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RESUMEN

El objetive del presente estudio fuéd el de obtener formular y
caracterizar un producto con actividad d= lactasa. Durante el
secado en 21 rotavapor 1la mejor condicidén de recuperacién se
presenta  cuando sSe  trabaja a 4s®°C  durante tres horas Yy a
temperaturas de 140°%¢- 82°C de entrada y salida respectivamente en

el secado por aspersién.

El extracto enzimatico obtenido & partir de lags celulas
secas, posee una actividad médxima de hidrédlisis a 45°¢ Yy pH de
6.6. La enzima es estable durante veinte minutos a 40°C en  un
rango de pH de ©.4 a 7.2. La energia de activacidn calculada fué
de 5.25 Kcal/mol v la energia de desnaturalizacién de 136,45
Kcal/mol.

La enzima &s especifi para los fi-galactosidos. con una Rm
de 3.4 mM v 15,5 mM y una Vmax de 9.0 pnoles de ONP/min « pmg d=
proteina v 15.2 umoles de glucosa/min x mg de proteina para ONPG
(orto-nitrofenol f3-galactosidoly lactosa respectivamente. Por otro
lado, el extracto enzimitico es inhibido en forma competitiva por
galactosa.

El producte seco formulado en glicercol al 50% a 40°¢C  durante
60 minutos, presenta una actividad especffica 40% mayor en
relacién a la inicial, obteniendose hidrélisis del 45 v 607 de
suero y lactosa respectivamsnte mediante el usc de 1000

unidades/litro.



RECUPERACION, FORMULACION Y CARACTERIZACION DE UN EXTRACTO ENZIMATICO

CON ACTIVIDAD DE LACTASA OBTENIDO POR SECADO

INTRODUCCION

La lactasa o f-galactosidasa (3,2,1.23), es la enzima que
cataliza la hidrolisis de la lactosa presente en la leche y
suero en sus monosacAridos glucosa y galactosa. Comercialmente
se ha utilizado desde los afios cincuenta en algunos paises, pero
no es sino hasta la década de los ochenta cuando aparecen en el
mercado un gran numero de productos con actividad de lactasa,
varios de los cuales se han empezado a introducir en Mexico en los
altimos cinco aficos (Garci{a-Garibai 1986).

En México, existe una demanda potencial importante para el
uso de productos hidrolizades. Se estima que del total de leche
y derivados que actualmente se consumen, el 5% podria
comercializarse en forma hidrolizada, ademas de la posibilidad
de industrializar 30 millones de litros de suero anuales en forma
parcialmente deslactosada (Varela 1987). Entre los productos
lacteos hidrolizados que presentan un gran potencial de
utilizacidén en nuestro pais podemos mencionar los siguientes:

I.1 Leche liquida deslactosada.

La hidrélisis de la lactosa presente en la leche  llqguida
favorecera el consumo de  este alimento por personas intolerantez
al disacarido, adicicnalmente la mezcla de monosacaridos
producidos, glucosa y galactosa, aumentaran su poder
edulcorante sin incrementar su contenido calérico, favoreciendo
con este la preparacion de leches saborizadas.

La leche con lactosa hidrolizada puede ser utilizada para
la alimentacién parenteral de pacientes graves vy ‘evitar asi



.
que la desnutricidn complique su estado, de esta manera podran
sustituirse agquellas férmulas nutriciconales, en su  mayoria mas
caras, que actualmente se emplean (Rosado 1985).

I.2 Productos lacteos concentrados.

En la preparacién de leches concentradas frias y heladas
la hidrolisis parcial de lactosa. 30 al 40%, evita la
cristalizacidn y/o floculacidén proteica, aun durante tiempos de
almacenamiento prolongados, previniendo asi la formacién de una
textura arenosa tipica de los productos lacteos concentrados. Por
otro lado, el incremento en €l poder edulcorante de 1los
productos con lactosa hidrolizada permite que se reemplaze en
forma parcial el uso de sacarcosa en helados y postres frios
(Nijpels 1981).

I.3 Suerao de leche para jarabes dulces.

A partir de la hidrélisis de suero, se pueden preparar
Jarabes dulces con un contenido de 70 a 75% de sélidos que pueden

ser usados como una fuente de proteinas vy azucares en la
manufactura de productos de panificacidén, en confiteria,
bebidas  de frutas, aderezos y postres congelados. Con la
hidrélisis parcial de la lactosa se incrementara la
solubiiidad de los azudcares glucosa y galactosa, permitiendo
con esto la preparacién de jarabes estables altamente

concentrados que resisten el ataque de bacterias, levaduras y

" hongos.

Por otro lado, los jarabes con lactosa hidrolizada ejercen
un efecto edulcorante sinergéticce en presencia de otros azucares,
lo cual permite disminuir el wus¢ de carbohidratos en la
elaboracidén de helados. Asi{ mismo presentan una bajs viscosidad,

le que facilita su concentracion hasta elevados niveles de
sélidos, sin problemas de cristalizacidén. Todas estas
posibilidades permiten un incremento en el valor agregadc del

suero de leche (Nijpels 1981).



I.4 Productos lacteos fermentados,

La hidrélisis de la lactosa pusde disminuir el tiempo - de
produccidn del yogurt hasta en un 15-20%. Por otro lade, la vida
media del yogurt s& incrementa y presents un sabor mas dulcs  que

el producto elaborado con lactosa sin hidrolizar (Nijpels
1981). -«

En la manufactura de quesos, la lactosa hidrolizada
disminuye el tiempo de acidificacidn reduciendn ast 2l coste
de procesamiento. El tiempoe de maduracidén de quesos pueds

reducirse también debido principalmente a una protedlisis  inicial

muy alta.

I.8 Hidrélisis de la lactosa

Al igual que otros azucares, la lactosa puede ser
hidrolizada & sus moncsacaridos glucosa y galactosa mediante
catalisis acida o enzimdtica. El primer métodd s caracteriza
por las condicionzs extremas  de pH oy temparsturs: gque ss oregui
{ pH 1-2 T= 100-150°C ), misntras qus 21 segundo se lleva

a cabo bhajo condiciones suaves, ( pH 3-5 T= 5-60°C ).

Mzdiante la hidrdlisis &cida se puede obtener un alte
gradoe de conversién en cortos pertiodos de tiempo.Sin embargo,
experiencias recientes han  demostrado que stz no  pusede  ser
aplicado para hidrélisis de leche y - suero, debido & que las
condiciones en qu= se utiliza causa  la desnaturalizacion de

proteinas v gepsra colores indeseables (Vassilis 1985).

La hidrdélisis enzimitica mediante el uso . de lactasas,
ofrece una mayor flexibilidad en términos d& las gama de sustratos
que se pueden procesar y de la calidad del producto. Con -este
método no es necesario ningun pretratamiento del material tal como
la desproteinizacién, la desmineralizacidén, etc., y el producte
que se obtiene, conserva completamente sus caracteristicas
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organolepticas (Vassilis 1985)

La lactasa o f3~galactosidasa es una enzima producida por -una
gran variedad de seres vivos : bacterias, hongos, levaduras,
animales Yy plantas. Sin embargo para fines comerciales, sélo se
utilizan las lactasas de hongos como dspergillus niger, A,
orizoe y las de levadura como Kluyveromyces fragilis, K. lactis v

Candida pseudotropicales {(tabla 1).

Las levaduras menclonadas son microorganismos totalmente
inocuos, cuya utilizacidén en alimentos esta totalmente
reglamentada y permitida por las legislaciones de la mayoria
de los paises desarrollados . Destaca Kluyveromyces jfragilis,
la cual tiene la categoria GRAS (- Generally Recognized as
Safe ) de la FDA ( Food and Drug Administration de 1los E.U.A ).

La produccién industrial de 1la enzima a partir de
sistemas microbianos ofrece la ventaja de obtener altos
niveles de productividad en un minimo de espacic y una  facil
disponibilidad de los medios de crecimiento. Dentro de estos
procesos &s de suma importancia el desarrollo v optimizacién de
operaciones unitarias Con el objetivao de recuperar la
f3-galactosidasa.

El disefio de un proceso adecuado para la recuperacién de 1la
f3-galactosidasa permitira la obtencién de altos rendimientos vy

costos reducidos, siendo esto de vital importancia en  la
industria alimenticia donde la competencia es alta, y los
margenes de beneficios son relativamente estrechos (Thomson
1984).

Por las razones antes mencionadas es que el presente

trabajo pretende desarrollar un sistema de recuperacidn para la
obtencién de un producto con actividad 3-galactosidasa que
hidrolice la lactosa de leche y suero, planteandose para tal

efecto los siguientes objetivos



Tabla 1

FUENTES POSIBLES DE LA 3=-GALACTOSIDASA
(Vassilis y Lépez-Leyva 1985)

PLANTAS

ANIMALES

LEVADURAS

BACTERIAS

HONGOZ

Durazno
Almendra

Albaricoque

Intestino
Tejido cerebral

*
Kluyveromyces lactis

*
Kluyveromyces fragilis
Candida pseudotropicalis

Wingea roberststii

Escherichia coli”
Bactllus megatertium
Streptococcus lactis
Lactobactillus bulgaricus

Lactobactillus sporogenes

Neurospora crasa
*

Aspergilus niger
»

Aspergilus orizae

Mucor pucillus

¥ Fuentes que son utilizadas para la preparacion

comercial de la enzima




II OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Obtencién , formulacién y caracterizacion de un . extracto
enzimatico que hidrolice la lactosa de la leche y del - suero
dulce.

OBJETIVOS PARTICULARES :

11.1 Evaluar el nivel de recuperacién de la actividad lactassa
en células de levadura mediante un método -no mecadnico  de
ruptura celular a escala laboratorio.

11.2 Establecer las condiciones de mixima recuperacién de
la lactasa en c¢élulas de levadura secadag por asparsién &
escala piloto.

II.3 Probar el efecto del tiempo y la temperatura .sobre el
nivel de expresién de la {3~galactosidasa en células de levaduras
secadas por aspersién.

11.4 Determinar 1las caracteristicas  fisicas y cinéticas del
extracto enzimatico con actividad de fF-galactosidasa.




III ANTECEDENTES

I¥I.1 Intolerancia a la leche

Indiscutiblemente la leche es el alimento ideal para
lactantes, y un excelente alimento para nifios de edad entre los
0Oy los 11 afos. Contiene muchos de los nutrientes regueridos
come vitaminas y minerales, ademds de ser una importante fuente
protefca y energética. 5in embargo, despuss de la lactancia el
hombre va disminuyendo su capacidad de producir la enzima
lactasa, la cual es la responsable de la asimilacién de la

lactosa (Kretmer 1972).

La intolerancia a 1la lactosa se presenta ademis, an
individuos con enfermedades congénitas raras gque provocan una
pérdida de la actividad lactasa desde el momento gque nacen,
trayendo consigo afecciones gastreintestinales severas que
pueden tener un desenlace fatal. Qtro grupo que2 presenta
intclerancia a 1la lactosa son los nifos prematuros y/0o
desnutridos, los cuales han perdide temporal o permnanentemente

la actividad de lactasa. Finalmente, las personas  sometidas a

operaciones del tracto intestinal pueden presentar intolerancia a

la lactosa (Bayles 1968).

Los individuos con intolerancia a 1la lactosa, no podran
aprovechar esta importante fuente energética que, en el caso de la
leche desgrasada llega a representar hasta el 60% de su aporte
nutritivo. Por otro lado, las personasg con alimentacién marginal
subutilizarén el potencial de las protei nas lacticas, puesto
gue estas seran usadas como fuentes energéticas en lugar de
convertirse en proteinas estructurales (Nijpels 1981).

Debido a que la lactosa no es absorbida por las
personas intolerantes, esta servira como fuente de
carbohidratos para 1la microflora intestinal. Como consecuencia,
se formar4d &cido l&ctico junto con didxido de carbono, dando
como resultade irritacién del intestino y colon y una pérdida
grande de liquidos. Ello provoca sinteomas clinicos como el dolor



abdominal, la diarrea, la flatulencia, etc (Nijpels 1981).

Al observar que un @ gran numerce de infantes no
toleran fisioldgicamente 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
Organizacién de las Naciones Unidas (Kretmer 1972).

A finales de los afios cincuentas, Paclo Durand, de la
Universidad de Génova, vy Aaron Holzd y sus colaboradores, de la
Universidad de Manchester, publicaron estudios sobre las
reacciones provocadas por la lactesa de la leche en nifios
intolerantes. Estas reacciones van desde diarrea, sintomas de
malnutricién y hasta la muerte. Estos +trabajos resucitaron el
interés por 1la lactosa y.la lactasa, a 1o que siguidé un periddo
de activas investigaciones sobre el problema (Bayles 1968).

En 1o que respecta a la intolerancia a la lactosa de la
poblacidén en México, segun pruebas realizadas en la Divisidén
de Nutricién Experimental y Ciencias de los Alimentos del
Instituto Nacional de Nutricién (INN) se ha encontrade gque el

75% de la poblacién mayor de seis afies presenta o ha
presentado problemas de intolerancia a este disacarido (Lisker
1980) .

I1I.2 Propiedades de la f3-galactosidasa

La lactasa es el nombre comun de la enzima [i-d-galactosidasa
o - d -galactosido hidrolasa (E. C 3,2.1,2.3 ), la cual
hidroliza 1le lactesa de. la leche en sus monosacaridos
glucosa vy galactosa. Ademas de estos dos productos principales
de reaccidén, se producen pequefias cantidades de disacAridos y
trisacaridos como un resultado de reacciones de
transgalactosidacidén, particularmente en concentraciones altas
de sustrato, sin embargo estos subproductos son eventualmente
hidrolizados (figura 1).



