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1.- INTRODUCCION

A través de la hlstoria de 1a humanidad el uso de las enzimas ha
sido Bastan!es axtenso.La  aplicacidn de estos catalizadores
biologicos de naturaleza proteica, ha constituido una parte muy
importante en la elaboraciédn de diferantes productos, dentro de los
cuales sa encuantran una gran variedad de derivados alimenticlos,
farmacedticos, plastificantes etc. En la antiguedad , su uso fue un
tanto al azar y empfrico, ya que se usaban indirectamente en la
elaboracidn del pan, vinos, cerveza (Antigua Europa, ltalta, Grecia,
etc.) vinagre, aencurtidos, lsches acidificadas, aelc. En la
elaboracidn de dichos productos se utilizaban wmicroorganismos
(Lavaduras, bacterias, hongos, etc.) que contenian los sistemas
enzimfticos, sin que se tuviera un control estricto sobre los n‘to&os
de su utilizacién.Por elemplo se tiene que en la antlguedad se
almacenaba leche en el estomago de los animales,resultando un
pracipitado de casefna,cuyo tlespo de vida era mayor que el de la
lachei{lessing,R.,1975;Horr c.v.;l974),stcndo esta .una de las
aplicacionss mas antiguas de las enzimas de que se tenga
conocimiento; en esta caso la enzima renina coagula la leche,dando
como resultado quesos de caracter{sticas muy variadas, pero no se

elaboraban bajo ningln tipo de control.

La conceptualizactdn de la enzimologfa (estudio de las enzimas)
nace a fines del siglo XIX, cuando se aempezaron a estudiar a fondo
las caracterfsticas flsioldgicas de los microorganismos utilizados en

las fermentaclones. Pasteur descubre asf{ que las  raacclones

[52]



involucradas en las fermentacionss se catallzaban por enzimas y que
astaban relaclonadas con la estructura y vida de las cdlulas de
levadura. Uno de los acontecimientos que contribuyeron grandemente
al desarrollo de la tnvastigacién an enzimologfa fue 1a extraccidn de
las enzimas qua catalizaban la fermantacidn alcohdlica de las células
de levadura por E.Buchner. Este descubrimiento demostrd la
importancia de las enzimas como catalizadores de alta efectividad, v
que ﬁodlan funclonar lndapnndianlemente de la estructura celular. Sin
embargo el desarrollo de la enzimologla no es franco sino hasta los
dltimos 60 afios, a partir de que J.B Summer en 1926 cristaliza la
en2ima ureasa que cataliza la reaccién de urea hacla la produccldn de

amoniaco y bidxido de carbono {fig. 1).

URBA ==-====mmm=mnmoammas NHy + CO,

Fig. 1. Reacctédn catalizada por la enzima ureasa.

Summer concluyd que las enzimas eran de naturaleza proleica,
contrario a la opinién general, Esta conclusidn no fue aceptada
inmediatamente, sino hasia 1930-1936, cuando Northrop aisld cristales
de pepsina, tripsina, y quimotripsina y establecid firmemente 1la

. naturaleza proteica de las aenzimas. A partir de estos
descubrimiantos se ha dado lugar a unlgran ndmero de invesligaciones
'y adelantos sobre l!as enzimis, como son el control gendlico de la
sfntesis de enzimas, vraegulacidn de  sistamas enzimdticos,su '

caracterizacién cindtica y su utilizacidn en procesos industriales

tanto en forma libra como inmovilizada.

Una de las areas de la anzimologfa que ha tenido gran desarrollo



ha sido el de las enzimas inmovilizadas; aunque ¢e tlenen veporles vy
datos desda 1916 en 1los que se hacen intentos por inmoviliaar
enzimas,no fue sino 40 afios después que se inician los estudios en
forma para el desarrollo de nuevas matodologfas y técnicas de
inmovilizacidn(E.Katchalski ,1979).Madiante estos estudlos  se
pretende rasolver un problema relaclonado con la utilizacidn de la
lactosa da la lache y de sus subproductos, ya sea desde el punto de
vista nutricional, asi como desde @l punto de vista tecnoldgico, como

’
varemos a continuacion.

La B-Galactosidasa o lactasa, se ha venido utilizando desde hace
varios afios en forma soluble en algunos procesos de la tndustria
lictea. La lactasa hidrollza a la lactosa, principal carbohidrato de
la leche, an glucosa y galactosa, trayendo como consecuencia algunas
vantajas tanto tecnoldgicas como nutricionales en la elaboracidn de
productos lacteos. Estas ventajas se refiaren a qus hacen accesible
la leche y sus derivados a personas : que sufren {intolerancia a 1la
lactosa. Exlstc' una mayor solubilidad de los productos de 1la
hidrélisis, aunado a una disminuciéon de los problemas de
cristalizacién asociados con 1a solubilidad de la lactosa.Por aotro
lado al tenar monosacdridos libres despuss de la reaccidn,se aceleran
los procesos fermentativos y ademas se aumenta el poder . eduicorante
con los productos de hidrélisls, ddndonos  una alternativa da
utilizacidn de! suero de leche, ya que se podr{an preparar Jarabes
deslactosados de suero sin que existieran problemas de

cristalizacion,

Qentro de la poblacidn adulta, se presenta una marcada

deficiancia a la asimilacidn de la lactosa por carencia de lactasa en



su aparato digestivo, dando como resultado diversos trastornos
gastrointestinales, que se conocen como inlolerancia a 1la lactosa.
Segun datos estad{sticos (Rosado J.,1985)se dice que en México un 75%
de 1a poblacidn mayor de 6 anos presanta o ha presentado problemas de
intolerancia a la lactosa. Es por esta razdén qua en muchos paises se
han hecho grandes esfuerzos para la fabricacidn de productos lactecs

con hajo contenido de lactosa.

Desde el punto da vista tecnoldgico, el hecho de que la lactosa
hidrolizada sea mas soluble, evita problemas de cristalizacion en
derivados tales como helados leches condensadas,caletas etc(Coughlin
R.,1980; Hiicles H.,1981).Dado el mayor poder edulcorante que
proscﬁ!an 12 glucosa y 1a galactosa con raespecto a la lactosalaprox
ltrcs vaces), se puede disminuir la cantidad de sacarosa a utilizar en

productos lacteos endulzados cuando la lache ha sido deslactosada.

La lactasa ha abterto amplias posibilidades para la utllizacién
de suero de lecha, subrroducto que normalmente se desperdicla. En
México se producen alrededor de un m{lldn de toneladas de suero. al
ano, pPricticamente la totalidad del cual es suero dulce (con pH da
5.5~6.5), que al verterse en la caner{a proveca graves aroblem;s de
contaminacidn, dada su alta DBO(Demanda Biogu{mica de 0xfgeno).
Cuando se hidroliza la lactosa del suero y el hidrollizado se
concentra a un 60-75% de sdlidos, se pueden obtener lo que se conocen
como Jarabes de suero, Estos Jarabes son menos viscosos que el suero
normal concentrado y por lo tanto de mis facil manelo, pero sobre
todo, tienen un poder edulcorante considerable y wuna cantidad
importante da protefnas. As{ a partir de estos Jarabes se pueden

elaborar helados,productos de contiter{a,productos ldcteos



endul zados, aderezos,productos de panadar{a y bebidas refrescantes de
alto wvalor nutritivo.(Coughlin,1980; Kosarik,1982; Horris,1980;

Nilples, 1981).

Todos estos procesos de hidrélisis se han astudiado con enzima
libre, sin eabargo axiste la limitacidn de qua la lactasa es una
enzima cara para su utilizacion en forma libre a grandes escalas. El
uso de lactasa inmovilizada reducirfa con;iderablemenle al costa, ¥
por allo, esta tacnologfa rapresentar{a un alevado potencial de
imlamentacidn de proceso vy aplicacidn a nlvel industrial. En México
la empresa paraestatal Leche Industrializada Conasupo(LIGONSA), Liene
imolementado el proceso de mayor volumen en Meéxico de utillzacién de
ta lactasa an forma libra, para la hidrélisis de lactosa en lache.
Sin embargo dado que la enzima no se produce en el pafs as necesario
importarla, lo que representa gastos excesivos y en ocasiones se ve

limitada su disponibilidad.

