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I. INTRODUCCTION



I. INTRODUCCION

—nComo sabemos, la leche contiene practicamente un solo
carbohidrato, que es la lactosa, cuya formula estructural
es 4-o-(g-D-galactopiranosil)D-Glucopiranosa. En la natu-
raleza, la lactosa solamente se encuentra en la leche de
los mamiferos femeninos. E1 azicar de la leche es un di-
sacadrido compuesto por los monosacdridos glucosa y galac-
tosa. La lactosa por si misma no es dulce, presenta baja
solubilidad y dado que es un disacdrido, no es absorbida
directamente en el intestino. Para que la energfa propor-
cionada por los monosacdridos pueda ser aprovechada por el
organismo, la lactosa tiene que ser hidrolizada o desdo-

blada en glucosa y galactosa (Figura 1).

La hidrolisis necesaria para la utilizacion de la lactosa
es efectuada por la accion de la enzima g-D-galactosido
galactohidrolasa (E.C.3.2.1.23) 6 g-galactosidasa (nombre

trivial), comunmente conocida como "lactasa".

Esta enzima, se encuentra en las mucosas.del intestino
delgado de la mayoria de los mamiferos j6venes; no se en-
cuentra en el intestino del embridon 6 del feto, sino has-
PO . s o b

ta mediados de la éltima fase de gestac1on.14§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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FIGURA 1. Hidrolisis de lactosa



La digestion de la lactosa se 1leva a cabo principalmente
en el yeyuno, donde la lactasa la escinde a glucosa y ga-
lactosa. Parte de 1a glucosa se emplea “in situol, 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 circulacién. La mayor
parte, no obstante, va hacia el iledn y el coldn, donde

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

a una transferencia de agué al interior del intestino. La
lactosa no digerida, es también fermentada por bacterias
en el coldn, con 1o que se forman diversos dcidos y dioxi-
do de carbono. Las consecuencias son las de una diarrea
fermentativa, incluyendo la sensacidn de hinchamiento,
flatulencia, eructos, espasmos y una ripida diarrea flui-

da (1).éff}igura 2)®

Después del nacimiento, durante el periodo 1lamado de lac-
tancia, los mamiferos se nutren dnicamente con leche. Por
esta razdon, la facultad para poder digerir la lactosa que

contiene este alimento, es de gran importancia.

Después del perfodo de lactancia, la leche va reemplazan-
dose por otros alimentos gradualmente, y la actividad de
la lactasa va desapareciendo también gradualmente, como

puede observarse (20) (Figura 3).
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En épocas anteriores a la industrializacién o consumo do-
méstico de productos licteos y antes de la domesticacidn
de animales productores de leche, los alimentos que los
seres humanos recibian después del periodo de lactancia,
no contenian lactosa alguna. Por esta razdn, la mayoria
de los adultos, padecian deficiencia de lactasa e intole-
rancia a la lactosa. Tan pronto como se dispuso de leche
para la poblacion en general, se favorecid la actividad
permanente de la lactasa. Los seres humanos capaces de
digerir la lactosa, podian beber leche y mantener o mejo-
rar asi su estado general de salud. Los seres humanos
que no pudieran digerir 1a lactosa de manera adecuada, no
tendrian esta posibilidad. En tiempos de escasez los se-
res humanos que podian asimilar la leche, pudieron pospo-
ner el sacrificio de los animales, sobreviviendo con la

leche que &stos les proporcionaban. (45)

La leche a pesar de ser el alimento universal de los ma-
miferos recién nacidos, resulta en ocasiones tdoxica para
algunos infantes, quienes no la pueden digerir por defi-
ciencia de lactasa. Los adultos de todas las especies
animales también carecen de esta enzima y 1o mismo sucede,
tal como 1o sabemos en 1a actualidad, con la mayoria de

los seres humanos después de los dos o cuatro anos 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 proteinas y otros nutrientes, em-



pleada en muchos programas de ayuda para una mejor nutri-

cién de nifios.

Al observar que un gran nadmero de infantes no toleran fi-
sioldgicamente 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 proteinas

de la Organizacion de las Naciones Unidas.

A finales de los afios 50's, Paolo Durand, de la Universi-
dad de Génova, y Aaron Holzd y sus colaboradores, de la
Universidad de'Manchester,,publicaron estudios sobre nifios
con intolerancia a la lactosa, reaccionando frente al azi-
car de la leche-con una severa diarrea, malnutricidn e
incluso la muerte. Este trabajo resucitd el interés por
la lactosa y l1a lactasa, a 1o que siguidé un periodo de

activas investigaciones sobre el problema (1).

En México, Lisker y colaboradores (21-24), del Departamen-
to de Genética, Instituto Nacional de la.Nutricibn, ini-
ciaron estudios sobre este problema, a partir 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 resultd ser del 75% en la poblacién,

Debe sefialarse, que mucha gente intolerante a la lactosa

puede, no obstante, beber un poco de leche y consumir



productos ldcteos; 1a relacidn de los sfntomas clinicos

con 1a ingestidn de lactosa es cuantitativa.

Para la mayoria de l1a gente, incluso después de haber cum-
plido cuatro afios, beber cantidades moderadas de leche no
da lugar a efectos adversos e incluso es benéfico desde

el punto de vista nutritivo. Sin embargo, deberian modi-
ficarse los programas indiscriminados de distribuci6n.a
gran escala de leche en polvo a poblaciones con esta into-
lerancia, o bién, habria 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 o0 agricultores.

Lo anterior, 1o podemos respaldar, con ejemplos de nacio-
nes como China, o Japdn, donde la frecuencia de intoleran-
cia a la lactosa es alta, mientras que la raza caucdsica

de Europa del Norte, presenta una frecuencia bastante ba-

ja.

Otro fendmeno que se correlaciona con una alta actiyvidad
lactasa es la radiacién ultravioleta. Cuando la radia-
cién ultravioleta es baja, la sintesis de vitamina D, lo
es también, y dado que la vitamina D, desempefia un papel
importante en la absorcidén de calcio, las posibilidades

de que el calcio sea absorbido son disminuidas también.



En individuos con una alta actividad lactasa, la lactosa
es hidrolizada, esto influencia de una manera positiva la
absorcion de calcio; personas con una actividad lactasa
baja, carecen de éste posible mecanismo de compensacién,

y por 1o tanto, la absorcidn de calcio es inferior (1).

E1 antecedente genético es demostrado por la incidencia de
una absorcion de lactosa deficiente en diferentes grupos

étnicos (Tabla 1).

Por 1o expuesto anteriormente, es de gran interés el desa-
rrollo de un sistema de procesamiento para la preparacidn
de alimentos lacteos, con la lactosa parcial o totalmente
hidrolizada o removida. Varios métodos para reducir el
contenido de lactesa en leche han sido propuestos, pero
sélo algunos tienen aplicacién industrial. Estos métodos

incluyen procesos fisicos, quimicos y enzimiticos.

La solucidn a este problema, con el uso de los dos prime-
ros métodos, seria la eliminacion de la lactosa, lo cual
representaria un nuevo problema pues se ocasiona una pér-
dida del 30% del valor caldorico de la leche ya que se
pierden en el proceso otros nutrientes de bajo peso mo-

lecular (4, 20).

Tratando l1a leche con procedimiento enzimdtico, ésta re-
tiene su valor nutricional porque la glucosa y la galacto-

sa, los productos de hidrdlisis de 1a 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 Muestras de poblacidn % Absorcién Déficit de
Lactosa

Europeo Occidental

Danés 700 1-2
Blanco Americano 20 .10
Negroide
Negro Americano 41 72
22 77
Negro Nigeriano 4 98
Asidtico
Indd 100 62
22 54
Chino Indd 20 85
Chino 4 90
Tailandés 140 97
Cino Coreano 75 100
Japonés 11 100
Chino Americano 3 100

Indio Hemisferio Occidental

Colombiano 24 58
Peruano 30 66
Mexicano 136 75
Norteamericano 3 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 situacidn de

las poblaciones (1, 21-24, 60).
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minados, ademds, este procedimiento altera minimamente
las propiedades organolépticas de 1a leche pues es mis

dulce solamente.

ka lactasa puede agregarse directamente a la leche algin
tiempo antes 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 inmovilizacidn de
enzimas, sugieren que este procedimiento puede ser aplica-

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

ééﬁxisten varios trabajos que demuestran que el uso de la
lactasa en procesos industriales se ha propagado enorme-
mente, 1levandose a cabo inmovilizando 1a enzima en forma
pura o semipura en diferentes soportes organicos e inor-
ganicos, por ejemplo: en vidrio silonizado, en gel de po-
ljacrilamida, DEAE-celulosa, resinas fendlicas, en la su-

perficie de nylon, etc.] (Tabla 2).

Asi de esta forma, se solucionan algunos problemas para su
uso como biocatalizador, como podrian ser: estabilidad, Ia}
enzima puede ser reusada, la operacidn continua es posible
en algunos casos, se requiere de menos espacio, el control
de la reaccion es mayor, se obtiene alta pureza y rendi-

miento del producto.
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TABLA 2. INMOVILIZACIONES DE LACTASA DE DIFERENTE FUENTE Y EN DIVERSOS

SOPORTES .
Fuente de Inmovilizacidn % de actividad Observaciones Ref.
la Enzima retenida
A. niger Atrapamiento en gel de 30s 55°C y pH 4 10
P.V.P,
E.coli Atrapamiento por micro- 28% 37°C, pH 7.3, 37
encapsulacidn con diclo- {0.38 M)Na*

ruro de teraptolil

E.coli Unidén covalente a carbo- 25% 37°¢c, pﬁ 5,5~ 59
mida 8.0 )
Diazo
Glutaraldehido

E.coli Adsorcidn fisica en papel - 25°C, pH 7.2 47
Whatman No.1

E.coli Atrapamiento en fibras de - 25°C, pH 7.2, 32
triacetato de celulosa (0,01M)Na+

A.niger Adosrcibn en resina fendli- 30% 25°C, Ph 6.2 36

ca, luego unidn covalente
con glutaraldehido

E.coli Atrapamiento en particulas - 30°c, pu 7 43
de glutaraldehido y albimi-
na bovina con sonicacién

S.lactis Atrapamiento en poliacrila-  30% pH 6.5, 30°C 35
mida

13
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Ahora bién, 1a produccidn de enzimas a través de microor-
ganismos, con respecto a fuentes vegetales o animales,
resulta mds econdmica y no estd sujeta a factores de loca-
lizacion de la fuente, a la estacidon del afio, ya que la
produccién se encuentra concentrada en la unidad de pro-
duccidn (fermentador) y ademds el tiempo de produccidn es

corto.

Debido a 1os altos costos de extraccidn y purificacidn de
las enzimas microbianas es interesante el desarrollo de la
tecnologia enzimdtica para 1levar a cabo la inmovilizacién
de microorganismos que contengan intracelularmente la en-

zima de nuestro interés.

Las reacciones enzimdticas que son llevadas a cabo por
células microbianas inmovilizadas indican que son venta-
_Josas en los siguientes casos:
N

\

1) Cuando las enzimas son intracelulares.

2) Cuando las enzimas extraidas de las cé1u1as son inesf/

tables durante y después de la inmovilizacibn.

,
e

. F X X X
3) Cuando las enzimas que contienen los microorganismos
no interfieren o las enzimas que interfieren son fa-

cilmente inactivadas o removidas.

4) Cuando los sustratos o productos no son compuestos de

14



v
alto peso molecular.

En estos casos, las siguientes ventajas de las células in-

movilizadas pueden ser esperadas:

a)

b)

c)

d)

e)

f)

g)

Los procesos de extraccidn y/o purificacién de la en-

zZima no son necesarios.

E1 rendimiento de la actividad enzimdtica en la inmo-

vilizacion es alto.

La estabilidad operacional es generalmente alta.

Bajo costo de la enzima.

Es posible para la aplicacion a sistemas de reacciones

multienzimdticas.

Retencion integra de 1a estructura y conformacidon de

la enzima.

Alta resistencia a perturbaciones del medio ambiente.

Asi encontramos trabajos que describen la inmovilizacidn

de células por atrapamiento en geles de poliacrilamida,

agar, carragenina y polimero de triacetato de celulosa,

por adsorcidn en coldgena o bien directamente unidos a

hidrdxido de zirconio.

15
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E1 método de inmovilizacidon por atrapamiento se basa en
confinar células en una matriz polimérica o englobadas en
“, una membrana semipermeable tipo encapsulamiento. Al in-
\\ -

movilizar por este método las enzimas o células no reaccio-

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

Este método es el mds usado para inmovilizar células y las
matrices mds usadas son: coldgena, agar, carragenina, al-

ginatos, poliacrilamida, poliestireno y triacetato de ce-
e /‘ v R h:

Tulosa.

Después de atrapar las células es conveniente 1levar a ca-
bo un tratamiento con un agente bifuncional, o una mezcla

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

E1 proceso que normalmente se sigue para l1a inmovilizacibn
de enzimas 0 células microbianas es presentado en la Figu-

ra 5.

Una vez optimizadas las condiciones de inmovilizacién, se
\ prosigue al disefio y utilizaci6n del reactor enzimitico.
i .

Existen diferentes tipos de reactores que se clasifican

por su forma de operacidn y caracteristicas de flujo (Fi-

gura 6).

Para elegir o disefiar el tipo de reactor a utilizar con-

viene considerar la reologia del sistema de reaccidn, la

16



LT

TIPO ENRREJADO TIPO MICROCAPSULA

“rrcura 4. DIAG RAMA ESQUEMATICO DE LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS POR

EL METODO DE ATRAPAMIENTO



FERMENTACION

RUPTURA CELULAR

PAQUETE CELULAR

EXTRACCION

¢
PURIFICACION V
INMOVILIZACION
INMOVILIZACION

y——

" \J
BIOCATALIZADOR

FIGURA 5. Proceso para la inmovilizacion de células o de enzima.

v

BIOREACTOR

18



:
[+
ooi

o0 "CE o "o'oo"k" Yo ~> PRODUCTO
o 00 50 <)
09%% 2 SUSTRATO —>{0% {0 "o

a) Tanoue agitado

1 . b) Tancue aaitado
intermitente

continuo

SUSTRATO PRODUCTO > PRCDUCTO

DN
T&\\\\\\\\\\\ﬁ

PRODUCTO SUSTRATU
STRATO

a) Alimentacion nor . . ¢) con recirculacion
el coro b)Alinentacion

SUSTRKND‘EOI el fondo

Vo
& RS —=

_____ R

gRoouéTo

PRODUCTO

Tanque aaitado con
ultrafiltracién.

SUSTRATO

Columna fluicizada

v

I'TCURA 4., Tipo de reattores de zcuerdo a su forma de
oreracifn v caracteristicas de flujo

1s



estabilidad del soporte a la agitacidn y la cinética enzi-

mitica.

Otros factores importantes a considerar para la eleccidn
de un reactor a nivel industrial son: costo del soporte y
reactivos para la inmovilizacidon, actividad enzimdtica
del sistema inmovilizado, estabilidad operacional, la ca-
pacidad de regeneracidon del catalizador y la posibilidad

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

Al hidrolizar 1a lactosa en leche, ademds de cumplir con
la finalidad principal, que es hacerla asequible a perso-
nas con intolerancia, se logra una-de las metas de la Qui-
mica de Alimentos que ve la posibilidad de convertir este
azucar relativamente insoluble y de bajo poder edulcoran- -~
te, en una mezcla de sus monosacaridos, que presentan un
mayor poder edulcorante (aproximadamente 80% con respecto \
a Sacarosa) y ademds son 3.0 4 veces mds solubles que la
lactosa, siendo alin mas fidcilmente absorbidos por el in-
testino. Ademds de que podria utilizarse en la prepara-
cién de medios de cultivo, en la preparacién de leches
concentradas, ya que la hidrdlisis parcial (25-30%) de la
lactosa puede prevenir la cristalizacidn de otros aziicares
en leches condensadas; en mantecados y helados la hidréli-
sis parcial (30-40%) de la lactosa previene la arenosidad
y/o la floculacidn de proteinas durante periodos prolonga-

dos de almacenamiento (Figura 7).
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La leche con lactosa hidrolizada es estable hasta por uq:]
afio de almacenamiento. Debido al incremento en la dulzura,
la adicidn de azilcar a algunos productos lacteos puede ser

redycida o aiin eliminada.

Al hidrolizar 1a lactosa en leche, se reduce el tiempo de
coagulacion de yogurt en un 15-20%, ademds de obtenerse
una cuajada firme; adn mds, se han reportado incrementos
del 10% en el rendimiento. L{h la produccidn de quesos ma-
durados, se producen mids rdpidamente aminodcidos y dcidos
grasos libres:>contribuyen&o a desarrollar en consecuen-
cia mas rapido 1a estructura y sabor de estos quesos,
(4,44) asi nos encontramos que al hidrolizar la lactosa

de 1a leche, se puede tener un sinfin de aplicaciones gque

hacen justificable este proyecto (Figura 8).