FIG 1 HIDROLISIS DE LA LACTOSA POR LA 2~-GALACTOSIDASA
MECANISMO DE REACCION

] 2
' OH \’ './ OH
CH20H OH

1. B3-GALACTOSA (1~-4) a-GLUCOSA 2. COMPLEJO (3-GALACTOSIDASA

+ [3~GALACTOSIDASA GALACTOSAY + GLUCOSA

3. COMPLEJO (3-GALACTOSIDASA + 4. RO-GALACTOSA +

GALACTOSA) + ROH /?-GALACTOSI DASA

La hidroélisis de lactosa involucra la transferencia de un
residuo galactosa a un aceptor (agua, Otro azdacar ¢ alcchol).  Se
postula que los grupos activos durante la hidrdlisis corresponden

& un grupo imidazol de la histidina v & un grupo sulfihidril de la
cisteina (Wallenfels y Malhotra 1960)
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- La f3- galactosidasa de Kluyveromyces fragilis s una enzima
que ha sido preparada en diversas formas, obteniendose
desde extractos celulares hasta productos con alto grade de
pureza. En todos estos trabajos se resalta la necesidad de
tener un conocimiento amplio de la naturaleza de la enzima tanto
desde el punto de vista estructural como funcional, para asi
poderla enmplear eficientemente en los sistemas alimenticios en
estado libre o inmovilizada.

A continuaciftn se mencionaran las propiedades mas
importantes de la 3~ galactosidasa de Kluyveromyces fragilis

reportadas en la literatura
I1T.2 A Caracteristicas fisicoquimicas

La mejor purificacién y caracterizacién fisicoquimica de
la - galactosidasa fué hecha por Mahoney y Whitaker (1978),
quienes obtuvieron una preparacién con enzima pura con una
actividad especifica de 226 unidades por miligramo de protefina vy
un rendimiento del 60% con respecto al extracto crudo. El peso

molecular determinado por ultracentrifugacién y filtracién en
gel fué de 201 000. Esta enzima es considerablemente mAs grande
que  la 3~ galactosidass de Kluyveromyces lactis (Dickson vy

Markin 1979) y de la lactasa de Aspergilus orizae y A niger
(Vassilis y Lépez-Leyva 1985) y mds pequefia que la f3-galactosidasa
de Escherichia celt (Zabin y Fouwler 1978) (tabla 2).

El examen de la proteina por microscopta electrénica sugiere
que esta constituida por- 9 o 10 subunidades en un arreglo
de tiporpentagonal el cual confiere un numero mayor de contactos
por subunidad haciéndola muy estable. La reaccidn con Fara-
cloromercuriobenzoato (PCMB}, indica que la enzima puede poseer 5
sitios activos por molécula, lo cual deberia ser compatible con
un modelo de 10 subunidades. Por otro lado, =1 andlisis
electroforético sugiere que la molécula presenta dos
subunidades grandes diferentes de 90,000 y 120,000 daltones.
El punto isoeléctrico de la mayor 1iscenzima es de 5.1,
comparado can el de 4.61 reportade para la enzima de E. colt

10



Tabla 2

PROPIEDADES DE LA 3-GALACTOSIDASA DE DIVERSOS
 MICROORGANISMOS (Canales 1985)
Fuente de la enzima pH Temperatura Peso
éptimo Sptima molecular
(°c) (KD)
Aspergilus.niger 3-4 55-60 124
Aspergllus orizae s 50~-55 g0
Kluyveromyces lactis 7-7.3 37 135
Kluyveromyces fragilis 6.6 37 201
Candida pseudetropicalis 7.5 30 215
Egcherichia col ‘ 7.2 40 465.7
Bacillus sp. 6.8 : 65
 Lactobactillus bulgaricus 7 42-45
Streptococcus thermophtilus 6-7 .’ ‘55 500-600

11
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(Craven 1965). El coeficiente de extincidén molar de la 3
galactosidasa determinado a 280 nm es de 1.58 cm® por  mg de
proteina y 1la relacién de A280 / AZ60 es 1.60.

La composicién de aminodcidos de la enzima es
completamente diferente de los analizados para las
fi-galactosidasas de varias bacterias. La lactasa de

0n

Kluyveromyces . fragilis carece de carbohidratos y presenta na
del 30% de aminoadcidos hidrofebicos en su composicién  (Mahoney v
Whitaker 1878), (tabla 3).

IITI.2.B Caracteristicas cindéticas

pH Sptimo  para la actividad y estabilidad de la

f3=galactosidasa

Al hablar en general de las lactasas de levadura encontramnos
que el pH optimo de esta enzima se sitda en un rango de entre
6 y 7, diferiendo notablements de los valores reportados
para bacterias que es entre 7 y 8 y para hongos que €s cercano &
5 (tabla 2j.

En preparacionzs puras de lactasa de Kluyveromyces fragilis
el pH dptimo esta entre 6.6 y 6.8, el cual es 0.5 unidades de
pH mas alto que el del complejo enzima sustrato (Mahoney v
Whitaker 1975). En extractoe crudo el pH oSptimo de 1la 3=
galactosidasa medido a 27°C estd entre 6.3 y 6.5 (Castillo y
Sanchez 1980; Wendorff y Amudson 1971).

A partir de la influencia del pH sobre 1la Kn y la
velocidad maxima en la hidrélisis de orto nitrofenol
f?-galactopiranosido ( ONPG), con f2-galactosidasa de Kluyveromyces
fragilis se ha deducido la existencia de dos grupos ionizables
un grupo imidazol no protonado con un pK de 6,39 y un grupo  con
un pK de 7.23 ‘el cual pudiera ser un imidazol [ un
sulfhidrilo o¢ el grupo amonio de un amincidcido N- terminal
(Mahoney y Whitaker 1977).

12



Tabla 3
COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA /3~ GALACTOSIDASA DE

Kluyveromyces fragilis (Mahoney y Whitaker 1978)

AMINQACIDO PORCENTAJE
Acido aspéartico 12.5
Acido glutémico 10.8
Leucina 7.8
Lisiné 7.6
Glicina 6.9
Valina 6.4
Fenilalanina 5.8
Iscleucina 5.4
Alanina 5.1
Tirosina 5.1
Serina 4.9
Prolina : 4.7
Treonina 4.8
Histidina . : 5.8
Arginina » 3.3
1/2 Cistina . 2.3
Triptofano 1.9
Metionina 0.5

13



La f3- galactosidasa se mantiene estable en un renge de pH
entre 6.5 y 7.5 por al menos 10 minutos a 37°C, arriba de pH 8
y abajo de 6.5 la enzima es inestable (Mahoney y Whitaker 1977)

Wendorff y Amudson (1971) reportan gque la preparacién de
fi-galactosidasa de Kluyveromyces fragilis parcialmente purificada
es estable durante 30 minutos a 25°C en un rango de pH de 6 a 7,
pero se inactiva rapidamente a pHs menores de 5.5. En laz miswas
condiciones Chan (1971) encontré que su  extracto enzimdtico se
conservaba estable en un rango de 6 a 8.5, mientras que por abajo
de S perdia completamente su actividad.

Efecto de 1la temperatura sobre la actividad y estabilidad

de la 3 - galactosidasa.

El efecto de la temperatura sobre 1la actividad de la
A-galactosidasa de Kluyveromyces fragilis fué estudiada por
Wendorff y Amudson (1971) en un intervale de 5 a 45° C. Sus
resultados indican una temperatura éptima entre 35 y 45°C y una
energia de activacién promedio de 12.9 Kcal/mol . Por otro lado
Mahoney y Whitaker (1977) estudiaron el efecto de la
temperatura sobre la Km y Vmax, llegando a la conclusidén de gue
la Km es independiente de la tempsratura en un rango de 20 a 45°C
mientras que 1la velocidad méxima se incrementa 2.7 veces si la

temperatura se incrementa de 25 a 45”c.

Mahoney y Whitaker (1977) reportan que la velocidad de
inactivacién de la f3-galactosidasa de Kluyveromyces fragilis a pH
7 v diversas temperaturas se asemeja a una reaccién de primer
orden. La enzima es estable hasta 34° C, mientras que a 40 °C
se inactiva por desnaturalizacidn. Cuando 1las constantes de
primer orden son graficadas contra el reciproco de la temperatura
se obtiene una energia de desnaturalizacién de 56 Kcal/mol.

Finalmente Uwajima et al (1972) encontraron  que la
f-galactosidasa de K. fragilis es estable durante 10 minutos pH 7
y temperaturas de hasta 40°C; sin embargoe, la enzima se
desnaturaliza rapidamente por arriba de esta temperatura.
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Efectos de diversos iBnes sobre la actividad y estabilidad

de la f3-galactosidasa de Kluyveromyces fragtlis
Al ~ igual que muchas enzimas, la actividad de 1la £3-
galactosidasa se ve influenciada por la presencia de iones en
solucién (tabla 4)., Uwajima et al (1972) reportan que los iones
de potasio en concentraciones de 0.1 M incrementan la actvidad
lactasa de K. fragilis. Por otro lado, el magnesio y el manganeso

en concentraciones 0.001 M y 0.0001 M respectivamente,
incrementan la velocidad de hidrélisis de lactosa en
amortiguador de fosfato de potasio a pH 7. Sin embargo, los

iones potasio no pueden ser reemplazados por sodioc, magnesio o

manganeso,

El potasio en concentraciones de 0.01 M estabiliza la enzima
durante una hora. Ademas la adicién de iones manganeso confiere
a la lactasa de levadura una mayor estabilidad & las condiciones
extremas de temperatura (Wendorff y Amudson 1971). Los netales
pesados como el zinc ( 5 x 10°M), y el cobre ( 5 x 10°°M ),
ejercen un efecto fuertemente inhibitorio sobre la actividad de
la enzima (Mahoney y Whitaker 1977)

Finalmente, la dialisis de la enzima contra agua desionizada
provoca una  pérdida irreversible de la actividad de la
fi-galactosidasa (Mahoney y Whitaker 1977).

Efecto de la concentracién del sustrato y productos scbre 1la

actividad de la [3-galactosidasa.

La f3-galactosidasa de Kluyveromyces fragilis actua sobre una
amplia variedad de - galactédésidos y es especifica respecto a la

parte galactosida de la molécula del sustrato. La
f3-galactosidasa hidroliza la lactosa, orto y para - nitrofenocl
f3- D- galactopiranosidos pero no tiene actividad sobre

O-nitrofenol-ao-D-galactopiranosido (Mahoney y Whitaker 1977).

La misma enzima cataliza reacciones de ‘transglicosidacidén
cuando el aceptor es diferente al agua, formandose mediante
este proceso disacaridos y trisacaridos. La cantidad de estos
azucares dependera .de la naturaleza y origen de la enzima, ‘la
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Tabla 4
EFECTO DE DIVERSOS IONES SOBRE LA ACTIVIDAD DE
LA 3-GALACTOSIDASA DE Kluyveromyces fragilis
(Wendorff y Amudson 1971; Mahoney y Whitaker 1977)

¥ CONGENTRACION ACTIVIDAD RELATIVA
DEL ION (M) (%)
Sin adicién de iones 100
Mt 1x1077 93
1x107° 176
1x107° 287
x107*-1x107% 300
Mg® 1x107*-1x10% 150
n”* 1x107? 0
ca®* 1x10” 30
Na* 1x107® 42
Ag" 1x10° 0
Hg® 1x107° 0

Actividad relativa a la medida utilizando amotiguador

de fosfatos de potasic 0.05M pH 7




concentracisn del gustrato*y el momento en que entran en
contacto la enzima y el sustrato.

Las constantes cinéticas calculadas por el método de
Lineweaver- Burk (tabla 5), se encuentran en un range de 2.5 a
3.0 mM para Km y de 0.66 a 3 umoles de producto 1liberado por
minuto para Vmex cuando se utiliza ONPG como sustrato. Cuando  se
hidroliza lactosa los valores reportados de Km son de 14-24 mM
y de Vmax de 1.0 a 10 umoles de glucosa producida por minuto
(Wendorff y Amudson 1971; Uwajima 1972; Mahoney y Whitaker
1977} .

Los numeros de recambio calculados para un peso
molecular de 201,000 es de 3.41 x 10° S™* para ONPG y 1.51 x 10"
st para lactosa a pH de 6.60 y 37°C (Mahoney y Whitaker 1977).

Tanto la galactosa como 1la glucosa ' producidas por
hidrélisis de lactosa inhiben la actividad de la f3-
galactosidasa. La galactosa se comporta como un inhibidor

competitivo mientras que 1la glucosa como un inhibidor no
competitivo. (Wendorff y Amudson 1971).

La constante de inhibicién (Ri} reportada para galactosa as
de 27.7 mM; 10 veces mayor que el valor de Km medido con ONPG 'y
casi dos veces mas alto que la Km calculada para lactosa como
sustrato. Ademas de los productos de hidrélisis los
tiogalactosidos inhiben competitivamente la [3- galactosidasa de
Kluyveromyces fragilis (Mahoney y Whitaker 1977).

Estabilidad de la enzima en almacenamiento.