Por las razones antes mencionadas es que el presente trabajo
pretande desarrollar un sistema de inmovilizacidn de celulas enteras
de levadura con aclividad de B-galactosidasa. Se pretende utilizar
cédlulas anteras da lavadura en lugar de la enzima purificada, debido
a las ventalas quea ofrece la inmovilizacidn de mlcroorganismos, pues
la mayvorfa de los sistemas de lnmavillzacidn que se raportan en la
literatura menclonan una baja estabtlidad operacional al inmovilizar
enzima libre(Chibata, 1979; Giekas,198%; Linko,1980). Esta hala
estabilidad probablemente se deba a que ta enzima =85 demasiado
sensible a camblos dQ temperatura,de pH,a diversos cationes atc.Este
trabaio pretande minimizar estos problemas al no separar a la enzima

de su microamblente natural que as la cédlula, inmovilizando las



celulas completas.

Podr{amos rasumir los obletivos da este trabajo en los
siguientes puntos:
1.~0BJETIVO GENERAL:Uesarrollar un sistema de inmovillzacidn de enzimas,
capaz de retener células enteras de lavadura Kluxve-
romyces fragilis,manteniando la mdxima actividad de
8-Galactostdasa para la hidrdlisis de lactosa en le-

che y suero dulce de lache

11.-0BJETIVAS ESPECIFICOS:
~Evaluar los resultados que se obtienen para un sis-
tema base de flbras de triacetato de celulosa y B-Ga-
}actosldasa purificada,de tal manera que se puedan es-
tablecsr las modificaciones necesarias para obtener un
sistema de inmavilizacidn de celulas enteras de lava-

dura con actividad B-galactosfdica.

-Varlar los comeonentes de la formulacidn base de ti-
bras de triacetato de celulosa,de tal manera que se
tenga una formulacidn modificada para cédlulas de le-

vadura,utilizando como soporte acetato de celulosa.

-Evaluar 1a utilizacidn de diferentas agentes entra -
cruzantes dentro de la formulacidn,para establacer un

metodo de inmovillzacidn de atrapamiento-entrecruza -

miento.

~Optimizar la ul}llzaclén del agente entrecruzante e -~

it



legido.

-Evaluar la influencla de cada uno de los componenies
del sistema de inmovilizacion en ta actividad

anzimitica del mismo.
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11.-GENERAL IDADES

1.~CARACTERISTICAS GENERALES BE LAS ENIINAS
2.-BNTLNAS TUROVILIZADAS
3.-GEWERALIDABES RE LACTOSA Y LACTASA

1.~CARACTERISTICAS GENERALES BE LAS ENZINAS

A coatinuacidn se presenta una revisidn breve de clertos

aspectos tedricos relacionados con la enzimologfa, como sont

A. Bafinicidn de enzima y sistema enzimftico

B. Clasificacién de luf enzimas

. C.. Parfmatvos cindticos de las emzimas

B. Parfmstros fisicoquimicos relacionados con las enzimas

E. Daftnicida de inmovilizacién _

Las enzimas som catalizadorses biolSaicos de naturaleza
protefca, com actividad wmuy omcd'ica. Catalizan reacclones en

sistemas bloldgicos de alta especilicidad (Vang, 1979).

Sistema enzimftico: Un sistesa aenzimftico Q_sl‘ formado por la

holoenzima, el o los sustratos, un grvupo protéico y sustancias

activadoras.

Holoenzima.~ Esta integrado por la coanzima y la apoenzima (flg. 2)

12



HOLOENZIHA = COENZINA + APOENZIHA
Fig. 2:La holoenzima dentro de un sistema enzimftico

Coenzima: Estructura no protéica que puade ser aladn metal o tén, o
alguna moldcula orgdnica complela que algunas enzimas requieren para

activarse.

fpoenzima: Holdcula de naturaleza protefca que en presencia de su
coenzima {algunas enzimas no requieren de cosnzimas o cofactores)

forman a la holoenzima que as la enzima propiamente dicha.

Srupo prostético.- Estructura adherida fusrtemente a la molécula de

la enzima y que contribuye a la actividad enzimftica. 51 la untdn es

nmuy débil ce le conoce como coenzima.

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

enzima dependiendo el grado de aspecificidad de esta misma.

fentro activo de la enzima.- Parte estructural de la enzima capaz de

reconocer a su sustrato y transformarlo, y que confiere las

propiedades catalfticas de la enzima.

Sustancia actlvadpra.- Son los elementos que coadyuvan a la mayor
actividad de la enzima, ra sea, haclendo mds affn el sustrate,

tactlitando la liberacién de producto, etc.

Sustancias {nhibldoras.~ Todas agquellas sustanctas que de alguna

13



manera interfleran en el buen funcionamiento de las enzimas o

finalmante impldiendo que estas actdén totalmente.

B. Clasificacidn da las en zimas.

Muchas enzimas han sido nombradas solamenta por adicidn del
sufiio -asa al nombre del sustrato o molécula sobre la cual la enzima
actda catalfticamenie. Por elamplo la ureasa cataliza, la hidrdlisis
de urea hacia amonldco y dioxido dae carbono (fig. 1) y la fosfatasa
que cataliza la raaccidn de hidrélisis de esteres de fosfato. Sin
embargo esta nomenclatura no es préctica. En otros casos los nombres
triviales no aportan ninguna informacidn comc es el de tripsina,
quimotripsina, atc. Por estas razones es conveniente adoptar una

nomenclatura y clasificacién como la que recomlenda la Comisidn

Internacional da Enzimas.

El sistema divide a las enzimas en 6 clasas principales, las
cuales se dividan en subclases y sub-subclases. Cada enzima tiene un

ndmero de identificacidn dentro de la clasificacidn (Tablal).

La nomenclatura es lnformativa desde el punto de vista qufmico,
se basa en la naturaleza de la reaccidn quimica catalizada por la
enzima. Estos nombres sistem{ticos, son de gran aplicacién en €as50s
donde se naceslta una informacidn importante, como son revistas
internacionales, congrasos, rgsumenes, alc. Aunque aun en algunos
casos por comodidad se sigan utilizando los nombres triviales. Un

elemplo de la nomenclatura sistemftica se presenta en la figura 3.

14



Tabla( 4 Clasiticacidn de las enzimas serdn la Comi-idn
Internacional “a Enzimas

1, Oxido~-reductasas
(reacciones de oxidacién reduccidn)
1.1 Actdan en CH-UH

1.2 Actdan 2n =C-0

1.3 Actdan en -CH-CH

1.4 Actiéan an —~CH=NH,
1.5 Actdan en ~CH=IH-
1.6 Actian en NADH;NADPH

2eTranferasas
(transfiersn grupos funcionzles)
2.1 grupes de un cartdén
2.2 grupos aldaehf{dos o cetonas
2.3 gru,os acil
2.4 grupcs nlicosil
2.7 gruros fosfato
2.8 grupos tlol
3, Hidrolazas

(fieacciones de hidréiisis)
2.1 Est ers

3.2 Enizces rlicosfdicos
3.4 Enlacas neptfdicos
3.5 Otros enlaces C-M
346 Scides anhfdrides

4, Liusas
(Adicidn a dobls enlace)
441=CeCm
442-C-i
4 3=Cap-

5. Isomerasas

(reaccionss Je iscnerizatidn)

5.1 Racemasus

15



Tabia{ 1 )Cen-inuvacién

6. Ligasas

{Formacidn e cnlzc2s con rtompimi nto de ATP)
8.1 C-~C
6.2 C=3
6«3 C-f!
6.4 C=-C

16



NOMBRE TRIVIAL NOMBRE SISTEHATICO REACCION CATALIZADA

Transaminasa glutamato: plruvato Glutamaio + plruvate
amino transferasa

cetoglutaratotalanina

FIGURA(3).-Nomenclatura para la reaccidn catalizada por

transaminasa.