En el presente estudio se trata la inmovilizacién de célu-
las completas con actividad g-galactosidasa, asi como las
propiedades enzimaticas de las células libres e inmovili-
zadas, ademds del proceso para la hidrélisis de lactosa en
leche por Ta B-galactosidasa contenida en células comple-

tas de E.coli CSH-36 inmovilizadas en carragenina.
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II.

ANTECEDENTES

2.1 Intolerancia a la lactosa.

Debido a una enfermedad congénita algunas personas care-
cen de actividad lactasa desde el nacimiento. Esta afec-
cidn prae 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 presentacidn

normal y leche con lactosa hidrolizada o reducida.

Lisker et.al., estudiaron los efectos producidos por la
ingestion de 250m1 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 sin-
tomas eran altamente significativas. La frecuencia de los
sintomas debidos a l1a mala absorcidn de la lactosa, se in-
crementaron en relacion directa al contenido de lactosa

en leche (23).

Payne-Bose et. al., probaron 1a respuesta a la leche nor-
mal y con lactosa hidrolizada en un 92%. Estas leches
fueron administradas en cantidades de 5 m1/Kg de peso cor-

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

una mejor utilizacion de la leche hidrolizada (42).

Beaufrond et. al., demostraron que una mezcla de glucosa/
galactosa, era mejor absorbida que l1a lactosa, por medio
de la medicion de los niveles de glucosa y galactosa en

sangre. Ademds, encontraron que el aumento del nivel de
insulina era comparable al que normalmente se detecta en
cualquier organismo después que la persona en cuestidn 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
de lactosa por una mezcla de 6 g de glucosa y 6 g de ga-
lactosa, lo que es equivalente a una hidrdlisis de 100%

de lactosa (31).

Turner et. al., realizaron una investigacidn, 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 utilizd la leche descremada en compara-
cién con la leche descremada de baja lactosa. Los resul-
tados encontrados fuerdon los mismos cuandb se tratd 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 componenteé de la
leche no tienen influencia alguna en la aparicion de sin-

tomas de intolerancia (16).

Mitchell, et. al., estudiaron 35 casos de nifios aborige-
nes ligeramente desnutridos. Nifios que en la primera in-
fancia fueron alimentados a base de leche con lactosa hi-
drolizada ganaron 70% mids peso que nifios alimentados con
leche normal, esto sin considerar el peso estandard co-
rrespondiente a 1a edad, la presencia de diarrea y las

concentraciones de azicar en la evacuacidén (31).

De 1o anteriormente expuesto, se concluye que el uso de
leche baja en lactosa puede ser la solucion a la gran in-
cidencia de intolerancia a la lactosa en México (21-24),
lo que es posible de lograr hidrolizando este aziicar usan-
do la enzima lactasa para asi conservar las propiedades
nutritivas de la leche; en apoyo a lo anterior cabe men-
cionar que la lactosa es bastante resistente a la hidré-

1isis dcida.

2.2 Fuentes de la Enzima B-galactosidasa.

l&a g-galactosidasa, se encuentra en plantas, microorganis-

mos y anima]es%

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

encontramos en la mayoria de los mamiferos jovenes, mien-
tras que en microorganismos la encontramos en una gran va-
riedad de éstos (Tabla 3),/pero los principalmente usados

para la obtencidn 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

considerab]ementi;/

En contraste a la enzima de E.coli, las propiedades enzi-
mdticas de la B-galactosidasa de otros microorganismos han
sido poco estudiadas debido a que E.coli ha sido amplia-
mente investigada en conexidn con estudios en 1a sintesis

de proteinas y su control genético.

L/;as enzimas constitutivas son aquéllas que se forman a ve-
locidades constantes y en cantidades también constantes
durante el crecimiento de un microorganiqub independien-
temente de su estado metabélico, en tanto que, las enzimas
inducibles, se encuentran normalmente, tan solo en canti-
dades infimas en una determinada especie bacteriana, pero
su concentracién puede elevarse rapidamente cuando el mi-
croorganismo se halla en presencia de un inductor, gene-
ralmente su sustrato, particularmente cuando dicho sustra-

to puede ser la dnica fuente de carbono para la célula.

Las células de tipo silvestre de E.coli no utilizan lacto-

sa si hay glucosa disponible; pero al adicionar un g-ga-
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TABLA 3, FUENTES MICROBIANAS DE LA 8-GALACTOSIDASA

Microorganismo Fuente

Tipo de Enzima

Referencia

E.coli (ML 308)

E.coli (X-10)

E.coli (?)

E.coli ( CA 8.00).
E.coli (lav UVS)
E.coli (lac-/F-lac uvs)

E.coli (lac: pro /F'lac UVS)
pro

E.coli (ATCC-26)
E.coli (E-106)

Fusarium Moniliforme

Caldariella acidophila

Aspergillius foetidus

Aspergillius orizae
K. fragilis

K. lactis

A.niger

Tololopsis sphaerica

Ccandida psudotropicalis

L. bulgaricus
L.acidophilus

Streptococcus cremoris

Streptococcus thermophilus

Neurospora crassa

A

Constitutiva,intracelular
Constitutiva,intracelular
(“cOnstitutiva,intracelular
" Inducida,intracelular
Inducida,intracelular
Inducida,intracelular

Inducida,intracelular

Constitutiva,intracelular
Constitutiva,intracelular
Inducida,extracelular
Inducida,extracelular
Inducida,extracelular
Inducida,extracelular
Inducida, intracelular
Inducida, intracelular
Inducida,intracelular
Inducida,intracelular
Inducida,intracelular
Constitutiva,intracelular
Constitutiva,intracelular
Constitutiva,intracelular
Constitutiva,intracelular
Inducida, intracelular

12
43
32
26
26
26
26

59
35
27
46
41
40
28

8
10
14
35
35
35
35
35
35
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lactdsido, se induce no solo la sintesis de g-galactosida-
sa sino también la de dos enzimas funcionalmente relacio-
nadas; la g-galactosido-permeasa y la g-tiogalactdsido
acetil transferasa. La primera es una proteina de la mem-
brana de las células de E.coli que permite el paso de
g-galactdsidos al interior celular contra gradiente de con-
centracidn; la funcidn de la segunda no estd completamente

elucidada.

Por otra parte,{éf han descubierto mutantes de E.coli que
contienen actividad g-galactosiddsica elevada, a pesar de
que las células no sean expuestas a un g-galactdsido como
agente inductor.{ A tales mutantes se les denomina mutan-
tes constitutivas, porque se comportan como si la g-galac-
tosidasa fuese una enzima constitutiva y no una enzima in-

ducible.

Jacob y Monod llegaron a la conclusidn de que en el mapa
genético de E.coli existen 3 loci distintos que influen-
cian la formacidn de la g-galactosidasa: se designan "z“,
"i* y "o" (Figura 9). E1 locus "z" especifica la secuen-
cia aminodcido de la molécula de la g-galactosidasa; las
mutaciones en este locus conéucen a la sintesis de una
molécula enzimdtica alterada o inactiva. Este tipo de gen
se denomina gen estructural y se define gomo un gen que
porta el mensaje codificador de 1a secuencia de aminodci~

dos de una proteina no especifica, que en este caso es la
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;
g-galactosidasa. E1 segundo locus, el "i", se postula

que no tiene influencia sobre la estructura de la g-galac-
tosidas- sino que determina si el gen estructural de la
g-galactosidasa serd o no transcrito. Dicho gen se déno-
mina regulador. Cuando el gen "i" experimenta mutacidn,
se torna defectuoso, ya no puede inhibir la transcripcidn
del gen estructural; en tal caso, la g-galactosidasa es
sintetizada, en presencia o ausencia del inductor, lo cual

nos dd una explicacién de los mutantes constitutivos.

Jacob y Monod propusieron ‘que el gen regulador codifica la
secuencia aminodcida de una proteina especifica denominada
represorf/; el Tugar.en el DNA al cual se une, segin se
propuso, la molécula de represor, se le denomina operador
o locus "o", cuando éste locus es defectuoso, porque ha
experimentado mutacidn, se transcribe el locus "z" y se

forma la g-galactosidasa.

Como se menciond anteriormente los Bégalactosidos’inducen
coordinadamente un grupo de tres proteinas, la p-galacto-
sidasa, la g-galactdsido-permeasa y la p-tiogalactdosido- v
acetil transferasa, que estdn codificadas por 3 genes:

"z, "y" y "a", respectivamente, y que estd agrupado en
esta secuencia en el gendma de E.coli, &stos genes estruc-
turales, regulados por el mismo gen "i" y el mismo opera-
dor “"o", fueron denominados por Jacob y Monod operén lac®

(Figura 9).
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Asi, en base a 1o dicho anteriormente, una cepa constitu-

tiva de p-galactosidasa puede tener z*, y*, it (19).

La B-galactosidasa en la mayoria de los microorganismos es
inducible, por lo que si se desea producir la enzima, se
tendrd que hacer uso de sustancias con un costo muy eleva-
do, (tal como el isopropil B-D tiogalactésido) o bien ma-
nejar las condiciones ambientales hasta lograr una buena
produccidon de 1a enzima. Estos inconvenientes a su vez
son las principales ventajas de las bacterias constituti-

vas.

De las diversas fuentes de obtencidn de 1a enzima la mas
adecuada para uso comercial es la de origen microbiano,
pues resulta mds econémica y no estd sujeta a factores de
localizacidon de la fuente o época del afio, ya que la pro-
duccion se encuentra concentrada en la unidad de produc-

cion (fermentador) y el tiempo de produccidn es corto.

2.3 Caracteristicas Fisicoquimicas de la g-galactosidasa

de E.coli.

Las propiedades de la g-galactosidasa de E.coli, cristali-
zada, han sido examinadas por ultracentrifugacidn, elec-
troforesis en gel, electroenfoque y por la prueba de
Ouchterlony -de doble difusidn. Los resultados indican que
la preparacién enzimatica es homogénea con respecto al

tamafio, configuracidén, carga neta y comportamiento inmuno-
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16gico. Se le ha determinado un punto isoeléctrico de
4,61,

é}]d y Weber determinaron algunas propiedades fisicoquimi-
cas de la enzima de E.coli ML-305 y ML-309, con ellos de-
terminaron que el peso molecular de la enzima es de 518,000.
Su configuracién es descrita como un elipsoide de revolu-
cidn con una proporcidn axial cercana a 3 asumiendo 30%
de hidratacién. La longitud y altura de 1a molécula son
de 150 y 50 i respectivamente. Crave et. al,, determina-
ron el peso molecular por equilibrio de sedimentacidn 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 estd compuesta por
cuatro mondmeros. Este resultado concuerda con lo encon-
trado por Wallenfels et. al., en cuanto a la disociacidn
de la enzima reducida y carboximetilada en urea y cloruro

de guanidina.

£E1 peso molecular de un mondmero 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-
1ibrio de sedimentacion 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 ademdas demues-
tra que las cuatro subunidades son arregladas en las es-

quinas 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 disociacidon parece ocu-
rrir también en una mezcla de acido férmico y acido acéti-
co dando pequefias subunidades con un peso molecular de
46,000. Streers et. al., reportan un peso similar para

1a enzima tratada con acido formico al 70%, SDS al 0.5% y

NaOH 0.05M.

La energia de activacion para la hidrdolisis de lactosa por
la g-galactosidasa de E.coli es de 17.5 Kcal/mol segin
Sharp et. al. y de 15.2 Kcal/mol segiin Hus;ad et. al., 1os.
valores reportadps para la enzima inmovilizada son 16.3 y

12.5 Kcal/mol. (56) respectivamente.

Kuby y Lardy reportan la energia de activacion para la hi-
drolisis de o-nitrofenil-g-D-galactésido. a do; intervalos
de temperatura y obtienen 7.3 y 13.1 Kcal/mol a 30-37°C y

0-30°C respectivamente.
La p-galactosidasa de E.coli ML 309, contiene 51.5% de

carbono, 6.3% de hidrdgeno, 16.1% de nitrdgeno y 0.93% de

azufre, no contiene carbohidratos o fosfatos.
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La composicidn de aminodcidos de l1a p-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 dptimo para la actividad de la g-galactosidasa.

Al hablar en general de la g-galactosidasa encontramos que
el pH dptimo de esta enzima varia apreciablemente, depen-
diendo de la fuente de la enzima; pues mientras que para
la enzima de origen bacteriano es en las inmediaciones de
7, en las preparaciones de origen fingico es cercano a 5
y para la enzima de levadura es proximo a 6, 1o anterior lo

podemos ver en la Tabla 5.

Para preparaciones de enzima provenientes de E.coli el pH
optimo va de 6.8 a 7.2 en buffer a 30°C. Cohn y Monod re-
portan pH 7 como Gptimo para la p-galactosidasa de E.coli
ML en buffer de fosfatos a 28°C. Un valor de pH 7.3 ha
sido reportado para la g-galactosidasa de E.coli ML-309,

a 40°C en buffer Veronal. A 20°C y en buffer tris-dcido
acético (0.05M) la misma g-galactosidasa presenta un pH
éptimo de 7.7. En la presencia de NaCl (0.05M) este va-

lor es desplazado a 6.6.

A partir de la influencia del pH en el Km y la velocidad
midxima en la hidrdlisis de ONPG con g-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./1059'

de proteina).

A.A. E.coli ML-309 M1-35 K-12 K-12
Lys 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
1/21ys 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
Ile 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
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disociables .(cuyos valores de pK son 6.67 y 8.9 a 20°C).
E1 grupo disociable en el lado alcalino del pH dptimo ha
sido identificado como un grupo sulfhidrilo (-SH), lo cual
es soportado por la inhibicion de la enzima por iones de
metales pesados y p-mercuribenzoato. Por otro lado, al
otro grupo se le determind paralelamente a 5°C un Calor de
disociacidn 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 acido (por 0.8 unidades de pH para el grupo imidazol

y 0.3 para el grupo sulfhidrilo) (56).

2.5 Temperatura Optima para la actividad de la 8-galacto-

sidasa de E.coli.

Como podemos apreciar en la Tabla 5, la temperatura opti-
ma de la enzima depende de su origen. En general la tem-
peratura optima varia desde 35°C hasta 65°C. También es
de hacer notar que la variacidn de la temperatura Gptima
es seglin la forma en que encontramos a la enzima (purifi-

cada, en células completas, libre o inmovilizada).

Es importante mencionar que asi como la forma que presenta
P
la enzima afecta el valor de la temperatura dptima, de

jgual forma se ve afectada la energia de activacién, como
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TABLA 5. pH y TEMPERATURA OPTIMA DE LA ACTIVIDAD B~GALACTOSIDASA DE
\

DIVERSAS FUENTES.

b ol

PR
5

Fuente de la enzima pH Sptimo T éptima °C Observaciones . Ref,
A.niger 4 65 Enzima purificada 10
libre
K. lactis 6.5 45 Enzima purificada 8
libre
K. fragilis 6.3-6.8 35-40 Enzima purificada 28
“T libre
Fusarrum noniliforme 4-5 50-60 Enzima purificada 27
libre
A. orizae 4-5 55-60 Enzima purificada 40
libre
Candida psudotropicalis 7.5 30 Enzima purificada 35
. libre
ol
Tolulopsis sphaerica (J-28) 7 - 30 Y Enzima purificada 14
libre
T. versatilis (M 6) 7 30 Enzima purificada 14
libre
E.coli (ML 308) 7 37 Enzima purificada 12
libre
E.coli 7 55 Enzima purificada
y libre 32
7 55 Enzima purificada
inmovilizada
E.coli (ATCC 26) 6.8 55 Enzima pura,libre 59
e inmovilizada
E.coli (K -12) 6.5 37 Enzima pura, libre 12
7.3 45 Enzima pura,inmovili- 13
zada -
E.coli (K=10) 7 55 Célula completa 32
libres/inmovilizadas
E.coli (E-106) 7.2 55 Célula completa 35
8.0 55 libres/inmovilizadas
L. bulgarius 5.5 55 Células completas 35
libres/inmovilizadas
K.lactis 6.3 37 Células completas 35

libres/inmovilizadas




demuestran los reportes en los que se usa la energia de
activacion de la reaccidn como indicio de la existencia de

limitaciones difusionales en la inmovilizacidn.

La p-galactosidasa de E.coli es bastante estableDGesde el
punto de vista térmicqg, tanto en forma purificada como en
células completas (1ibre o inmovilizada) como 1o demues-
tran varias publicaciones, a diferencia de la enzima pro-

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

2.6 Efecto de diversos iones en la actividad enzimidtica de

g-galactosidasa de E.coli.

Diversos investigadores han estudiado el efecto de la pre-
sencia_de varios iones en la determinacin de actividad
enzimdtica de la g-galactosidasa y han encontrado que és-
tos tienen una importante influencia sobre la actividad de

la enzima.