Los estudios de estabilidad al almacenamiento de la [3-
galactosidasa han demostradc que la enzima pura conserva mas del
80% de su actividad original cuando se almacena en
amortiguador de fosfatos con magnesio y manganeso 0.5 'y 0.1
‘mM respectivamente, durante seis meses a 2°c. A 22°C la enzima
sélo retiene el 10% de su actividad después de una semana de
almacenamiento (tabla 6).
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Tabla 5
CONSTANTES CINETICAS PARA LACTASAS

DE LEVADURA

FUENTE DE LA Km Vmax - Ki
Hmoles prod
ENZIMA (mM) min X mg prot. (mM)

o
K, lactts

ONPG 1.6 143 46
. (Galactosa)
Lactosa - 12-17 340
(Glucosa)

b
K. fragilis

ONPG 2.72 960 27 .7

(Galactosa)
Lactosa 13.490

<
¥. bulgaricus

ONPG 30-59

<
C. pseudotropicalis

ONFG 3.06 63

a) Dickson y Markin (1979)
b) Mahoney y Whitaker (1977)

<) Takatoshi et al (1982)
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Tabla 6

»

ESTABILIDAD AL ALMACENAMIENTO DE LA 3=GALACTOSIDASA DE
Kluyveromyces fragilis (Mahoney y Whitaker 1977)

Estado de la Temperatura de Tiempo de Actividad
Enzima almacenamiento almacenamiento Conservada
ENZIMA PURA 2°¢c 6 Meses 80%
22°¢ 1 Semana 10%
EXTRACTO CELULAR -20%¢ 12 Meses 100%

Alamacenados en amortiguador de fosfatos de potasio
0.1 M pH 6.6 con magnesio y manganeso 0.5 y 0.1 mM
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Cuando la enzima se almacena en preparaciones crudas
esta mantiene su actividad durante un afio a 20°C. Los compénentes
sulfihidrilos tales como el 3= mercaptoetancl y el
ditiotreitol estabilizan la enzima contra desnaturélizacién
durante el almacenamientoe (Wendorf{ y Amudson 1971; Mahoney V¥
Whitaker 1977).

III.3 Produccidn y Recuperacién de la f3~galactosidasa

Comercialmente la f3-galactosidasa de Kluyveromyces fragilis
se produce en cultivo sumergido a partir de suero de leche,
fuente twnica de lactosa, suplementado con nitrégeno
inorganico vy una fuente de vitaminas como el extracto de
levadura o licor de remoic de maiz. Las condiciones de
produccidén y optimizacién del producto estan ampliamente
estudiadas y al respecto existe una gran cantidad de reportes
tanto a nivel de laboratoric como a escala piloto e industria

-{Garcia-Garibay 1986). '

Sin embargo es sorprendente la carencia de literatura
cient{fica en relacién al desarrollo y optimizacién de
operaciones unitarias con el objetivo de extraer y purificar la
3- galactosidasa de levadura. Esta carencia de informacién ha
sido enfatizada por algunos autores, en lo general para la
recuperacién de enzimas intracelulares. El1 problema parece
particularmente critico para la enzima en cuestién, adn cuando
las técnicas de purificacién de enzimas a nivel de laboratorio
han alcanzado un alto grado de depuracién.

Por otra parte, =8 evidente que las industrias que
actualmente producen la enzima han establecido las metodologfas
de recuperacién del producto; no obstante , tales procesos son
mantenidos bajo secrecfa y por tanto no son del dominio
pablico. '

Los procesos de recuperacién de enzimas intracelulares
reportados en la literatura {(tabla 7), incluyen por lo general una
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Tabla 7

SECUENCIA DE LAS OPERACIONES USADAS EN LA RECUPERACION DE
ENZIMAS INTRACELULARES (Nevile y Lilly 1984)

Etapa de Operaciones de Método
recuperacién recuperacién empleado
Primera Cosecha celular Centrifugacién
Filtracién
Segunda Ruptura celular Mecanica
No mecénica
Tercera Extraccién L{ quido-Liquido
S51ido-Li quido
Cuarta Concentracién Precipitacién
y enriquecimiento Ultrafiltracién
Microfiltracién
Quinta Purificacién de Cromatograf;a
Alta resolucién Procesos
Electrocinéticos
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secuencia comin de pasos de purificacion consistente en la
extraccién, eliminacién de 4&cidos nucleicos y precipitacién,
seguidos de uno o mas pasos cromatogriaficos para lograr una
pureza més alta (Nevile y Lilly 1984)

En lo que se refiere a la recuperacién de ia
f3-galactosidasa de levadura., 1la informacién existente seffala dos
tendencias principales en la obtencidn del producto : la primera
es la ruptura de las células con objeto de extraer y purificar la
enzima. La segunda es la de efectuar una ruptura parcial de la
pared celular de modo que la enzima no sea secretada al espacio
extracelular pera que la lactosa y sus productos de
hidrélisis puedan difundir libremente a través de la cubierta
celular sin qgue medie un transporte active. En este dltimo caso

se utilizan las células completas CcOono preparado - crudo
enzimitico. '

Eh cualquier caso, es muy importante que no subsistan
actividades enzimdticas extrafias a la actividad de -
galactosidasa, como podrian ser enzimas proteclfticas, o la
actividad conocida como zimasa, que es la capacidad de

metabolizar los azdcares para la produccién de alcohol y diéxido
de carbono a través de la via glicoli tica, situacidén que afécta
las propiedades organolépticas de la leche y el suero
(Garc{a-Garibay 1986).

Mediante la primera estrategia se obtiene un producto na.s

. puro, con menos enzimas contaminantes gue no producira sabores

ni alterara el aspecto de la leche ¢ el producto lacteo donde sea

utilizado. La segunda estrategia conduce a un producto de menor

costo pero con menor actividad enzimitica y con el riesgoe de
contener actividades residuales.

En la tabla 8 se citan las metodologias més empleadas en la
recuperacién a gran escala de la_ﬁ—galactosidasa y sus principales
caracteristicas. A continuacidn se revisardn con mis detalle
aquellas relacionadas con la ruptura celular y la extraccidén de la
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Tabla 8

OPERACIONES EMPLEADAS EN LA RECUPERACION A GRAN ESCALA

DE LA 3=GALACTOSIDASA

(Varela 1287)

OPERACION

METODO EMPLEADO

COMPARIA

Recoleccidn celular
y lavado

Ruptura celular

y extraccisn

Eliminacisdn de
solventes

Purificacisén

Concentracion

y Formulacién

Centrifugacidn

Lisis con solventes

organicos

" Centrifugacidn

Filtracidn

Ultrafiltracidn y

cromatografia

Secado
Uso de polioles y

agentes estabilizantes

Gist Brocades
Rohm
Lactaid

Gist Brocades
Rohn

)
Gist Brocades
Rohm

Gist Brocades

Gist Brocades
Rohu
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2NZ1mea .

IITI.3.1 Ruptura celular

Se han reportado diversos métodos de ruptura celular para
la extraccién de enzimas intracelulares, pudiendose clasificar
" en procesos mecinicos y no mecdnicos (figura 2)

Los métodos mecdnicos que se utilizan a gran escala y
aquelleos que pueden implementarse en la industria son adaptaciocones
derivadas de maquinas construidas para el fraccionamiento de
material no celular, incluyendose dentro de este grupo el
homogenizador de alta presidén, el molino de alta velocidad y 1la

ultrasonicacién.

Los métodos no mecAnicos han servido como base para la
obtencidén de productos de interes comercial. Estos métodos
comparten la caracteristica comun, de que son aplicados
exitosamente sobre un microorganismo particular para la
recuperacién de una enzima especi{ fica y permiten la

destruccidn selectiva de enzimas que pueden interferir con su
aplicacién.

Los métodos no mecanicos mds utilizados & gran escala
incluyen: la lisis quimica a través de solventes orginicos y. 1la

ruptura celular mediante tratamiento fi{sico.

Ruptura mecinica con homogenizador

La ruptura de células mediante 21 uso de homogenizadores es
una operacién eficiente, versatil y de facil implementacidn. En
estos equipos la ruptura celular se logra por las altas presiones
y- efectos de corte a los que se ve sujete el microorganismo.
Las presiones de operacién son de alrededor de 350 Kg/cm2 y
se puaden manejar volumenes de hasta 900 1/h (Dunill 1972).  Sin
embargoe 1la temperatura de la suspensién celular tiende a
incrementarse afectande de esta manera la integridad de 1la
enzima v el rendimiento en la recuperacién (Wang et al 1979)
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FIG 2 METODOS DE RUPTURA CELULAR

(Wang etal 1979; Aiba etal 1973)

RUPTURA CELULAR

MECANICO

NO MECANICO

CORTE LIQUIDO CORTE SOLIDO DESECACION LI3IS
ULTRASONIDO MOLIENDA SECADO CON AIRE QUIMICA
AGITACION PRESION SECADO AL VACIO FISICA
MECANICA ENZIMATICA
PRESION
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Ruptura mecénica por molienda.
Los = métodos de molienda son una excelente forma de

desintegracidén celular. En este tipo de equipos la ruptura
celular se produce como un resultado de las fuerzas de corte
producidas entre los gradientes de velocidad, ademds de las

colisiones entre microorgansimes y el material abrasivo.

La wolienda puede ser usada tante en peqguefia escala o en
equipo continuo capaz de procesar hasta 50 Kg de pasta celular
por hora. La principal desventaja de estos equipos es la
cantidad de calor generado, por lo que a gran escala es
necesario la adaptacién de equipos adicionales de enfriamento
para el mantenimiento de temperaturas bajas (Melling y Phillips
1975) .

Ruptura celular por ultrasonicacién
La ultrasonicacidn &s un método mecadnico de corte en liguido
para la ruptura celular el cual ha recibido particular
atencién en la literatura.

En la ultrasonicacisén aplicada & scluciones, se crean
dreas de rarefaccién y compresién, en las cuales se forman
cavidades que rapidamente se colapsan en 1 intercambioc de una
area de rarefaccién a una de compresidn. Las burbujas producidas
en las cavidades son as{ comprimidas y durante su colapsc generan
ondas de choque que son finalmente el elesmento destructivo de la
pared celular.

Aunque el tratamiento ultrasénico ha probado ser un método
Gtil y versatil a escala laboratoric, su aplicacidén a la ruptura
de grandes cantidades de microorganismeos se ve limitida por 1la
dificultad de transmitir wuna potencia suficiente a grandes
volumenes de suspensién, aunado al hecho de que este proceso
provoca efectos quimicos tales como la formacidn de radicales.
libres (Yusuf y Murray 1986).
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Ruptura no mecinica por agentes quimicos

Existe la posibilidad de romper la pared celular mediante el
uso de enzimas y disolventes orgénicos, la priwmera alternativa es
aun demasiado costosa para ser practicable a gran escala (Reed
1982) .

La utilizacién de disolventes con este fin presenta varios
inconvenientes va que 1la mayoria de ellos son incompatiblaes con
productos alimenticios por su toxicidad y por lo tanto debe
asegurarse su total eliminacidn del producto final. Los 'solventes
son generalmente flamables y explosivos, 1o gue demanda estrictas
medidas de seguridad industrial. Ademas, la ruptura celular
mediante esta técnica es dificil de optimizar a.gran escala (Wang
et al 1979).

Ruptura no mecénica por desecacién

El secado con aire es uno de los metodos mads antiguos  para
la ruptura de células microbiales. Dentro de estos métodos el
secado por aspersidén ofrece amplias ventajas ya que es ‘una
operacidn unitaria plenamente estudiada e implementada a nivel
industrial para diversos wusos, Yy por 1lo tanto se encuentra
optimizada en términos de costos, beneficios, disefo de eguipos y
control de variables (Brennan et al 1870).

Stimpson y Sayuille (1954) reportaron que el secado por
aspersién permite obtener células un producto a base de celulas
de levadura con alta actividad lactasa y baja actividad de zimasa
Las temperaturas usadas en este trabajo fuéron de 120°C de aire
caliente y 77°C de aire humedo, usando concentraciones de sélidos
en la alimentacion del 10 al 18%. )

Johnson (1977} consiguid 1lisar células de 1levadura bajo
condiciones suaves y sin degradacién cuando el microorganismo fud
sometido previamente a un choque térmico. Este proceso consiste
esencialmente en suspender la levadura en agua concentraciones
-entre el 5.y el 18% y alimentarlas a un secador por pulverizacién
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con temperaturas de aire caliente de 150°¢ a 400"¢C.
" Posteriormente el producto seco Sse somete a autdlisis. en

condiciones extremadamente suaves.

El secado por aspersién es utilizado por la compafiia Sugarlo
de E.U.A. para la obtencidén de su producto enzimdtico "Lact aid"
(Lactasa de Kluyveromyces lactis). Las células permeabilizadas se
mezclan con glicerol y agua con el objeto de estandarizar la
actividad y conferirle mayor estabilidad al producto
(Garcia-Garibay 1986).
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1V METODOLOGIA
IV.1I Produccidén de Kluyveromyces fragilis

El organismo wutilizado en el presente estudio fus
Kiuyveromyces fragilis, NRRL Y 1109 obtenido de la Universidad de
Davis California. La preparacién del medio de cultivo, asf{ como
las condicicones de crecimiento celular se basaron en el método de
produccién de (3 galactosidasa descrito por Casas et al (1987}

IV.1.A Composicidn del medio

El medio wutilizado para el crecimiento del indcule y
produccién celular contenia los siguientes ingredientes

le/l)
Suero. lactosado 66.6
Lactosa 7 50.0~
Extracto de levadura . 7.5
Sulfato de amonio 8.4
Fosfato de potasio dibisico 4.5
Sulfato de magnesio 0.5

El valor de pH fué ajustado & 5.5 con H2POs« ({&cido

fosférico). La cepa se conservd en tubos inclinados con  medio
"sélido  "Slants"con agar al 2% y los mismos compuestos - antes
mencionados salvo el suero .lactosade gue {ué sustitufde por

lactosa al 5%
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IV.1.B Preparacién de indculos

Slants

La cepa se sembrd por asada en tubos de enaye de 16 -» 150
con 20 ml de medio sélido inclinado y se incubd a 29°C durante 48
horas., Transcurrido este tiempo se almacenardn a 4°C para su
utilizacidn posterior como indculos de medie l{quido.