C. Pardmetros fisicoqufmicos relacionados con la actividad

catalftica de las enzimas.

Los pardmetros fisfcoqufmicos que afectan la actividad de las
enzimas son el pH,la lamperatura, la fuerza idnica, etc. Es decir en

general son todos aquellos factores fisicoquimicos que afectan 1la

naturaleza protaica de las enzimas.

D. Pardmetros cindticos de las enzimas.

La conversidn da un sustrato [Sla un producto {Plpor medio da una

enzima (Else puede representar por:

e = ==

En donde K,, X~y , Ky v K., son las constantes individuales d§
velocidad de raaccidn. 51 la concentracidn de sustrato ({Sles mucho
mis grande que la concentracién de enzima [Ely K-; es despreciable
entonces la velocidad total de su reaccidn de (S} hasta (P} estard

17



descrila por la ecuacidn de Nichaelis~Henten de la sigulante manera:

qw:i%% = Tﬁ%&%é: = -Eg?f%%i - ---=(Q)

en donde la constante Km contiene a las 3 constantes y est{ dada

por:

- Kﬂ *kl
Kon X1
El km puede estar definido tambidn como la conctntracfén de sustrato
(sh la cual la velocidad de reaccidn es igual &Y deVeu Cuando se
tiene una concentracidn de sustrato muy alta la concentracidn de

anzima total (E)}estard en forma del comeplelo (ES}, v se tendrd

entonces!

A= Vivax = KalES] = Kal B ttal ]

Los valores de - Km y Umax los podremos detarminar por diferantes
métodos, establacidos por diferantes autores. En la flgura 4 se
puaden observar los mfs comunes, bs entra ellos el mis fracuents es
¢l método de Lineweavar-Burk que grafica el invarso de v contra el
inverso de ([5)(figura 4).Para obtener los parametros cindticos

9r5ricanento.nornalnonto la ecuacidn (1)se puede reordenar de la

siguiente manera:

oY

dedole b o @

que @5 la acuacidn de una linea recta en los edes t/v y 1/s,y cura

pendiente sera Km/Umax,y su intersacto con 1/v cera 1/Vmax.la



ecuacion (23 s¢ conoce como ecuacion de Lineweaver-Burk(figura 4b).

Otra alternativa serd graficar v contra v/s que pane un gran
dnfasis en todos los puntos y da un valor confiable de Km; pero
requicre valores muy altos de {Slpara dar una buena medicidn de ¥ max
(f1g. 4C). La grdfica S/V contra S di menos variacién en la

presicién sobre valoras pricticos del (S)(fig. 4).

E. Inmovilizacion de Enzimas.

Una enzima temovilizada ¢s aquella cuyo libre moviwmiento en el
aspacio ha sido restringido a una pequena y lisitada regidn o se ha

restringldo completamente.,

Esta técnica resulta de gran importancia, ya que las enzimas se
recuparan mfs facilmente de la mezcla de reaccidn, pudlendo
reutilizarse,lo que tiene una aran repercusidn desde 2l punto de
vista scondmico. Por otro lado, las condicliones ds operacidn <e

K
controlan sejor baio un sistema constante a lo largo del proceso.



v %, «
S -
¥ JLa ™ s (d)
K

FIGURA( Y4 ), ~Difarentas rapr: *sentaciunes gréficas de la
acuacidn de liichaslis-l'enten.
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2,-METODOS DE IKMOVILIZACION DB ENZINAS

Los mdtodos de tnmovilizacién se pueden clasificar en 4 grandes
grupos (Wang at al, 1979)que son:
{)Atrapamiento y microencarsulacidn

t1)adsorcidn

‘t11)Enlace coovalente
y que se Llustran en ta rlgura (5).

El primer grupo de enzimas son aquellas en donde la enzima ha
sido atrapada en un espacio limitado o unida a un soporte. As{
tenemos que, la inmovilizalcidn por atrapamiento se subdivide de
acuerdo a la estructura del sistema utilizado, es decir, si se
Aencuentra dentro de un espacio sencillo se denomina atrapamiento por
encapsulacifn; o i se trata de varios espaclos, generalmente
entralazados,el mdtodo se conoca como atrapamiento en una matriz
polimé rica. Por olro lado, enzimas que se encuentran unidas o
enlazadas dirvectamente al material de soporta, se subdividen en
anzimas unidas por adsorcidn, o unidas por enlace covalenta. Las
anzimas unidas por enlace covalente, pueden ser todavfa subdivididas
an aenzimas enlazadas directamente al soporte o enzimas enlazadas

entre s{.

VEstos son los métodos de inmovilizacidn mfs usados a la techa,
no obstante exislen varfaciones dentro de estos métodos, siendo los
mds comunes la uttlizacién de 2 o mfs mdtodos a la ve:
(Pas!org,l972); por aelemplo puede utilizarse un mdtodo de
atrapamiento y entrecruzamiento. ulilizado como soporte. Los métodos

antes mancionados también pueden ser utilizados para inmovitizar
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ENZIM'S INMOVILIZADAS

v

Atrapnmfanto

atrapam&entn

en natriz

microsncapsulacidn
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cdlulas entaras.

Bl tinmovilizar células complatas presenta el atractivo da qua abale
los costos de manufactura del catalizador, ya que se elimina la
puriticacién de las enzimas. Por otro lade, ofrece un microamblente

ads adecuado para la estabilidad de las anzimas

(Vankatasubramanian,1976;  Chibata, 1980). De los mdtodos de
inmovilizacidn mencionados, el m&s utilizado en la inmovilizacién de

cflulas as el m8todo por atrapamiento en una matri:z polimdrica.
idAtrapamiento y encapsulacidn.

Se han estudiado diversas técnicas de inmovilizacidn por
atrapamiento, en matriz polimdrica, siendo las mds utlllzédas
aquellas donde la matriz es un gel. Igualmenle , un gran ndmero de
materiales han sido probados, donde los geles de poliacrilamida han
sido los mfs exitosos(Dahlquist,1973; Ohmiya,1977). Otros goles

utilizados son K-carragenina, alginatos, etc.

Bn lo que respecta a la encapsulacién, los materiales més
utilizados son pol{meros sintéticos, como son el colodién, resinas de
silicén, nylon, poliurea, atc. La inmovilzacién por encapsulacidn ha

tenido buena aceptacién para uso mddico (Chang ,1976).

Chang et al,1976, raporta su uso directo en lesiones orales en
ratones, con deficiencla hereditaria de catalaza y as( reemslazar la
deficlencia de la enzima localmente., Otros usos fueron. al
suministrar oralmente en animales ureasa, para su aécl&h directa en

al tracto intestinal.

En general las enzimas atrapadas tienen aceptacidn y aplicacidn,
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pero su uso se limita por clertas desventalas que son:

= Las enzimas tienden a salirse del soporte,

- Cuando el atrapamiento es en g9els no se pueden utilizar enzimas
hidrolfticas que degraden al soporte, por edemplo, no se pueden
inmovilizar amilasas en almiddn.

- En general, las enzimas hidrolfticas no pueden ser inmovillzadas eer
atrapamiento, por elemplo, amilasas, proteasas, dextrinasas,
pectinasas y en general todas aquallas que degradan polf{meros,
‘porque los sustratos sobre los que actuan son de pasos molsculares

elevados, vy esto no permile su ficil difusiédn a travds del gel.

11)Adsoreidn

Las enzimas pueden ser adsorbidas en muchos materiales con
superficies cargadas o neutrales, para este obietivo muchos
adsorbentes usados en la separacidn de protelnas pueden ser
utilizados tambidn para iomovillzar, como son el Sephadex, amberlita,

silica gel, atc.

Sin ambargo, el principal problema de este método de
inmovilizacidn, es al tener un medio bastante controlado, ya que la
enzima tiende a la desorcién con cambios muy pequefios en el pH y la

concentracién de sales.