<;pdolowski et. al., probaron el efecto de diversos iones

en la hidrélisis de ONPG, PNPG y lactosa, después de incu-
bar l1a enzima en presencia de los diferentes iones encon-

traron que los iones de metales pesados (Cu2+. ng+ y 751

Zn2+) ejercen una poderosa inhibicidn, en tanto que los

iones M92+, Mn2+, 002+, Fe2

* y Ba2+. incrementan la acti-
vidad de la enzima con respecto a su actividad frente a
los sustratos libres de iones, |cuando menos en dos de 1los
tres sustratos probados (Tabla 6) (56). E1 i6n amonio
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TABLA 6. EFECTO DE VARIAS SALES EN LA ACTVIDAD B8~GALACTOSIDASA.

Sal- ONPG PNPG Lactosa
Actividad Relativa 2

0 1 1 1
5 x 107 MgCl, 1.12 1.33 1.19
5 x 10 M cacl, 0.92 1.04 0.66
5 x 10 HgCl, 0 0 0
5 x 107y cuso, 0 0 0
5 x 10”9 Znso, 0. 0 0
5 x 1074 BaCl, 0.79 1.23 1.24
5 x 107 MnCl, 1.49 2.20 1.72
5x 107 Feso, 0.89 1.46 1.34
5 x 10”4 cocl, 1.05 1.83 1.83
1x 10:: NH,C,H.0, .92 1.55 1:06
1% 10 NaCl 1.19 0.99 0.95
5 x 1072 K CeHs0; 0.37 0.79 0.90
5x 1072 THAMP 0.41 0.80 0.57
2.5 x 1072 Na,EDTA 0.07 0.22 0.22
a) Actividad comparada en fosfato de postasio 0.02 M, pH 6.8 - 7.0, 25°C
b) Trishidroximetil amino metano.
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eleva la actividad enzimdtica, pero su sal del buffer tris
hidroximetilamino metano asi como el citrato de potasio
fueron inhibidores; el EDTA reduce la actividad poco mds
del 75%, el i6n sodio incrementa la hidrélisis de ONPG,
mientras que no tiene ningin efecto sobre 1a hidrdlisis 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 B-galactosidasa.

La enzima actua sobre una amplia variedad de e-galactési-
dos. Es bastante especifica respecto a la parte glicona
de 1a molécula (galactosa) y es mucho menos especifica
con respecto a la parte aglicona de la molécula del sus-
trato. La glucosa y otros glucésidos o alkil o aril al-

coholes pueden servir como aglicona.

La misma enzima cataliza reacciones de transglicosidacidn
cuando el aceptor es diferente al agua 3-o-g-D-galactopi-
ranosil-D-glucosa, 6-o-g-D-galactopiranosil D-galactosa
(galactobiosa) y otros oligosacaridos pueden producirse

por la accion de la s-galactosidasa en lactosa (5, 7, 18).

Los valores de Km y V mdx 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 B-GALACTOSIDASA DE

E.coli
Km ymax

COMPUESTO (Moles/1t  (Moles/1t min)
o-nitrofenil g-galactdsido 1.8x10%  32x10°
p-nitrofenil a-D-galactdsido 0.97 x 107 5.8x10°®
o-nitro g-L-arabindsido 2.6 x 1073 2.2 x 1078
fenil B-D-galactdsido 7.3x 107 5.0 x 10°°
Metil 8-D-galactdsido 6.9x10° 2.9 x10°
n-buti1-8-D-galactdsido 6.9x10°%  2.3x10°
Lactosa 5.5 x 1073 2.3 x 10'6
Alolactosa 8.3 x 1073 -
"Lactositol 3 x10%  -2.5x1077
Lactobionato 4 x10°  -.0x107

Como podemos apreciar en la Tabla 7 y la Figura 10, los
cambios marcados en la estructura de la aglicona son com-

patibles con la actividad enzimatica

Algunos cambios en el anillo de galactosa (sustitucién,
reduccidén, oxidacién y cambios en la configuracion estéri-

ca) producen un sustrato derivado inerte.

La inversidon de el enlace B—galact@sido a la configuracién
alfa produce un galactdésido resistente a la hidrélisis
enzimitica. Sin embargo, los a-galactdsidos no son ex-
¢luidos del sitio activo como puede inferirse en la inhi-

bicién competitiva en la actividad enzimdtica.
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Estudios semicuantitativos, indican que, en general, la
velocidad de hidrdolisis depende del tipo de unidn entre
B-D-galactésido y que estas velocidides se decrementan en
el orden (1-6)>(1-4)>(1-3)>(1-1). Por otro lado a-D ga-
lactésidos, o 6 BD glucdsidos, oD mandsidos y B-D-fructd-

sidos no son hidrolizados (55).

2.8 Mecanismos de Reaccidén postulado para la accion de la

g-galactosidasa.

Wallenfels y Malhotra han bropuesto un mecanismo para la
accidn de 1a p-galactosidasa en donde se plantea la trans-
ferencia de un residuo galactosa de un galactdsido a un
aceptor (agua, otro azicar o alcohol). Este mecanismo,
ademds, sostiene que la aglicona y el aceptor ocupan la
misma posicion en la molécula enzimdtica, en donde el
aceptor entra solo después de haber sido removida la agli-
cona. Con ello la actividad de este enzima frente a los
tiogalactdsidos es facilmente explicable, porque en este
caso una unién de tipo enlace de hidrogeno, debe formarse
entre ‘los dos itomos de azufre, 1o 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 da para la proposicidn de este mecanismo,
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+ ROH

FIGURA 11. Mecanismo de reaccion propuesto para la accion de la fi-galactosidasa
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es que dado que la afinidad aparente por la enzima no se
ve afectada por el reemplazo del oxigeno galactosfdico

por un -dtomo de azufre, se sugiere que este dtomo no in-
terviene en la configuracion del complejo enzima-sustrato.
Considerando lo anterior, se puede notar que los requeri-.
mientos especificos para el residuo galactosa (glicdna)
son mis rigidos que los requerimientos especificos para

la parte aglicéna, 1o que sugiere que es el anillo galac-
tosa el responsable de la formacién del complejo enzima-
sustrato. Ademds las fuerzas inespecificas de Van der
Walls operan por igual en fa parte aglicéna como en la
glicdéna, por lo que esta diltima puede estar o ser enlazada
a la enzima por medio de puentes de hidrdgeno como se pue-

de observar en la Figura 12,

De 1o anterior se concluye, que solo grupos de péptidos
alternados est&n en condiciones de formar enlaces, de modo
que necesitan estar presentes 6 & 7 residuos aminodcidos

entre la cisteina y la histidina.

Debido a que los a-Larabindsidos tienen un "OH menos que
los g-D galactbsidos y recordando To dicho anteriormente,
es 16gico 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 c¢el complejo enzima=-

sustrato de la B-galactosidasa.
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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 mds compleja
que la expresidon que describe una actividad enzimitica
simple, pero mds simple que la cinética de fermentacidn

debido a que normalmente no hay crecimiento,

E1 efecto difusional es el mds importante modificador de
la cinética de las células inmovilizadas especialmente en
el caso de una reaccidn enzimdtica veloz 6 donde la con-
centracion de sustrato es baja, una alta porosidad, mucha
actividad o un prolongado uso de las particulas inmovili-

zadas.

Las limitaciones difusionales externas pueden ser minimiza-
das por el incremento de la velocidad de agitacién en un
reactor agitado o por el incremento de la velocidad de

flujo de un reactor tubular.

Las restricciones difusionales internas Qpeden ser detec-
tadas por una disminucidn en la energia de activacidn
aparente, para la reaccidn y puede ser esperada una mayor
influencia en la actividad de las células inmovilizadas
debido a que las particulas de ellas son generalmente ma-
yores que la correspondiente preparacifn de enzima inmo-
vilizada. Las restricciones difusionales internas pueden

ser reducidas usando particulas de soporte irregulares con

49

[



una relativa alta relacion de area superficie/volumen, {
pero por supuesto esto nos 1leva a un rdpido desgaste en
un reactor agitado y causa flujo irregular y compresidn

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 posibi1i-
dad de una limitada cantidad de células en divisidn,”/ﬁor
parte de las células inmovilizadas, y la presencia de una
barrera difusional creada bor la existencia de la pared
celular y la membrana citopldsmica intactas, lo cual pue~
de provocar enormes variaciones, debido a la estructura

de la pared y membrana celular, asi como el.tipo de sus~
trato usado. E1 efecto de esta barrera difusional puede

ser cuantificado por el incremento en actiyidad después de

lisar las células (58).

En general la determinacion de Ta Km y 1a V mdx para la
g-galactosidasa se ha hecho por el método de Lineaweayere-

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

Como se puede ver en la Tabla 8, al momento de inmovilizar
Ta enzima o céiulas la Km se ve incrementada, en algunos
casos esto puede ser explicado al analizar la carga del
soporte empleado, asi como la porosidad de &ste y todas
las demis caracteristicas anteriormente citadas que pueden

afec;ar el valor del Km.
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TABLA 8.

Caparacién dela constante de Michaelis y wvelocidad maxima para

la - galactosidasa immovilizada proveniente de diversas fuentes
usando lactosa camw sustrato.

Fuente de la enzima Vmix -1 Km(mM lact) PH T°C Ref.
oM min_
mg enz _
biocat.
E.coli E.106
Cél. inmovilizadas 7.5 x 10:;' 5.4 6.5 30°  Ohmiga et.al.
Cél. libres 1.1 x 10 5.4 .
L. bulgaricus
Cél. inmovilizadas  0.29 x 1g;3 4.2 6.5 30°  Ohmiga et.al.
Cél. libres 1.3 x 10 4.2
K. lactis
Cél. inmovilizadas 0.83 x 10:: 30 6.5 30° Ohmiga et.al.
Cél. libres 0.33 x 10 30
E.coli ATCC 26
Enz. inmovilizadas 0.24 x 10:: 4.1 6.8 37 Wandolowski
Enz. libres 0.26 x 10 4.5 et.al.
E.coli
Enz. libre - 4.7 7 20 Morisi et.al.
E.coli ML-308
Enz. libre 0.59 x 10:2 0.625 - 25 Sharp et.al.
Enz. inmovilizadas 0.45 x 10 1.2
E.coli
Cél. inmovilizadas 3.1x 10-3 2.9 - - Toda K.




Por 1o que al efecto de la galactosa y la glucosa en la
actividad p-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 reaccidn. Kuby y Lardy demuestran inhibicidn competi-
tiva para la galactosa y no competitiva para la glucosa,
sobre la velocidad de hidrélisis 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 inhibici6én competitiva para
galactosa e inhibicion competitiva de los sustratos sin-
téticos por la glucosa, en esta investigacion se usd enzi-

ma purificada de E.coli (ATCC-26).

.

Ohmiya et. al., 1levan a cabo la investigacidn del mismo
efecto, sobre la hidrélisis de 1acto§$} por células libres

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

tis con actividad lactasa. En este trabajo se encontrd
que la velocidad de hidrdlisis de lactosa por células in-

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

no obstante que la concentracion de galactosa fué incre- .
mentada. E1 mismo resultado se observd con las células
libres de estas bacterias; estos resultados revelan obvia-
mente que no hay inhibicidon por galactosa. La actividad

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

en la concentracion de galactosa y es demostrada una inhi-
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bicidn competitiva. El efecto de l1a glucosa en la acti-
vidad lactasa de estos microorganismos y siguiendo los
patrones de Lineaweaver-Burk fue el de una tipica inhibi-

¢idn no competitiva.

Los Ki correspondientes a cada trabajo son presentados en

la Tabla 9.

Como podemos observar en la Tabla 9, la comparacién seria
un poco ambigua pues no todas las constantes han sido de-
terminadas con respecto a un solo sustrato, el dnico punto
de comparacion serfa el tipo de inhibicién, 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 g-galactosidasa purificada
de E.coli (ATCC-26) que da un tipo de inhibicidn diferente

a lo esperado.

2.10 Inmovilizacion de Células usando como soporte

Carragenina Kappa.

Recientemente, la investigacién y técnicas en la Ingenie-
ria Enzimitica ha cobrado un creciente interés, especial-
mente en sistemas inmovilizados, muchos articulos en la
aplicacion potencial de enzimas y células inmovilizadas
han sido publicados, adquiriendo con ello un rdpido desa-
rrollo. Sin embargo la prdctica 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 S-GALACTOSIDASA DE E.coli Y OTRAS FUENTES

Fuente de la
enzima

Ki(galactosa)mu

Ki(glucosa)mM

Referencia

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

9.4 competitiva
frente a ONPG

160 competitiva
frente a ONPG

80 competitiva
frente a ONPG

100 competitiva
frente a lactosa

frente a lactosa

frente a lactosa

46 y 1031;
47 y 103

70 no competitiva
frente a ONPG

- aconpetitiva
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

Kuby -~ Lardy

Wondolowski

Ohmiga

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

b: mezcla de inhibicidn competitiva



zadas (Tabla 10).

En 1969, se consigue la aplicacidn industrial de una enzi-
ma inmovilizada, v. gr. la inmovilizacidn de la aminoaci-
lasa, para la produccidn continua de_L-aminoécidos a par-
tir de DL aminodcidos. .Esta fué la primera aplicacién in-

dustrial de enzimas en el mundo. Posteriormente se desa-

~rrolla la aplicacidn industrial de las células inmoviliza-

\gas, consiguiéndose 1a produccidn industrial de dcido L-

Aspdrtico y dcido L-Mdlico, usando células inmovilizadas

en gel de poliacrilamida en 1973 y 1974 respectivamente.

Para promover el mejoramiento de los sistemas con células
inmovilizadas, se continua estudiando varios polimeros
naturales -y sintéticos, como matrices para el atrapamiento
de células o enzimas en geleg,[llegando a establecer en
base a los resultados que la carragenina kappa es uno de
los polimeros mds adecuados para la inmovilizacién de cé-

1u1as.\

—
La carragenina kappa, esta compuesta por unidades estruc-
turales de g-D-galactosa sulfato y 3.6, anhidro a D-galac-
tosa, Géte polisacdrido es facilmente obtenido de las al-
gas rojas (Rodoficeas). Es un compugsto no téxico comun-

mente usado como aditivo.alimenticiix

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

ZADAS EN. LA INDUSTRIA.

DE MICROORGANISMOS Y ENZIMAS TNMOVILI-

Microorganismo Sistema Enzimdtico Producto Soporte Ref.
o enzima
Pseudomona L-Arginina de L-citrulina gel de polia- 53
putida imidasa crilamida
Achromobacter L-Histidina amo- Acido Uracdnico Gel de polia- 53
liquidum nioliasa. crilamida
E.coli Penicilino ami~ 6-APA Gel de polia- 53
dasa crilamida
E.coli Glutatidn sinte- Glutatidn Gel de polia- 53
Sacharomices tasa crilamida
cerevisiae
E.coli Aspartasa Acido aspir- Gel de polia- 6
tico crilamida
K. carragenina
Streptomyces Glucosa~isomerasa Fructuosa Poliacrilamida 6
phaeochomogenes K.carragenina
coligena
Brevibacterium Fumarasa Acido Milico Poliacrilamida 6
ammoniogenes K.carragenina
Brevibacterium
flavum
Corynebacterium Glutamato Acido glutémico Poliacrilamida 35
glutamicum deshidrogenasa
Gluconobacter ? L-sorbosona Poliacrilamida 35
melonogenus
Aminoacilasa Aminoacilasa l-aminodcidos Poliacrilamida 20
K.carragenina
Aspartasa Aspartasa Acido aspirtico Policarilamida 20
K. carragenina
Glucosa-Isome~ Glucosa-Isome=~ Fructuosa Poliacrilamida 20
rasa rasa K. carragenina




ca de la carragenina kappa es presentada en la Figura 13.
(20).

La carragenina se caracteriza por formar geles tehmorever{4
sibles bajo condiciones suaves, asf entonces, gelifica por
enfriamiento como en el caso del agar, por contacto con
soluciones acuosas del i6n amonio o aminas tales como dia-
minas alifdticas o aromdticas y derivados de aminodcidos,
la formacidén del gel puede también ocurrir por el contacto

con solventes ordanicos miscibles en agua.

La funcidn gelificante del potasio en la carragenina kappa
parece residir en el ester sulfato, que al gelificar se
conforma con una doble hélice, estabilizando protefinas,

como la casefina de la leche.