Inoculos de 1 y 10 litros

Para la produccién del indculo de 1t litro, se sembraron 3
azadas de’células del slant en un litro de medic lfquide y se
_incubs a 2%°C y 200 rpm durante 20 horas. En la preparacidn de 1la
semillla en 10 litros se inccularon 9 litros de medio ( con la
cantidad de reactivos para 10 litros )}, con las ceélulas crecidas
previamente en un litro v se incubaron a 29°¢C, 200 rpm y- 0.2 vvm
durante 12 horas en fermentador de 14 litros tipo Labroferm New
Brunswik.

IV.1.C Produccidn en 100 litros

La produccisdn de células en 100 litros fué realizada por
fermentacién en planta piloto en un tanque de acero inoxidable,
con volumen nominal de 130 litros, agitacidén mecdnica y dispersién
de aire multiesférico. 90 litros de medio con sueroc lactosado
fueron inoculados con 10 1litros de cdltivo de Kluyveromyces
Jragilis previamente preparados, la temperatura durante la
fermentacién se mantuvo mediante control manual a 29°C. La
agitacién fué de 235 rpm y la aireacidn de 0.1 vvm . En promedioc

el tiempo de producién fué de 12 horas.
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Iv.2 RECUPERACION DE LA ENZIMA

IV.2.A Centrifugacién del caldo de cultivo

Dependiendo del volumen de produccién, 10 o 100 1litros, 1las
células se cosecharon por centrifugacién uvutilizando tanto la super
centrifuga tubular Sharples Cl-T-1 con capacidad maxima de 600 cma

y el modelo AS-16 con una capacidad maxima de 6000 cmg.

Para el primer caso, 1las condiciones de operacidén usadas
fueron de 21,000 rpm con un flujo de 250 ml/min y para el segundo
se usé un flujo de 1 1l/min y 15,000 rpm. La pasta celular obtenida
se resuspendié a diferentes concentraciones, 10, 15 y 20% en agua
destilada con ayuda de un agitador mecénico tipo RZR1 Caframo.

IV.2 B Secado de la levadura

Secado en el rotavapor

Las células resuspendidas al 10% se secaron en un rotavapor
marca Buchi Mcdelo R-110 con control automético de  temperatura.
Las condiciones utilizadas fueron 35, 40 y 45°C de temperatura con
una presién absoluta de 31.2 mmHg durante 5 horas de operacién.

Secado por aspersidn

El producto resuspendido al 10, 15 y 20% (p/v},se secd por
aspersién en un atomizador Niro para produccién a pequela escala
tipo P-6,3, con atomizador rotateric en corriente paralela.  Se
utilizaron'temperaturas de aire caliente de 110, 140 y 160°C y 60,
80 y 96°C de aire htumedo, con un flujo de aire de 400 kgs/hr y  una
velocidad de atomizacién de 20 000 rpm. E1 volumen pronedio de
alimentacién fué de 5 litros y la temperatura de la muestra fué de
23°¢
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Iv.2.C Extraccion de la [?~galactosidasa de Kluyveromyces

fragilis

Se utilizaron 10 g de células secas obtenidas en el rotavapor
bajo las condiciones de maxima expresién de la actividad lactasa ,
las cuales fueron resuspendidas en 60 nmnl de amortiguador de
fosfatos de potasio 0.1M pH 6.6 durante una hora a temperatura
ambiente. Despues de este tiempo, 1la suspensién se centrifugd
durante 15 minutos a 5000 rpm para remover los cuerpos celulares y
el sobrenadante recuperado con actividad lactasa se concentréd  por
evaporacisén a 35°C durante 30 minutos hasta un volumen aproximado
de 10 ml .la actividad del producto fué medida por el método de
ONPG y'el contenido de protefina por el método de Lowry (1951}

IV.3 CARACTERIZACION DEL PRODUCTO

IV.3.A Determinaciédn de la concentracidn celular

) La concentracién celular se determiné por turbidimetria
midiendc la absorbancia de la muestra a 650 nm en un
espectfofotémetro Beckman modelo 35 y extrapolando el valor a una
curva de peso seco.

La curva de peso seco se construyd, midiendo la absorbancia
de diferentes suspensiones celulares dilufdas 1:50 al mismo tiempo
que se filtraron al vacio en membranas Millipore y se secaron a
peso constante. Los pesos obtenidos se relacionaron con los
valores de absorbancia mediante la sigulente ecuacién:

Abs.~ 0.03

Conc. celular (gr/l) =
0.0599
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IV.3.B Determinacién de la actividad de la lactasa wusando

ONPG (orto-nitrofencl f3-galactosido) como sustrato

La medicién de actividad se bas$é en 1la hidrédlisis del
cromdgeno ONPG por la enzima f3- galactosidasa. El método utilizado
es el elaborado por Lederberg (1950) posteriormente modificado por
Kuby (1953) y adaptade por nosotros para células libres de
Kluyveromyces frogilis, as{ como para el producto seco.

El glicésido ONPG que es incoloro, cuando se pone en contacto
con la enzima se hidroliza, liberdndose una mol de galactosa y una
de ONP (orto nitrofencl), por cada mol de ONPG hidrolizado. El ONP
liberado se detecta colorimétricamente debido a que en solucién
produce una coloracidén amarilla.La coloracién seri proporcional a
la actividad enzimadtica y al tiempo de hidrélisis. La medicién se
realiza en un espectrofotémetro a 410 nm de longitud de onda a 1la
cual se obtiene la méaxima absorbancia del compuesto colorido ONP,

REACTIVOS
O- nitrofenol f?-galactosido 0.068 M
3-mercaptoetancl 3.36M

Solucidén amortiguadora de fosfatos de potasio 0.1 M con 1mM
de Mg++ y 0.1 mM de Mot ( amortiguador de trabajo ).

Descripcién de la técnica pﬁra células frescas

Debido a que la f3-galactosidasa es una enzima intracelular,es
necesario permeabilizar las células para detectar la actividad
enzimatica, procediéndose para esto de la siguiente forma

) En un matraz aforado de 25 ml se colocaron 12.5 mg de células
" .recién cosechadas, adicionando 5 ml de alcohol disocamilico vy
aforando con amortiguador de fosfatos de potasio 0.1 M con Mg*+y
Mn++.1.0 y 0.1 nM respectivamente pH 6.6, La suspensién celular,
con una concentracién de 0.5 mg/ml, se agité durante una hora en-
una placa de giro vertical suave. Posteriormente se agregaron 0.1
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ml de células permeablilizadas a la mezcla de reaccién (2.7 ml de
amortiguador de trabajo 0.1 ml de la solucién ciez 3~
mercaptoetanol y 0.1 ml de de la solucién de ONPG). La absorbancia
se registré é 410 nm cada 30 segundos durante 4 mwminutos a una
temperatura de 40°C en un espectrofotémetro Beckman modelo 35 con

control de temperatura.

La concentracién de ONP liberado se calculd por medio de una

curva tipo con los siguientes valores

pmoles de ONP/ml = -ABS_* 0.0013

1.18(Coeficiente de extincidén
molar del ONP)

Finalmente, la concentracién de producto obtenido se grafics
en funcidén del tiempo de reaccién, obteniéndose una recta cuya
pendiente fué igual a la velocidad de la hidrélisis o actividad
total (mmoles de ONP/ min). La actividad especifica se obtuvoe
dividiendo la actividad total entre las cantidades de células

utilizadas en la reaccidn esto es: AcCt. esp. = Actividad total/g
de células.
En nuestro estudio una unidad de actividad en ONPG es

definida como la cantidad de enzima que libera 1 pmol de orto-
nitrofenol por  minuto bajo las condiciones de reaccisén

anteriormente descritas.

Descripcidén de la técnica para medicién de actividad

intra y extracelular del producto seco

El producto seco que se obtuvo tanto en el rotavapor como por
atomizacién se resuspendié en 100 ml de amortiguador de trabajo
para dar una concentracién celular de 0.5 mg/ml y se agitéd en una
placa magnética durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después
de tal tiempo se tomaron 0.1 ml de 1la solucidén y midid 1la
actividad lactasica, segin la técnica descrita anteriormente

La actividad intra y extracelular se midié resuspendiendo 75
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mg de producto seco en 100 ml de amortiguador de trabajo ¥
agitando a temperatura ambiente durante 15 minutos: de agqui se
centrifugaron 5 ml de suspensidn durante 15 minutos a 5 000 rpm.
Posteriomente se separd el sobrenadante del paquete celular y este
Gltimo se resuspendié en 5 ml de amortiguador de trabajo. La
actividad lactasica fué medida tomando 0.1 ml de ambas fases Yy
usando el método del ONPG.

IV.3.C. Determinacién de la actividad de 1la lactasa usando

lactosa como sustrato.

La forma en que se midié 1la actividad enzimidtica por
hidrélisis de lactosa se basa en la deteccién colorimétrica de
glucosa mediante la accién acoplada de dos enzimas glucosa oxidasa
y peroxidasa, las cuales generan un reactivo cuya intensidad de
color es proporcional a la concentracién original de glucosa y se
debe a la oxidacién del O- dianisidina que acepta el oxfigeno que
resulta de la accién de peroxidasa. Las reacciones involucradas en
el método son las siguientes

3-galactosidasa
Lactosa » glucosa + galactosa

G.Oxidasa
Glucosa + Q2 » 4cido glucdnico + Hz02

Peroxidasa
Ha20z2 + Orto- dianisidina ~—————————— Oric- dianisidina +H202
oxidado
(incoloro) ( color café )

REACTIVOS

Equipo de ensayo de glucosa Sigma (cat.no.510 DA) con:
Glucosa oxidasa (GO) '

Peroxidasa

Orto- dianisidina

Solucidén estandar de glucosa (1 mg/ml) ‘ v
Hidréxido de bario 0.3 N (BaOH)
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Sulfato de zinc 0.3 N (Zn 50)2

Preparacién enzimitica

Se disolvié el contenido de una capsula del Kkit, con 500
unidades de G. 0 y 100 unidades de peroxidasa, en 100 ml de agua
destilada. Posteriormente se combind la solucidn con 1.6 ml de

orto-dianisidina.

Procedimiento

A) A un tubo marcado como blanco se agregaron 0.5 ml de  agua
destilada. '

B) A un tubo marcado como ST. se afiadieron 0.5 ml de la
solucién estandar de glucosa dilufda 1:20.

C) A los tubos marcados como muestra problema se les
agregaron 0.5 ml de una dilucidén 1:20 de las mnuestras
obtenidas de la hidrélisis enzimdtica.

D) Se adiciond a cada tubc & ml de solucidn enzimbtica -~
reactivo de color.

E) Se incubaron todos los tubos a 37°C durante 30 minutos.

F) Al final del periodo de incubacién se leyeron las muestras
a 450 nm en el espectrofotémetro, wusando la soluciédn
blanco como referencia. E1l célcule de 1la cantidad . de
glucosa se hizo relacionando la absorbancia de la
muestra problema con el standard de tal forma que :

A problema

Glucosa ( mg/ ml ) =—p=covooa-r-—

Lavvelocidad de hidrélisis enzimdtica se obtuvo transformando
la concentracién de glucosa en umoles/ml y graficando los valores
:éh'funcién del tiempo, la pendiente de la curva serd igual a la
'velocidad as{ que

Hmoles glucosa

Vi = ml min

En nuestro estudio, una unidad de actividad lactosa de 3~
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galactosidasa es definida come la cantidad de enzima gque libera
una umol de glucosa por minuto bajo las condiciones de reaccidn

descritas.

En el caso en que se trabajd con suero o leche en polvo, fué
necesaria la desproteinizacién de la muestra, la cual se 1llevéd

a cabo de la siguiente manera

G) Se etiquetaron tubos come blance,estandard y los
correspondientes a la muestra de hidrélisis.

H) Se adiciond al blanco 2 ml de agua destilada, al estandar
2 ml de sclucién glucosada dilufda 1:10y a los tubos
problema 2 ml de muestra diluida 1:10

H) A cada tubo se agregé 1 ml de solucidn de hidréxido de
bario y 1 ml de sulfato de zinc, mezclando vigorosamente.

I) Las muestras se centrifugaron para obtener un sobrenadante
claro, del cual se transfirieren 0.5 ml de cada tubo a
otra serie de tubos etiquetados.

J) Se agregd la solucidn enzimdtica vy se procedid a partir
de aqui{, como en E y F.