Los adsorbantes en los cuales se adhiare con un mfnimo de
’ desnaturalizacidn la anzima, serdn en aste caso los mfs adecuados.
'ﬁlnochlaro at al (1980), i{nmovillzaron lactasa (Maxi{lact) en aldmina
como material adsorhenle‘reportando rendimiento de 35% de actividad
con raspecto a enzima soluble. Linko et al (1980), inmovilizan

tambidn a la lactasa pero an resinas de adsorcidn como es el
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fanol formaldehido.

Los materiales adsorbentes mds ilmportantes en inmovilizacidn de

anzimas se mencionan an el cuadro (1),

Tosa et al (1947), tnmovilizan amino acllasa para su utilizacidn
an 1a raesolucidn Optica de aminoacilados, utilizando DEAE celulosa y
DEAE Sefadex empacados en columnas.La flgura &4 nos muastra

esquamat icamente la {nmovillzacion por adsaorcidn.

FIGURA 6.-Inmovilizacidn por adsorcidn.

lll)Enlaﬁc coovalante Existen formas de inmovilizar enzimas en
las que las moldculas de enzima se unen coovalentemente a un soparte,
o entre s{, mediante la utilizacidn de agentes entrecruzantes(figura

7.

Las formas mas utilizadas para el entrecruzamiento son:
-entrecruzamiento de las enzimas con glutaraldehido para formar un agregado

insoluble,por elemplo papafnaiFansen y Olson 1949).

- adgsorcién de enzimas dentro de una superficie segulda de un
entrecruzamiento. Flnochlarg, et al(1980),reportan la inmovilizacién de
lactasa por adsorcién en aldmina y seguida de un entrecruzamiento por

gqlutaraldehido. Otro método es inmovilizar 2n aldmina porosa y
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Cuadro( 1 ).-SUPCRTES MAS COMUNWENTE UTILIZADOS PARS IN™0w"
YILIZAR ENZINGS ROR AJSORCIONM.

ALUTINA COLAGENA

ABERLITA CG=-50C DEAE~CELULOSA
CENTORITA | DEAE=-SEP"ADEX
CM=-CEZLULESA : VIORYO 7“NROSD
SM-SEPHADEX GEL DE STLICA
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glutaraldehido (Coughlin,1980).

~ Impregnacidn en un material pornso seguido de entrecruzamiento.
tomovilizacidn de B-galactosidasa, existen otrosmétodos prabados,
pero existan mas estudios en los que utiltzan vidrio

porosol{Uiershicki,1974; Uasetall,1974; Linko,1980; Okos,1980;).

Como se menciond , es posible la utilizacidn de estos mélodos no
solo para enzimas purificadas, sino tambidn para células enteras con

la actividad enzimftica deseada(cuadrod.

El uso de céilulas venteras inmovilizadas como fuente
enzimftica,es una alternativa que podrd eliminar la necasidad de
poner en libertad las enzimas intracelulares y su subsecuente etapa

de purificacidn (Kuhnio Ohmiya, 1977).

El uso de las células enteras inmovillzadas cobra relevancia ya
que en alguros casos las enzimas son m{s gstables al no ser separadas
de su microambiente natural, la célula. Estos beneficios han llevado
a algunos investigadores a profundizar sus estudlos en la

{nmovilizacién de células microbianas., Corinebacterium glutamicum,

fué atrapado en geles de poliacrilamida para producir 4cido
glutdmico. Chibata et al (1979), tamovilizan células enteras de E.
coli v otras bacterias conteniendo actividad de amidasa , por varios

métodos. Recisntemente se inmovili:d Gluconobacier melanogenus, con

la’capacldad de convertir L-sorbosa en L-sorbozona, utilizando como

soporte geles de poliacrilamida.

En resumen la alternativa que presenta la inmovilizacidn de
cdlulas enteras de microorganismos es bastante atractiva lomando en
cuenta las ventajas précticas y téenicas que nos presenta.

el
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Cuadro( 2 ).-Comparacidn de las 2if-rentas técnicas de inmovilizacidn.

~y
«a

TECNIZA VENTAZNS MSYENTAIAT

Adsorcién (1;Nétodo simple y rarato (1)Desorcidn der{da -1

1ehil onlage Frrma--

(2)Ho se necssitan anentss  2)'a matri- tierda a
nufmicos por lo cue se arf-oph-r okpnar ~pre
puede anlicar alimenics tefa+ 2o - An -2

caso de loche y nue-

ro de lechse

{3)58 deanaturaiiza rcco la
enzima

Adsorcién entre- (1)Se evitan las desventa= (1lilo tan simple,ccwe 1:

cruzamiento " jas de la simpls adsor~ uimgls adsorcidn
cidn (2)5@ wtiliran arentes
aninicos,

Enlace. Covalente (1)Enlace muy fuerte no se (1)Utilizs anantes riif-

separa la enzina del sza- micos oue no se ~ore
norte . riten en lo- proce-re
de alinentos

(2)Saportes Caros

Atranamiento en Sel (1)Poca alteracidn de laz (1) Linitacionre Difi=
propindades natalfticas  sinnales

(2)Se puzde aplicar a cé ={2)Limitadc a su~tratos

lyilas da bajip veaan mnlegi-

lar
(2)No se necesitan arentes
quinicos

Azrapemiento 2n Fi- (1)Enzima nuy est abla  1)B-jg rendirientq en
bras ‘ la ivnrvili-acidn
{2)La ac*iviiad de-an-e

d2 Ta difecidn ar 1--
roe

np=




Cuadro( 2 )Continuicidn

TL2NIZa YINTRIA8 Ry T
Retancidn por (1)La enzima mintient sus (1)52%ia dal cnrmaps -,
Leanbranas farcrerizticas arigina- Citarrpidn o nesia
les, -a,
(0} -orcidn Ro n omoa

irig fnp Ta —ano
’

trane f~umtratne)
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Sin embargo el uso de estas tdcnlcas no ha sido daesarrollado
ampliamente por lo que se considera un campo en donde se puede
contribuir al estudio y descubrimiento de otras alternativas.Destaca
entre las m{s reciantes, el dejar de utilizar un soporte para la
inmovilizacidn de cdlulas,y solo formar un conglomerado de células
con la actividad enzimftica daseada, con la simple utilizacidn de

agantes entracruzantes.

Chibata et al (1979), wutiliza poliazel;dlna como agenle
entrecruzante, para inmovilizar cdlulas de E. colf cona aclividad

aspartasa, obteniendo muy buenos resultados;97% de retencidn de

actividad y una vida media de 611 dfas.
EFECTO0S DE LA INKOVILEIZACION EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

A continuacidn se enlistan los principales afectos que tiene la

inmovilizacidn sobre las anzimas o su actividad:

A) Retencidn de actividad

B) Efectos difusionales

a) resistencia a la transferencia de masa en soportes no porosos

b) distribucién de la enzima dentro de soportes
C) Efectos estéricos

D) Efectos del wicroambiente

E) Efectos de la tdcnica o naturaleza de la tnmovilizacién
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F) Efectos de astabilidad

A) Retencidn de actividad

Cuando las enzlmas son lnmovilizadas por atrapamiento algunas se
pueden {nactivadar o desnaturalizar por efecto de los reactivos o
sustancias Involucradas en la formacidn de la matriz de
atrapaniento. Cuando una enzima se enlaza a un soporte, la actividad
enzim§tica puede perderse por varias formas:

a) Algunas moldculas de 1a enzima ge inmavilizan en el soporte da

tal manara que se impide el acceso del sustrato al sitlo activo,

b) Un grupo reactivo puede atacar el sitio activo dentro de la etapa da

~ unldn al soporte; asf{ , una forma que ha funclionado para proteger al
sitio activo es la adicidn de un inhibidor raversible del sitlo activo
en la stapa de enlace, de tal manera que daspuds sea posible

retirarlo y conservar as{ la actividad enzimitica.

c) Que la enzima al ser enlazada al soporte quede de tal manera colocada

que afaecte su estructura y por lo consiguiente su actlvidad.

d) Gua la naturaleza de la inmovillizacidn o del enlace provoque

desnaturalizacidn o inactivacidn.

