer a 590 nm, extrapolar en la curva estandard la o.o. 

4. La curva estandard se prepara a diferentes concentraciones de albúmina, 

0-200 µg/ml. Graficar o.o. v.s. µg de albumina/ml.(figura 17). 

Procedimiento para determinación ae proteína en células de~ 

Tomar 0.01 ml de la suspensión de células y aforar a 1 ml con agua 

destilada, seguir procedimiento anterior. 
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FIGURA 17 • CURVA ESTANDAR DE PROTEINA 
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Procedimiento par~ determj.na,r 1~ pQsible actividad proteolítica de las cé­

lulas inmovilizadas. 

Lavar 10 g de biocatalizador por lo menos 10 veces con buffer estéril 

Adicionar a 100 ml de soluci6n de albúmina al 10\ los 10 g de biocata­

lizador manteniendo en condiciones de esterilidad la mezcla. 

Incubar con agitaci6n a 37ºC durante 24 horas 

Despúes de este tiempo, separar el biocatalizador y precipitar la 

proteína con ácido tricloroacetico. 

Centrifugar 10 ml y al sobrenadante determinarle proteína siguiendo el 

procedimiento anterior. 

92 



V, PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS 



5,f Caracterfzaci6n ·parcial del 111icroor9anismo, 

El primer punto a tratar, era el constatar que la cepa dispo­

nible de E. colt {CSH - 36) era B•galactosidasa constitutiva. 

Para ello se recurri8 a la tAcnica de X-gal, descrita en meto­

dolog1a, la cual nos muestra la constitutividad de ·la cepa. 

De las 100 colonias de esta cepa que fueron p~ateadas, las 

100 resultaron ser B-galactosfdasa ·constitutivas (f1g, 18) con 

lo que se comprob8 que la cepa de trabajo es en ef.ecto cons.. 

titutiva." 

Una v~z verift~ado es~e punto le procedf8 a carac~ertzar et~ 

nlttca11Jente el cr~ctmtento del mtcroor9ants100 y a la vez a 

deter~tnar la curva estl~da~ de pes~ seco en funct6n de la 

densidad Opttca del cultivo para las cllulas en cualquier fa­

se del crecimiento, Estos aapectos se ilustran en la~ figuras 

19 y 20, 

Del ~n81tst~·de los resul~ados obtentdos se dedujo una veloci~ 

d.d eseectftca de crectmten~o.para la cepa· d~ E; ·eolt .(CSH ~ 

~6.l _igual a 0, 11 Jir"'1, asf como la siguiente ecuaci-C,n~ 

peso seco (mg· cilu1u/P11) 111 D,O, 560 mu t 0.015 
.· . 

188,68 

·que ~e relaciona!• ~oncentr1c16n de cAlulas en s»spenst6n, 

con el nlor de 1i absorbincta que preseno la JDfsma suspen. 
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FIGURA1J. Crecimiento da cflulas da Escharichia coli ·csH-36 en medio Lu~a a 
_37,.ºC y 200 rpm. La veloci~to fue da 0.11 hrs.-



!l 
o 
\O 
lfl 

IO 
u .... 
,l.) 

a. 
'° 
'O 
IO 
'O .... 

111 s:: 
111 
Q 

o.so 

0.25 

Curva estandar de ~eso Seco de E.coli CSH-36 

10 20 X 10-4 

Peso seco (gJml) 
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dos de la curva de crecimiento j, cada hora se 
tomaron muestras de 1 ml y se filtraron en mem 
branas Millipore las cuales se pusieron previ~ 
~ente a peso constante y se pesan nuevamente 
hasta y:,eso constante a 80ºC. 

97 



si8n a 560 nm, 

Una vez cuantificados los parámetros anteriores, es posible 

iniciar la determinaci6n de las variables nece91arias para la 

caracterizaci6n de la enzima 8-galactosidasa contenida en el­

lulas completas de E. coli, actividad que sera expresada en 

lo subsecuente en µM de producto producido por minuto por mg 

de c@lulas, 

Prevta caracterizac16n de la enzima, se proced16 a determinar 

la actividad por mg de c@lulas ·usando lactosa como sustrato y 

observar el comportamiento segutdo por la actividad en fun~ 

ci8n de la concentractan de la enzima, Para ello se crect6 el 

mtcroorgantsmo hasta alcanzar una 0,0, de 4.3 1 se cosecharon 

las c@lulas, Teniendo el paquete celular se prepararon paque~ 

tes variando la concentractan de cllulas y se midi8 la activi­

dad enzim!tica, Los resultados se presentan en la ftgura 21, 

de los cuales se deduce una acttvidad espectfica de 0,5515 µM 

de. glucosa por minuto por mg de c@lulas a pH 7,0, J7DC y una 

concentraci6n de lactosa inicial de 4.5%, 

5,2 Caractertzaet6n cinAtica de la s~galactosidasa contenida 

en ·c@lula~ de E. coli. 

5,2,t ?e~ftl ·de pH 
Dicha caracterizaci6n se intci6·determinando el perfil 

de pH, El intervalo de pH estudiado fue de 5 a 11, La 

figura 22 presenta el perfil de pH~activtdad obtenido, 
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Curva de Actividad por mg de clilulas de ~ CSH-36 

o.so 

® 

o.s 1.0 
~lulas (mg) 

FIGURA 21. Para determinar la actividad específica(µ~ glucosa~ir~ucida) 
llll.n. mg. ce u as 

de las clilulas de E.coli CSH-36, se varió la cantidad de c~­
lulas en la mezcla~acci6n a partir de 0.125 mg de 
clilulas/ml hasta 1.016 mg clilulas/ml, con una concentración 
de lactosa de 4.51 (concentraci6n en la mezcla de reacción), 
pH 7.0, 37°C durante 15 minutos tomando al!cuota cada 5 min. 
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PERFIL DE pH DE CELULAS LIBRES 

100 

so ! o. 
/ 

pH Óptimo= 7.0 

5,0 10.0 

FIGURA 22. Efecto del pH en la actividad a-galactosi 
dasa de células libres de E.coli usando -
ONPG corno sustrato a 37°C eñ1iiilfer de fos 
fatos 0,1M. La actividad máxima fu~ tomada 
como 100,. 
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que es comparable con los perfiles de actividad para la 

6~galactosidasa aislada de otras cepas de E, coli o 

bien con respecto a la actividad medida en cªlulas com­

pletas ltabla 5). 