E1 proceso de inmovilizacidén de células microbianas usando
carragenina como matriz es el reportado por Tosa et. al.,

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

<%1 tratamiento con glutaraldehido tiene por objeto aumen-
tar la estabilidad del catalizador ya que el grupo aldehi-
do reacciona con la hexametilendiamina y glgunos grupos

amino de la célula formando puentes intramoleculares®
\

La efectividad del tratamiento con glutaraldehido depende
de su concentracién, pH, temperatura, tiempo de contacto

con el catalizador (soporte-células), etc.
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FIGURA 13. Estructura qufmica de la Carragenina



SUSPENCION DE SOLUCION DE

CELULAS CARRAGENINA
37->50 °¢ 37 50 °¢
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&
o MEZCLADO

- ENFRIAR O PONER

EN CONTACTO CON
AGENTES
GELANTES

GEL
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GRANULADO

— — _:>
TRATAMIENTO CON
GLUTARALDEHIDO Y
HEXAMETILENDIAMINA
— — =kl

CELULAS INMOVILIZADAS

FIGURA 14. Esquematizacion del proceso de inmovilizacion
de células microbianas usando carragenina como
matriz segun Tosa et al. -
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Se han hecho nuevos estudios en sistemas con células inmo-
vilizadas, preparando éstas con carragenina, para la pro-
duccion continua de etanol y L-isoleucina. E1 perfeccio-
namiento no solo se ha hecho en estos sistemas, sino
también en la produccidn continua de compuestos usuales

como aminodcidos, antibidticos y otros (53).

2.11 Condiciones de operacidén y estabilidad de reactores

enzimaticos con células inmovilizadas.

Los reactores enzimaticos difieren de los reactores quimi-
cos, principalmente en que las enzimas operan a presifn
atmosférica y comparativamente son poco exotérmicas o en-
dotérmicas las reacciones catalizadas por ellas, Como en
el caso de reactores quimicos, los reactores bioquimicos
son caracterizados por sus productos, especificidad y
fundamentalmente tipo de flujo, la seleccidon del tipo de
reactor -depende de una variedad de factores tales como:
las propiedades fisico-quimicas de el o los sustratos y
productos, la naturaleza del material de soporte, el tipo
de células usado, el método de inmovilizacidn y el tipo

de reaccion enzimdtica efectuado.

Los reactores son clasificados de acuerdo al método de
retencidn del catalizador, las caracteristicas de flujo,
y si es usado en operacidn continua o intermitente. EI
perfil de la concentracidn 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 concentracidon 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 tapdn, la concentracion de sustrato y
productos varian_con la distancia en la columna. Los per-
files de concentracidn se pueden afectar por la actividad

y estabilidad de las células inmovilizadas.

La operacidn continua de los reactores ofrece ventajas
econdmicas, especialmente por los altos rendimientos, eco-
nogicos y los bajos costos operacionales. Por otro lado,
la operacifn constante es mis fdcil de controlar.y automa-
tizar. Sin embargo el reemplazo y regeneracidn de la ac-
tividad catalitica son mds dificiles. La actividad por
unidad de volumen del reactor es muy importante, ya que
este parametro determina principalmente el tamafio del
reactor requerido para obtener la productividad deseada

(58) (figura 15).

La Tabla 11 presenta 1a»actividad y estabilidad de algunas
de las mds 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 preparacidn enzimdtica.

Deben ser considerados de igual forma, factores tales como
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TABLA 11

COMPARACION DE LAS FROPIEDADES ENZIMATICAS DE CELULAS MICROBIANAS INTACTAS

E INMOVILIZADAS Y CONDICIONES PARA LA PRODUCCION CONTINUA DE COMPUESTOS
ORGANICOS POR CELULAS INMOVILIZADAS

Enzima: Aspartasa Fumarasa L-Arginina L-Histidina Penicilino
Microorganismo E.coli Brevibactrium deimidasa amonio-liasa amidasa
ammoniagenes Pseudomona Achromobacter E.coli
putida liquidum

PH Optimo
Intactas 10.5 7.5 5.5-6.0 9.0 8.5
Inmovilizadas 8.5 7.0 5.5-6.0 9.0 8.5

Temp. Optima (°C)

Intactas 50° 60° 37° 60° 40°
Inmovilizadas 50° 60° 55¢ 60° 40°

Estabilidad Térmica

(actividad remanente (%))

Condiciones 50°,30 min 55°, 60 min 60°, 60 min - 60°, 30 min
Intactas 49 63 42 - 10
Inmovilizadas 58 65 63 - 25

Sustrato Pumarato Pumarato L-Arginina L-Histidina Penicilina-G

de amonio de sodio
[}

pH 8.5 7.0 6.0 9.0 8.5

Estabilizador Caz+,Hg2+6 H.n2+ - - Ca2+,C02+ Mg -

2+
© 2n

Temperatura (°C) 37° 37° 37° 37° 40°

Velocidad de flujo

(VE, hr 1) 0.80 0.23 0.26 0.06 0.24

Producto Ac.L-asplrtico Ac. Milico L-Citrolina Ac.UracSnico 6-APA

Rendimiento de producto (%) 95 70 96 91 80

Estabilidad operacional 120 52.5 140 180 17, 42

(vida media, dfas) (37°) (37°) (37°) (37°) (40°) (30°)




la disminucién de actividad de las células inmovilizadas,
que es a menudo debido a Ta lisis de las células, seguido
de la pérdida del contenido intracelular, y en partictlar
de iones divalentes, El1 uso de un soporte de poro compre-
sible en un reactor de lecho empacado, ocasiona que las
restricciones difusionales en la velocidad de reaccidn
{que son reflejadas en la disminucidn del factor de efec-
tividad) y la caida de presidn en la columna, puedan ser
incrementadas por el decremento en el tamafio de las par-
ticulas de células inmovyilizadas y la viscosidad del sus-

trato.

Idealmente cuando se escala un proceso, el sistema modelo
es geométrica y dindmicamente similar a una versidn mayor.
E1 uso de columnas empacadas permite la operacién continua

con el consecuente decremento de los costos operacionales.

E1 uso de columnas en paralelo es mas satisfactorio, ya
que se proporciona una calidad constante del producto y

la productividad es mantenida, despreciando la constante
declinacién en la productividad obtenida en una columna
individual. Son encontrados menos problemas de compresidn
de las columnas cuando se usa un nimero de pequefias colum-
nas, pero las determinaciones y los sistemas.de control

se complican (58).

2.12 Reactores en la Hidr6lisis de Lactosa.

Un resumen de los estudios reportados de lactosa in-
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movilizada para el proceso de hidrdlisis de lactosa es
presentado en las Tablas 12 y 13. En funcidn de las téc-
nicas, el disefio, la operacion y las consideraciones eco-
nomicas, el reactor tubular conteniendo particulas catali-
ticas parece ser la mejor eleccidn para la hidrdélisis de
lactosa en leche o suero de leche. Tales reactores son la
base para el desarrollo de la tecnologia de hidrélisis de
la lactosa y han sido usados sucesivamente por otros pro-
cesos de enzimas ya comercializados (por ejemplo, isomeri-
zacion de glucosa, resolucidén de mezcla racémica de amino-

dcidos). (44).

De los proceso% de;la Tabla 12, los que mas parecen prome-

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

grupo Corning (45), Coughlin-Charles {8) y el Snamprogetti-
Central de 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 g-galactosidasa
que emplean, son enfocados a la hidrdolisis de lactosa en

sueroyg;ido debido a que la enzima proviene de Aspergillus
niger y el pH 6ptimo de actividad de esta enzima se en-

cuentra entre 3 y 4.5 1o cual nos sugiere que, a pesar de
ser recomendados para su aplicacién a suero dulce y leche,

no tienen posibilidad pues el pH de estos productos es
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TADLA 12, REACTORES TUBULARES EN LA HIDROLISIS DE LACTOSA

Puente Soporte M&todo Eficien— Actividad Vida me- Tipo de

Capaci- Sustrato § de Tenp.°C Comentarios Ref.
de la de inmo cia de inicial dia reactor dad conversifn
enzima viliza- enlace (UI/gm)
cibn
A.niger Reeinas Adsorcién  75% 200-500 4 sema- Lecho fi 30-300 Suero des 80-90% 40-50°C Retiene sus carac~ 36
fen8li- + entre- {45°C, nas jo al/hx proteini- terf{aticas en una
cas (duo cruzamien Pt 4) (45°C) zado escala de 500 x .
lite 5= to con La contaminacién
30) 10-50 glutaral microbiana el mayor
nalla dehido. problema. Usando
H0, dilufdo y al-
macenado en £riS
se minimiza Ssta.
Levadura Resinas Covalente 18% - 8dfas Lecho fi - Leche 1008 s*c - 61
fenSli~ con cloxu Jo.
cas ro de
triacini
lo
K.lactis Colégena Entrecru - - 5 dfas Lacho fi- 18 1/hr Suero a5 25°C Taponamiento debido 44
molida zamiento {25°C) Jo dulce al crecimiento de
con bacterias
glutaral
dehfdo
A.niger CPG malla Covalen =~ 89 165 dfas Lecho fi 1-5 ml/ suero 30-98% 55°C -
120/200 te {55°*C) Jo nin Scido re-
construf
do.
K.lactis CPG malla Coovalen =~ 4.1 - - - - - - - 44
120/200 te
Dayryland CPG malla Coovalen - - 3 dfas Lecho fi 2ml/min Buero de 8% 40°C La conversién cae 62
Inc. 40/80 te Jo. cheddar de 38% a 138 en 3

dfas. Desarrollo

microbiano por altas

dificultades operacio
nales.
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cont. Tabla 12,
Fuente Soporte W8todo de Eficien- Actividad  vida Tipo de Capacidad Substrato § de Temp °C Comentarios Ref.
de la inmovili- cia de inicial Redia Reactor Conversién
enzima zacibn enlace ur/q)
Fungica ct’(:-znO2 Covalente - 50-100 60 dfas Lecho fi- 1-2 ml/min Lactosa 80% 40°C 1. El producto final 44
(¥1les) (60°c)  (40°C) Jo- 1Y (e/¥=3000)" fuf 18 lactosa 4594~ 7r
:‘;;:: Lactosa (I/FBE;OOO) galactosa y 45% glu-
108 cosa.
Levadura CPG~ZnO, Covalente - 400-1100 60 dfas - - - - - - 20
(Xyowa malla {60°C) {30°C)
Hakko 40/80
Kogyo
Inc,) .
A.niger ZnO,-CPG Covalente 25-80% 250-800 38 dfas Columna 1-2aml/min Sol. lag 60-70% 30-50% Se suyicre para usar
ma1fa (40°C) tosa sus con suero dulce
- 40/80 ro dulce t 1/2=53,7 dfas a
(UP) , sus 40°C) y posiblemcn—
.ro Scide te tambi&n en lecne
(ur) La contaminaciSn mi 4
crobiana es el mayor
problema en almace-
namiento.
Se sugiere el uso de
glutaraldchido al 2%
y aminas cuaternarias
para el lavado del
reactor industrial,
A, niger Zn0,~CPG Covalente 30-50% 1150 7 dfas Columna 4"x18" Sol. de 70-85% 38°C La columna se lava
(60°C) lactosa, * diario 1/2 hr. con 44
60 dfas suero des ac. acético dilufdo
(50°C) minerali-
zado (UF)
A.niger Alumina  Adsorcibn 50% 700 50-60 dfas Lecho O0.5L/min Solucién 70-85% 50°C La columna se lava
(100-150 + Croos (50°C) (50*C) fluidica(3"x6") de lacto- con losan.
um) Linking do sa, suero Las particulas y el ]
con glu- U.P. dosarrollo microbia
taraldehi no no constituyen
do __problcma
K.fragilis Fibras Atrapamien 308 1500 94 dias Columna 15 em Leche 70-80% 25°C Procesan 10,000 1. 32
(SNAM-PRO~ de tria- to. difmetro de leche en 50 Bach 38
GETTI) cetato de 56 oo la pérdida de acti- 39
celulosa altura vidad 10%.

Capacidad mfnima de
la planta 8000 l/dfa.



proximo a la neutralidad, lo cual seria la principal des-

ventaja para su aplicacidn.

Asimismo, los dos primeros procesos emplean reactores de

lecho fijo y por 1o tanto solo son susceptibles para usar

e e e

en suero filtrado o ultrafiltrado, 1a contaminacidn micro-
biana es la principal causa de los problemas de taponaf/

miento, aiin cuando se procese suero desproteinizado.

La caida de presién, a través del reactor de lecho fijo 4
conteniendo pequefias partiéulas cataliticas puede ser bas-
tante alta ailin en ausencia de bloques causados por par-

ticulas o microorganismos.

E1 reactor de lecho fluidizado desarroliado por Coughlin ﬁ
y Charles no estd sujeto a problemas de taponamiento y |
caida de presidn, pudiendo asi descuidar la naturaleza de
la alimentacién, sin embargo, se necesita prevenir el de-
sarrollo de una seria desviacién del flujo tapdn. ¢

E1 proceso desarrollado por SNAM Progetti y la Central de
Licteos a diferencia de los anteriores, parece ser el mas
indicado para la hidrdolisis de lactosa en leche, pues la
enzima que emplean tiene caracteristicas Sptimas similares

a las que prevalecen en la leche, ademds, al usar una co-
lumna empacada como reactor para los experimentos a nivel o
planta piloto, se pueden evitar el taponamiento y lograr

altas velocidades de flujo, ya que estas dltimas asi como -
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la densidad del empaque, juegan un importante papel en la
eficiencia por atrapamiento, se presenta la limitacidn
por difusion y el problema general mis serio que es 1la

contaminacién microbiana (9,58).

Este proceso es importante debido a que la actividad de la
enzima inmovilizada es considerable a 4°C, 1o que permite
trabajar a bajas temperaturas, contribuyendo asi a la dis-

minucidn de las posibilidades de contaminacidn.

Durante 1os 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 sefialar que los trabajos
realizados con la g-galactosidasa de E.coli, 1a limitante
mds importante para su uso es debido a que 1la inocuidad/
del empleo de este microorganismo no ha sido demostrada
por la FDA. Sin embargo todos estos catalizadores, enlis-
tados en dicha tabla, son catalizadores susceptibles de
comercializarse para la hidrélisis 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 dptimo de ac-
tividad se encuentra en las inmediaciones del pH de la le-

che o en el pH de ésta.
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TABLA 13.

REACTORES PARA LA HIDROLISIS DE LACTOSA CON B-GALACTOSIDASA INMOVILIZAPh DE E.coli

Fuente de la enzima M3todo de inmovi~ Capacidad Temp.

lizacién y confi-
guracidn del
reactor

d PN

Convexsién

vida Media Comentarios ’ Ref.

E.coli (Worthing- Atrapamiento en mem 200 ml 37°C 1008 Estable por 8 me- Soluciones de lactosa pura al 6% 63
ton) branas de colfgena (voliimen ses operacifén in- Se opera ‘solo con recirculacién.
reactor modular del reac- termitente. Eficiencia de enlace 30%,
tor) .
E.coli (Worthing- Enlace covalente, 0.3 cm x 22°C 908 > 1 semana Opera con recirculaciSn 300 ml de
ton) unido a tubos de 40 cm (20 hrs) (4°_0) leche descremada a 9.3 cm/seg se 33-34
nylon. 15 ml/hx tiene 90% de conversiSn en 20 hrs.
E.coli Enlace covalente
en polisocianato 37°c 908 =125 dfas .Las barras fueron usadas 82 veces
moldeado en barras
do agitaciSn mage- x 15 min. durante un periodo de 118
g g
n8ticas - dfas(cuando no se usaban se almacenai2-13
* ban en refrigeracifn; se perdi6 solo
35% de la actividad inicial.
E.coli (Worthing- Atrapamiento en men 5 gal/s -: 3-5°C 85% > 24 meses La configuracidn del sistuma es sucep
ton) branas de colodién d4fa (3~5°C) tible de ser usado para sistemas mul- 44
(discos de 6 pulga tienzimiticos.
das de difimetro)
E,coli Atrapamiento en po- 100 ml/~ 25°C 758 2100 dfas La contaminacifn microbiana es remo-

limercs ceclulbsicos; hr
reactor tubular

(leche descremada)

vida facilmenta,

Puede obtenerse una alta carga enzi-
mAtica y eficiencia de enlace. 32
Se continfia investigando los proble-

mas difusionales e hidrodinimicos
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IIT. 0BJETIVOS



0BJETIVO,

Valorar, la potencialidad del sistema g-galactosidasa en

células de Escherichia coli, inmovilizadas en carragenina,

con objeto de hidrolizar la lactosa contenida en leche,

para la obtencidon de leche con bajo contenido de lactosa.
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OBJETIVOS PARCIALES.

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

constitutiva.

- Caracterizar cinéticamente la enzima g-galactosidasa

unida a células de E.coli.

- Inmovilizar células de E.coli con actividad g-galacto-

.sidasa usando carragenina como matriz.

- Caracterizar cinéticamente el biocatalizador.

- Valorar el sistema biocatalizador-leche.

- Lograr 1a hidr6lisis. de lactosa en leche con el catali-

zador obtenido.