Wang et al (1979), presentan en la tabla(®)la inmovilizaclidn de

quimotripsina en varios soportes y los efectos que Liene sobre 1la

ratencldn de actividad,



Tabla( 3 )GETED0S IC INECVILIZACION PON SMLATE GOOYSLLEMTE
DE L DHIMOTRIFSINA A VARILS SOFORTES,

5CPCRTE METODO JE ENLACE  RETETCICN DI ACTIVINAD'A)
Sepharosa 48 ChBr 50C

Jephadex G2C0 Isothiocianate 14-25

Gi. 5echadex C50 Isocianuro 20

CM~celusosa Azida,Triazina g

Vidrio Poroso Giutaraldehido n6

Coopolimero del Anhidrido 357

anbiidrido

Etilan/maleica

Znzacril AA Isocianure 25




8)Efectos difusionales.

a) Cuando una enzima ha sido inmovilizada, el sustrato tiene que
ditundir de la mezcla de reaccidn a través de la pelfcula de ifquide
que rodea al soporta, y si el soporta es poroso se hard a travéds de
los poros del soporte. Cuando existe raesistencia a la transferencia
de masa del exterior (sustrato) a la suparficie del catalizador, esta
limita la velocidad de raaccidn; las condiciones de flulo a travds de

la enzima inmovilizada serdn determinantes en la velocidad de

reaccidn.

b) Distribucién uniformes de la enzima en soportes esféricos. Es
de gran importancia este factor dabido a que,una distribucién no
uniforme o {nadecuada de la enzima an al soporte contribuirfa a los
problemas de transferencia de masa y por lo consiguiente a2 wuna
disminuclén de - la velocidad de reaccidn. Por elemplo, cuando la
enzima se aencuentra en el centro del soporte, alejado de la

superficle, el sustrato enconlrard mayor ndmero de barreras

difusionales para ser transforaado.

C)Efectos estéricos.

Hay muchas ocasiones en las que la actividad de la enzima cen
sustratos de un alto peso molecular se ve reducida como resultado &c
un imredimento estérico an el soporte, de tal manera que dificulta la
entrada del sustrato al sitio activo de la enzima. Algunos sustratos

como caselna ¢ almidén tienen pesos moleculares comparables con las
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anzimas que los dagradan, por lo que se hace ads dfficil oblener

altas aclividades para astas anZimas en forma inmovilizeda.

D)Efecto del microambiente.

Cuando una enzima esta inmavilizada se encantrard en un ashiente
dtfcrqnte al natural, especialmente cuando el soporte tlene una carga .
neta: aesto hace que se provoquen cambios an las  propledades
tisicoqufmicas de la enzima, los factores gque mas afectan son:ph
dptimo, temp.dptina, interacciones idnicas, etc..dando como resultado
una caida de la actividad inicial de la enzima libre,aunque asto
sucede casi siempre en los procesos de inmovilizacién. El obietivo
gsera entonces minimizar. e3tos efectos, para poder aestablecer un

sistema Sptimo de Inmovilizacidn,

E)Etactos del procesc de inmovilizacidn.-

Se encuentran muchos reportes en la lu-ratu}a. an donde 1e
suestran cublos- en 1a estabilidad térmica de la enzima durante la
tomovilizacién. Aunque la wayorfa Indica un incremento en la
estabilidad tdrmica, hay suficlentes ejemplos, en donde 1la
estabilidad térmica disminuye, 1o que indica que la inmovilizacién no
necesariamente confiere incremento en la estabilidad.Un elemplo de
aestabllidad sor ‘inmovilizacion lo constituyen las enzimas
proteolfticas; que se autodigieren cuando estén en solucién,por lo‘

que con el proceso de inmovilizacidn, reduce considerablemente este

afecto.

F)Efectos de estabilidad.- Es poco 10 que se conoce acerca del

efecto que tlanen las diferentes tdcnicas da Inmovilizacidn sobre 1la
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estabilidad tdrmica de las enzimas. Wang et al (1979), reporta que la
cantidad de agenta entracruzante utili{zado para lnmovillzar
B-galactosidasa en DEAE celulosa {ntluye en la estabilidad térmica de
la enzima inmovilizada. Finalmanta podemos decir que son m&s las
ventajas que las desventalas de utilizar enzimas tﬁnovlltzadas,

siampra y cuando asto sea posible, es decir, que la enzima se puada

{nmovilizar.

#.~GENERALIDADES SOBRE LACTOSA Y LACTASA.

a) La leche
b) Componentes de la leche
c¢) Lactosa
d) Asimilacién de la lactosa y problemas de intolerancia
e) Lactasa (B-galactosidasa) y sus aplicaciones
a) La leche. La leche es un lfquido segregado por las gldndulas
mamarias de las hambras de los mamiferos, tras el nacimiento de la

crfa (Alais,1971). Es un lfquido de composicidn compleda blanco y

opaco, de sabor dulce y pH cercano a la neutralidad.

La funcidn natural de la leche es la de ser el alimento
exclusivo de los mamfferos Jévanes durante el perfodo crltico de su
existencia, tras al nacimiento, cuando el desarrollo es rdpido y no
puade ser sustituida por otros alimentos. La gran complelldad de 1la

composicidn de la leche responde a esta nacesidad.

La  leche es un producto que se altera muy faciimente,
espacialmente, baio la accidn del calor. Numerosos microorganismos

pueden proliferar an ella, en especial agquellas que degradan lactosa
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con produccidn de 4cido lictico, ocasionando como consecuencla, la

floculacién de una parte de las protaefnas.

La leche no posee mds que una débil y effmara proteccidn
natural. Su uso para el consumo y para las transformaciones
Industriales exige medidas higidnicas contra la lavasién de los

microorganismos y contra la actividad ds las enzimas.

Las especies lecheras varf{an sagin las regiones, pero la espacie
bovina es, con‘mucho, la mds extendida y su drea da difusidn aumenta
cada dfa. La leche de vaca as por lo tanto, la mis importante y la
dnica que se utiliza de mdltiples manaras. En determinadas reglones
de algunos paises mediterraneos se produce tambidn leche de cabra y

oveia, que se emplean sobre lodo, para la fabricacién de quasos.

b) Componantes de la leche,

La propledad fundamental de la leche es la de ser una emulsidn.
Es una mazcla de sustancias definidas: lactosa, glicdridos de Scidos

grasos, casefnas, albldainas, sales y protelnas solubles.

Desde el punto de vista tfsico, coexisten varlos estados,
emulsidn, suspensidn y solucidn. Esta haterogeneidad de la leche es
ampliamente conocida por todos.lomo se sabe, la leche abandonada a la
tamperatura ambiente se separa progresivamente an tres partes: la

crema, la cuajada y el suaro.

Existe por lo tanto un astado de equilibrio en 1a leche que

puaede romperse por diferentes acciones. Normalmente se trata de

cambios previsibles en sus cualidades ffsicas, organoldptlcas y
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nutritivas, etc.

Si recordamos que se 1lama fase, en un medio heterogdneo, a
cualquier parte del medio que constituya un madin homogéneo, sea cual

saa su aestado de divisidn, en la leche se pueden distinguir tres:

1) la emulsidn 2) la suspensidn 3) la solucidn

La leche puede tener gases disueltos, pero en raalidad no

constituyen una fase gaseosa diferenciada.
1)La emulsidn

La fase de emulsidn de la leche,se forma en su mayorfa por casi

toda la materia grasa, constituida fundamentalmente por:

i) Triglicéridos. Constituyen aproximadamente un 9$8% del

coniunto totatl.

ti) Los tostolfpidos (grasas fosforadas): Que constituyen del

0.5% al 1%,

iii) Otras sustancias insaponificables, diferentes de las
anteriores desde el punto de vista quimico, prero insolubles en el

agua y solubles en las grasas:alrededor del 17.

2)La suspensidn.