El pK 6ptimo de actividad e~galactosidasa de las cAlu­

las de E. coli lCSH ~ 36) resulta ser de 7.0, 

5.2.2 Temperatura 6ptima y termoestabilidad, 

Los siguientes estudios se encaminaron a determinar la 

temperatura 6ptima de actividad s~galactosidasa, En ba­

se a los resultados obtenidos se determin6 la energta de 

activación y se efectu6 un estudio de termoestabilidad 

durante el almacenamiento de la enzima en cAlulas com­

pletas, 

El intervalo de temperatura que se usó para determinar 

el perfil de temperatura~actividad fue de 2Qºa 60°C y 

las temperaturas a las que se hizo la determinactón de 

estabilidad de almacenamiento fueron 4°, 29ªy 55ºC, 

El perfil de temperatura-actividad que sigue la ~~galac­

tosidasa se presenta en h figura 23 p.udiendo observarse 

que la tem~eratura 6ptima de actividad es .55°C en buffer 

de fosfatos 9,lM pH 7,0, Este perfil es comparable al 

reportado para la enzima pura y para la enzima contenida 

en c,lulas con actividad ~~galactosidasa de diferentes 

cepas de E. colt, asT tambi!n como el valor de tempera~ 
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FIGURA 23, Efecto de la ter.pera.tura en la actividad 
B-galactosidasa de E.coli a píl 7.0 en bu­
ffer de fosfatos 0,1M, respecto a lactosa, 
La ~áxima actividad fue tomada como 100\, 
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tura 8ptimo encontrado (t~bla 5}, 

Sf comparamos este resultado con los perfiles de tempe­

ratura de la enz;ma proven;ente de levadura. vemos que 

la enzima de E. coli presenta actividad a tempera.turas 

superiores que la enzima de levadura, lo que probable~ 

mente resulte en una mayor estabilidad (32 1 35}, 

En lo referente a estabilidad de almacenamiento, se ob~ 

servo que la enzima en las cilulas libres no pierde a.e~ 

tividad 1 sino hasta después de 90 dfas, almacenando el 

paquete celular a 29•c 1 en tanto que almacenando el pa.~ 

quete celular a 55ºC se encontra una vida media, para. la. 

enz;ma de 24 horas, estos resultados se presentan en las 

figuras 24 y 25. 

Un resultado sorprendente fue el que se ºbtuvo en el al~ 

macenamtento a 4ªC (f;gura 25), pues conforme transcu­

rr1a el tiempo, la actividad se incrementaba. asf en~ 

tonces al final de 120 días de almacenamiento a esta. 

temperatura, se encontró 163% de actividad con respecto 

a la or;ginal. Es probable que ésto se deba a que al 

determinar actividad especffica referida a mg de célu~ 

las no se mide la expresi6n total de la actividad enz;~ 

m!tica debido a que el sustrato ve limitado su transporte 

por la presencia de una barrera difusional creJda por la 

existencia de la pared celular y la membrana citoplSsmi~ 

ca intactas, Por otro lado, durante el almacenamiento 
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FIGURA 24. La termoestabilidad en almacenamiento fue determinada a paque­
tes celulares a <•)4°C y (0)29ºC, a diferentes intervalos de 
tiempo se tomaban dos muestra11 y se resuspendieron en buffer de 
fosfatos 0.1M pH y se les determinaba actividad a 37°C usando 
ONPG como sustrato. 
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FIGURA 25. Termoestabilidad a SSºC de 8-galactosidasa con 
tenida en células de E.coli a pi! 7. en buffer­
de fosfatos 0.1M, las células se mantuvieron a 
SSºC y cada hora se tomó alícuota y se determinó 
la actividad usando ONPG como sustrato, a 37°C 
y buffer de fosfatos pH 7. 
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a esta temperatura, es posible una ruptura paulatina 

debida ~ la formaci6n de cristales en su estructura fo­

terna. 

El efecto de esta barrera difusional puede ser cuantifi­

cado por el incremento en actividad despuis de lisar las 

cilulas. Los resultados de este experimento se presen­

tan mis adelante. 

Si la hip6tesis anterior se cumple, no serta conveniente 

inmovilizar las cilulas despu@s de un largo per1odo de 

almacenamiento a 4ºC, ya que en nuestro paquete celular 

la enzima estaría expuesta de tal forma que no se logra­

rfa retener con este tipo de inmov11izaci6n, y asf 1nmo­

vilizar1amos cilulas con menor actividad, perdiindose 

los objetivos originales de inmovilizar c@lulas y no en­

zimas, Por otro lado, es evidente que el sistema de 

c@lulas inmovilizadas presentará severas limitaciones 

difusionales que deber!n ser tomadas en cuenta en el 

diseño del sistema de reacci6n. 

Para la determinaci6n de la energia aparente de activa­

ci6n se graficaron los resultados del perfil de tempera­

tura-actividad en una relaci6n de acuerdo a la ecuac16n 

de Arrhenius {log Vi vs 1/T¡ Vi= velocidad inicial, T• 

temperatura en ºKl estos resultados son presentados en 

la figura 26, 
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FIGURA 26. Energía de activación para la hidrólisis de lactosa por 
células libres de E.coli. La reacción se realizó en bu­
ffer de fosfatos 0.1M. pH 7.0 a diversas temperaturas. 
La pendiente de la recta es igual a -Ea/Rt, de donde se 
despeja Ea para obtener su valor. 
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La energta ap~rente de activac;ón (Eo) para la reacc;ón 

de htdrBlisis de la p.gal~ctosidasa de E, colt fue cal­

culada a partir de la pend;ente de la lfnea de la figura 

26, la Ea obtenida para la hidrBlisis de lactosa fue de 

12,7 kcal/mol, Sharp et!!,, reportan un valor de 15,2 

kcal/mol para la p-galactosidasa pura de E. coli (k.12), 

La diferenc;a que se presenta entre el sistema de célu­

las completas con resp~cto a la enzima pura puede ser 

debido a restricciones difusionales internas que se ma­

nifiestan por una d;sm;nuci6n en la energ1a de activa­

ción aparente para la reacci6n y se espera una mayor in­

fluenc;a en la actividad de las cilulas inmovilizadas 

{61), 

5,2,3 Efecto d~ diversos iones en la actividad 

a-galattosidasa de células t9mplet,s ·d~ ·r, ·eoli, 

Con el fin de detectar el efecto que podr1an tener sobre 

la act;vidad enz;mát;ca los ;ones contenidos en mayor 

concentración, en la leche, se probaron diferentes con­

centraciones de Na+, k+, Mg++ y ca++, asf como una mez~ 

cla de ellos con una concentrac;ón superior a la~ se 

encuentra en la leche. Estos resultados son presentados 

en la Tabla 14. Comparan~o estos resultados con lo re• 

portado en la literatura (12, 62) se puede concluir que 

estos resultados son d;ferentes a lo establec;do p~ra 

l~ ~-galactosidasa de d;ferentes cepas d~ ·E. ~oli en 1~ 

presencia de los iones Na, K y Mg, ya que se ha reporta~ 
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TABLA 14. Efecto de varias sales en la Actividad Galactosidasa 

de células completas de ,!.coli CSH-36 libres. 