IV.3.D Hidrélisis de la lactosa en leche y suero

Para la realizacidn de estas pruebas se prepararon 250 ml - de
una solucién de suero y leche en polvo con el 5% de lactosa, las
cuales fueron tratadas con 0.25 ml de producto enzimdtico a pH 6.6
con una actividad de 1000 U/ml. Las muestras se incubaron durante
cuatro horas a 40°C en agitacién., tomindose muestras de 3 ml
durante cada hora e inactivandolas por calentamiento durante cince
minutos. La cantidad de glucosa fué medida mediante el métode de

glucosa oxidasa (Sigma), previa desproteinizacidn de la muestra.
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IV.3.E Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad de
la f3-galactosidasa

El efecto del pH sobre la actividad de (-galactosidasa fué
estudiada en un rango de pH de 5.6 & 8.0 en amortiguador de
fosfato de potasio 0.1M con iones de magnesio y manganeso & 40°C.
El efecto de 1la temperatura fué determinada en el mismo
amortiguador a pH 6.6 en un rango de temperatura de 257 & e0%C
usando la cantidad de producto equivalente a 10ug de proteina en
un volumen de reaccién de 3.0 ml. La actividad fué medida segin el
método de ONPG y el cdlcule de la energfia de activacidén se hizo

mediante la ecuacidn de Arrhenius.

IV.3.F Efecto de la concentracién de sustrato y productos
sobre la velocidad de hidrdlisis.

En la estimacién de las constantes cinéticas, Km y Vmax se
probé lactosa y ONPG como sustrato. Cuando se utilizé la  lactosa.
la reaccién se llevé a cabo en un volumen de 21.0 ml en un rango
de concentracién de 7.3 de 146 mM y con una cantidad de enzina
de 75 pg/ml inbubéndose en el amnortiguador de trabajo a pH 6.6 &
40°C. Las muestras se tomaron cada minuto en un pericdo de Sy se

inactivaron coleocidndolas en bafio a ebullicidn,

La concentracién de glucosa se midié mediante el método de
glucosa oxidasa (Sigma) Vv la velocidad inicial se obtuvo
graficando la concentracién de glucosa ( umoles/ml )en funcidn del

tiempo.

En la determinacién de Km y Vmax con ONPG como . sustratc, se
probaron concentraciones de 0.227 mM a 7.94 mM de sustrato anilogo
en un pH de 6.6 a 40°C. En los estudios de inhibicidén se utilizé
glucosa y galactosa en concentraciones de 10 a 250 mM y 1la
estimacién de Ki para galactosa se hizo empleando 50, 100 y 150 mM
de este monosacarido. La cantidad de producto usado en ambas
pruebas fué el equivalente a 10 ug de protefna en un volumen de 2
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ml y la velocidad de reaccidédn se midid segdn el método  del ONPG.
El cédlculo de Km, Vmax y Ri se obtuvo a partir del modelo de
Lineweaver-Burk.

IV.3.G6 Determinaciones de estabilidad.

La estabilidad en almacenamiento de 1la [-galactosidasa se
determiné en tres productos : células secas en rotavapor, su
extracto enzimdtico y células secas por aspersién.

Los primeros dos productos fueron almacenados durante 200
dias a 4 vy 22°C en amortiguador de fosfato de potasio 0.1M pH 6.6
con las siguientes concentraciones de magnesio y manganeso : - 0.1,
1.0y 10 mM de Mg : 0.01, 0.1y 1.0 mM de manganeso - y 0.1 v 1.0 mM
de Mn y Mg respectivamente. La cantidad de producto almacenado fué
el equivalente a 35 ug de proteina en 50 ml de soluciones

amortiguadoras.

Por otro ladc, 500 mg de las células que se obtuvieron por
secado de aspersién se resuspendieron en 10 mnl. de glicerol 'y
manitol en las siguientes concentraciones: 10, 30, 50, 70 y 90% de
glicercl y 3, 10, 15 y 20% de manitol almacendndose a temperatura
ambiente y 4°C. Ademis se almacenaron células secas en
amortiguador de fosfato de potasio 0.1M pH 6.6 con 1 y 0.1 mM de
Mg vy Mn. E1 tiempo de almacenamiento fué de 100 dias y 1la
actividad enzimitica se midié mediante el método del ONPG.

El efecto del pH sobre 1la estabilidad de la enzima fue
determinado a 25°C mezclando 250 Mg de proteina .en. 3 ml de
amortiguador patrén en un rango de pH de 5.6 a 8.0 durante veinte
minutos, tomAndose alicuotas de 100 ul cada cinco minutos Yy
midiéndose la velocidad de hidrélisis en condiciones de reaccién
estandar. E1 efecto de la temperatura se determindé midiendo la
actividad remanente después de incubar la enzima durante 20
minutos a pH 6.6 en un rango de temperatura de 41 a 49°C. Las
muestras se tomaron cada cinco minutos y se ensayaron para
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actividad enzimitica a 40°C segin el método del ONPG.

IV.3.H Determinacién del peso molecular de la enzima

El peso molecular de la enzima se estimé por cromatograffa de
filtracién en gel. Para este propdsito se empleo una c¢olumna de
2.6 cm de didmetro y 69 cm de longitud empacada con 366 ml de
Sephadex G- 200 (Pharmacia) y equilibrada con amortiguador de
fosfatos de potasio 0.1 M pH 6.6.

La cantidad de muestra aplicada fué de 10 ml de extracto
celular con una actividad especifica de 12.77 U/mg de proteina vy
previamente centrifugade a 12 000 rpm, el flujo de operaciédn
promedio fué de 12 ml/hr y la muestras eluidas se recogieron con
un colector de fracciones automdtico de reloj. El volumen
disponible Vo fué determinado con azul dextran 2000 y la curva de
calibracidén se monté utilizando albumina (Sigma cat.no.A-7906),
aldolasa (Sigma cat.no A-6253) y catalasa (Sigma cat.no.C-3515).El
contenido de proteina del eluido fué medido a 280 nm y la
actividad enzim&tica se determiné mediante el método del ONPG,

IV.3.1 Medicién de la actividad de zimasa

La actividad zimasa se define como la actividad producida por el
paquete enzimadtico de la via glicolftica que lleva a la degradacién de
glucosa hasta alcohel y bidxido de carbono, siendo el balance de la

reaccidén el siguiente

C_H _0_+ Actividad zimasa—————— CH CH.OH + CO
[ 12 © 3 2 2

La actividad de este conjunto de enzimas se puede cuantificar
mediante la desaparicién del sustratce inicial, glucosa, o la
“aparicién del producto, alcohol etilico o biéxido de ' carbono. En

0
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~el . presente estudio se midié la desaparicién de glucosa durante 6

horas bajo las siguientes condiciones

El producto obtenido mediante secado por aspersién a una
temperatura de aire de entrada y salida de 140 N 80°%¢
respectivamente , una concentracidén de sélidos en la alimentacidn
de 10 15 20% y una actividad promedic de 323 unidades fué incubado
en 250 ml de una solucién de glucosa al 5% preparada en
amortiguador de fosfatos de potasic O0.1M pH 6.6 a 37°¢c  durante
seis horas.

Se tomaron alicuotas de 1 ml al inicio de 1la incubacidn y
durante cada hora hasta la sexta, lnactivadndose cada muestra por
calentamiento a 100°C durante c¢inco minutos y midiéndose la
concentracién de glucosa mediante la técnica de azucares
reductores (DN3).

En el ensayo ademds se prepararocon los siguientes controles:

Control positivo: células de levadura sin tratamiento (con la
actividad enzimatica equivalente a las muestras problemas
incubadas con dextrosa al 5%).

Control negativo: dextrosa al 5% incubada a a7%.

Iv.3.J. Determinacién de humedad

El contenido de humedad se determind por la pérdida de peso
de 0.5g de muestra después de secar a 80°C durante 3 horas hasta
peso constante en una estufa a presidén atmostérica
(mod.291-A Felisaj. '

IV.3.K Determinacién de protefna (Lowry 1951)

P

La determinacién de protefna se hizo segiun el método de

Lowry, basado en la reaccién de la protefna con el ién cu®* ern
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medio alcaline y de la reduccidén de fosfomolibdeno tugsteno por
aminodcides como tirosina y triptofano (Biuret), el cual d& un
color azul.

REACTIVOS

Sulfato de cobre hidratadeo ..... (Cu 50, . 5H,0)
Carbonato de sodio ............ (Nazcoy

Hidréxido de sodio ............. (NaOH)

Tartrato de sodio y potasioc ..... (KNa c, H, O;.AHOZ)

Reactivo de Folin

Preparacidén de soluciones

Solucidn A) Carbonato de sodio al 2% en hidroxido de
sodio 0.1 N.

Solucién B) Sulfato de cobre al 0.5% en agua destilada

Solucidén C) Tartrato de sodio y potasio al 12 con agua
destilada

Solucién D) Partes iguales de solucién By C

Solucién E) 1 ml de mezcla D y 50 ml de la solucién A

Reactivo de Folin dilufr 1 : 2 en agua destilada

Procedimiento

Se mezcld 1 ml de muestra y 5 ml de solucidén E y se  dejd
reposar durante 10 minutos, posteriormenté se aNadio 0.5 ml de
reactivo de Folin diluido y se incubd a temperatura ambiente
durante 30 minutos, después de tal tiempo se lee la absorbancia a
590 nm, extrapolando la lectura en la curva estandar previamnente
obtenida; Lé curva estandar se prepard . relaciovnando diversas
concentraciones de albumina de 0 a 200 pg /ml con sus valores de

absorbancia.
IV.3.1L Determinacidén de azucares mediante el método de
azucares reductores DNS (Miller 1959)
Este nétodo se basa en la reduccién de acido
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dinitrosalic{lico (DNS) por azucares reductores, formando  un
compuesto nitroaminado colorido ( amarillo ), cuya densidad éptica

es proporcional a la concentracidén de grupos reductores La

intensidad del color se mide espectrofotométricamente & 540 nm.

REACTIVOS

Acido dinitrosalici lico
Hidrdéxido de sodio
Tartrato de‘sodio y potasioc

Preparacidén de la solucién )

Pesar 16 g de hidréxido de sodic, 300g de tartrato de sodio y
10g de DNS y mezclar en este orden en 1.0 1 de agua destilada,
calentando para una disolucidn total.

Procedimiento

Se mezclé 1 ml de DNS con -1 ml de muestra problema diluida
1:50, se incubd durante 5 minutos en un baRo de agua hirviendo vy
posteriormente se enfrié en hielo. A esta mezcla se le aladieron
10 ml de agua destilada agitando severamente y se mantuve en
reposo. El producto se leyd a 540 nm contra blanco de reactivos v
el valor de absorbancia se extrapold en la curva de referencia.la
curva patrén ¢ de referencia se elaboré utilizande soluciones  de _

dextrosa en concentraciones de 0 a 3 mg/ml.
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V RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 Recuperacién de la f3-galactosidasa a ‘través del

secado de levadura en el rotavapor

Puesto gue la [3-galactosidasa de Kluyveromyces fragilis es
una enzima intracelular, en esta parte del trabajo se estudid el
nivel de permeabilizacidn de la levadura bajo el efecto de
diversas temperaturas en un equipo de secado a nivel laboratorio.
Para ello se utilizaron 100 ml de células recién cosechadas
resuspendidas al 10% (p/v) y secadas en el rotavapor bajo las
" condiciones descritas en la metodologia

La maxima expresién de la actividad de la enzima fué del 90%
con respecto a las células permeabilizadas con alcohol iscamilico
y se& alcanzd a los 45%¢ después de 3 horas de incubacion. Tanto a
40 como a 45°C hay un descensc ligero de la actividad de la enzima
durante la cuarta y tercera hora d= incubacion (figura 3). Este
descenso en la actividad de 1la (3-galactosidasa puede deberse
fundamentalmente a la inactivacidn de la enzima provocada por 1la

temperatura v los tiempos de exposicidn a los que se ve suieta.

En un examen de la actividad dintra y extracelular del
producto obtenido a 45°¢ se observe que la enzima
se localizaba en un 90 %2 en el espacio extracelular. As{ durante
el secado =n el rotavapor, mids que una permeabilizacién parcial de
la levadura se logra una lisis total de la membrana y la pared
celular.

) Esta alteracidén de la membrané y pared celular,puede .ser el
resultado de la solubilizacién de los componentses celulares. hajo
la accidn de enzimas enddgenas, las cuales son activadas durante la
incubacién de la levadura ( Charpienter et al 1986).

La degradacisn de la pared celular, es iniciada por 1la
solubilizacién de la capa interna de glucano mediante la accidén de
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glucanasas. De esta manera queda expuesta la capa e)xterna de
ménoprotexnas sobre la cual actuan proteasas liticas. Cuando -1a
accién combinada de glucanasas y proteasas ha creadoe una apertura
lo suficientemente grande en la pared celular, 1la membrana
plasmAtica y su contenido son extruidos como un protoplasto que
en condiciones de baja concentracién (<10'2M) se rompe facilmente
liberandose de esta forma la proteina (Asenio et al 1986).

Haciendo un analisis comparativo con otros métodos de
permeabilizacidén y/o ruptura celular, se observa que mediante el
secado se logran niveles de recuperacidén mayores gue los obtenidos
por el uso de solventes orgadnicos como el  tolueno vy el
cloroformo, por metodos mecidnicos vy fisicos COmo el de
homogenizacisn y ultrasonicacién v casi tan efectives come los

alcanzades con alcohol iscamflico ( tabla 9 ).

A partir de estos resultados, se empieza a plantear
la posibilidad gque habfa de recuperar la -galactosidasa de
¢células de levadura a travées de un método ne mecdnico de - ruptura
celular como lo es el secade por aspersién.