Formada bdslcamente por las caselnas, ligadas a las sales
minerales. El coniunto de casefnas o casefna antera es un complelo
de protelnas fosforadas y constituye la parte nitroganada mss

caracterfstica de la lecha; no existe ninguna sustancia parecida ni
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an la sangre i en los telidos vivos, La casefna precipita solo
cuando se acidifica la leche hasta pH 4.6 6 cuando se encuentra balo
la  accibn de una enzima protecl{tica especifica. La casefna
constituye la fraccidn nitrogenada m&s abundante en la leche, sobre

todo en la de los rumiantes.

En ganeral estas sustanclas se caracterizan por un elevado peso
molecular comprendido entre 15,000 y 20,000, Es por lo que debido a
su estructura protefca y a su elevado peso molecular, que las
casefnas no atraviesan membranas dializables y se precipitan

facilmente de su suspensidn por diversos reactivos, asf como par

sales minerales en concentracién elevada.

J) La solucién. La fase en soluclSn de la leche »std rorma&a
por el conjunto de sustancias disueltas en el agua, cualquiara que
sea el tamano de sus moldculas (Incluidas las proteinas solubles), o
unlcamente por las sustancias de balo peso molecular, principalmente
la lactosa, las vitaminas y las sales que constituirfan la solucidn
verdadera. Esta fase estd representada en mayor proporcién por los
lactdmeros que puedan obtenerse de diversas formas (filtracidn con
membranas, calor, centrifugacidn, praecipitacién con sales, elc). La
fase en solucién de 1a leche, reducida a 1a solucibn de moldeulas
pequenias, tieme una propledad I{mportante: la constancia de su
composiciSn molecular. La cantidad tolal de moléculas no disoctadas
y de lones, por unidad de voltmen, varfa muy poro. Esto es la
consecuencia da un hecho fisioldgico, y es que la presidn osmética de
la leche, que en la mama debe ser bastante semedante a la del suero

sangufngo, tlene que ser constante, y dapende casi exclusivamente de

la concentracidn de las moléculasrpequeﬁas disueltas. Sa dice que el
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lactosuera es isotdnico con el suero sangufneo. c) Lactosa. Ahora
bien,ya qua la lactosa as al componente de la leche que nos interesa
en particular, por la naturaleza de nuestro trabalo,la veremos con un

poco de mas detalle en la siguiente seccidn.
1. Lactosa. Aspectos bioldaicos.

La lactosa es el gldcido de la leche que se encuentra en mayor
proporcibn, y en forma libre, ademds es el glicido mis simple y el

mis constante en proporcidn.

En la leche humana predomina ampliamente, slendo en esta en
donde la encontramos en mayor proporcidn (459/1) es decir mis de la
mitad del extracto seco. En la leche da cabra y vaca es tambidn el
componente méds Importante, axceptuando 1la lactosa presante en la
leche, éste azdcar es muy raro en la naturaleza. La lactosa al ser
ingerida aes hidrolizada en sus dos monosacdridos glucosa y

galactosa.

Desde el punto de vista bioldgico, la lactosa se distingue de
los azfcares comunes por su gran estabilidad en el tracto digestivo y
porque no solo sa considera un glicido anergdtico, sino como la Unica

fuante de galactosa para humanos y numerosos animales, necesaria para

la sfntesis de cerebrésidos.

Debido a 1a fimportancia de mantener constante la presidn
osmdtica, el contenido de lactosa en la leche es aproximadamente

inversamente proporcional al contenido en sales.

En cuanto a la estructura y propladades ffsicas de la lactosa

podemos decir que se trata de una hexobiosa (galactdsido~1-4~glucosa)
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Qbﬂnpg, con peso molacular 342. Existe balo 2 formas isomericas:

A vy B aue se diferencfan unicamente en la posicidn de un OH en el

carbono 1 de la glucosa

e

M
oW

OM
Gauacosn  Glursa-S Glucnsh oL

En l1a leche humana se dice que se encuantra unicamente la
lactosa B, que se considera mas solubla. La solubilidad de la
lactosa a 15°C es de 7.3 g/100 m} de agua,sin ambargo se puede elevar
hasta 17 9/100 ml de agua, tras una agitacidn prolongada.Debe
dastacarsa que la lactosa es un azicar poco soluble,ya que su

solubtlidad es 10 vaces menor que el azucar comin(sacarosa).

Como todo s6lido en agua la solubilidad de la lactosa aumanta en
caliante, por lo tanto al enfriar sus soluciones concentradas, asta
eristaliza. En este principio se basa el método habitual de
preparacion del azicar de lache a partir del lactosuero (el suero se
separa de la alblmina por ebullicidn, luego se concentra al vacfo y

se enfr{a), Con la lactosa no se pueden obtaner iarabes gspasos, ni

confituras estables a la temperatura ordinaria.

Fn cuanto al poder edulcorante, la lactosa tiana un débil sabor
dulce, su poder edulcorante es seis veces menor que el de la

SACAr0SAa. Ademas de que en la leche esta sabor esta enmascarado por

la caseina.

dlgunas propiedades f{sicas de la lactosa tienen Importancia en
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cuanto a su aplicacidn prictica an:

t) lechas concentradas
i1} laches en polvo

{) laches concantradas. En las laches concentradas,en donde se
raduce sy volumen a un tarclo, la lactosa se encuentra préxlma a su
grado de saturacidn a temperatura amblente, asl, la refrigeracion o
la adlcion de sustancias extranas muy solublaes, como la sacarosa,
provoca la cristalizactdn como cristales gruesos y muy duros, dando
1a sensacldn de *arenosidad® al producto. Una alternativa para esta
proceso sarfa el uso de leches daslactosadas por hidrdllsis que

ademis contribuivfan al poder edulcorante, ya que la mezcla glucosa

galactosa eleva el poder edulcorants.

{1) leches en polvoe. Un comportamiento similar al de las leches
concentradas se prasanta en las leches avaporadas o en polvo, en
donde las condiclones de secado, provocan la formacidn de cristales
de lactosa en estado amorfo, en donde sa tienen las 2 formas de ia

lactosa X ny 2 con alto poder higroscoerico.

Estos problemas dentro de la {ndustria lactea son de gran
importancia y sobre todo de gran peso scondmico, por lo que urge

ancontrar alternativas técnicas para contrarvestarlos.

d) Asimilacidn de la lactosa y problemas de intolerancla.

Indiscutiblamente, la leche es5 el alimento ideal para lactantes
b adémas un excelente alimento para nifos de edad entre los O y 1
afios. Sin embargo conforme la gente crece, va perdiendo la capacidad
para poder digerirla completamente. Eslo sucede porque la produccidén

intestinal de la aenzima lactasa disminuye conforme la edad aumanta,
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exceptuando una pequena parte de la poblacidn mundial.

La enzima lactasa (B-galactosldasa 3.2,1.23) es necesarlia para
obtener los dos componentes de la lactosa, 4que son glucosa vy
galactosa y qus de asta manera puedan ser absortidos por la pared

intestinal.

La leche contiene muchos de los nutrientes regueridos por los
lagtantes, como son vitaminas y minarales, ademas de la importante
fuente proteica de buena calidad para esta primera etapa de su vida.
Sa considera que la lactasa esta prasente en cantidades adecuadas an
nifios con buena salud, considerando normal que emplece a disminulr

alrededor de los 4-5 ahos, slendo mfnima la cantidad de enzima entre

1os 10-20 anas.

En clertos grupos etnicos y ;lgunas zanas geogrirlcas, la
actividad lactdsica puede perderse, se considera éue alradedor de las
3/4 partes de la poblacion mundial tienen problemas de intolerancia a
la lactosa, es dacir, tienen muy poca o nula actividad lactisica.
Cuando esta poblacidn ingieres alimentos que contengan lactosa
aparecen problemas gastrointestinales que van desde dolores

ihdominales, hasta graves diarreas.