ACTIVIDAD RELATIVA 
SAL mM ONPG 

o o 1 
Mg C12 5 1 

10 1 
30 1 

100 1 
Ca Cl2 10 0.92 

30 0.84 

Na Cl 10 1 

30 1 

100 1 

K Cl 10 1 
40 1 

100 1 

MEZCLA DE IONES 
Mg Cl2 30 

Ca Cl2 30 
Na Cl 30 0.96 

K Cl 40 

ACTIVIDAD COMPARADA EN BUFFER DE FOSFATO DE SODIO O,lM,pH7,3 y 37°C 
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do que funcionan como po~enciadores de la actividad en­

zimStica; en el presente trabajo no se observA tal efecto 

Por otro lado, el iBn Ca tiene un efecto inhibitorio que 

concuerda con los resultados reportados por otros inves­

tigadores. 

5,2.4 DeterminaciBn de las constantes cinéticas, 

Con la información obtenida es posible iniciar la deter~ 

minación de las constantes cinéticas de la enzima. Para 

ello se usaron tanto el sustrato sintético (ONPG) como 

el natural (Lactosa). Es necesario redefinir la acttvi~ 

dad enzim4tica como µM de ONPG o lactosa hidrolizados a 

ONP y galactosa o glucosa y galactosa respectivamente 

por minuto por mg de células a pH 7.0 y 37ºC. 

La determinaciBn de Km y Vmax (parámetros del modelo de 

Michaelis-Menten) se efectuó aplicando la representación 

de Lineaweaver~Burk para ambos sustratos, 

Se encontró que la enzima obedece una cinética simple 

de Michaelis-Menten respecto a ambos sustratos, como se 

demuestra por las rectas obtenidas de las grificas de 

doble recTproco (figs. 27 y 28}. Un Km de 1.822 mM y 

una Vmax igual a 1.061 µM por minuto por mg de células 

son obtenidos usando ONPG como sustrato en concentracio~ 

nes de 0.5 mM a 2,25 mM a pH 7,0 y 37ºC, Al comparar 

estos resultados con los reportados en la literatura y 

resumidos en la tabla 7, se puede observar que el Km 
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Efecto de la concentración de sustrato en la actividad B-galactosidasa 
de células libres de~ CSH-36 usando sustrato sintético. 
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Concentración de ONPG - 1 (mrl)-1 

FIGURA 2.7. Gráfica de Lineaweavcr-Burk p.:ira B-galactosidasa de células de 
E.col~ libres, actividad medida en buffer de fosfatos 0.1M, pH 7 
y 37°C. 
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ob~entdo para las células comple~as con actividad s­

galactostdasa es un orden de magnitud mayor al reporta­

do en esta tabla, La explicaci6n mis 16gica es que el 

medido es un Km aparente de la enzima, pues aquf nueva­

mente intervienen efectos difucionales intrínsecos de 

las cilulas, siendo por ello que el Km es mayor con res­

pecto al Km de la enzima pura, En cuanto al Km de célu­

las en ONPG reportado por Pétre et !J.. (2.7 mM) observa~ 

mosque el obtenido en este trabajo es del mismo orden 

de magnitud. Esto confirma que para poder comparar con 

la enzima pura se debe considerar que la cinética de las 

células es más compleja que la correspondiente a la en­

zima pura, debido a los efectos difusionales que entran 

en juego. 

Por otro lado, en el caso de lactosa, en concentraciones 

que oscilan entre 15 y 80 mM se obtuvo un Km y Vmax de 

7.0 mM y 0.6684 µM glucosa producida minuto-1, mg célu~ 

las-1, Estos resultados al ser comparados con los re~ 

portados en la tabla 15, especTficamente con los de 

Ohmiya et, !!, , que empl_e~ igualmente células completas. 

resultan ser del mismo orden demagnitud. sin embargo si 

los comparamos con los encontrados para la enzima libre 

se encuentra que esta ültima es más afinque la enzima 

contenida en células completas, por las razones antes 

expuestas. 
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TABLA 15. Catparaci6n del Rm y vtnax obtenido expermentalmente tanto en 
sistema soluble catD imDvilizado ocn los encentrados en la 
literarura respecto a lactosa. 

Fuente de la enzima V máx -l IC:in(mM lact) pH TºC Ref. 
mM min_1 
mg enz _16 
biocat. 

E.coli E 106 -7 cél. i1U110vilizadas 7.5 X 10_3 5.4 6.5 30° Ohmiga et.al. 
Cél. libres 1.1 X 10 5.4 

L.bulg:aricus -3 cél. imnovilizadas 0.29 X 1Q2 4.2 6.5 30° Ohmiga ~ 
cél. libres 1.3 X 10 4.2 

K. lactis -3 cél. inmovilizadas 0.83 X 10_3 30 6.5 30º Ohmiga et.al. 
cél. libres 0.33 X 10 30 

E.coli ATCC 26 -3 Enz. inmovilizadas 0.24 X 10_3 4.1 6.8 37 Wondolowski 
Enz. libres 0.26 X 10 4.5 ~ 

E.coli 
Enz. libre 4.7 7 20 Morisi~ 

E.coli ML-308 -3 
Enzima libre 0.59 X 10 _3 0.625 25 Sharp et. al. 
Enz. inmovilizada 0.045 X 10 1.2 

E.coli -3 Cél. immovilizadas 3.1 X 10 2.9 Toda IC. 

E.coli CSH-36 -3· Cél. libres 0.6683 X 1Q3 7.0 7 37° Canales 
cél. inmovilizadas 0.043 X 10 37 .-63 et.al. 
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5,2,5 Efecto de los productos de h1dr61isis en la 

~e1·ocidad de recct6n de la B-9alactosidasa, 

El posible efecto inhibitorio de la glucosa y la galac­

tosa en la actividad B~galactosidasa en c6lulas libres 

de E. coli fue estudiado, usando ONPG como sustrato y 

con dos diferentes concentraciones de cada uno de estos 

compuestos (l,66 y 3,33 mM), 

El efecto inhibitorio con el incremento en la concentra­

cion de inhibidor fue examinado a diferentes concentra~ 

ciones de ONPG¡ v.g. la velocidad de reacci6n fue medida 

en presencta de una concentraci6n de inhibidor variando 

la concentraci6n de ONPG y graficando los recfprocos de 

la velocidad de reacci6n y de la concentraci6n de sus~. 

trato, 

La velocidad inicial de hidr6lisis de ONPG por c~lulas 

de E, coli se ve disminuida con el incremento en la con~ 

centración de galactosa¡ al obtener los patrones de 

Lineaweaver-Burk (fig, 29), se puede apreciar una clara 

inhibición competitiva por la. galactosa, siendo el valor 

de K1 estimado· de 1.7 mM. 