- Demostrar parcialmente la inocuidad del mismo.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL



4.1 EQUIPO

- Balanza Analitica cap. 100 g (5200) Bosch

- Bafio de agua con agitacidn rotatoria (Modelo G-76) New Brunswick

Scientific Co.

- Centrifuga clinica 5000 rpm (Sol-Bat) Aparatos Cientificos
- Centrifuga de alta velocidad con refrigeracidn (Sorvall RC-5B) Du Pont
Instruments.

- Colorfmetro (Spectronic 20) Bousch & Lomb.
- SpectrofotSmetro (Modelo 35) Beckman
- Potencidmetro (pH meter 125) Corning.

- Homogenizador (Caframo) Equipar, S.A.

4.2 METODOS

DeterminaciSn de actividad B-galactosidasa de c&lulas libres usando 0 -

nitrofenil B-D galactdsido (ONPG) como sustrato.

4.2.1 Método O-nitrofenil B-D-galactdsido para la determinacidn de actividad

B-galactosidasa de E.coli (Lederberc et. al, 1950; Kuby et. al. 1953).

Fundamento.

Debido a que el cromSgeno ONPG es hidrolizado por la misma enzima de
E.coli que efectfia la hidrélisis 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 ‘con actividad 8-galactosidasa. .
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El glicésido (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 O-nitrofenol (ONP).

El ONP libre es objeto de cambios tautoméricos, en solucidn alcalina, ~
que originan una coloracién amarilla, que puede ser medida colorimétricamente
y dicha coloracién es proporcional a la actividad enzimitica y al tiempo. La

j3

absorbancia mixima de &sta coloracidén es a 410 nm.

Reactivos:

O-nitrofenil B-D-galactdsido Q.P. (Sigma)
Carbonato de sodio Q.P. (Baker)
Cloruro de magnesio Q.P, (Baker)
B-Mercaptoetanol Q.P. (Merck)
Fosfato de sodio monobasico Q.P. (Baker)
Fosfato de sodio dibasico Q.P. (Baker)

Microorganismo: Escherjichia goli CSH-36

Preparacién:

- Solucién ONPG (68mM) .- Disolver 20.5 mg de ONPG por ml de buffer de fos-
fatos (0.1M) pH 7, calentar lentamente hasta disolucifn total.

- Solucibn de B-Mercaptoetanol (3.36M).- A 1 ml de B-Mercaptanol disol-
verlo en 3,26 m! de agua destilada.

- Solucidn 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.

- Solucidn de carbonato de sodio (0.05M).- En 5 ml de agua destilada di-

solver 530 mg de carbonato de sodio y aforar a 10 ml,
- Solucidn buffer de fosfatos (0.1M) pH 7.0.- Disolver B8.46 g de fosfato
de sodio dibdsico y 5.49 g. de fosfato de sodio monobdsico en 250 ml

de agua destilada y aforar a 1000 ml.
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Paquete celular y suspensién de células.- Tomar 10 ml de medio de cul-
tivo con c8lulas 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 Sptica y extrapolar en la grifica de peso seco

vs. densidad 8ptica para conocer la cantidad de células en el ml.

* Procedimiento para determinar actividad enzimitica B-galactosidasa en células
libres.

a)

b)

c)

d)

e)

)

Unidades/mg cé&lulas

»

*k

Mezclar

26 ml de buffer de fosfatos (0.1M) pH 7,
1 ml de B-mercaptoétanol (3.36 M)

1 ml de cloruro de magnesio (0.03M)

1 ml de suspensién de células de D.O. conocida.
Incubar con agitacién por 3 minutos a 37°C

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

y mantener la agitacidn.
Tomar alfcuota de 1 ml cada 30 segundos

Para parar la reaccidn adicionar la alfcuota a 2 ml de solucidn de car-

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

Leer la densidad Sptica a 410 mwk contra blanco de reactivos.

(+

in- *
abs 410 ™™ 5 3.0%x 30
L
3.5 x mg de células

volmen de reaccién
dilucidn con Na2c03

coeficiente de extincidn milimolar del ONP

En las condiciones especificas la determinacidn de la densidad de calor es

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

mente disociado (pK 7.3) y la densidad de color es mixima.
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Procedimiento para medir actividad enzimitica B-galactosidasa en c&lulas

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

Se sigue el mismo procedimiento anterior, con la finica salvedad de adi-
cionar 1 gr de biocatalizador (peso hiimedo) en sustitucidn del ml de suspen-

sidn de células libres.a la mezcla de reaccidn.

* Determinacifn de actividad B-galactosidasa de c€lulas libres de E.coli usando

lactosa como sustrato.

4.2.2 Método.
GOD-Perid (Werner et. al. 1970)

Fundamento:
Lactosa kg%a;:)isﬁa_sg glucosa + galactosa
2

glucosa + 0, GoD » Ac. glucdnico +H0,
* -
HZAZ + ABTS POD 3 Color + H20
* ABTS = 2,2'-azino-di-(3 etil benzotrazolina)-6 sulfonato
GOD = glucosa - oxidasa
POD = peroxidasa
Reactivos:
- Equipo Glucosa
God Perid (Lakeside)
Test-Combination
i) "Solucidén estandar de glucosa (1 mg/ml)
ii) Amortiguador enzimas/crombgeno
- Ac. percldrico Q.P. (Baker)
.
- Na._H2PO4 Q.P. (Baker)
- Na2H PO4 Q.P. (Baker)
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- Lactosa Q.P. {Merck)

- Suspensidon de células de E.coli  CSH-36
Preparacidn:

: 2 : : /‘
- Solucidn de enzimas amortiguador/cramdgeno.- Disolver un vial conte- 4

niendo dichas sustancias, en 500 ml de agua destilada y aforar a 1000 ml.

- Solucidn de dcido percldrico al 4.2%.- Aforar 7 ml de Scido percldrico
al 60% a 100 ml con agua destilada.

- Solucifn de lactosa al 6.75%.- Pesar 6.75 g de lactosa y disolver en
50 ml de agua destilada, finalmente aforar a 100 ml.
™
- Suspensidn de células.- Como se describe anteriormente.
Procedimiento:
a) Mezcla de reaccién
Solucidn de lactosa (4.5% c. final)
buffer de fosfatos (0.1M) pH 7
suspensidn de células de E.coli
CSH-36 con D.0O. conocida
b) Incubar a 37°C y tomar alfcuota de 2,5 ml cada determinado tiempo
c) Adicional la alfcuota a 0.5 ml de Acido percldrico al 4.2% para parar
la reaccidn.
d) Centrifugar a 3000 rpm durante 15 minutos.
e) Desarrollar color, 50 ul de sobrenadante adicionados en un tubo agre-
garles 5 ml de solucidn de enzimas.
£) Incubar a 25°C durante 25-30 minutos, hacer las mismas operaciones con

todas las alicuotas.
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g} Leer a 610 nm contra blanco de reactivos, extrapolar la D.0. en la
grdfica de pg de glucosa v.s, D.0., para conocer los ug de glucosa

producida.

h) la curva estandar de prepara por dilucién de la solucidn estandard
de glucosa, en el intervalo de 0 a 1000 ug por ml y hacer el mismo

procedimiento que para el sobrenadante (4d).

g glucosa x V. final
minuto x mg células x 180

uM glucosa / min mg células

4.2.3 * Procedimiento para determinar 1a actividad B-galactosidasa en células

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

Se mantienen las condiciones mencionadas anteriormente y se sustituye
de la mezcla de reaccién el mililitro de suspensién de células por 1 gr. de
biocatalizador (peso himedo) y se mantienen los mismos componentes de la mez-

cla, continuando con el mismo procedimiento anterior.

Procedimiento para medir actividad enzimitica B-galactosidasa usando leche,

en un reactor agitado con células de E.coli 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 contactocon 15 g de biocatalizador.

c) Mantener en agitacién y a 37°C

d) Tomar alicuota de 1 ml y desproteinizar.

e) Con el desproteinizado segquir el mismo procedimiento usado para la

determinacidén de actividad B-galactosidasa usanto lactosa como sus-

trato a partir del inciso e}.
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* Determinacidén de lactosa en_leche,

4,2.4 Método
Acido Dinitrosalicflico, DNS (Summer et. al. 1935)

Fundamento:

Este método se basa en la reduccidén del &cido dinitrosalicilico por
azlicares reductores, formando un compuesto nitroaminado colorfido (amarillo),
cuya densidad Sptica es proporcional a la concentracidn de grupos reductores

la densidad de color se mide espectrofotometricamente a 540 nm,

Reactivos:
Acido Dinitrosalicilico Q.P. (Baker)
Hidrdéxido de sodio Q.P. (baker)
Tartrato de sodio y potasio Q.P. (Baker)
Leche evaporada (Carnation)
Hidr6xido de bario Q.P. (Sigma)
Sulfato de zinc Q.P. (Sigma)
Preparacién:
- Reactivo DNS.- Pesar 10 g de DNS, 16 g de hidrbxido de sodio y 300 g.

de tartrato de sodio y potacio, ya pesados se colocan en un matraz
erlenmeyer dé—iaaa_;i—;;‘;I—;ZQuiente orden: hidr6xido de sodio, tar-
trato de sodio y potasio, finalmente DNS, adicionar agua destilada
suficiente para disolver estos reactivos, calentar para disolucibn to-

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

- Solucibn de hidrdxido de bario (0.3N).- Pesar 2.565 g de hidrSxido de

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

- Solucidn de sulfato de zinc (0.3N).- Disolver 2.415 g de sulfato de
zinc en 50 ml de agua destilada, finalmente aforar a 100 ml.
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Procedimiento:

i)

ii)
iii)

a)

b)
c)
d)

e)

Preparacifn de la muestra de leche (Desprotefnizacién).
A 1 ml de leche adicionar 4 ml de Ba(OH)2 (0.3N) y mezclar durante
30 segundos.

Adicionar a la mezcla anterior 4 ml de ZnSO, y mezclar

4
Centrifugar a 3000 rpm, durante 15 minutos, el sobrenadante debe ser

inocloro.

Determinacidén de lactosa en leche.

Mezclar 1 ml de reactivo DNS, 0.1 ml de sobrenadante del desprotei-
nizado y 0.9 ml de agua destilada.

Incubar durante 5 minutos en bafio de agua hirviendo.

Enfriar en hielo y adicionar 10 ml de agua destilada

Mezclar y dejar reposar durante 15 minutos.

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 0 a 3420 ug/ml.(figura 16).

NOTA:

4.2.8

Al
-

Transcurrido el tiempo de reposo, la coloracifn amarilla es estable

por aproximadamente 4 horas.

Produceidn de células

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

El crecimiento de E.coli 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 volimen, 6§ en un fermentador

de 14 1lts, New Brunswick Scientific Co., Modelo 9-1410.

82



€8

FIGURA

16 .

Densidad Optica (540 nm)

CURVA PATRON DE LACTOSA DETERMINADA POR DNS

0.7

1.0 2.0 3.0

Lactosa {mg/ml)



2, Parémetros.

Temperatura 37°C
Tiempo 24 horas
pH (antes de esterilizar) 7.3
Rereacidn 1 vvm
Agitacidn para matraces 250 rpm.

agitacidn para.fermentador 300 rpm,

3. El medio utilizado siempre fué el medio Luria cuya composicién era:
Extracto de levadura 5g
Bacto triptona 10g
Cloruro de sodio 0g
pH 7.3
Vitamina B1 al 0,05% 10 ml
4. Esterilizacifn del medio. Esta se llevS a cabo en una autoclave de

Amsco de México a 15 1b. de presiSn y 121°C en un intervalo de 20 a

25 minutos.

5. Indculo. El inSculo siempre correspondi6 al 2% en vollimen y provenfa

de un cultivo crecido durante 12 hrs., en medio Luria,con lactosa al 10%,

6. La cosecha de las células se hizo en una centrifuga Sorvall RC-5B 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 4°C.
Determinacidn de células de E.coli con B-galactosidasa constitutiva.

4.2.6 Método.
X-gal (Miller et. al. 1974)

Fundamento:

El compuesto 5 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 operdn lac, en solucién es incoloro,
pero al ser hidrolizado por la B-galactosidasa libera el compuesto 5 bromo-

4 cloro indigo (azfil intefso), el cual nos indica cepas constitutivas de di-
cha enzima, en tanto que, las c€lulas que no son constitutivas de dicha enzima

no son capaces de hidrolizar este compuesto.

Reactivos.
Dextrosa 0.P. (Baker)
Fosfato de potasio monobdsico (Baker)
Fosfatio de sodio dibasico Q.P. (Baker)
Cloruro de amonio Q.P, (Baker)
Sulfato de magnesio Q.P. (Baker)
Dimetil sulfdxido Q.P. (Baker)
X-gal g (Sigma)
Agar (Difco)
Medio de Mc Conkey (Difco)

Cloruro de calcio

Preparacidn.

- Medio mfnimo. g 17!
NH4C1 1
KKZP04 3
NaZHP04 7 -
CaCl2 1.11 x 10
MgSo, . 7H,0 2.46 x 107"
Dextrosa 8
Agar 15
Agua cbp 1000 ml

Disolver todas las sustancias, aforar y ajustar pH a 7.3

- X-gal.- Pesar 40 ug de X-gal en un vial, irradiar este compuesto an-
tes de disolverlo, con luz ultravioleta durante 15 minutos. Disolver
en 2 ml de dimetilsulf6xido y agregar al medio cuando este tenga una

temperatura de 45 a 50°C y finalmente homogenizar.
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Cajas Petri,- Vertir 20 ml de medio X-gal en cada caja Petri,

Procedimiento,

a)

b)

c)

d)

e)

f)

De un sland de E.coli CSH-36 tomar una asada y sembrar por estrfa

en cajas Petri conteniendo medio McConkey.
Incubar a 37°C en un periddo de 24 horas

Las colonias aisladas que producen una coloracidn roja se siembran

por picadura en cajas con medio minimo X-gal.
Incubar a 37°C durante 24 horas.

Las colonias que producen coloracidn az@il intensa son las cepas cons-

titutivas.

Conservar &stas cepas en glicerol.

Procedimiento para determinar que las células no se salen del soporte.

a)

b)

c)

d)

Lavar el biocatalizador muy bién con buffer estéril y depositarlo en

un matraz erlenmeyer de 250 ml con buffer estéril.

Mantener en agitacifn 300 rpm y 37°C durante 48 horas

Tomar alfcuotas de 100 ul cada determinado tiempo y platear en cajas

de medio minimo X-gal.

Si las células se salen del soporte darin la clisica coloracién azfil

si no no la producen.

Inmovilizacidn de células completas de E.cof{ 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, (Baker)
.Cloruro de potasio Q.P. (Baker)
Glicerol Q.P. (Baker)

Fosfato de potasio monobisico Q.P. (Baker)
Fosfato de potasio dibasico Q.P. (Baker)

Etilendiamina Q.P. (Baker)
Glutaraldehido Q.P. (Merck)
Kappa carragenina (Proveedor Francés)

Células de E.coli CSH-36
Preparacibn:

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

aforar a 100 ml.

- Solucidn de KCl1 (0.3M) en glicerol al 50%
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.

- Solucidén de curtido
Mezclar 26.248 g de fosfato de potasio monobdsico, 53.406 g de fosfato
de potasio dibisico, 22.2 g de Eloruro 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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Solycidn de curtido

Mezclar 26,248 g de fosfato de potasio monobdsico, 53,406 g de fos-
fato de potasio dibisico, 22.2 g de cloruro de potasio y 0.085M

de etilendiamina, disolver y ajustar el pH a 7 y aforar a 1006 ml
con agua destilada,

Procedimiento para la inmovilizacidn de células.de E.coli en carragenina.

a)

b)

c)

d)

e)

£)

Se disuelven 3,4 g de carragenina Kappa en 68 ml de solucidn fisio-

18gica a 65°C

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

peratura baje a 55°C

Por otro lado, se suspenden las células microbianas en solucidn fisio-

18gica a un volimen de 32 ml,

*

Se mezclan la carragenina y la suspensidn de células a 50°C T e
La mezcla se extruye por goteo.

Recibir las gotas en solucidn de KC1 0.30M en glicerol al 50% a 10-

4°C con agitacidn.

.

Procedimiento para cutir carragenina con células de E.coli

i)

ii)

iii)

iv)

Se pesan 100 g (peso h@imedo) de biocatalizador (carragenina-células)

Suspender el biocatalizador en 250 ml, de la mezcla de buffer de fos-
fatos 0.5M, KC1 0.3M y etilendiamina 0.085M a 4°C

Mantener en agitacién por 5 minutos

Afiadir glutaraldehido hasta alcanzar una concentracién final de 2.0%

(p/v).
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v} Dejar todo lo anterior en agitacidn durante 30 minutos.,

vi) Lavar el biocatalizador con KCl 0.3M

Determinacifn de Protefna.