La deficlencla da lactosa es muy comdn en adultos, tanto que se
puede considerar normal. Al parecar en el mundo solo individuos de
raza caucisica (Noreuropeos) y 2 tribus de Africa y sus dascandientes
tienen la capacidad de retenar 1la actividad lactdsica aun siendo
adultos. La causa principal da los problemas de la intolarancia es
que, cuando un individuo con deflciencia de ltactasa consume grandes

,
cantidades de lactosa, una gran proporcion de este azlcar que no se
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diglere pasa directamente al colon donde se convierte en sustrato
para las bacterlas del intestino, produciendo gases y dcidos que son
los responsables de la flatulencia, dolor abdominal y excesivo
movimiento peristdltico.Ademis se provoca diarrea, debido a la
diterencia de presidn osmdtlca en el intestino por la lactosa

presente

Todos estos problemas causados por la deficlancla de lactasa, no
siempra son parmanantes, debido a que la deficiencia de la lactosa
tampoco puede ser permanente, es decir, a excepcidon de la deficiencia

debida a problemas congénitos, puede deberse a:

1. Gastroenteritis bacterial o viral, o dlcera gastrointestinal
2. Desnutricldn o parasitosis Intestinal

3. Intestino irritable o alcoholisme

4, Edad avanzada

S. Cirugfa gdstrica (puade ser deficlencla parmanente)

6. Drogas, medicamentos o antibi6ticos

7. Terapia con radiacionas

Existen muchas formas para diagnosticar la (ntolerancia a la
lactosa. Uno de ellos y el mas fdcil,es ver que los sfntomas
desaparecen cuando se suprime todo alimento que pueda contener
lactosa y que estos vuelven cuando la lactosa es reincorporada a la
dieta. Existen .nétodos muy complicados como son biopsias de

intestino, eero la mds utilizada es el medir la cantidad de glucosa

en sangre despuds de ingarir lactosa.

Uno de los métodos que se sugieren para contraraestar aeste tipo

de problemas es la Lngestidn de alimentos derivados de leche con baldo
' 44



contenidn de lactosa, lo cual se lograrfa tratando este tipo de

productos con la enzima lactasa (B-galactosidasa 3.2.1.23) .

e) Lactasa (B-galactosidasa (3.2.1.23)) y sus aplicactones.

La lactasa: B-galactosidasa E.C. (3.2.1.2.3.) es la enzima que
hidroliza la lactosa de la leche o derivados ldcteos en sus dos
componentes, que son glucosa y galactosa. Las fuentes mds
importantes de la aenzima son: intestino delgado de mam{faros,
bacterias, hongos y levaduras, aunque se tiene conocimientc de que
algunas plantas la contlenen en pequenas proporclones. Algunas de
estas fuentes son wutillzadas para preparaclones comerclales de

enzima{cuadros 3 y 4).

No todas 1las fuentes de lactasa se puaden considerar dentro de
las legislaciones sanitarias para su utllizacidn en allmentas.

Praparacliones de lactasa a partir de A, nlggr, A. oryzas y de

Saccharomyces (lactis o fragilis), se consideran adecuadas para su

aplicactdn en alimentos, ya qua estos microorganismos se han
utilizado com fuentes de enzimas a travds de la historia, ademfs de
haber sido suletas a dlversas pruebas. Ultimamente se aceptd el uso

de A, niger, K. fragilis y A. oryzas, quedando pendientes de

aceptarse por algunas lagislacliones las de [andida pseudotropicalis v .
K. lactis,

La B-galactosidasa, de E. coll, aunque ha sido una de las mfs
estudiadas en detalle, no es usada en procesos alimenticlos, debido a

los problemas de toxicidad que desencadenan los extractos de
coliformes,
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Cuadvo(® ).-PREPARACIONES COMERCIALES DE LAC-
TASA REPORTADAS EN LA LITERATURA(Giekas et al)i98S.

Aspergillus niger
Baxter Iaboratories,Chicago I1l,USA.
Dairyland Pood Isbs,Waukesha,Wi,USA
Kyowa Hakko Koggyio Co.,Japan
Societé Rapidase,Seclin,France,
Wallerstein Co,Morton Grove,Il,USA.
GB Fermentation Industries,Inc.,Il,USA.

Kluyveromyges lactis
Gist-Brocades,Holland(Maxilact).

Nrutritional Biochemicals Co.,Cleveland,USA.
Tokio Tanabe Co.Ltd,Japan.

Kluyveromyvces fragilis

Kyowa Hakko Kogyo (o,Japan.
Sigme Chemical Co.,St,Louis,USA,
Novo A/S,Denmark(Lactozym).

Escherichia coli
CF Boeringer GmbH,Mannheim,RFA.

Worthington Biochemical Corp.,Preehold,USA.

Preparaciones de levadura son proporcionadas por:
British Drug House Ltd,London,Bngland,
DEBI,Cassina de Pechi,Milan,Italy.

Sturge Ezymes Itd,Bngland{(Hydrolact).
Miles Laboratories,USA(Godo).

Preparaciones fungeles
Miles Laboratories,USA(Takamine),
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Cusdro ( & ) .~PUENTES DB B-GALACTOSIDASA REPORTADAS
EN LA LITERATURA.(Giekas et al.)i9BS.

PLANTAS

Durazno

Chabacano

Almendro

Semilla de alfalfa
Tallos de rosaseas
Pruto entero del café

ORGANOS DE ANIMALES
Cerebro y epidermis
Intestino

LEVADURAS '
Kluyveromyces lactis
Kluyveromyces fragilis
Candida pseudotropiecalis
Brettanomyces anomalus
Wingea roberstsii

BACTERIAS

Egscherichia coli

Bacillus megaterium
Thermus acuaticus
Streptoccocus lactis
Streptococcus thermophilus
Lactobacillus bulgariocus
Bacillus sp

Bacillus circulans
Bacillus stearothermophilus
Lactobacillus sporogenes

HONGOS

Neurospor crassa
Aspergillus foetidus
Aspergillus niger
Asp2rgillus flavus
Aspergillus oryzae
Mucor pucillus
Mucor miehei
Pusarium moniliforme
Alternatia alternara
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Los aspectos sanilarfos son los qua mds se toman en cuenta, para
preparar a partir de astos microorganismos, axtractos enzimiticos o
en su dafacto enzimas inmovilizadas. Estos faclores son mis

{mportantes en la inmovilizacidn que sobre el material acarreador o

agentes qufmicos involucrados en asta.

Las propiedades da las diferantes B-galactosidasas, dependerén
fundamentalmente de 1la fuente de dounde se hayan obtenido. 4sf el
mayor tamafo de esta enzima corresponde a E. _coll con 520-850 mil
daltones, mientras que para §, fragilis vy A. oryzaae el peso molecular
de la enzima es 201,000 y 90,000 daltones respectivamente. El pH
dptimo tambidn serd un pardmetro que variard de acuerdo a la fuente
enzimftica, Para las lactasas provenientes de hongos al pH éptimo,
tenderd a la acidez (2.5 - 4.5) y‘para las levaduras gl pH dplimo se
encuantra en la neutralidad (6-7) asf{ como tambidn para las baclerlas
(6.5 =~ 7.5)., Esta propiedad del pH Sptimo para cada lactasa serd el
parimetro de saleccldn,ya que la leche y @l suero dulce presentan
vatoras espec{ficos que no pusden ser modificados. Entonces las
lactasas de hongos serfn wusadas para hidrédlisis de susro 4cido,
mientras que las de laevadura y bacterias estardn destinadas a

hidr8lisls de suevo dulce y leche.

La finhibicion por producto (galactesa), es otra proptedad
Importante quae varfa de acuerdo a la fuente da lactasa. As{ por
ejemplo la enzima de A.__niger serd m4s fuertemente Inhiblda por
productc que la de A oryzae. Un preparado enzimftico a partir de
Bactlius s.p. muestra una inhibicidn menor, que un preparado similar

a partir de K. fragllis.



En el cuadro ( 5 )se muestra un resumen de astas propledades.

txiste gran interes por incrementar, la produccidn a gran escala

de los productos con bajo contenido de lactosalGiekas at al, 1985).