Los resultado obtenidos en la determinación del efecto 

de la glucosa en la actividad B-galactosidasa de este 

microorganismo revelan una inhibici6n acompetitiva, lo 

cual se deduce en la figura 30, a partir de la cual se 
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FIGURA 29. Gráfica de Lineaweaver-Burk para demostrar el efecto de la galactosa 
en la velocidad de hidrólisis de ONPG por células completas de E.coli 
con actividad 8-galactosidasa, en buffer de fosfatos 0.1M, pH 7--:ó""y 
37°C. Las conéentraciones de qalactosa fueron (mM por litro de mez­
cla de reacción): ( • l O ( •> 1.66 j(Q) 3.33, como se ve hay in­
hibición competitiva por galactosa. 
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FIGURA 30. Gráfica de Lineaweaver-Burk para demostrar el efecto de la glucosa en 
la hidrólisis de ONPG por células completas de E.coli,, con actividad 
8-galactosidasa, en buffer de fosfatos 0.1M, pH""""ft""37°c. Las concen­
traciones de glucosa fueron (mM por litro de mezcla de reacción): (•) 
3.33¡ 10)1.66; ce> o. El patrón de inhibición seguido es el de una 
inhibición acompetitiva por glucosa. 



obtienen los datos necesarios para el K1 que resulta df 

2,43 mM, 

Los resultados en la literatura a este respecto, son 

bastante contradictorios, situaci6n que se ejemplifica 

en la tabla 9, 

Una vez determinadas las constantes cin!ticas que rigen 

la reacci6n de hidr61ists por la enzima contenida en las 

cAlulas de E. coli se procedi6 a seguir la evolución de 

la reacci6n de hidrólisis en una solución de lactosa al 

4.5%, en donde con 14 mg de c@lulas (peso seco) se obtu~ 

v~ una conversi6n del 60% a los 300 minutos de hidr61i~ 

sis lfig, 31), siendo uno de los objetivos de este expe~ 

rtmento el de encontrar un modelo de cin!tica enzifflit1ca 

que se ajustase a los resultados obtenidos, 

Considerando que se operaba un reactor batch o intermi~ . . . 

tente, las ecuaciones de veloctdad que_ gobiernan el com~ 

portamiento cin!tico de este sistema se obtienen de la 

integraci6n de la ecuación de velocidad, Se probaron 

los siguientes modelos: 

al Michaelis-Menten 

VmT ~ SoX "!' Km ln (1 .. x} 
Vs 

que proviene de la ecuación de Michaelts~Menten~ 
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v "'Vmu _s_ .. 
Km+S 

"'Ys ds 
dt 

,. 

donde la conversión (X), está definida como 

X_ So-S 
So 

b) Inhibición competitiva por galactosa 

Vmax t = St )1 - ~) (Xt - X;) - Km(l + So ) ln(l-Xt) 
Vs aKi aKi 1-Xi 

que resulta de la ecuación: 

V max S y=------
s + Km(l+P/Ki) 

donde se define 

Xt = St-S 
St 

St = concentración de sustrato equiva­
lente a todo el producto que 
puede ser obtenido, 

X• So-S 1 ., __ 

So 

Xt = St-So(l-X) 
St 

inicial 

X = O 

St = So - Sfinal 

So= Concentración inicial de sustrato 

Xi= So-St(l~Xt) 
So 

Xt = St - So= Xi 
St 
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final 

S • Seq x .. ·so~seq 
So 

"dS ... so!! • StdXt 
dt dt dt 

equ ha lene tas: 

S • So (1-X) S = St {1 - Xt) 

e). Modelo reversible 

·st :- ·seg 
Xt • ---­

St 

a• 1.9 

Vmax t = XeSt { Km 
Vs St 

+ (1 .. xe) }+ !!... Xe ln xe· - Xi +{1 + !!... (Xt-Xi)} 
al<r -Xe· .. Xt aKr 

Xe - equil ;brio 

Puesto que no se determinaron todas las constantes 

que aparecen ea estos.modelos, se rea11z6 una 1nves­

: tigacic1n bib11ogriffca en cu·anto a modelos, encon­

trindose la sigutente relaci6n de constantes: 
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Modelo reversible Woychik y Wondolosky Este trabajo 

Km (10.41) 0.03054 
Kr (0.2875) 0.00084 

* Km 0.0305 
* Kr 0.00084 
* Keq 48.33 

(6.156) 0.018 
(0.29) 0.00085 

0.1908 
0.009015 

(2.394) 0.07 Moles/1 
(g/1 ó mg/ml) 

15.44 

* de acuerdo a las definiciones de Km y Kr. 

Contando con la relaci6n de constantes se probaron 

cada uno de los modelos con los datos cinéticos ob­

tenidos en esta tesis y se encontró que el modelo 

que mejor describfa el comportamie~to de nuestra en­

zima era el modelo reversible (fig. 31). Se puede 

apreciar que hay una ligera desviaci6n pero ésto sea 

debido a que si usaron los datos de la. literatura en 

cuanto a valores de algunas constantes que no fueron 

determinadas en este trabajó. Un ajuste final de 

las constantes permitirB la descr1pci6n adecuada de 

los datos experimentales por este modelo, 
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FIGURA 3l. Aquí se presenta la cinética experimental de hidrólisis de lactosa por células libres <e> y la cinética 
te6rica <•> hecha usando el modelo de cinética enzimática que más se ajusta a los resultados experimen­
tales. 
La reacción se llevo a cabo con una solución de lactosa cuya concentración por litro de mezcla de reac­
ción era al 4.51, a pH 7.0 en buffer de fosfatos 0.1 M y J7°c, la concentración de células fue de 
0.28 mg/ml de mezcla de reacción. 



En cu~nto a los problemas difusionales en las célu­

las de ·r: c~li se realizaron los siguientes experi­

mentos para su cuantificaci6n: 

a} Medición de la actividad a una suspensiBn de cé­

lulas, 

b) Sonicado de la suspensi8n de células y medición 

de la actividad del sonicado. 

El resultado obtenido fue: 

- Actividad en células completas = 0,822 U mg células·, 

- Actividad células sonicadas = 1.86 U mg eilulas·1 

lo que se traduce en un factor de efectividad de: 

.n = Actividad cilulas completas~ 0, 4419 
Actividad células sonicadas 

Esto demuestra que la velocidad de reacción en pre~ 

sencia de células completas es inferior a la veloci­

dad de reacción que se observaria con la enzima con­

tenida en las mismas, una vez liberada, Ademfis con 

este resultado se explica el aumento de actividad en 

el almacenamiento a 4ºC. Aán más, se demuestra que 

hay limitacion en el transporte de sustrato a traves 

de la membrana y pared celulares que modifican los 

resultados ion respecto a la ~~galac~ostdasa de 

·r, coli" de diferentes cep~s, tilnto en fOr.llla libre 
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como inmoviliz~da, 

5.3 Inmovilizacf6n en carragenina 

Antes de plantear los resultados en la parte de inmovilizacion, 

cabe mencionar que siendo el objetivo, obtener un biocataliza~ 

doren forma de perlas, se implemento un sistema de extrusi6n 

(fig. 32} con el cual se lograba obtener un producto semejante 

a una perla sin que ocurriese la gelificaciOn de la carr~geni­

na en el interior del extrusor durante la elaboración del bio~ 

catalizador. Con este sistema se probaron diferentes diámetros 

a la salida de la camara de extrusfon l0,35 mm a· 4,5 mm) encon­

trandose que conforme se reduc;a el diámetro, la forma que se 

obtenfa, variaba desde fibras gruesas e inconsistentes hasta 

pequenas gotas deformes, por lo que se decidi6 usar el menor 

diámetro. 