4.2.8. Metodo Lowry. (Lowry.et.al. 1951),

Es uno de los métodos mds sensibles (0-200 ug/ml de diproteina),

siendo 10 veces mas sensible que el de Biuret.
Fundamento.

Método colorimétrico.~ La coloracién final es el resultado de una
P s .z + .
reaccién de Biuret; de la protefna con el idn Cu2 en medio alcalino y
una reduccidén del reactivo fosfomolibdico-fosfotungstico por la tirosina y

el triptofano de la protefna.

- .
2+ /// \\\\\‘Cu’//’ \\\

H-A-R + Cu =OH 0=¢C c=0
!

e _b,/%\?/ \T/\T\n

azil intenso

Reactivos.
Sulfato de cobre pentahidratado Q.P. (Baker)
Carbonato de socio Q.P.  (Baker)
Hidréxido de sodio Q.P.  (Baker)
Tartrato de sodio y potasio Q.P. (Baker)
Folin Q.P. (Mexck)
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Preparacifn,

- Solucién A.- Pesar 2 g de Na C0, y aforar a 100 ml con NaOH 0.1N

2

- Solucién B.- Pesar 0.5 g de CuSO,.. 5H20 y aforar a 100 ml con agua

4
destilada

- Solucidn C.~ Pesar 1 g de tartrato de sodio y potasio, aforar a

100 ml con agua destilada.
- Solucidn D,- Mezclar partes iguales de solucifn C y solucidn B.-

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

lucidn. Desechar despfies 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 afiadir 5 ml de la solucidn E, agitar y repo-

sar 10 minutos.

2. Afadir 0.5 ml del reactivo de Folin, diluido, agitar y reposar 30 minutos,
3. Leer a 590 nm, extrapolar en la curva estandard la D.O.
4. La curva estandard se prepara a diferentes concentraciones de albiimina,

0-200 pyg/ml. Graficar D.O. v.S. ug de alblmina/ml.(figura 17).

Procedimiento para determinacidén de proteina en células de E.goli

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

destilada, seguir procedimiento anterior.
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Procedimiento para determinar la posible actividad proteoclitica de las cé-

lulas inmovilizadas.
- Lavar 10 g de biocatalizador por lo menos 10 veces con buffer estéril

- Adicionar a 100 ml de solucidn de albfimina al 10% los 10 g de biocata-

lizador manteniendo en condiciones de esterilidad la mezcla.
- Incubar con agitacidén a 37°C durante 24 horas

- Despfies de Este tiempo, separar el biocatalizador y precipitar la

proteina con acido tricloroacético.

- Centrifugar 10 ml y al sobrenadante determinarle proteina siguiendo el

procedimiento anterior.
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Y. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS



5.7 ggracterizacidn parcial del microgorganismo,

E1 primer punto a tratar, era el constatar que la cepa dispo-
nible de E. coli (CSH - 36) era g-galactosidasa constitutiva.
Para ello se recurrid a la técnica de X-gal, descrita en meto-

dolog(a. 1a cual nos muestra la constitutividad de 'la cepa.

De las 100 colonias de esta cepa que fueron plateadas, las
100 resultaron ser g-galactosidasa constitutivas (fig, 18) con
To que se comprobd que la cepa de trabajo es en efecto cons~

titutiva.

Una vez verificado este punto se procedif a caracterizar ci-
né;{camente el crgcimiento del mtéroorganismo y alaveza
determinar 1a curva estindar de peso seco en funci6n de la
densfdad Qp;ica del cultivo para las células en cualquier fa-
se del crécimiento. Estos aspectes se ilustran en las figuras
19 y 20,

Del andlists de los resultados obtentdos se dedujo una yelocie
dad especifica de crecimiento para la cepa de Eg'coli'(CSH -
36) igual a 0,11 hr'j) ast como la siguiente ecuacidn:
D.0, 560 np_+ 0.015

188,68

Peso seco (mg células/ml) =

que se relaciona 1a concentracidn de c@lulas en suspenstén,

con el yalor de 1a’absorbancta que presenta la misma suspen-
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FIGURA 20. Esta grafica se construy$ con los datos obteni
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 previa
mente a neso constante v se pesan nuevamente
hasta peso constante a 80°C,
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sifn a 560 nm.

Una vez cuantificados los pardmetros anteriores, es posible
iniciar la determinacidn de las variables necesarias para la
caracterizacidn de la enzima g-galactosidasa contenida en cé-
lulas completas de E. coli, actividad que sera expresada en
lo subsecuente en yM de producto producido por minuto por mg

de c&lulas,

Previa caracterizaci&n de la enzima, se procedid a determinar
la actividad por mg de c&lulas usando lactosa como sustrato y
obseryar el comportamiento seguido por la actividad en fun-
cidn de 1a concentracidn de la enzima, Para ello se crecid el
microerganismo hasta alcanzar una D0, de 4.3 y se cosecharon
las células, feniendo el paquete celular se prepararon paque-
tes yariando la concentracidn de c&lulas y se midid la activi-
dad enzimdtica, Los resultados se presentan en la figura 21,
de los cuales se deduce una actividad especifica de 0.5515 uM
de glucosa por minuto por mg de células a pH 7.0, 37°C y una

concentracidn de lactosa inicial de 4.5%.

5,2 Caracterizacidn cinética de la ngalactosidasa contenida

en c8lulas de E, coli.

5.2.1 Perfil de pH
Dicha caracterizacidn se inici6 determinando el perfil

de pH, E1 intervalo de pH estudiado fue de 5 a 11, La
figura 22 presenta el perfil de pHeactividad obtenido.
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de las células de E.coli CSH-36, se varid la cantidad de cé-
lulas en la mezcla de reaccifn a partir de 0.125 mg de
células/ml hasta 1,016 mg células/ml, con una concentracidn
de lactosa de 4.5% (concentracifn en la mezcla de reaccidn),
pH 7.0, 37°C durante 15 minutos tomando alfcuota cada 5 min,

FIGURA 21. Para determinar la actividad especifica
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FIGURA 22.

10.0

Efecto del pH en la actividad B-galactosi
dasa de células libres de E.coli usando
ONPG como sustrato a 37°C en buffer de fos
fatos 0.1M. La actividad mixima fue tomada
como 100%. '
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que es comparable con los perfiles de actiyidad para la
segalactosidasa aislada de otras cepas de E, coli o
bien con respecto a la actividad medida en células com-

pletas (tabla 5),

E1 pH 8ptimo de actividad g-galactosidasa de las célu-
las de E. coli (CSH - 36) resulta ser qe 7.0,

5.2.2 Temperatura Optima y termoestabilidad,

Los siguientes estudios se encaminaron a determinar la
temperatura Sptima de actividad g-galactosidasa, En ba-
se a 1os resultados obtenidos se determin6é la energfa de
activacién y se efectud un estudio de termoestabilidad
durante el almacenamiento de la enzima en células com-

pletas,

E1 intervalo de temperatura que se usd para determinar
el perfil de temperatura-actividad fue de 20°a 60°C y
las temperaturas a Tas que se hizo la determinacidn de

estabilidad de almacenamiento fueron 4°, 29°y 55°C,

E1 perfil de temperatura-actiyidad que sigue la g-galac-
tosidasa se presenta en la figura 23 pudiendo obseryarse
que la temperatura 8ptima de actividad es .55°C en buffer
de fosfatos 0.1M pH 7.0, Este perfil es comparable al
reportado para la enzima pura y para la enzima contenida
en células con actividad g-~galactosidasa de diferentes

cepas de E, coli, as? tambi&n como el valor de tempera-
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Efecto de la temperatura en la actividad

B-galactosidasa de E.coli a pH 7.0 en bu-
ffer de fosfatos 0.1M, respecto a lactosa.
La mixima actividad fue tomada como 100%.
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tura Sptimo encontrade (tabla 5),

Si comparamos este resultado con los perfiles de tempe-
ratura de la enzima proveniente de levadura, yemos que
Ta enzima de E, coli presenta actividad a temperaturas
superiores que la enzima de levadura, lo que probable-

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

En 1o referente a estabilidad de almacenamiento, se ob-
servd que la enzima en las cé&lulas libres ne pierde ace
tividad, sino hasta después de 90 dias, almacenando el

paquete celular a 29°C, en tanto que almacenando e] pa-
quete celular a 55°C se encontrd una vida media, para la
enzima de 24 horas, estos resultados se presentan en las

figuras 24 y 25,

Un resultado sorprendente fue el que se obtuyo en el al-
macenamiento a 4°C (figura 25), pues conforme transcu-
rrfa el tiempo, la actividad se incrementaba, asf en-
tonces al final de 120 dias de almacenapmiento a esta
temperatura, se encontrd 163% de actividad con respecto
a la original. Es probable que ésto se deba a que al
determinar actividad especifica referida a mg de célu-
las no se mide la expresidn total de la actividad enzi-
mética debido a que el sustrato ve limitado su transporte
por la presencia de una barrera difusional creada por la
existencia de l1a pared celular y la membrana citopldsmi<

ca intactas, Por otro lado, durante el almacenamiento
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Termoestabilidad en almacenamiento de células libres de
E.coli CSH - 36.
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FIGURA 24. La termoestabilidad en almacenamiento fue determinada a paque-
tes celulares a (¥)4°C y ([J)29°C, a diferentes intervalos de
tiempo se tomaban dos muestras 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 55°C de B-galactosidasa con
tenida en células de E.coli a pHl 7. en buffer
de fosfatos 0.1M, las células se mantuvieron a
55°C y cada hora se tomd alicuota y se determind
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 a la formacifn de cristales en su estructura in-

terna,

E1 efecto de esta barrera difusional puede ser cuantifi-
cado por el incremento en actividad después de lisar las
células. Los resultados de este experimento se presen-

tan mds adelante.

Si la hip6tesis anterior se cumple, no seria conveniente
inmovilizar las células déspués de un largo perfodo de
almacenamiento a 4°C, ya que en nuestro paquete celular
la enzima estaria expuesta de tal forma que no se logra-
ria retener con este tipo de inmovilizacién, y as{ inmo-
vilizariamos células con menor actividad, perdiéndose
los objetivos originales de inmovilizar c&lulas y no en-
zimas, Por otro lado, es evidente que el sistema de
c8lulas inmovilizadas presentard severas limitaciones
difusionales que deberdn ser tomadas en cuenta en el

disefio del sistema de reaccidn,

Para la determinacidn de la energfa aparente de activa-
cifn se graficaron los resultados del perfil de tempera-
tura-actividad en una relacién de acuerdo a la ecuacidn
de Arrhenius (log Vi vs 1/T; Vi= velocidad inicial, T=
temperatura en °K) estos resultados son presentados en

la figura 26,
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Energia de activacidn para la hidrdlisis de lactosa por células

libres.de E.coli.
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FIGURA 26, Energia de activacién para la hidr6lisis de lactosa por

células libres de E.coli. La reaccidn se realizé 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 energla aparente de actiyacién (Ea) para la reaccidn
de hidrdlisis de la g-galactosidasa de E, coli fue cal-
culada a partir de la pendiente de 1a 1inea de la figura
26, la Ea obtenida para la hidrdlisis de lactosa fue de
12,7 Kcal/mol, Sharp et al., reportan un valor de 15,2
Kcal/mol para la g-galactosidasa pura de E. coli (K-12).
La diferencia que se presenta entre el sistema de célu-
Tas completas con respecto a la enzima pura puede ser
debido a restricciones difusionales internas que se ma-
nifiestan por una disminucidn en la energfa de activa-
cidn aparente para la reaccifn y se espera una mayor in=
fluencia en 1a actividad de las c&lulas inmovilizadas

(61).

5.2.3 Efecto de diversos iones en la actividad

g-galactosidasa de células completgs‘de‘E,‘co1i,

Con el fin de detectar el efecto que podrian tener sobre
la actiyidad enzimdtica los iones contenidos en mayor
concentracién, en 1a leche, se probaron diferentes con~
centraciones de Na%t, K+. Mg++ y Ca++, as? como una mez«
c¢la de ellos con una concentracidn superior a la gugqse
encuentra en la leche. Estos resultados son presentados
en 1a Tabla 14, Comparando estos resultados con 10 re-
portado en la literatura (12, 62) se puede concluir que
estos resultados son diferentes a 1o establecido para

la B~galactosidasa de diferentes cepas de E. coli en 1a

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 E.coli CSH-36 libres.

ACTIVIDAD RELATIVA

SAL mM ONPG
0 1
Mg Cl2 1
10 1
30 1
100 1
Ca Cl2 10 0.92
30 0.84
Na Cl1 10 1
30 1
100 1
KCl 10 1
40 1
100 1

MEZCLA DE IONES

Mg Cl2 30
Ca Cl2 30
Na Cl 30 0.96
KCl 40

ACTIVIDAD COMPARADA EN BUFFER DE FOSFATO DE SODIO O,1M,pH7,3 y 37°C
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do que funcionan como po;enciadores de la actividad en-
zimftica; en el presente trabajo no se gbserva tal efecto
Por otro lado, el idn Ca tiene un efecto inhibitorio que
concuerda con los resultados reportados por otros inves-

tigadores.

5.2.4 Determinacifn de las constantes cinéticas.

Con la informacién obtenida es posible iniciar la detere
minacifn de las constantes cinéticas de la enzima, Para
ello se usaron tanto el sustrato sintético (ONPG} como
el natural {Lactosa). Es necesario redefinir la activie
dad enzimdtica como uM 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 37°C,

La determinacifén de Km y VYmax (pardmetros del modelo de
Michaelis-Menten) se efectud aplicando la representacidn

de Lineaweaver~Burk para ambos sustratos,

Se encontr§ que la enzima obedece una cinética simple

de Michaelis-Menten respecto a ambos sustratos, como se
demuestra por las rectas obtenidas de las grdficas de
doble reciproco (figs. 27 y 28). Un Km de 1.822 nmM y
una Ymax igual a 1.061 yM por minuto por mg de células
son obtenidos usando ONPG como sustrato en concentracioe
nes de 0,5 mM a 2,25 mM a pH 7.0 y 37°C, Al comparar
estos resultados con los reportados en la l{iteratura y

resumidos en la tabla 7, se puede observar que el Km
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Efecto de la concentracién de sustrato en la actividad 8-galactosidasa
de células libres de E.coli CSH-36 usando sustrato sintético.
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FIGURA 27. Gréfica de Lineaweaver-Burk para B-galactosidasa de células de

E.coli libres, actividad medida en buffer de fosfatos 0.1M, pH 7
y 37°C.
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FIGURA 28. Efecto de la concentracidn de sustrato en la actividad B-galactosidasa de células libres de E.coli
usando soluciones de lactosa como sustrato, en buffer de fosfatos 0.1M, pH 7.0 y 37°C.
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obtenido para las células completas con actividad 8-
galactosidasa es un orden de magnitud mayor al reporta-
do en esta tabla. La explicacifn mds 14gica es que el
medide es un Km aparente de 1a enzima, pues aqui nueva-
mente Iintervienen efectos difucionales intrinsecos de
las cé&lulas, siendo por ello que el Km es mayor con res-
pecto al Km de 1a enzima pura. En cuanto al.Km de célu-
Tas en ONPG reportado por Pétre et al, (2.7 mM) observa~
mos que 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 mis 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 uM glucosa producida minu’c_o"'l

las'l. Estos resultados al ser comparados con los ree

» mg célue

portados en la tabla 15, especificamente con los de
Ohmiya et. al., que emplea igualmente c&lulas completas,
resultan ser del mismo orden dé\ﬁagnitud, sin embargo si
1os comparamos con los encontrados para la enzima libre
se encuentra que esta {iltima es mds afin que la enzima
contenida en células completas, por las razones antes

expuestas.
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TABLA 15.

Caparacifn del Km y Vimax abtenido experimentalmente tanto en

sistema soluble camo inmovilizado con los encontrados en la
literarura respecto a lactosa.

Fuente de la enzima V mix -1 Km(mM lact) pH T°C Ref.

mM min_

mg enz _.6

biocat.
E.coli E 106 -
Cél. inmovilizadas 7.5 x 10_3 5.4 6.5 30° Ohmiga et.al.
Cél. libres 1.1 x 10 5.4
L.bulgaricus -3
Cél. inmovilizadas 0.29 x 10 4.2 6.5 30° Ohmiga et.al.
Cél. libres 1.3 x 10 4.2
K. lactis -3
Cél. inmovilizadas 0.83 x 10_3 30 6.5 30° 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 et.al.
E.coli
Enz. libre - 4.7 7 20 Morisi et.al.
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 3.1x10 2.9 - - Toda K.
E.coli CSH-36 -3
Cél. libres 0.6683 x 193 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 hidrdlisis en la

velocidad de reccifn de la B-galactosidasa,

E1 posible efecto inhibitorio de l1a glucosa y la galac-
tosa en la actividad g-galactosidasa en células libres
de E. coli fue estudiado, usando ONPG como sustrato y

con dos diferentes concentraciones de cada uno de estos

compuestos (1.66 y 3.33 mM).