V.2 Recuperacién de 1la (3=galactosidasa en células de

levadura secadas por aspersidén

Uno de los estudios realizados en el presente trabaio .fué
investigar el efecto de las condiciones de secade de levadura
sobre la recuperacién de lactasa, con el objeto dz establecer las
condiciones de méxima recuperacidén. Cabe recordar que se probaron
temperaturas de 110°C - 60°c, 140°c - 80°c  y 160°c -9c’c  del
aire de entrada v salida respectivamente a tres diferentes
concentraciones de  alimentacion 10, 15 y 20% ( p/v ). Se
analizaron muestras tanto del ciclén colector como de la camafa

de secado.

La figura 4 muestra el efecto de las condiciones de - secado
sobre la recuperacién de la enzima en el productc que se obtiene
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Tabla 9
ACTIVIDAD DE LA f3-GALACTOSIDASA RECUPERADA UTILIZANDO
DIFERENTES METODOS DE RUPTURA CELULAR.

METODO. DE RUPTURA ACTIVIDAD RECUPERADA €%
(=3 .
ALCOHOL ISOAMILICO. 100
b
TOLUENO. 70
<
CLOROFORMO., 25
(=}
SALES DE NH Y K. 60
<
HOMOGENI ZACI ON. 70
<
ULTRASONICACION, 65
SECADO A 35°C. 75
(Después. de § horas)
SECADO A 40°C. B85
CDespués de 4 horas)
SECADO A 45°C. Q0
(Después de 3 horas)

a) Cé€lulas recién cosechadas y permeabilizadas durante una hora
con alcohel iscamilico al 20% (v/v)

b) Células recién cosechadas y permeabilizadas durante una hora
con toluenc al 20% (v/v)

¢) Datos reportados por Mahoney y Whitaker (1977)
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FIG.4 Recuperacién en el ciclén colector de la -galactosidasa

de KluyverOmyces fragilis seacada por
Proceso se utilizé

aspersidn. Durante el
un flujo de aire constante de 400 Kg/Hr v una
velocidad de atomizacidn de 20,000 rpm. Las

alimentacisén usadas fueron:
Y (Q) 20% de sélidos.
hicieron una sola vesz.

concentracicnes de
(0) 10% de sSlidos, (8) 15% de sélidos
Los experimentos de secado por aspersién se
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en el «ciclén colector. El perfil de recuperacion contra
temperatura es similar en las tres condiciones de concentracidén
probadas, alcanzandose a 146°c - 80°C una actividad lactédsica

madxima del 90% cuande se alimenta con €l 20% de sdlidos.

Los resultados de las muestras colectadas de la cémara de
secado s& grafican en la figura 5. El comportamisnto &5 muy
parecido & lo que ocurre en las muestras del ciclen colector. v la
maxima actividad ( 90%) se logra nuevamente a temperaturas de
entrada y salida de 140°C - 80°C con una suspensién al 20%. Es
importante mencionar que, a diferencia del ciclén colector, a baja
temperatura ( 110°C - 60°C ) la recuperacidn de lactasa (70%) no
se ve influenciada por la concentracién de sélidos v  esta en
promedic es del 70%, esto pudiera deberss & las mayore
temperaturas a las que se ve sometido el producto en la cémara de

4
secado.

Por otre lado, se calculd el rendimiento en la. recupsracisén
de la enzima durante el secado. Esto se hizo comparando  la
actividad total 21 final del proceso (gramos de producte seco »
actividad especifica del producte) en relacidn con la  actividad
al inicio de este . Los rendimientos maximos se obtienern-cuande se
trabaia & 140%¢ - 82°¢ de temperatura de entrada v salida
respectivanente, principalmente en concentraciones de alimentacion
del 10 vy el 20%, mientras que al 15% s& obtiene solo un
rendimiento del 70% (Tabla 10).

Finalmente los valores de humedad del producto son graficados
con respecto a la temperatura v concentraciones de  alimentacidn
usadas en cada prueba. El perfil de humedadss obtenide es el
esperado v es independiente de la concentracidén de sdélidoes., A
110%- - 60°C, 1la humedad del producto es del €%, a 140°C - 82°C es
del 5%2 v a 160°%¢ - 9&°c se tiene un producto con el 4% de humedad

(figura 6).

El nivel de permeabilizacidn celular del producto obtenideo
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Tabla 10,

RENDIMIENTO EN ‘LA RECUPERACION DE LA 3~GALACTOSIDASA
DURANTE EL SECADO POR ASPERSION DE Kluyveromyces fragilis

Temperatura de S$lidos en la alimentacién
operacidn
10% 15% 20%
1 3
Entrada Salida Rendimiento (%)
“110% 60°¢ 57 67 67
140°¢ 82°¢ 82 70 82
160°C 96% ‘ 40 25 10

* aActividad en relacidn, con la actividad inicial total que
se introduce al secador.
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por secado  por  aspersién se evalud midiendo la actividad
enzimdtica intra y extracelular de acusrde & lo sefalade en la
MEtddologia . En ninguno de log productos ensavadogs s&  observéd
actividgd extracelular, toda la actividad se encontrd en la pasta
celular o actividad intracelular, lo cual indica que el secado por
aspersidén solamente permeabiliza la pared celular al paso de
sustratos y productos, quedando limitada la enzima al espacio

intracelular.

Este fendmeno puede darse gracias a que durante el secado por
aspersisdn se forman gotas pequefiisimas con células en su interior.
Cuande esta gota es atomizada en la cémara de secado, el agua en
su superficie se evapora rapidamente, formdndose as{ una esfera
con una superficie externa costrosa v ¢on vapor de agua en su
interior (Beck 1982). La presién que ejerce el vapor en el
interior de la esfera pudiera provoecar la formacidén de canales o

poros en la estructura de la pared celular.

Si el tamaflo de ls particula es pequefio (menor de 100u}, el
producte final sera una esfera hueca con una apertura en su
superficie. Cuande el tamafo de las gota es de 100 a 300 uM, la
costra sera tdn dura que no puedsa romperse  por  la  presidn  del
vapor,dando lugar a le formacién de esferas huscas cerradas en
donde la levadurs se ve sujeta a una maeyor presidn (Beck 1982). De
esta manera, el nivel de permeabilizacién de la levadura dependera
en buena medida del tamaflo de gota que sea atomizada durante el
secadc por asperéién.

No obstante que la temperatura del exterior celular llega a
‘ser de mas de 100°C. la temperatura intracelular s mucho menor.
Esta tempefatura puede calcularse a partir de la siguients

expresidn:

n (-E,-‘b: ke E/RT, (1)
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En donde: P> es la actividad enzimética inicial= 100%
. P es la actividad enzim&tica al final del secado

por aspersién. A 140°Cc= 90%
k' es la constante de Arrhenius= 1.28 x 10°° min'
E es la energia de desnaturalizacién de la
[3~galactosidasa= 136,450 cal/mol
t? es el tiempo de residencia de la levadura en la
} cimara de secado= 0.33 nmin
T es la temperatura del interior celular= °k.

Tanto k comoc E se obtuvieron de los experimentos de
termoestabilidad de la enzima y se presentan en el estudico de

caracterizacidn

2
El tiempo de residencia de la levadura en la caAmara de secado

se calculd a partir del gasto masico de aire (5.85 malmin) usado
durante la operacidn y del volumen de la cidmara de secado (1.96

n’)

Deépejando T de la ecuacidn 1 tenemos que:

~ E
T‘:
R 1In In_Po
P
kot

De esta manera, es probable gue la temperatura intracelular
no exceda los 49°C cuando se seca la levadura a 1a0°C‘ mientras
que a 166°C de secado la temperatura del interior celular llsga .a
ser de 55°C, provocando con esto una rapida inactivacidén de la

enzima.

De acuerdo & la ecuacién 1, la actividad enzimdtica
recuperada disminuye cuando se incrementan 1los tiempos de
exposicidén de la enzima.. Por lo tanto, una variable de operacién
importante durante el secado por aspersién sera el gasto de aire
Que se utilice, ya que este determinara los tiempos de residencia
de la partfcula influyendo asi en 1la estabilidad de la
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‘f3~-galactosidasa vy en los niveles de permeabilizacion de la

levadura.
V.3 Caracterizacién del producto

Por razones de disponibilidad del secador de espreas, el
producto caracterizado fué el extracto enzimitico obtenido
mediante el secado en el rotavapor. Estos estudicos incluyen el
exadmen fisico y cinético de la enzima como una forma de
verificacién y control del producto. Cada experimento fué hecho en
tres ocaciones y los puntos graficados representan el promedic de
estos, con un coeficiente de variacioén del 5%.

V.3.A Efecto del pH sobre la actividad y estabilidad de 1la
fi=galactosidasa
El efecto del pH sobre la velocidad de hidrélisis de ONPG fué
estudiado usando amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M con
magnesio y manganeso 1y 0.1 mM a 40°C. La actividad méxima de  la
enzima se obtuvo entre un pH de 6.6 v 6.8 (figura 7 ). Los valores
encontrados coinciden con lo0s reportados para la {3-galactosidasa
de Kluyveromyces fragilis y #Hluyveromyces lactis <(Bierman vy
Morton 1968; Castillo y Sanchez 1980; Dickson y Markin 1979;
Mahoney y Whitaker 1977; Uwajima et al 1972; Wendorff y Anmundson
1971; Eugene y Bingham 1978).

La figura 8 muestra el efecto del pH sobre la estabilidad de
la 3-galactosidasa medido mediante incubacién de la enzima durante
veinte minutos en un rango de pH de 5.8 a 7.6, Bajo estas
condiciones, 'la enzima es estable dentro de un rango de 6.2 a 7.2
al mencs durante veinte2 minutos.

Analizandc los resultados de la figuras 7 yv 8, se encontrd
‘que la disminucién de la actividad enzimitica entre 6.6 y 6.2 vy
entre 6.8 y 7.2 pudiera ser el resultado de la formacidn de  una
especie idnica incorrecta de la enzima o el sustrato, o el
complejo enzima sustrato, va que la incubacidn previa de la enzina
entre 6.2 y 7.2 no tiene efecto sobre la actividad medida a pH
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Por otro lado, cuando la enzima es incubada a pH por arriba
de 7.2 o por abajo de 6.2, la actividad enzimdtica original no se
restablece cuando se nide a pH de €.6. As{, la disminucién de 1la
actividad de 1la [ -galactosidasa es el resultado de la
inactivacidén irreversible de la enzima.

Los resultados de la estabilidad al pH., coinciden con los
reportados por Wendorff y Amundson (1971} para la [-galactosidasa
parcialmente purificada de #luyveromyces fragilis y con los
encontrados por Mahoney vy Whitaker (1977)

vV.3.B Efecto de 1la temperatura sobre la actividad y
oestabilidad de la [?-galactosidasa

El efecto de la temperatura sobre la activided de la
f-galactosidasa fue probado en un rango de 25°¢ a 60°%C a pH de 6.6
en amortiguador de trabaje. La velocidad de hidrolisis wméxima se
encontré a los 50°¢ (figura 9} y es una temperatura comparable al
valor reportado por Wendorff y Amudson (1971) para extracto
enzimdtico de Kluyveromyces fragtilis,

Por otro lado, se determind 1la energia de activacidn
graficando el logaritmo de las velocidades iniciales contra el
reciproco de la temperatura absoluta en una forma convencional de
Arrhenius (figura 10). La energlia de activacion encontrada (2.25
kcal/mol) &8s del  orden de magnitud esperado para reacciones
catalizadas por enzimas y caé dentro del range reportade para la
-galactosidasa de Xluyveromyces fragilis gue &g 5-12 kcal/mol.

En lo referente a la termosstabilidad de la [3-galactosidasa
esta se determiné incubando la enzima durante veinte minutos en un
rango de temperatura de 41 a 49°C. La velocidad de inactivacién de
la enzima sigue un comportamiento de primer orden (figura . 11) conh
una estabilidad maxima entre 41 y 43°C. Por arriba de esta
temperatura se presentsa una rapida inactivacién de la lactasa.
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La ensrgra de desnatﬁ}alizacidn. calculada & partir de la
ecuacidén de Arrhenius, es de 136.45 kecal/s/mel (figura 12), valor
dos veces mayor que el reportadc por Mahoney y Whitaker (1977)
para fi-galactosidasa de Kluyveromyces fragilis (56 Kcal/mol) con
una estabilidad maxima a 35°C durante veinte minutos.

La mayor termoestabilidad de la enzima con respecto a los
vealores reportados en la literatura para enzima pura puede ser el
resultado de la presencia de 1los componentes del extracto
enzimético (principalmente proteinas), los cuales confieren a la
f-galactosidasa unpa. mayor proteccidén contra el c¢alor y por
consecuencia una mayor estabilidad (Segel 1976).

V.3.C Efecto de la concentracién de sustratoe sobre 1la
actividad de la [f~galactosidasa

El efecto de la concentracién de sustrato sobre la velocidad
de hidrdlisis de ONFPG se determind en un rango de concentracidn de
0.227 mM @ 7.94 nM a pH 6.6 vy 40°C. La constants de Michselis
{Km}, calculada por el método de Linewszaver-Burk, fud de 3.4 mM y
la velocidad maxima de reaccién encontrada fué de 9.0 wumoles de
ONP/min = mg de protefna (figura 13).