Para resolver el problema de formación de perlas deformes al 

caer las gotas en solución de cloruro de potasio, se.decidi6 

gotear el gel en una solución de KCl-Glicerol, probando de 

este último diferentes concentraciones (10-60%), Esto es de~ 

bido a que el glicerol al disminuir la tensión superficial del 

agua, permite que la gota al caer en la sDlución de KCl-Glice­

rol, gelifique uniformemente. 

El resultado de este experimento fue la formación de perlas de 

forma adecuada hasta concentraciones de glicerol del SOS, A 
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concentraciones mayores las gotas volvian a deformarse, 

Una vez obtenidas las perlas se procedio a aplicar un proceso 

de curtido. Para este proceso se encontró que conforme se 

incrementa la concentración de glicerol de dureza de las per­

las se incrementa proporcionalmente, fenómeno por el cual se 

decidió recibir el gel en KCl 0.3M~Glicerol al 50%. El diá~ 

metro promedio que se obtuvo en las perlas fue de 3mm tanto 

en el gel de carragenina como en el gel carr~gentna-células. 

La inmovilización de las células se llevó a cabo por el método 

descrito por Tosa et, !l· variándose en éste la concentraci6n 

de glutaraldehfdo utilizada en el curtido según lo reportado 

por Casas. T. con el fin de obtener una actividad enzimática 

adecuada, asf como una buena estabilidad en el catalizador, 

Asf se curtiO con 0.085M de etilendiamina y una concentración 

de 2% (p/v) de glutaraldehfdo. 

Por otra parte Tosa et, !l,, reporta que es posible inmovili~ 

zar 16 g de células lp.seco} en 3,4 g (p, seco), Con objeto 

de verificar esta capacidad de atrapamiento de la carr~genina 

en nuestro sistema y probar su resistencia a la compresión, 

se inmovilizó la ~~galactosidasa contenida en células de 

E, colt, variando la relación carragenina~células 1:1, 1~2, 

1:2,5 y 1:5, Se curtieron y almacenaron en solución de KCl 

en' refrigeración, 

A cada relaci~n se le determinó cualitativamente la resisten~ 
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cia a la compresión, obteniendo los resultados que se presen­

tan en la tabla 16, 

TABLA 16. 

DUREZA Y ELASTICIDAD DE DIFERENTES RELACIONES 

DE CARRAGENINA • CELULAS 

R E L A C I O N D U R E Z A E L A S T I C I D A D 

1 1 ++++ ++++ 

1 2 +++ +++ 

1 : 2,5 +++ +++ 

1 : 5 ++ 

++++ muy bueno 

+++ bueno 

++ regular 

malo 

En base a estos resultados se decidi6 usar para la inmoviljza­

ciOn de c@lulas la relación 1 : 1 de carragenina-cilulas. 

El paso subsecuente consistió en determinar la resistencia del 

biocatalizador a la agitación, para ello se colocó el biocata­

lizador en solución fisiológica a 37ºC con agitación rotatoria 

de 350 Tpm·durante 13 días, al cabo de los cuale$ se observó 

el biocatalizador sin abrasión alguna (fig. 33), 
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Paralelo a este experimento era necesario probar que las célu­

las no se saltan del soporte. despues del curtido. Para esto 

se siguió la t~cnica modificada del X-gal, Como puede apre­

ciarse en los resultados expuestos en la figura 34 1 las célu­

las no se salen del soporte. lo que es muy importante. ya que 
/ 

de lo contrario no podr1a ser usado el biocatalizador en la 

leche, ademas de que habr1a una constante pirdida de actividad. 

Por otro lado, los resultados en-cuanto a la relaci6n carra­

genina~células, la·resistencta a la agitact6n, concuerda con 

lo informado por Casas, T. 1 que emplea el mismo sistema para 

inmovilizar pentcilinoamidasa unida a células dé E; colt~ En 

cuanto al resto de los resultadossobre inmovilización presen~ 

tados aquf. no hay posibilidad de comparación con la li~eratu~ 

ra. ya que para el sistema de células inmovilizadas con acti­

vidad ~~galactosidasa, los reportes son casi nulos y los que 

existen carecen de esta informaci6n. 

Dentro de estos resultados se ha de mencionar que alternati­

vamente se determino la densidad aparente del biocatalizador, 

siendo esta igual a 0,4432 g/cm3• 

Ante el panorama optimista de los resultados anteriores, se 

decidi6 preparar un lote consid~rable de biocata1izador bajo 

las condiciones anteriormente descritas. 
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5,4.1 Perfil de pH 

El perfil de pH para las células inmovilizadas es presen­

tado en la figura 35, donde podemos observar que la inmo­

vilización no resulta en una variación del pH 6ptimo ob­

tenido para las celulas libres l7,0). Sin embargo, se 

observa una variaci6n del perfil de pH, presentándose una 

menor variación de actividad conforme se incrementa el 

pH. Ambos resultados son lógicos debido a que el microam­

biente de la enzima no var1a grandemente al ser tnmovili~ 

zadas las celulas y en consecuencia no hay una interac­

ción directa con el soporte. Estos resultados son compa~ 

rables con los descritos por Petre ·et. !l., para células 

completas inmovilizadas, donde el pH óptimo tanto en el 

sistema soluble como inmovilizado presen~an una dependen~ 

cia muy similar, además de que el valor de pK no sufre 

cambio alguno. 

5.4.2 Temperatura óptima y energta de actiyacj6n ~el 
. ' 

sistema inmovilizado 

La temperatura óptima de actividad de las células ~1 Jgual 

que en el sistema soluble resultó ser de 55QC (fJg, 36)~ 

. 
De estos resultados además se desprende que 1~ ~ermoes~a~ 

bilidad se incrementa al inmovilizar la ~~galactostdasa, 

Es decir, el tiempo de exposici6n m8ximo fue de 15 minutos 
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P~r.l'Ii DE pH PARA CELULAS INMOVILIZADAS. 