E1 efecto inhibitorio con el incremento en la concentra-
¢idn de inhibidor fue examinado a diferentes concentra-
ciones de ONPG; v.g. la velocidad de reaccifn fue medida
en presencia de una concentracién de inhibidor variando
Ta concentracifn de ONPG y graficando Tos reciprocos de
la velocidad de reaccifn y de la concentracion de sus-

trato,

La velocidad inicial de hidr8lisis de ONPG por células
de E. coli se ve disminuida con el incremento en 1a con-
centraciﬁn de galactosa; al obtener los patrones de
Lineaweaver-Burk (fig. 29), se puede apreciar una clara
inhibicién competitiva por la galactosa, siendo el valor

de K{ estimado de 1.7 mM.

Los resultado obtenidos en la determinacidn del efecto
de 1a glucosa en la actiyidad g-galactosidasa de este
microorganismo revelan una inhibicifn acompetitiva, lo

cual se deduce en la figura 30, a partir de la cual se
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FIGURA 29. Grifica de Lineaweaver-Burk para demostrar el efecto de la galactosa
en la velocidad de hidrdlisis de ONPG por células completas de E.coli
con actividad B-galactosidasa, en buffer de fosfatos 0.1M, pH 7.0 y
37°C. Las con¢entraciones de galactosa fueron (mM por litro de mez-
cla de reaccidn): (@) O (¥)1.66 3F(0O) 3.33, como se ve hay in-
hibicidn competitiva por galactosa.
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obhtienen Jos datos necesarios para el K; que resulta de

2,43 M,

Los resultados en la literatura a este respecto, son
bastante contradictorios, situacifn que se ejemplifica

en la tabla 9,

Una vez determinadas las constantes cinéticas que rigen
la reaccifn de hidr§1isis por la enzima contenida en las
células de E. coli se procedid a seguir la evolucidon de
1a reaccidn de hidrélisis en una solucidn de lactosa al
4.5%, en donde con 14 mg de células (peso seco) se obtu-
vo una conversifn del 60% a los 300 minutos de hidrdlie
sis (fig. 31), siendo uno de 1¢s objetivos de este expe-
rimento el de encontrar un modelo de cindtica enzimitica

que se ajustase a los resultados obtenidos,

Considerando que se operaba un reactor batch ¢ intermi-
tente, las ecuaciones de velocidad que gobiernan el come-
portamiento cinético de este sistema se obtienen de la
integracifn de l1a ecuacidn de velocidad, Se probaron

1os siguientes modelos:

a) Michaelis-Menten

YT - SoX - km 1n (1-X)
Vs

que proviene de la ecuacién de Michqe]istMenten;
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Y = VYmax S . - Vs ds
Km+$§ dt

donde 1a conversidn (X), esti definida como

So-§
So

X -

b) Inhibicidon competitiva por galactosa

Ymax t gy o Ky (xt - xi) - km(1 + 32~ ) 101X
'H aKi aKi 1-Xi

que resulta de la ecuacibn:

- V max S
S + Km(1+P/Ki)

donde se define

xt = 3&5 St = concentracion de sustrato equiva-
St lente a todo el producto que
puede ser obtenido,
Xi = 303 St = So - Sfinal
So

So = Concentracién inicial de sustrato

gt = St=S0(1-X) gi = So-St(1-Xt)

St So

inicial

- St - So _

X=20 Xt St
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final

S = Seq x = 39-Seq xts'.St_"'ﬁﬂ
' So St
45, _godX . gpdXt
dt dt dt
equivalencias:
S = So (1-X) S =85t (1 -1xt) ar1.9

. Modelo reversible .

K1 K3

TSN
E+§ = ES —————Z E + P

) Kg

Ymaxt = xeSt ﬂ + (].xe) + Km_Xe In u-p 1+ Eﬂ'l_ (xt-Xi’
Vs St akr Xe - Xt akr

Xe - equilibrio

ke = Kot K3 = kpt kg xeq=-51-'£3=[5]ﬂ
Kq Ky koky [q Eq

Puesto que no se determinaron todas las constantes
que aparecen en estos modelos, se realtzf una inves-
“tigacidn bibltogrdfica en cuanto a modelos, encon-

‘trdndose la sigutente relacifn de constantes:
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Keq = 5453

4 kokg

Km = katk

i
:

Modelo reyersible Woychik y Wondolosky Este trabajo

km (10.41) 0.03054  (6.156) 0.018 (2.394) 0.07 Moles/1

Kr (0.2875) 0.00084  (0.29 ) 0.00085 - (g/1 6 mg/ml)
* Km 0.0305 0.1908

* kr  0.00084 0.009015

* Keq 48.33 15.44

* de acuerdo a Tas definiciones de Km y Kr.

Contando con la relacidn de constantes se probaron
cada uno de los modelos con los datos cinéticos ob-
tenidos en esta tesis y se encontrd que el modelo
que mejor describfa el comportamiento de nuestra en-
zima era el modelo reversible (fig. 31). Se puede
apreciar que hay una ligera desyiacifn pero ésto sea
debido a que se usaron los datos de la literatura en
cuanto a valores de algunas constantes que no fueron
determinadas en este trabajo. Un ajuste final de
Tas constantes permitird la descripcién adecuada de

los datos experimentales por este modelo.
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( Conversion )

X

(44}

Km Xe - Xi Km ]
- Xe + — Xe)»ln — + (1+—)(xt-xi)

akKr ; Xe - Xt

1 1 1

FIGURA 31l.
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Aqui se presenta la cinética experimental de hidr8lisis de lactosa por células libres (@) y la cinética
tebrica (#) hecha usando el modelo de cinética enzimitica que mis se ajusta a los resultados experimen-

tales.
La reaccién se llevo a cabo con una solucidn de lactosa cuya concentracidén por litro de mezcla de reac-

cidén era al 4.5%, a pH 7.0 en buffer de fosfatos 0.1 M y 37°C, la concentracidn de células fue de
0.28 mg/ml de mezcla de reaccidn.



En cuanto a los problemas difusionales en las célu-
las de E. coli se realizaron los siguientes experi-

mentos para su cuantificacidn:

a) Medicidn de la actividad a una suspensidn de cé-
lulas.
b) Sonicado de 1a suspensidn de células y medicidn

de la actividad del sonicado.

E1 resultado obtenido fue:
- Actividad en cé&lulas completas = 0,822 U mg células™1

- Actividad c&lulas sonicadas = 1,86 U mg célutas”!

lo que se traduce en un factor de efectividad de:

- Actividad cé]u]as completas _ 0.4419
Actividad células sonicadas

Esto demuestra que la velocidad de reaccidn en pre-

sencia de célu]as completas es inferior a la yeloci-
dad de reaccidn que se observarfa con la enzima con-
tenida en las mismas, una vez liberada. Ademds con

este resultado se explica el aumento de actividad en
el almacenamiento a 4°C. Aﬁn mﬁs, se demuestra que

hay limitacidn en el transporte de Susﬁra;o a trayes
de la membrana y pared celulares que modifican los

resultados con respecto a la g-galactosidasa de

E, colt de diferentes cepas, tanto en forma libre
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como inmovilizada,

5.3 Inmovilizacidn en carragenina

Antes de plantear los resultados en la parte de inmovilizacidn,
cabe mencionar que siendo el objetivo, obtener un biocataliza-
dor en forma de perlas, se implemento un sistema de extrusién
(fig. 32) con el cual se lograba obtener un producto semejante
a una perla sin que ocurriese la gelifica;idn de la carrageni-
na en el interior del extrusor durante la elaboracidn del bio~
catalizador. Con este sistema se probaron diferentes didmetros
a la salida de la camara de extrusidn (0.35 mm a- 4.5 mm) encon-
tridndose que conforme se reducia el diimetro, la forma que se
obtenfa, variaba desde fibras gruesas e inconsistentes hasta
pequefias gotas deformes, por lo que se decidid usar el menor

didmetro.

Para resolver el problema de formacién de perlas deformes al
caer las gotas en solucién de cloruro de potasio, se decidié
gotear el gel en una solucion de KC1-Glicerol, probando de
este (1timo diferentes concentraciones (10-60%). Esto es de-
bido a que el glicerol al disminuir la tensidn superficial del
agua, permite que la gota al caer en la solucién de KC1-Glice-

rol, gelifique uniformemente,

E1 resultado de este experimento fue la formacidn de perlas de

forma adecuada hasta concentraciones de glicerol del 50%. A
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concentraciones mayores las gotas volvian a deformarse,

Una vez obtenidas las perlas se procedid a aplicar un proceso
de curtido. Para este proceso se encontrd que conforme se
incrementa la concentracidn de glicerol de dureza de las per-
las se incrementa proporcionalmente, fenSmeno por el cual se
decidib recibir el gel en KC1 0.3M-Glicerol al 50%. El1 did-
metro promedio que se obtuvo en las perlas fue de 3mm tanto

en el gel de carragenina como en el gel carragenina-células.

La inmovilizacidn de las c&lulas se 11evd a cabo por el método
descrito por Tosa et. al. varidndose en éste la concentracidn
de glutaraldehido utilizada en el curtido segin lo reportado
por Casas T. con el fin de obtener una actividad enzimitica
adecuada, as{ como una buena estabilidad en el catalizador.
Asi se curtiQ con 0.085M de etilendiamina y una concentracidn

de 2% (p/v) de glutaraldehido.

Por otra parte Tosa et., al., reporta que es posible inmovili-
zar 16 g de células (p.seco] en 3.4 g (p. seco). Con objeto
de verificar esta capacidad de atrapamiento de la carragenina
en nuestro sistema y probar su resistencia a la compresidn,
se i{nmovilizé 1a g-galactosidasa contenida en cé@lulas de

E, coli, variando la relacién carragenina-células 1:1, 1:2,
1:2,5 y 1:5. Se curtieron y almacenaron en solucidn de KCI

en’ refrigeracidn,

A cada relacidn se le determind cualitativamente la resisten-
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cia a la compresidn, obteniendo los resultados que se presen-

tan en la tabla 16,

TABLA 16.

DUREZA Y ELASTICIDAD DE DIFERENTES RELACIONES

DE_CARRAGENINA - CELULAS

RELACION DUREZA ELASTICIDAD

1:1 +++4 +++4+
142 +++ ++4+
1: 2,5 ++4+ ++4
1+ 5 ++ -

++++ muy bueno
+++  bueno
++ regular

- malo

En base a estos resultados se decidif usar para la inmoviliza-

cién de c@lulas la relacign 1 : 1 de carragenina-~cé&lulas.

E1 paso subsecuente consistid en determinar la resistencia del
biocatalizador a la agitacidn, para ello se colocd el biocata-
lizador en solucidn fisioldgica a 37°C con agitacidn rotatoria
de 350 rpm durante 13 dfas, al cabo de los cuales se observd

el biocatalizador sin abrasién alguna (fig. 33),
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Paralelo a es;e experimento era necesario probar que las célu-
las no se salfan del soporte, despues del curtido. Para esto
se siguid la t8cnica modificada del X-gal. Como puede apre-
ciarse en lgs resultados expuestos en la figura 34, las célu-
las no se salen del soporte, 1o/que es muy importante, ya que
de 1o contrario no podrfa ser usado el biocatalizador en 1la

leche, ademis de que habria una constante pérdida de actividad.

Por otro lado, los resultados en.cuanto a la relacidn carra-
genina-células y la‘resistencia a la agitacifn, concuerda con
lo informado por Casas, T., que emplea el mismo sistema para
inmovilizar penicilinoamidasa unida a cé&lulas de E, coli. En
cuanto al resto de 1os resultados sobre inmovilizacién presen-
tados aqu?, no hay posibilidad de comparacidn con la literatu-
ra, ya que para el sistema de células inmoyilizadas con acti-
yidad gfgalactosidasa. 1os reportes son casi nulos y los que

existen carecen de esta informacidn,

Dentro de estos resultados se ha de mencionar que alternati-
vamente se determind la densidad aparente del biocatalizador,
siendo esta igual a 0.4432 g/cm°.

Ante el panorama optimista de los resultados anteriores, se
decidié preparar un lote considerable de biocatalizador bajo

las condiciones anteriormente descritas.
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5.4 Caracterizacidn cinética del biocatalizador

5.4.1 Perfil de pH

E1 perfil de pH para las células inmovilizadas es presen-
tado en la figura 35, donde podemos obseryar que la inmo-
vilizacidn no resulta en una variacidn del pH Sptimo ob-
tenido para las c&lulas libres (7.0). Sin embargo, se
observa una variacién del perfil de pH, presentdndose una
menor variacion de actividad conforme se incrementa el
pH., Ambos resultados son 18gicos debido a que el microam-
biente de 1a enzima no var{a grandemente al ser inmovili-
zadas las c@lulas y en consecuencia no hay una interac-
cifn directa con el soporte. Estos resu]tados son compa-
rables con los descritos por Petre et. al. para células
completas inmovilizadas, donde el pH dptimo tanto en el
sistema soluble como inmovilizado presentan una dependen-
cia muy similar, ademds de que el yalor de pH no sufre

cambio alguno.

5.4.2 Temperatura Optima y energia de actiyacién del

sistema inmovilizado .

La temperatura Optima de actividad de las células al igual

que en el sistema soluble resultd ser de 55°C (fig, 36).

De estos resultados ademds se desprende que Ja ;ermoes@qe
bilidad se incrementa al inmovilizar la g~galactosidasa,

Es decir, el tiempo de exposicién miximo fue de 15 minutos
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PCLIRFIL DE pH PARA CELULAS INMOVILIZADAS.

100

50} i

% Actividad Relativa

pH Sptimo = 7.0

11

=
v
~3
o

pH

FIGURA 35. Relacién de actividad-pH para las células de E.coli
con actividad B-galactosidasa inmovilizadas en carra
genina. El experimento se realizd en buffer de fos-
fatos 0.1M usando ONPG como sustrato y 37°C. La ma-
xima actividad fue tomada como 100%.
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PERFIL DE TEMPERATURA DE CELULAS DE E.coli INMOVILIZADAS
EN CARRAGININA
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FIGURA 36. Efecto de la temperatura en la actividad B-galac
tosidasa de células de E.coli inmovilizadas en
carragenina. Este efecto fue medido a pH 7.0 en
buffer de fosfatos 0.1M.
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y 1a pérdida fue 65% en tanto que en las células libres a
este tiempe ya no habia actividad. De los resultados a
que hace mencifn la literatura, se puede decir, con res-
pecto al trabajo de Morisi et. al. que son acordes con
Tos resultados obtenidos en esta tésis, ya que la tempera-
tura 6ptima de la g-galactosidasa de E, coli tanto en for-
ma soluble como inmovilizada es de 55°C. Esta comparacidn
es posible ya que la inmovilizacifn tambien esta efectuada

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

En cuanto al perfil de temperatura de las cé&lulas inmoyi-
lizadas resulta muy similar al de c@lulas libres (fig., 23).
Ohmiya et, al. inmoviliza células de E. coli con actiyidad

B-galactosidasa y obtiene un resultado muy similar al de

este trabajo en To que a temperatura 8ptima se refiere,

Usando 1os resultados obtenidos en el perfil de temperatu-
ra, se calculé la energfa de activacidn para el sistema
inmoyilizado (fig. 37) encontrando que la energia de actis
vacidn se redujo a 7.0 Kcal/mol, Este tipo de comporta~

miento es caracteristico de restricciones difusionales.

Estas restricciones, pueden ser minimizadas usando particu-
Tas de soporte irregular con una alta relacifn de drea su-
perficial/volumen pero por supuesto ésto nos 1leva a un
rdpido desgaste en un reactor agitado y causa flujo irre-
gulap, asi como compresidn en una columna empacada, Tama-

fios de particulas pequefigs, tienden iguaimente a incremens
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FIGURA 37. Energiade activacidn para la reaccién de hi-

drolisis de lactosa por c€lulas inmovilizadas
de E.cnli CSH-36 con actividad B-galactosi-
dasa. La reaccidn se hizo a pH 7, en buffer
de fosfatos 0.1M.
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tar la caida de presidén en columnas,

5.4,3 Constantes cindticas del sistema inmovilizado

E1 Km y Vmax para la g-galactosidasa en c&lulas de.E. coli
inmovilizadas fue determinado al igual que para las célu-
las libres, por el mé&todo de Lineaweaver-Burk usando lac-

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

1 1

Ymax de 0.049 ﬁM de glucosa producida minuto™ 'mg células™
fueron encontrados. Comparando estos resultados con los
obtenidos para c&lulas 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 analogfa con los datos reportados en la literatura

podemos observar que:

a) En los estudios realizados por Ohmiya et, al. donde
inmovilizan en gel de poliacrilamida e informan que los
problemas de transferencia de masa son insignificantes,
el resultado de Km es el mismo para el sistema soluble
como para el inmoyilizado en los tres tipos de células

que inmovilizan, variando s§lo en cada caso la Vmax.