Cuando se usd la lactoss como  sustrato se observd  una
reaccién del tipo de Michaelis-Menten entre la concentracidén de
sustrato y las velocidades iniciales de reaccidn. El range de
concentracidén probado fué de 7.3 mM a 146mM. La kmn estimada & pH
6.6y 40%C fué de 15.56 mM y la velocidad méxima de reaccién fué
de 15.2 umoles de glucosa/minuto x mg de proteina {figura 14)

Los valores de Km son similares a los encontrados para la
fi~galactosidasa purificada y el extracte enzimidtico los cuszles
son 4y 21 mMy 2.7y 14 mM para ONPG y lactosa raspectivaments
reportados por Chan (1971) y por Mahoney y Whitaker (1977)

El valor de Vmax encontrado para el producto, e tres veces

mayor gque el reportado por Castillo y S&nchez (1980} y 15 veces
mas alto que el obtenido por Wendorff y Anmudson (1971) y. Chan
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FIG.13 Efecto de la concentracién de ONPG sobre 1la velocidad
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(1971) para extracto enzimdtico de Kluyveromyces fragilis,

Las diferencias en la actividad del producto, puedesn deberse
principalmente a los niveles de concentracidn de =ste, va que el
extracto enzimdtice wutilizado en el presente estudic fue
concentrado 5 veces a través del rotavapor, mientras que Castillo
(1980) vy Wendorff (1971) wutilizaron el sobrenadante obtenido

directamente de la extraccidn

V.3.D. Efecto de los productos sobre 1la actividad de 1la
f3-galactosidasa

El efecto de los preoductos de reaccién sobre la velocidad de
hidrélisis de ONPG se estudid usando concentraciones de 10 a 250
mM de glucosa y galactosa. Los resultades iniciales muestran gue
la enzima se vé fuertemente inhibida en concentracicnes por arriba
de 50 mM de galactosa (tabla 11) y se& observa una inhibicién del
73% (con respectt a la enzima sin  inhibidor) en presencia de
galactosa 250 mM ., Cuando se usa glucos; no se observa inhibicién

alguna &n ninguna de las concentraciones probadas (tabla 12).

En la identificacién del tipo de inhibicién ejercida por
galactosa se probaron concentracionss de 50, 100 y 150 mM. Se
encontré  que este monosacAdrido es un inhibidor de tipo
competitivo de la enzima (figura 15). . La constante de inhibicidn
calculada (Ki{), mediante el método de Lineweaver-Burk fué de 30
mM en comparacién con la Km para ONPG y lacteosa que fué de 3.4 mM

vy 15.56 mM respectivamente.

La constante de inhibicidn calculada coincide con el valor
repdrtado por Mahonzy y Whitaker (1977) gue es  de 27 mb. Los
mismos autores encontraron gue la f3-galactosidasa de Kluyveromyces
fragilis ademads de ser inhibida por galactosa,lo es por sustratos
andlogos como la D-galactona 1,4-lactona y la D-galactosamina,
mientras que glucosa no muestra efecto inhibitorio sobre 1a

enzima.
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Tabla 11
EFECTO INHIBITORIO DE LA GALACTOSA SOBRE LA
VELOCIDAD DE HIDROLISIS DE LA p-GALACTOSIDASA
CON ONPG COMO SUSTRATO )

Concentracién de Inhibicidn
galactosa (mM) (%)
0 0
190 7.2
20 9.5
50 36.6
100 50.8
250 73.8
Tabla 12

EFECTO INHIBITORIO DE LA GLUCOSA SOBRE LA
VELOCIDAD DE HIDROLISIS DE LA [3-GALACTOSIDASA
CON ONPG COMO SUSTRATO

Concentracidén de Inhibicion

glucosa {m4) (%)

10
20
50
100
250

O o O o O o

(A ]
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Por su parte, Wendorff y Amudson (1971) reportaron que altas
concentraciones de galactosa y glucosa miestran inhibicidn
competitiva y nc competitiva, respectivamente, sobre la hidrélisis
de lactosa por la f3-galactosidasa de Kluyuveromyces fragilts.

V.3.E. Estabilidad en almacenamiento de la f?-galactosidasa

Efecto del magnesio y wmanganeso sobre la estabilidad de 1la

enzima

La estabilidad en almacenamiento de la [3-galactosidasa [fué
estudiada en células secas en el rotavapor y su extracto
enzimdtico almacenados en amortiguador de fosfatos de potasio 0.1
M pH 6.6 con diferentes concentraciones de magnesic y manganeso.
La actividad enzimdtica remanente fué mzdida por triplicadce bajo
las condiciones de reaccién estandar.

En el caso de las células secas. estas conservaron mas del
50% de su actividad original durante 200 dias almacenadas a 4°C
con manganeso en concentraciones de 0.1 a 1.0 mM. Cuando las
células se almacenaron en magnesio en cualquiera de las
concentraciones probadas, 1la vide media del producto fus en

promedioc de 100 dias (figura 16).

La vida media del producto a temperatura ambiente es de nés
de 2 semanas en presencia de manganeso y de la mezcla dz magnesio
y manganesco. Por su lado laé células almacenadas en magnesio 0.1 vy
1.0 mM conservan solo el 30% de su actividad después de cinco
semanas (figura 17).

En el caso del extracto enzimiético. nuevamente las soluciones
en gque mejor se conserva la actividad d= la enzime es en aquellas
que contienen manganeso o la mezcla de magnesio con manganeso. Si
emnbargo, la velocidad de peérdida de actividad fué mayor que en el
caso de las células secas con una vida media maxima de cinco

semanas en refrigeracion (figura 18).

Por su parte, el extracto enzimético almacenado a temperatura
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FIG 16 Estabilidad en refrigeracién de la 3-galactosidasa

c¢lulas de levadura obtenidas mediante secado en el
Las c¢élulas secas fueron fosfatos
de potasio 0.1 M pH 6.6 con las siguientes de
magnesio y manganeso: (o) Sin iones (#) Mg 1.0 mM (@) Mg 10 mM (*)

Mn 0.1 mM (+) Mn 2.0 mM (@) Mg 1.0 mM y Mn 0.1 mM.

almacenadas en amortiguador de
concentraciones
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ambiente presenta una vida media msxima de 9 dias. A diferencia de
las dem&s condiciones, en este caso no se aprecia influencia

‘alguna de los iones presentes en la soluciones, particularmente
del manganeso (figura 19).

La participacién del manganeso en el mantenimiento de 1la
actividad de la f3-galactosidasa ha sido ya mencionada por algunos
autores. Wendorff Y Amudson (1971) ,reportaron que la
i-galactosidasa de Kluyveromyces fragilis incubada con manganeso
(0.1 mM) presentaba una alta estabilidad en condiciones extremas
. de temperatura. Los mismos autores proponen que €l manganeso sirve
como un cofactor esencial de la enzima y que posiblemente ayuden
en la conservacidén de la estructura secundaria y terciaria de la
molécula enzimadtica. Si el manganeso forma o no parte integral de
la protefna, solo puede ser aclarado por examen de la enzima pura.

La f3-galactosidasa se conserva mejor cuando es almacenada
junto con los restos celulares que cuando se mantiene como
extracto enziméticc. Mahoney y Whitaker (1977), reportaron que la
f3-galactosidasa de Kluyveromyces fragilis almacenada en forma pura
presenta una menor estabilidad que las preparaciones enzimiticas
crudas. Probablemente esto se deba a la proteccidn conferida por
el microambiente celular y por los componentes del extracto
enzimdtico.

Efecto del glicerol y manitol

Como parte de estos estudios. se almacenaron las células
secadas en el rotavapor en dos de los agentes estabilizantes mas
citados para la formulacién de enzimas solubles: glicerdl y

manitol.

500 mg del producto se resuspendieron a temperatura ambiente
en 10 ml de glicerol y manitol en las siguientes concentraciones
10, 30, S50, 70, 90% de glicerol y 3, 10, 15 y 20% de
manitel, preparados ambos en amortiguador de fosfatos de potasio
0.1 M pH 6.6 con magnesio Yy manganesa 1.0 y 0.1 mM-

12
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F1G.18 Estabilidad en refrigsracién del extracto enzimdtico de
Kluyveromyces fragtlis almacenando en amortiguador de fosfato de
potasio 0.1 M pH 6.6 adicionado con las siguientes
concentraciones de magnesic y manganeso: (o) sin iones (8) Mg 1.0

“mM (D) Mg 10 mM (*) Mn 0.1 mM (+) mM (0) Mgy Mn.
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respectivamente. Las solUciones <se almacenarcn a temperatura
ambiente y en refrigeracién, registrando periddicamente la
actividad lactdsica mediante el método del ONPG. A manera de
control, se almacenaron también en las mismas condiciones de
temperatura, el producto en polvo seco y el producto resuspendido
en el amortiguador de trabajo.

En la figura 20 se presentan logs resultados cuando las
células secas se resuspenden en glicerol y se almacenan a
temperatura ambiente. En estas condicionres, la vida media del
producto fué hasta de noventa dias en glicerol al 70%. En
general, las células almacendas en concentraciones arriba del 50 %
de glicerol muestran una mejor estabilidad que aguellas que son
preparadas. en glicerol por abajo de esta concentracidén,

Por otro lado, la enzima almacenada en refrigeracién
mantiene el 100% de su actividad inicial durante 90 dias de
almacenamiento en concentraciones de glicerol superiores al 50% vy
es de el 90% en concentracicones del glicerol inferiores.(figura
21)

Cuando las c#lulas secas se almacenan en manitol, la vida
media del producto a temperatura ambiente no vd mis allda de tres
df{as en .cualquiera de las concentraciones usadas (figura 22}. En
refrigeracién el producto mantiene hasta el S0% de la actividad
inicial en manitol al 15% al cuadragésimoe dia de almacenamiento
(figura 23).

El mecanismo de estabilizacién de agentes polidlicos como el
glicerol o el manitol puede deberse a dos posibles efectos : en
primer lugar, al agregar glicercl u otro tipo de polioles en
concentraciones elevadas, se& disminuird la actividad de agua del
pfoducto, inhibiendo as{ el crecimiento de microorgansimos que
daffan la integridad de la enzima. Se ha comprobado - que

~concentraciones de glicerol superiores al 507% inhiben el
crecimiento de bacterias y levaduras mientras que hongos y-

5
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organismos osmofilos pueden soportar hasta un 90% de este  azucar
(Badui 1981)

Por otro lado existen reportes (Klibanov 1983) que indican
que el efecto de estos polioles sobre 1la estabilidad de las
enzimas se origina por el fortalecimiento  de las interacciones
hidrofébicas entre los amincdcidos no polares, proporcionandole
con esto mayoer rigidez a la protefna dentro de su microambiente vy
haciéndola por 1o tanto mds resistente a la desnaturalizacién,

Curiosamente, el producto almacenado en manitol a temperatura
ambiente pierde su actividad rapidamente,incluso a una velocidad
mayor que el control formulado en amortiguador de fosfatos. Esto
probablemente se deba a la posible contaminacién de 1los sistemas
enzimédticos por microorganismos que utilizen el manitol como
fuente de carbono y a la produccién por parte de estos, de enzimas
proteoliticas que afecten la lactasa (Heidi y Terje 1983).

Finalmente, en la figura 24 se presentan los resultados
cuando el producto es almacenado en amortiguador de fosfatos vy en
polvo seco . En amortiguador de fosfatos, la vida media de 1la
enzima & temperatura ambiente v en refrigeracién no llega a ser de
mas de 10 dfas. En polvo seco, la vida media de la enzima es de
60 dias cuando se almacena en refrigeracién y es de tan solo 10
dfas a temperatura ambiente.

V.3.F Actividad zimasa del producto

La actividad =1imasa, es wuna actividad extrafa a la
f3-galactosidasa vy es producto de la capacidad de ciertas enzimas
‘glicoliticas de metabolizar los azdcares para la producciédn de
etanol y Co; Los productos lactidsicos crudos presentaran el riesgo
de conferir sabores y aspectos extrafios a la leche o
producto lacteo donde sea utilizado.

Por tal razén, en el presente estudio se ensayé el broduoto
obtenido mediante secado para la deteccién de una posible
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actividad de zimasa. Las pruebas se llevaron a cabo registrando la
desaparicidén de glucosa en el producto seco incubado en una
solucidn de glucosa al 5% a 37°C, durante 6 horas.

Los resultados de la figura 25, seflalan que en las
soluciones en las que se usé el preducto enzimditico obtenido
mediante secado por aspersidn (140-80°C en cualquier concentracién
de alimentacién ), no existe una disminucidén importante de glucosa
en las primeras 6 horas de incubacidn, semejandose el
comportamiento al de la curva del control positivo que contiene
unicamente glucosa al 5%.

En los sistemas con células frescas, con la misma actividad
lactasica ( control positivo ), la glucosa se consume rapidamente
y a la sexta hora unicamente se detecta un 25% de 1la glucosa

original,

De lo anterior se infiere que €l secado por aspersién no
solamente conserva la actividad de la lactasa, sino que adenas
inactiva la funcidn zimasa. Por ello, el producto que se obtiene
puede ser empleado para hidrélisis sin el riesgo de  conferir
sabores o aspecto extrafos al producto lacteo,

V.3.6 Determinacién del peso molecular de la
f3’-galactosidasa

Los resultados de la filtracidén en gel del extracto
enzimatico obtenido mediante secado en el rotavapor aparecen en
la figura 26. El pico de actividad mixima se centra a los 184 ml
del volumen eluido,representado por €l 10% de la proteina total.
El resto de la proteina del extracto es eluida a los 360 ml vy
representa mas del 70% de la proteina total. El volumen disponible
calculado fué de 124.7 ml y los voldmenes de elucidén para las
proteinas de calibracién fueron de 237.2, 203.0 y 190.0 ml para
albumina, aldolasa y catalasa, respectivamente.