100 

11 
> .,.¡ 
,JJ 
111 

.-4 

! 
'tl 

111 
'tl so .,.¡ 
> .,.¡ 
,JJ 
u 
,e 

-
pH Óptimo• 7.0 

s 7 9 11 

pH 

FIGURA JS~ Relación de actividad-pH para las células de E.coli 
con actividad 8-galactosidasa inmovilizadas eñ'c'a'rra 
genina. El experimento se realizó en buffer de fos"': 
fatos 0.1M usando ONPG como sustrato y 37°c. La m¡­
xima actividad fue tomada como 100\. 
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y la pérdida fue 65% en tanto que en las células libres a 

este tiempo ~-a no habh acttvidad, De los resultados a 

que hace menci6n la literatura, se puede decir, con res­

pecto al trabajo de Morisi et. !l_. que son acordes con 

los resultados obtenidos en esta tésis, ya_que la tempera­

tura optima de la a~galactosidasa de E, coli tanto en for­

ma soluble como inmovilizada es de SSºC. Esta comparaci6n 

es posible ya que la inmovilizact6n tambien esta efectuada 

por atrapamiento, con la salvedad de que es enzima pura. 

En cuanto al perfil de temperatura de las c~lulas inmovi­

lizadas resulta muy similar al de c!lulas libres (fig, 23). 

Ohrni:ya et, ·!l. inmoviliza celulas de ·E. ·cc)li: con actividad 

8-galactosidasa y obtiene un resultado muy similar al de 

este trabajo en lo que a :temperatura Bp~im~ se refiere, 

Usando los resultados Qbtenidos en el perftl de temperatu­

ra, se calculo la energfa de activaci6n para el ststema 

inmovilizado (fig, 37) encontrando que la energ1a de acti~ 

vaci6n se redujo a 7.0 Kcal/mol. Este tipo de comporta~ 

miento es caracteristico de restricciones difusionales. 

Est~s restricciones, pueden ser minimizadas usando particu~ 

las de soporte irregular co~ una alta relaci6n de área su­

perficial/volumen pero por supuesto ésto nos lleva a un 

rápido desgaste en un reactor ~gitado y causa flujo irre­

gular, así como compresión en una columna emp~cad~. Tama~ 

fios de partfculJs pequenos, tienden ~gualmen~e a i~cremen~ 
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FIGURA 37. Energfa de activación para la reacción de hi­
drolisis de lactosa por células in~ovilizadas 
de E,coli CSH-36 con actividad B-galactosi­
dasa:-r:i" reacción se hizo a pH 7, en buffer 
de fosfatos 0,1M, 
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ta.r la. cafda de presi6n en columnas, 

5.4,3 Constantes .cin,ticas del sistema Inmovilizado 

El Km y .Ymax para la ~-galactosidasa en calulas de.E. coli 

inmovilizadas fue determinado al igual que para las célu­

las libres, por el método de Lineaweaver-Burk usando lac­

tosa como sustrato (fig. 38). Un Km de 37,63 mM y una 

Vmax de 0.049 pM de glucosa producida minuto·1mg calulas~1 

fueron encontrados. Comparando estos resultados con los 

obtenidos para calulas libres se puede apreciar que el Km 

se incrementa aproximadamente 5 veces en. tanto que la Vmax 

se reduce·aproximadamente 13,6 veces (tabla 8), Haciendo 

una analogTa con los datos reportados en la literatura 

podemos observar que: 

al En los estudios realizados por Ohmiya et, al~ donde 
~ -. . 

inmovilizan en gel de poliacrilamida e informan que los 

problemas de transferencia de masa son ins~gnificantes, 

el resultado de Km es el mismo para el sistema soluble 

como para el inmovilizado en los tre~ tipos de células 

que inmovilizan, variando sOlo en cada caso la Vmax. 

En cuanto a la investigación hecha por Sharp et. !l· 
el Km para la enzima es.menor que el de la enzima in­