) En cuanto a la investigacién hecha por Sharp et. al.
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 uM por minuto por mg de c8@lulas.
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FIGURA 38, Efecto de la concentracidén de lactosa en la actividad B-galactosi-
dasa de células de E.coli inmovilizadas en carragenina., La deter-
minacidén fue hecna a pH 7.0 en buffer de fosfatos 0,1M, usando lac
tosa como sustrato y a 37°C y agitacibén rotatoria.
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En cuantg a comparacidn de valores de Km y Vmax, se cons-
tata que 1os resultados de este trabajo de tesis se en-
cuentran dentro del mismo orden de magnitud que los repor-
tados en los trabajos para la g-galactosidasa de otras

cepas de E, coli (tabla 15}.

Teniendo conciencia de los fenémenos antes mencionados y
analizando 1os resultados obtenidos, se sabe ya que hay
limitaciones difusionales en este sistema de trabajo por
1a gran variacion en la energia de activacifn de la hidré-
1isis, pero no se sabe aln si la disminucidn 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 existia un efecto de la etilendiamina

y el glutaraldehido sobre 1a actividad enzimdtica.

Para ello se inmovilizaron células y se curtieron con di-
ferentes concentraciones de los agentes bifuncionales, Se
pudo apreciar que por el hecho de inmoviltizar, el factor
de efectividad se reduce a 0.22 1o cual es eyidencia de
dristicas 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 inéremento

en la pérdida de actividad del biocatalizador, 10 cual
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puede ser debido a dos causas:

- Incremento de Tos problemas de transferencia de masa
por el curtido.

~ Problemas de inactivacidén de 1a enzima.

Para diferenciar estos efectos se fracciond el biocatali-
zador curtido y se le determiné actividad. Analizando los
resultados que se obtuvieron aqui, se puede observar que
la diferencia entre el biocatalizador integro y el bioca-
talizador fraccionado, a las diferentes concentraciones de
curtido es aproximadamente la misma (2%), por lo que se
puede concluir que 1 incremento en los problemas difusio-
nales se presentan en igual proporcién, E1 segundo efec-
to, se constata en la Eaida de actividad del ca;a]izador
fraccionado, en las diferentes concentraciones de los agen-
tes bifuncionales, con ;kspecto al biocatalizador sin cur-
tir, Se constata que conforme se incrementa la concentra-
cién de agentes bifuncionales, se presenta mayor inacti-

yacibn de l1a enzima en el proceso de curtido.

Una yez caracterizado el hiocatalizador, se procedid a
sustituir las constantes cinéticas de éste, en el modelo
que describe el comportamiento de la g-galactosidasa con-
tenida en células Tibres de E. coli, con la finalidad de
probar el modelo en las cé&lulas inmovilizadas; para este
efecto se realizé 1a hidrdlisis de una solucidén con 4,5%

de lactosa pura (fig. 32). Se probd para estos datos
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Este experimento se realiz6 con 1 g de biocatalizador y un volumen de reaccifn de 50 ml, la
solucion de lactosa tenfa una concentracion de 4.5 % (litro de mezcla de reaccifn), la reac
ci6n se hizo a pH 7.0 en buffer de fosfatos 0.1 M a 37°C, la reaccién fue seguida hasta que
no se ve una variaci¢n apreciable en la conversifn de lactosa, las muestras se tamaban depen
diendo de la velocidad de hidrSlisis del biocatalizador.



5.5

junto con las constantes del biocatalizador, encontrandos
que muy posiblemente To que gobierna el sistema es el fe-

némeno de transferencia de masa y no la cinética de Ta-

reaccion, lo que era de esperarse, pues como sabemos, los—

efectos difusionales son Tos mds importantes modificadores

[

de los sistemas enzimaticos,

Caracterizacidn del biocatalizador en Teche $

Antes de usar el biocatalizador en leche como paso final —:
de este trabajo, para demostrar la aplicacidn de este ~— |
trabajo y asi ademds cumplir con uno de los principales
objetivos de esta tesis, era necesario probar que el bio-
catalizador es indcuo y no desestabiliza las proteinas de-
la leche causando con ello su precipitacién. Ya con ante-
rioridad se ha comprobado que las células inmoyilizadas

no salen del soporte, aspecto que seria la primera parte..

de l1a demostracidon parcial de inocuidad.

Adicionalmente, era necesario probar que el bi0ca§a1izador
no presenta actividad proteolitica para ello se recurrid
al método de Lowry modificado y presentado en la figura

40.

Esta experimentacidn arrojé, como resultado que el bioca-
talizador no altera la estabilidad de 1a leche tratada y
en consecuencia no expresa actividad proteolftica, La le-
che despues de ser tratada, se almacené en congelacidn
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1 g Biocatalizador lavado
exhaustivamente con buffer
estfril

Agitasidn rotatoria 300 rpm
a 37 C y condiciones de
esterilidad

Y

Incubacién 24 hrs.

\ Alfcuota

Precipitacifn de

protefna con TCA Determinacién de
protefna

Centrifugacién

Determinacion de
protefna soluble

FIGURA 40, Determinacifn de la posible actividad proteolftica del
biocatalizador. A partir de los resultados cbtenidos en
este experimento se pudo ver que no existia una actividad
proteclitica que se expresara en el biocatalizador, con
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 retenfa sus pro-
piedades organolépticas. Con estos resultados queds pro-
bado parcialmente que el biocatalizador es inScuo, por lo
que en consecuencia se procedid a operar un reactor para
1levar a ‘efecto la hidrdlisis de la lactosa en leche; el

modelo del reactor se presenta en la figura 47,

Para estos experimentos se usaron 15 g de biocatalizador
(peso himedo), ademds de 100 m1 de leche concentrada que

contenfan 105.5 g de lactosa/1t, el pH siendo de 6.4, asi
también la temperatura de trabajo fue de 37°C y la agita-
ci6n de 300 rpm. E1 grado de hidrélisis fue determinado
durante cada hora durante 24 horas (fig; 42), los resul-

tados a los que se 11egd fueron los siguientes;

E1 mdximo grado de hidrdlisis se logrd a las 15 horas,
siendo éste de 52%; despues de este tiempo parece ya no
haber mds hidrélisis. 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 comportamien;o del bioe
catalizador, con la diferencia que en las células Jibres
se obtiene a pH 7.0 y 37°C, 60-62% de hidrdlisis, Por
otra parte, al ser usado en soluciones de lactosa pura al
4.5% se alcanza un 55% de hidrdlisis como miximo. Compa-
rando el biocatalizador con las células libres se puede

detectar que hay un decremento en el grado de hidrdlisis,
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FIGURA 41. Diagrama esquemdtico del reactor enzimatico usado.



Cinetica de hidrdlisis de lactosa,contenida en leche evaporada,por cé&lulas
B e

inmovilizadas con actividad ‘f - galactogidasa .
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FIGURA 42, E1 presente experimento se llevd a cabo a una temperatura de 37 °C, agitacion

de 300 rpm usando magneto, 15 g de biocatalizador y 100 ml de leche evaporada
con una concentracion de lactosa de 10.5 %.

La determinacion del grado de hidrdlisis se hiz8 por el método de GOD-Perid.



Otro resultado importan;e que arroja esta investigacidn

es el que resulta al comparar la actividad g~galactosidasa
del biocatalizador frente a soluciones de lactosa pura y
leche (0.041 y 0,032 M minuto™! mg de células™) inmoviliza-
das respectiyamente), en donde vemos que la g~galactosida-
sa contenida en c@lulas de E, coli inmovilizadas en carra-
genina, no reduce su actividad en leche como se reporta

en la literatura (réf. 32). En nuestro caso, la actiyidad
disminuye 20%, con respecto a las soluciones de lactosa
pura, el cual puede ser debido al camhio en el pH del sis-
tema y no a la inhibicidn bor algdn componente de la le~

che.

Finalmente, y partiendo de los resultados anteriores, se
pracedid a 1a determinacifn parcial de la estabilidad ope-
racional del biocatalizador, para lo cuaf se usd el miﬁmo
sistema que en la hidrﬁlisis de lactosa en leche, con la
varfacidn de usar 60 ml de leche, Una vez tratado con el
biocatalizador, cada lote de leche se pasteurizaba y con-
gelaba para posteriormente determinar sus propiedades or-
ganolépticas, Antes de pasteurizar se determinaba la ac-

tividad que presentaba el biocatalizador en cada lote.

Los resultados obtenidos en la estabilidad operacional se
muestran en la figura 43, en 1a que se puede apreciar que
despuds de 60 lotes, la actiyidad del biecatalizador no
sufre decremento alguno, Es necesarfo aclarar que los

puntos que presentaban actividad superior al 1002 son el
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FIGURA 43, La estabilidad operacional presentada en esta grifica fue realizada con 15 g de
biocatalizador (peso humedo) y 60 ml de leche evaporada, se permitfa la inter-
accibn de'l biocatalizador con la leche durante 1 hora y a continuacidn se lavaba

este exhaustivamente, y determinaba actividad lactasa en leche.



resultado de que el biocatalizador no se 1ayd antes de su
uso en estos lotes (cierta cantidad de producto puede que-
dar. incluida dentro del catalizador). Comparando el re-
sultado en general con los resultados presentados en la
Tabla 13, se puede apreciar que en general la g-galactosi-
dasa de E. coli es bastante estable con respecto a la de
otras fuentes sin importar el tipo de inmoyilizacidn, si

es pura o se encuentra contenida en células,

Por otro lado, comparando la estabilidad operacional en
funcifn de 1a forma en que se inmoyiliza y el soporte
usado, con lo reportado por Casas et. al., que {nmoviliza
células.completas de E. coli con actividad penicilinoami-
dasa en carragenina y en cuyo trabajo se reporta una pér-
dida de actividad cercana al 20% después de 30 lotes, se
puede argumentar que la estabilidad de ambas enzimas puede
ser debida a que en Ta inmoyilizacifn no hay una interac-
cf@n directa entre la enzima y el soporte, Aunado a ésto
podemos decir que la célula protega a la enzima y le brin-
da en 10 posible el medio 6p1;1‘mo a la leche para que actde,

causas por las cuales se aprecia una alta estabilidad,

"En 1o que respecta a las propiedades organolépticas de la

leche, los 60 lotes tratados fueron analizades, comparados
con un patrdn sin hidrolizar dado que en general los 60
lotes presentardn las mismas caracter{sticas, los resuls

tados se resumen en la sigufente tabla 17:
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TABLA 17,

" 'PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS DE LECHE TRATADA*

CONTROL LECHE TRATADA
Color Caracterfstico  Acremado.
Olor Natural Leche bronca, ligeramente mds
dulce que el patrén.
Sabor Caracteristico  Cajeta.

* Leche concentrada,

E1 color y olor generados en la leche tratada deben prove-
nir de las reacciones de Maillard que ocurrieron durante

1a pasteurizacidn de la leche y el sabor mis dulce, ya que
1a lactosa al ser hidrolizada produce glucosa y galactosa

que en conjunto son mis dulces que la lactosa en solucidn,
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YI, CONCLUSTIONES



Conclusiones

En el presente trabajo se efectu§ l1a caracterizacifn cinética
de un sistema catalitico diferente, propuesto para la produc-
cion de leches deslactosadas. La caracterizacién se efectud
tanto en el catalizador original (cé&lulas de E. coli), asf
como en el sistema desarrollado {células atrapada§ en carrage-

nina).

Se demostr6 que la g-galactosidasa contenida en las células de
E, coli CSH ~ 36 es constitutiva a diferencia de la mayor par-
te de cepas de esta especie, 1o que constituye una ventaja al

no requerir de inductor para su produccidn,

Al comparar Tos perfiles de pH de ambos sistemas, se colige

que este tipo de inmovilizacifn no afecta el pH dpgimo de ac-
tividad de Ta enzima. Ademds al analizar el perfil de acti-
vidad-pH se aprecia una menor susceptibilidad del sistema con

1a enzima inmovilizada a fluctuaciones de pH.

En 1o correspondiente al efecto de 1a temperatura, como en el
caso del pH al efectuarse la inmovilizacifn &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 células almacenadas a

4°C por perfodos superiores a 3Q dfas, asi como el que Ta tem-
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peratura ideal de almacenamiento es 29°C, si posteriormente
van a ser inmovilizadas, con el fin de evitar 1a lisis celu-

lar,

Otra conclusidn importante es el haber hecho evidente la exis-
tencia de problemas difucionales intrinsecos al uso de célu-

las.

La g-galactosidasa contenida en células completas de E,coli
obedece una cinética de Michael{s-Menten respecto a lactosa y
ONPG usados como sustratos, taﬁ;o en el sistema soluble como
en el inmovilizado, s81o cuando se miden velocidades iniciae
les, por otra parte se demostrd que esta enzima presenta
inhibicidn acompetitiva por glucosa y competitiva por galac-

tosa en la forma sqluble,

Asi también se demostrd que el modelo enzipdtico que mis se
acerca al comportamiento de esta enzima en su forma soluble
es el modelo reversible; aunade a &sto se constatd que lo que
rige la reaccidn de hidrélisis en la forma inmovilizada es la

transferencia de masa y no la cinética de la reaccion,

‘En 1o que corresponde a la capacidad mixima de atrapamiento
expresada como relacifn carragenina~células se obtuvo que esta
relacidn mixima era 4:1, aunque la relacidn usada en este tra-
bajo fue 1:1 debido a las neces{dades de flexibilidad y dure-
za. Dentro de esta parte, también se puede afirmar que las

células no se salen del soporte y el biocatalizador resiste
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la agitacién, no presentando ademds actividad proteolitica,
1o que permite afirmar que este sistema puede ser aplicado sin

riesgo en la leche.

En 1o que al proceso de curtido se refiere, se encontrd que
el proceso en sf, no incrementa Tos problemas de transferen-
cia de masa existentes, debidos al proceso de inmovilizacidn,
pero si se pudo demostrar que la concentracidn de uno 0 de
ambos agentes bifuncionales usados (glutaraldehido y etilen~

diamina) afectan negativamente la actividad enzimdtica,

Por otra parte, se demostrd parcialmente que el biocatalizador
es infcuo y por tanto factible de ser usado en el sistema le-
che, asf como tambien quedd demostrado que 1a enzima no baja
bruscamente su actividad al ser usada en leche, segiin lo re-
portado, como se esperaba, alcanzdndose un miximo de hidréli-
sis de 50 a 55% en leche condensada y una alta estabilidad

operacional,

Quizd la conclusidn final referente a la calidad de la leche

tratada, sea una de los mds importantes,

Toda la atencion finalmente se dirigi6 a las propiedades orga-
nolépticas del producto de la hidrélisis, con.1o que podemos
concluir que la Teche tratada retiene sus propiedades organo~
lépticas-exhibiendo solo cambios muy ligeros en cuanto a dul-
zura, lo que por otra parte es inevitable si el método de

eliminacidn de lactosa es por hidrdlisis.

153



Finalmente a la conclusidn general a la que se 1legd, fue que
este tipo de inmoyilizacifn 1leva inherente limitaciones de
tipo difusional. Asf mismo, se logra una alta proteccidn al
sistema enzimdtico, como consecuencia de que la enzima casi

no interacciona con el medio ambiente de reaccidn y por ende
se obtuvo una alta estabilidad operacional que permite emplear
el catalizador por periodos de tiempo superiores a los tres

meses,.
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VII, SUGERENCTIAS



Sugerencias

Desarrollar un sistema de extrusidn que 1leve a un menor tama-
fio de parttcula con el fin de aminorar los problemas difusio-
nales, asl como también hacer un estudio de otros agentes bi-
funcionales que sean efectivos y no afecten a la enzima con
el ‘fin de conservar una alta actividad en el biocatalizador

sin dafiar ademds la estabilidad operacional.

Continuar haciendo estudios toxicoldgicos del biocatalizador
con la finalidad de establecer totalmente 1a inocuidad del
sistema para levantar el veto que existe con respecto al mi-

croorganismo en uso,

Ast tambiln continuar buscando la forma de tncrementar la re-
lacidn c&lulas-carragenina para obtener una mayor actividad
enzimitica. por gramo de blocatalizador, ya sea mediante el uso

de aditivos o usando una cepa hiperproductora de 1a enzima,

Ya con el biocatalizador optimizado y con la completa demos~
tracidn de la inocuidad del sistema y dado que la enzima es
constitutiva, 1levar a cabo estudios experimentales a nivel
planta plloto, estudidndose las vartables del proceso y esta~
blecer con ello los costos de produccidn tanto del biocatali-

zador como del producto de hidr§lisis,
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