La curva de calibracién fué construida graficando los
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.
coeficientes de distribucién (Kev) a partir del volumen de elucidn
de cada proteina en funcidn del logaritmo del peso molecular de

éstas.

Log peso molecular =

A partir de 1la expresidén anterior y asumiendo que lé
3-galactosidasa presenta una forma globular, se& estimd un peso
molecular de 245 000 daltones (figura 27). Este valor es cercanc
al reportado de 203,000 daltones por Uwajima et al (1972), y el de
201,000 daltones citado por Mahoney y Whitaker (1978), para la
3-galactosidasa de Kluyveromyces fragilis.

La enzima es considerablemente mas grande que la lactasa de
K. lactis que tiene un peso molecular de 135,000 daltones (Dickson
y Markin 1979), pero mids pequelia que la f-galactosidasa de
Escherichia coltl que tiene un peso molecular de 465,000 daltones
(Zabin y Fowler 1878).

V.4 Formulacidén y aplicacidn del producto en leche y suero

lactosado

La formulacién del preducto, se llevé a cabo mezclandoe 1 g de
células recuperadas por secado por aspersidén con 3 ml de glicerol
al 50% p/v. En este productc, se estudid el efecto del tiempo vy la
temperatura en los niveles de expresidén de la f3-galactosidasa. Las
temperaturas probadas fueron 25 40 y 45°C durante dos horas de
incubacidn.

Durante esta prueba se observé un incremento en los valores
de actividad conforme al tiempo, en 1las tres condiciones de
temperatura probadas. El nivel miximo de expresién se logré a los
45 y 40°C a los 90 y 120 minutos de. incubacién respectivamente
(figura 28).

84



b
S
2 3.0
[
)
[ S T
& 2.b
.“"‘
s
-
=
& 1.5
i
1=
) |
m II-J
a

T L
— {)___‘_“\\
[>
R
L L
> s o

i 1 =N 110
| \ o) a
A it
] 1 e \ :
A P X
R A
i \ / } )
- :{ _ O"C‘ O ~
Vi (S (N . Y4 k 4L

LAY U\Z oo O‘O“ o *a

R | A x ! L ™0y J
7 ar 3 ,. TN R - 4
X 180 7 50 30 0 430

"DLUMEJ OE ELUPIDN

extracto enzimdtico obtenido
10

tmi)

gel del
con actividad f3-galactosidasa.

FIG.26 Filtracién en
meqiante secado en el rotavapor

ml del extracto fueron aplicadeos sobre wuna columna de Sephadex
G-200 (2.6 cm x 69.cm), equilibrada y eluida con amortiguador de
fosfatos de potasio 0.1 M a pH 6.6. (o) Absorbancia & 280 nm (a)

Actividad enzimdtica.
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de las siguientes protefnas: albumina pm 67,000
158,000 , y catalasa pm 237,000.

Kav )
, aldolasa pm

86



]

]

ACTIVIDAD LACTASICA EXPRESADA (U/BD

!

: v
{ h

]

i 2 -] 3w
Loz AR PSR

$

"
O e
- ,.,_-:. — L\_.-}g"; e A,
A N
i s
o ~

e iy -
. 0 C
P - -
e 5 et
el Q

i {

3 i i Wi E
TIENPO DE INCLBACION T MINUTOSY :

FI1G.28 Efecto de la temperatura sdbre €l nivel expreéién de la
f3-galactosidasa en oélulas de Kluyveromyces fragilis secadas. por
aspersién. Las células fueron resuspendidas en una mezcla con el
50% de glicerol en amortiguador de fosfatos y agitadas 8.
temperatura ambiente (o) 40°%C (8) y 45% (B ).cada punto
representa el promedic de tres experimentos con un coeficiente de
variacién del 5%
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El Incremento en la actividad de la _enzima se puede deber a
las fuerzas de corte a que se ve sujeta la levadura durante la
agitacién y al efecto degradativo de enzimas 1f{ ticas sobre una
pared celular debilitada (Johnson 1977).

Aplicacidén del producto en leche y suero lactosado

Un examen importante en la evaluacién de la efectividad de
un'producto con actividad lactasa, es probarlo en la hidrélisis o
conversién de la lactosa presente en la leche y el suero,

La cantidad de producto enzimdtico y el rango de temperatura
usados para la hidrélisis, estan en funcién del grado de
conversién deseado, de las condiciones originales de la leche y el
suerc. y del tiempo disponible para la reaccién.

En la figura 29 se presentan los resultados de la hidrédlisis
de leche a pH 6.6 y 40°C aplicando diferentes désis del producto
enzimitico formulado en glicerol. Como era de esperarse, la
hidrélisis de leche se incrementa con la dosis enzimatica vy
alcanza un valor maximo del 100% cuando se usan 3000 unidades por
litro de leche a la cuarta hora de incubacieén,

Valores parecidos son reportados por Novo Enzymes (1985) para
el producto comercial '"Lactozym 3000 L', el cual es preparado con
la B-galactosidasa de Kluyveromyces fragilis.

Castilleo y Sénchez (1980) encontraron que aRadiendo 3200
unidades por litro de leche se alcanzaba una hidrdlisis de lactosa
del 65% al 70% al cabo de & horas a 37°C. '

La figura 30 describe los resultados que se obtuvieron en la
hidrélisis de suero con 5% de lactosa. En este caso los valores de
conversidn son inferiores a los logrados en leche con las mismas-
dosis enzimiticas.Sin embargo estos valores coinciden con 1los
reportados por NoVo Enzymes (1985),80% con 3000 U/L y son
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superiores a los c¢itados por Castillo y Sanchez (1980), 40%
despues de 5 horas, ambos bajo las mismas condiciones de
incubacién.

La diferencia en los niveles de conversién para lactosa vy
suero ha sido ya reportada por otros autores (Castillo y Sanchez
1980; Brodsky vy Grootwassink 1986; Decleire &t al 1985),tanto para
el uso de células libres come para células inmovilizadas. Esto es
posible se deba a la presencia en el suero de iones calcio en
solucién los cuales inhiben 1la actividad de la lactasa
disminuyendo de esta manera la conversién de 1la lactosa. En la
leche estos icnes se encuentran formando caseinatos de calcio con
la caseina presente y por lo tanto el efecto inhibitorio es menor
(Tonyi et al 1986).
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VI CONCLUSIONES

Comercialmente, la B-galactosidasa de levadura es preparada
de acuerdo a dos tendencias principales : una es la de efectuar
una ruptura parcial de la pared celular, de medo que la enzima no
sea secretada al espacio extracelular, perc que la lactosa y sus
productos de hidrdélisis puedan difundir libremente a través de 1la
cubierta celular sin que medie el transporte active. En este caso
se utilizan células completas como preparado crudo enzimdtico.
Una segunda alternativa es la ruptura de las cédlulas con =1 objeto
de extraer y purificar 1la f-galactosidasa de Kluyveromyces
fragilis.

En el presente estudic , se siguié la primera alternativa vy
se obtuvé a través del secado por aspersién un preparado crudo

enzimstico con actividad lactésica.

Las operaciones unitarias empleadas en la recuperacidén del
producto fueron: la centrifugacién, para 1la separacién de las
ce¢lulas del caldo celular y €l secado al vacio y por aspersién
para la ruptura y concentracién de las células.

Mediante el secado de células de levadura &n el rotavapor,
se logra obtener un producto con una actividad de 1700 unidades
/gramo-  (90% en relacién con la actividad de células
permeabilizadas con alcohol iscamflicc). Las mejores condiciones
de operacidén encontradas fueron de 45°C  durante tres horas de
operacisdn, evaporandc una muestra con el 10% de sdlidos.

" Empleando este métode, se puede obtener ~ un producto  con
una actividad lactdsica aceptable , sin mis pasos de extraccidm
que la separacién de los cuerpos celulares.
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Una de las ventajas de este método, &s que se puede aplicar
en la recuperacién de aquellas enzimas intracelulares que exhiban
uné termoestabilidad superior o parecida a la f3-galactosidasa, sin
el riesgo de pérdida de actividad enzimdtica, ya que las

condiciones de operacidn son moderadamente suaves.,

Por otro lado, es importante seffalar que con el use de esta
operacién es posible sustituir la wutilizacidén de solventes
orgénicos para ruptura celular, pudiéndose aplicar el producto
directamente en sistemas alimenticics, sin el riesgo que trae

consigo el uso de estos agentes.

Cuando se wutiliza el secado por aspersién para la
recuperacién de la f3-galactosidasa de levadura se alcanza una
actividad maxima del 90% .Las condiciones éptimas de recuperacién
son: 140°C v 80°C de temperatura de entrada y salida
respectivamente, con el 20% de s¢lidos en la alimentacidn.

El nivel de expresién de la actividad lactAsica esta en
funcidén de la temperatura en el rango de 110 a 140°C en cualquiera
de las concentraciones de alimentacidn probadas. Por otro lado, la
concentracién de sdlidos en la alimentacidédn. no muestra ningdn
efecto sobre la permeabilizacién de la levadura.

Una variable de operacién importante durante el secado,
puede ser el gasto de aire que se utilice, ya que éste determina
los tiempos de residencia de la partfcula, lo cual repercutirid en
los niveles de permeabilizacién de la levadura y la estabilidad de
la enzima. Durante el presente trabajo, se operd en un régimen de
aire constante de 400 Kg/Hr por lo que se sugiere que en  pruebas
postericres se estudie el efecto de diversos tiempos de residencis
sobre los niveles de permeabilizacidn celular y la recuperacidn de

la enzima.

Las células de levadura recuperadas mediante el secado por
aspersién presentan una permeabilizacién parcial de la membrana y
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pared celular. De esta forma, la enzima no &5 secretada al espacio
extracelular, pero la lactosa v sus productos de hidrdlisis pueden

- difundir libremente a través de la cubierta celular sin que medie
el transporte activo.

Con esto, el producto seco puede ser utilizado comercialmente
como preparado enzimidtico crudo & base de cflulas ccmpletés. mas
que como extracto purificado gque es como la empresa Novo Enzymes
elabora su producto " Lactozym" €l cual presenta una actividad

enzimatica de 3000 unidades/gramo

El proceso de recuperacidn propuesto es muy simple ya que
consta unicamente de tres pasos, la centrifugacion, la
resuspencidén y €l secado. El producto que se obtiene presenta
una buena actividad lactésica, 2500 unidades/gramo, sin la
presencia de actividades extrafas como la actividad zimasa v algo
importante para cualquier proceso biotecnoldgico, a un costo que
permite su emplec en leche y suero en una forma ecorsdmica (Varela
1986) .

Puesto que las células de levadura recuperadas mediante
secado por aspersién presentan una permeasbilizacidn parcial, estas
pudieran ser utilizadas en forma inmovilizada en reactores
enzimidticos.

El secado por aspersisn, se ha aplicado en forma efectiva en
la concentracisdn y formulacién de enzimas extracelulares (Wang et
al 1979) v pudiera ser empleado en la recuperacidn de enzimas
intracelulares termeoestables de microcorganismos con paredes
‘celulares resistentes, como es el caso de las levaduras y las

bacterias gram-positivas.
En lo que respecta a la caracterizscién del producto, el

extracto enzimatico obtenido mediante secado en el rotavapor
muestra una actividad &ptima pare hididlisis de ONPG & pH entre
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6.4y 7.2 a 40°c y una temperatura de actividad maxima & so’c .
con una energia de activacién calculada mediante la ecuacién de
Arrhenius de 5.25 Kcal/mol,

El preoducto conserva el 100% de su actividad durante veinte
minutos dentro de un rango de pH de 6.4 a 7.2 a a®c y - presenta
una estabilidad térmica entre 40 y 43°C durante el mismo tiempo de
incubacién & pH 6.6. La energia de desnaturalizacién calulada fué
de 136.45 Kcal/mol.

En cuanto a los pardmetros ciréticos encontrados, la
B-galactosidasa del extracto enzimdtico obedece a una cirdtica de
Michaelis-Menten respecto a la lactosa y al ONPG usados como
sustratos. La velocidad de hidiélisis de lactosa (15.2 wumoles de
glucesa /min x mg de proteina) es mayor que la de ONPG (9.0 umoles
/ min x mg de protefina). Sin embargo, la enzima muestra una mayor
afinidad por ONPG (3.4 mM), que para la lactosa (15.56 mM).

El extracto enzimdtico no presenta inhibicidén en presencia de
la glucosa, no asi la galactosa quién inhibe competitivamente a
la f3-galactosidasa en concentraciones por arriba de 100 mM.

Con respecto a los estudios de estabilidad en almacenamiento
se puede concluir, que tanto el manganesco ,en concentraciones de
0.1 a 1.0 mM, como el glicerol ,en concentraciones por arriba del
50%, son fundamentales en la conservacién de 1la actividad
enzimdtica del producto. Ademds, la forma en que se prepére el
producto (extracto enzimitico o coélulas secas completas) influira
en la vida medis de éste.

El producto que se obtiene mediante secado por aspersién no
presenta actividad de zimasa, por lo que puede ser empleado para
la hidrélisis de leche, sin el riesgo de conferir sabores ni
aspectos extrafos al producto.
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Finalmente , el producto formulado en glicerol, promueve
mayor hidrdélisis de la lactosa cuando se aplica en leche
cuando es empleado en suerc. Los niveles de conversidn

disacarido tanto en leche como en suero son similares a

una
que
del
los

reportados para la enzima comercial "Lactozym" producida a partir

de Kluyveromyves fragilis.
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