movilizada, en tanto que la Vmax se ve reducida de 

0.59 a 0.045 ~M por minuto por mg de calulas, 
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En cu~n~o a comparación de valores de Km y Vmax, se cons­

~~~a que los resultados de este trabajo de tesis se en­

cuentran dentro del mismo orden de magnitud que los repor­

tados en los trabajos para la B-galactosidasa de otras 

cepas de E, ·col i (tabla 15). 

Teniendo conciencia de los fenómenos antes mencionados y 

analizando los resultados obtenidos. se sabe ya que hay 

limitaciones difusionales en este sistema de trabajo por 

la gran variación en la energía de activación de la hidró­

lisis, pero no se sabe aan si la disminución de actividad 

podia igualmente ser ocasionada por los agentes bifuncio­

nales que se usan en el curtido, Para contestar esta in­

terrogante se plantearon una serie de experimentos que 

permitiesen saber si éxistfa un efecto de la etilendiamina 

y el glutaraldeh;do sobre la actividad enzimltica, 

Para ello se inmovilizaron cflulas y se curtieron con di~ 

ferentes concentraciones de los agentes bifuncionales, Se 

pudo apreciar·que por el hecho de inmovilizar, el factor 

de efectividad se reduce a 0.22 lo cual es evidencia de 

drásticas limitaciones difusionales. La evidencia de que 

la enzima no se pierde, la constituye el hecho de que al 

redisolver el catalizador la actividad que se expresa es 

equivalente a la original. 

En cuanto al proceso de curtido• se observa un incremento 

en la pfrdida de actividad del biocatilizador, lo cual 
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puede ser debido a dos causas: 

Incremento de los problemas de transferencia de masa 

por el curtido. 

~ Problemas de inactivación de la enzima. 

P~ra diferenciar estos efectos se fraccion6 el biocatali­

zador curttdo y se le determin6 actividad. Analizando los 

resultados que se obtuvieron aquf, se pueck! observar que 

la diferencia entre el biocatalizador íntegro y el bioca­

talizador fraccionado, a las diferentes concentraciones de 

curtido es ~_proximadamente la misma (2S), por lo que se 

puede concluir que el incremento en los problemas difusio­

nales se presentan en igual proporci6n, El segundo efec­

to, se constata en la c:-aida de actividad del catalizador 

fraccionado, en las dif~rentes concentraciones de los agen~ 

tes bifuncionales, con respecto al biocatalizador sin cur-
. ' 

tir, Se constata que codforme se incrementa la concentra­

ci6n de agentes bifuncionales, se presenta mayor inacti­

vaci6n de la enzima en el proceso de curtido. 

Una vez caracterizado el biocatalizador, se procedi6 a 

sustituir las constantes cinéticas de éste, en el modelo 

que describe el comportamiento de la ~~galactosidasa con~ 

tenida en células libres de E. coli, con la finalidad de 

probar el modelo en las células inmovilizadas¡ para este 

efecto se realtz6 la hidr61isis de una soluci6n con 4,5% 

de lactosa pura (fJg. 3il, Se proba para estos datos 
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junto con las constantes del biocatalizador, encontrándo~j 

que muy posiblemente lo que_ gobierna el sistema es el fe-1 

nómeno de transferencia de masa y no la cinética de la-,'---\ 

reacción, lo que era de esperarse, pues como sabemos, los~\ 

efectos difustonales son los más importantes modificadores} 

de los sJstemas enzimáticos. 

5.5 Caracterización del biocatalizador en teche 

Antes de usar el biocatalizador en leche como paso final ~1 

de este trabajo, para demostrar la aplicación de este~­

trabajo y asf además cumplir con uno de los principales 

objetivos de esta tesis, era necesario probar que el bio­

catalizador es inócuo y no desestabiliza las proteínas de­

la leche causando con ello su precipitación. Ya con ante­

rioridad se ha comprobado que las células inmovilizadas 

no salen del soporte, aspecto que serfa la primera parte.~ 

de la demostración parcial de inocuidad. 

Adicionalmente, era necesario probar que el bioca~alizador 

no presenta actividad proteolftica para ello se recurrió 

al método de Lowry modificado y presentado en la figura 

40. 

Esta experimentacion arrojó, como resultado que el bioca­

talizador no. altera la estabilidad de la leche tratada y 

en consecuencia no expresa actividad proteolftica, L~ le~ 

che despues de ser tratada, se almacenó en congelaci~n 
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FIGURA 4D. Detemil'laci6n de la posible actividad pmteol!tica del 
biocatalizador. A partir de los resultados d:>t:enidos en 
este experinento se pudo ver que no existia uná actividad 
pmteol!tica que se expresara en el biocatalizadar, can 
lo que se puede hacer uso del biocatalizador en leche. 
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durante 5 meses, despues de los cuales se pudo observar 

que ésta se encontraba en buen estado y retenta sus pro­

piedades organolépticas. Con estos resultados qued6 pro­

bado parcialmente que el biocatalizador es in6cuo, por lo 

que en consecuencia se procedi6 a operar un reactor para 

llevar a efecto la h1drólists de la lactosa en leche; el 

modelo del reactor se presenta en la figura 41, 

Para estos experimentos se usaron 15 g de biocatalizador 

,(peso h~medo~ además de 100 ml de leche concentrada que 

conten1an 105.5 g de lactosa/lt, el pH siendo de 6,4, asi 

también la temperatura de trabajo fue de 37ºC y la agita~ 

ci6n de 300 rpm. El grado de hidrólisis fue determinado 

durante cada hora durante 24 horas (fig; 42), los resul~ 

tados a los que se llega fueron los stguientesi 

El máximo grado de hidrólisis se logró a las 15 hor~s, 

siendo fste de 52%; despues de este tiempo parece ya no 

haber más hidrólisis. Este comportamiento se compara con 

el modelo reversible que nos describe el comportamiento 

de nuestra enzima contenida en células de E. coli libres, 

y se aprecia que es muy similar el comportamiento del bi.o~ 

catalizador, con la diferencia que en las cél uhs libres 

se obtiene a pH 7.0 y 37ºC, 60-62% de hidrólisis, Por 

otra parte, al ser usado en soluciones de lactosa pura al 

4.5% se alcanza un 55% de hidrólisis como máximo~ Compa~ 

rando el biocatalizador con las células libres se puede 

detectar que hay un decremento en el grado de hidrólisis, 
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Otro resul~ado importan~e que arroJa esta investigaci6n 

es el que resulta al comparar la actividad e.galactosidasa 

del biocatalizador frente a soluciones de lactosa pura y 

leche (0,041 y 0,032 M minuto·1 mg de cilulas-1 inmoviliza­

das respectivamente), en donde vemos que la e~galactosida. 

sa contentda en cilulas de E, coli inmovilizadas en carra. 

genina, no reduce su actividad en leche como se reporta 

en la literatura (fef. 32), En nuestro caso, la actividad 

disminuye 20S, con respecto a las soluciones de lactosa 

pura, el cual puede ser debido al cambio en el pH del sis~ 

tema y no a la inhibiciOn por algOn component~ de la le. 

che. 

Finalmente,, partiendo de los resultados anteriores, se 

procedi~ a la det·ermfnact~n parcial de la es~abi·lidad ope• 

ractonal del biocatalizador, para lo cual se usa el mismo 

sistem~ que en la hidr~lisis de lactosa en leche, con la 

vatfactOn ~e usar 60 ml de leche, Una vez tratado con el 

biocatalizador, cada lo~e de leche se pasteurizaba y con~ 

gelaba para posteriormente determinar sus propiedades or~ 

ganolépticas, Antes de pasteurizar se determinaba la ac~ 

tivtdad que presentaba el biocatalizador en cada lote, 

Los resultados obtenidos en·la estabilidad operacional se 

muestran en la figura 43, en la que se puede apreciar que 

después de 60 lotes, la actividad del bioca~alizador no 

sufre decremento a.~guno, Es necesarto c1chrar q_ue los 

puntos que presentaban actividad superior c1l lOOS son el 
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resultado de que el biocatalizador no se lav6 antes de su 

uso en estos lotes lcterta cantidad de producto puede que­

dar. tnclutda dentro del catalizador). Comparando el re­

sultado en. general con los resultados presentados en la 

Tabla 13, se puede apreciar que en general la J-galactosi~ 

dasa de E; ~oli es bastante estable con respecto a la de 

otras fuentes stn importar el tipo de inmovtltzaci6n, si 

es pura o se encuentri contenida en cflulas. 

Por otro lado, comparando la estabilidad operacional en 

funcfOn de la forma en que se inmoviliza y el soporte 

usado, con lo reportado por Casas et. ll•• que inmoviliza 

cflulas completas de E. coli con actividad pentc111noam1-

dasa en carragenina y en cuyo trabajo se reporta una pir­

dida de actividad cercana al 201 despufs de 30 lotes, se 

puede argumentar que la estabilidad de ambas enzimas puede 

ser debtda a que en la tnmovtlizaci6n no hay un~ 1nterac­

ct0n directa entre la enzima y el soporte, Aunado a hto 

podemos decir que la célula protega a h enzima y- le brin .... 

da en lo posible el medio Op~mo a la leche para que actúe, 

•causas por las cuales se aprecia una alta estabilidad, 

·En lo que respecta a las. propiedades organol@pttcas de la 

leche, los 60 lotes tratados fueron analizados, comparados 

con un patrOn stn hidroltzar dado que en. general los 60 

lotes presentar6n las mtsmas caracterfsticas, los resul .... 

tados se resumen en la s~gutente tabla T7; 
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TABLA 17, 

·. ºPRQpttDAºDES ·oRGANOLEPTfCAS ·oE LECHE TRATADA* 

CONTROL LECHE TRATADA 

Color caracterfstico Acremado. 
Olor Natural Leche bronca, Hgeramente mis 

dulce que el patrBn • 
Sabor .Caracterfstico Cajeta. 

* Leche concentrada, 

El color y olor generados en la leche tratada deben prove­

nir de las reacciones de Maillard que ocurrieron dur~nte 

la pasteur1zaci0n de la leche y el sabor mis dulce, ya que 

la lactosa al ser hfdro11zada produce glucosa y galactosa 

que en conjunto son mis ~ulces que la lactosa en soluci6n, 
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En el presente trabajo se efectu6 la caracterizaci6n cin@tica 

de un sistema catalftico diferente, propuesto para la produc­

ción de leches deslactosadas. La caracterizaci6n se efectuó 

tanto en el catalizador original lcflulas de E. coli), asf 

como en el sistema desarrollado (cflulas atrapadas en carrage­

nina}. 

Se demostr6 que la S•galactosidasa contenida en las cflulas de 

E, col f CSH .. 36 es constitutiva a diferencia de la ma,y_or par .. 

te de cepas de esta especie, lo que constituye una ventaja al 

no requerir de inductor para su producción, 

Al comparar los perfiles de pH de ambos sistemas, se co.lige 

que este tipo de 1nmovilizaci6n no afecta el pH 6p~imo de ac­

tivi~ad de la enzima, Ademis al analizar el perfil de acti­

vidad-pH s·e aprecia una menor susceptibilidad del sistema con 

la enzima inmovilizada a fluctuaciones de pH. 

En lo correspondiente al efecto de la temperatura, como en el 

caso del pH al efectuarse la inmovilizaci6n @sta hace mis 

termoestable a la enzima soportando muy bien cambios bruscos 

en el medio ambiente. 

De los experimentos de estabilidad de almacenamiento se con~ 

cluye que no es conveniente inmovilizar c@lulas almacenadas a 

4ºC por perfodos superiores a 3Q dfas, asf como el que la tem-
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peratura ;deal de almacenam;ento es 29°C, si posteriormente 

van a ser inmovtltzadas, con el fin de evitar la lts;s celu­

lar. 

Otra conclust6n importante es el haber hecho evidente la exis­

tencta de problemas difucionales fntrfnsecos al uso de célu­

las. 

La ~~galactostda.sa contenida en células completas d~ ~,coli 

obedece una cinética de Michaelts~Menten respecto a lactosa y 

ONPG usados como sustratos, tan.to en el ststeioa soluble como 

en el inmovilizado, salo cuando se miden velocidades intci•~ 

1 es·, por otra parte se demostrO que esta enzima presenta 

inhibictan acompetitiva por glucosa .y competitiva por galac~ 

tou en la forma soluble. 

Asi también s~ demostr6 que el modelo enztmattco que más se 

acerca al comportamtento de esta enzima en·su forma soluble 

es el modelo reversible; aunado a isto se constat6 que lo que 

rige la reacción de hidr61isis en la forma 1nmovilioda es la 

transferencia de masa y no la cinitica de la reacci6n, 

·En lo que corresponde a la capacidad máxim1 de atrapamiento 

expresada como relact6n carrag-entna~células se o~tuvo que esta 

relaciOn 11Jbtma era. 4:1, aunque la relaciOn usada en este tra.. 

bajo fue 1~1 debido a las necesidades de flexibilidad y dure~ 

za. Dentro de esta parte, tambifn se puede afirroar que las 

células no se salen del soporte y el biocatalfzador resiste 
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la ~gitac16n, no presentando además activ1dad proteolftica, 

lo que peTmtte afirmar que este sistema puede ser aplicado sin 

riesgo en la leche. 

En lo que al proceso de curtido se refiere, se encontr6 que 

el proceso en sf, no incrementa los problemas de transferen­

cia de masa existentes, debidos al proceso de inmovilizacian, 

pero sf se pudo demostrar que la concentraci6n de uno o de 

ambos agentes bifuncionales usados (glutaraldehfdo y etilen~ 

diamina). afectan negativamente la actividad enzimStica, 

Por otra parte, se demostra parcialmente que el biocatalizador 

es in6cuo y por tanto hctible de ser usado en el st-ste111a 1e.,. 

che, as-f. como tambien qued6 demostrado que la enzima no baja 

bruscamente su act1y1dad al ser usada en leche, s~9ún lo re~ 

portado, como se esperaba, alcanzindose un máximo de hidróli­

sis de SQ a SSS en leche condensada y una alta estabilidad 

operacion1l, 

Quizá la conclusi6n final referente a la calidad de la leche 

tratada, sea una de los mis importantes. 

Toda la atención finalmente se dirigió a las propiedades orga~ 

noUpttcas del producto de la Mdf'éli-sis, con lo que podemos 

concluir que la leche tratada rettene sus propiedades organo~ 

lépticas•exhibiendo solo cambios muy ligeros en cuanto a dul~ 

zura, lo que por otra parte es inevitable si el mitodo de 

eliminacion de lactosa es por hidrólisis. 
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Finalmente a la conclusión. general a la que se llegó, fue que 

este ttpo de 1nmovtltzac16n lleva inherente limitaciones de 

tipo dtfusfonal. Asf mismo, se logra una alta protección ~1 

sistema enzimhico, como consecuencia de que la enzima casi 

no tnteracciona con el medio ambiente de reacción y por ende 

se obtuvo una alta estabilidad operacional que permite emplear 

el catalizador por perfodos de tiempo superiores a los tres 

meses. 
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VII, SU GERENCIAS 



Su9ere.nc !! s 

De~arrollar un sistema de extrustOn que lleve a un menor tama­

no de partTcula con el fin de aminorar los problemas difusfo­

nales, ast como tambiin hacer un estudio de otros agentes bi­

func~onales que sean efectivos y no afecten a la enzima con 

el 'fin de conservar una alta acttvidad en el btocatalfzador 

sin daftar ademb la estafliltdad operaciona1. 

Conttnuar haciendo eitudios toxtcolOgtcos del btocata.lizador 
. . . . 

con la finalidad de establecer totalmen~e la inocuidad del 

ststema par~ levantar el veto que existe con respec~o al mi• 

croorgantsmo en uso, 

Asf tambUn conUnuar fiuscarido la for1Ua de tncrQen~ar h. re• 

laci~n c~lula$~carr~gen1na para ob~ener una. ma1oi ac~fvidad 

enzim~ttca. por. gramo de btoca~altzador, 1a sea medhn~e el uso 

de aditivos o uondo una cepa htperproduc~ora de h enzin,1, 

Ya. con el btoca ta ltzador optt111izado y con h con,pl eta demos ... 

tractOn de la inocuidad del sistema y dado·que la enzima es 

·constituti'va, llevar· a, ~abo es~udios expertfl1en~ales a ntvel 

plan~a ptlo~o, estudiándose las variables del proceso y esta. 

blecer con ello los costos de pr~ducci6n tanto del b1ocatali~ 

zador como del producto de ~tdr61ists, 
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