En la actualidad el jarabe praparado a partir de suero de leche,
mediante la hidrdlisis de lactosa puede ser utilizado como fuente de
i
azdcar y en algunas casos como fuente de protefna a la vez, por
ciemplo, en productos de panaderfa, en confiterfa, en refrescos, en
helados, en forraierfa para ganado y en una gran varledad de

productos de uso diario, as{ como en medios de fermentacién para la

produccién de alcohol o biomasa simplemante.

Existe de esta manera la posibilidad de tener varios grados de
‘concentracidn de los Jafabes y asf poder mezclarlos en dlferentesA
proporciones con otros productos, para cada proceso deseado. Un
tarabe concentrado con 80% de sélidos totales fue preparads a partir
de suero de desecho de la elaboracidn de queso ‘cottage®, por una
desprotainizacidn, hidrélisis, decoloracidn y concentracidn. El
jarabe tenfa; un ag?adable sabor dulce, un color amarillo ligero vy
una vlscostd;d de 2050 cp. Este Jjarabe sirvid para elaborar un
helado de vainilla que tuvo caracter{sticas bastante buenas,

comparado con el preparado a partir de Jjarabe de mafz(Giekas,1983).

Un Jarabe demineralizado de lactosa hidrollzada fue producido
par Valio Process an Finlandia, gl cual contenfa 104 de glucosa, 20%
de 9alactosa, lactosa 10% y con un 10% de prote{nas., Esle. iarabe se
usé en una proporcidn de 12.3% en una mezcla de halado para sustituir
el contenido normal de sacaros§ y leche, sin deterioro de sus

propiedades organoldpticas.



Cusdvo (B ).=PROPIEDADES DE DIFELTES |on

)

TASAS OE ' "ANrRa
GANISEOS ¥ SU UARTACION DE oH FOR EFZ2TO DT - LRSS S I T
CIGN(V.Giekas,19°3).

niroorganisens

pH Sptm.

Tomn., &pt-. necc “ler., Ca~hin
°cy fer) de -4
A.niger 3.5 57 1724 -1.5
A.oryrae 3.0 53 or —
Kefrigilis 6.6 37 2r1 ~r,5
K.lactis 0.5 x5 175 =R
E.co'i 7.2 AC 540 —
Lo terwcphilus 645 51} 530 -
Lo inaegualis 3.5 42 — -
Bs circulans 6.C 6”7 —_— —
Fo miniliforne 4.2 35 — LT
L. bu_naricus 7.C 43 — 0,5
Lsuconostoc sp. 6.5 60 _ R
Scopularioosus . 4,3 58 —_— —
0. steerotermoshi. 6.2 65 2:5 I
fiucor pucillus 5,3 60 — —
Altetnaria sp. 4.© a6t — ——
thermnus acuatic. 4,¢ ag 57¢ —




Varias formulaciones se han probado durante la manufactura de
los helados, a partivr de lactosa hidrolizada, obtenlendose
importantes rasultados favorables, sin que finalmente esto se vea
reflajado en las propledades organoldpticas finales, que permanecen
constanteas para aquellos productos preparados con leche sin
hidrolizar o con Jarabes de mafz, Economicamente podamos asegurar
que se obtlenen melJores rendimientos, ya que se ve disminuida la ‘

cantidad de edulcorante necesario para elaborar dichos productos.

Si se evalda el aspecto econdmico del uso de jarabes a partir de
lactosa, serfa aun mas lnlarcsante contamplar la alternativa del use
de enzima Inmovilizada, para su elaboracidn. En dos casos se ha
utilizado, leche hidrolizada para acelerar los procesos de maduracién

y son en el queso gruyer y en el queso roqueforti,

En USA se prepara un refresco de naranja s partir de suero de
leche hidrolizado y desproteinizado , el cual es <anpllamente

recomendado para atletas(Glekas et al, 1985).

Una nueva compafiia (Nutrlsoirch Company, Kentucky, USA) wusa el
suaro hidrolizado para elaborar productos de epdnificacién. Por ctro
lado el suero hidrolizado se puede utilizar con gran qf;ctlvtdad como
medio de cultivo para levaduras tales como S. cerevisias, para la

produccidn de biomasa o alcohol.

[I1.-ANTECEDENTES

|~ B-GALACTOSIDASA INMOVILIZADA.

El problema de la lactesa en la leche es bien conocido y como se
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menciond antes, se tralta de un problema que afecta a un amplio sector
da la poblacién naclional y mundial, por lo que resulta de gran
importancia el establecer un proceso que nos disminuya este problema,
paro que rasulte al mismo tiempo econdmico y accesible. Este procesc
nos lo puede ofracer, el tratamiento de la lactosa en leche o suero
de leche, mediante su hidrélisis con un sistema de B-galactosidasa
inmovillzada, ya que de esta manera ser{a poslble la reutilizacidn de
la enzima a baio costo en comparacidn con el uso de enzima libre,

ademds de las ventalas que los métodos de utilizacidn ofrecen por si .

mismos.

Para la inmavilizacidn de B-galactosidasa, en especial, se han
utilizado una gran variedad de soportes, sin embargo, se ha tenido
una clerta praferencta sobre clertos agentes y métodos de
inmavilizacidn, Por elemplo, adsorcidn y eanlrecruzamlento con
glutaraldehido. El  glutaraldehido es un agente entrecruzante
blfuncional cuyo uso se acepta en la industria alimentaria ya que

ademf{s presenta propledades desinfectantes.

Por otro lado las resinas Cformaldehfdicas, tamblen son
ampliamanta utilizadas para aste tipo de inmovilizacidn

ganeralmante utilizada en reactores de lecho fluidizado.

Otro soporte comunmente utilizado son las perlas de vidrio
roroso, en donde se inmoviliza por el mdtodo de enlace covalente, a
travds de la formacidn de gr;pos amino.Una tdcnica similar es
utilizada con aldmina que as un acarreador inorgdnico. Tambidn es muy
comdn el uso de soporles orgdnicos para una inmovillzacidn por enlace
covalente, tales como los derivados de 1la célula en donda se

aprovecha la gran cantidad de grupos hidréxilo, o los poliacr{licos
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en donde se aprovechan los grupos amino, estos dltimos a menudo

utilizan como activadores el oxirano.

Los geles de varios polfmeros como la poliacrilamida P.V.A.,
agar, etc. se utilizan para inmovilizar por el métado de

atrapamiento.

Giekas at al (1983),presentan las diferentes técnicas de
inmovilizacidn qua son utilizadas para B~galactosidasa de diferaente

fuante, asf{ como sus resultados éptimos y el nivel al que han sido

probados{cuadro &},

En el cuadro (6),se prasenta con m&s dutalle una revisidn de las
tdcnicas da inmovilizlacién mis raelevantes que son utilizadas para
lactasa de levadura, asf como algunos casos donde se inmoviliza

c8lulas enteras, esto de acuerdo con los ohlaetivos que persigue este

trabalo.

Un alemplo de los sistemas con mayor disponibilidad
comerclalmente és el que reportan Sprossler y Plainer(1983), en donde
presantan un sistema de B-galactosidasa inmovillzada para 7 la
hidrdlisis de lactasa en suero 4cido de leche {pH 3.5). Estos
autores hacan bastante incapid en al uso de las lactasas de origen
fungal. aduclendo un mayor rango de pH de operacidn, a diferencia da
tas lactasas de levadura, cuyo rango de pH es bastante estrecho; otra
razdn por la cual estos autores reconiandin el uso de la enzima
fungal es que no se requiere la presencia de fones inoradnicos como

activadores.

El sistema de inmovilizacidn que utflizan es por enlace

covalente en vidrioc poroso. Las principales ventalas que presenta
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Cuadro( G ).~STSTEMAS DE INMOVILIZACION OF ! CTRG

DE LEVADURA, (fiiokas,V.1C

B%)

FUCNTE DE LA ENZIMA

SOFORTE
ATARRIADOR

METOOC DE Nt
TNROVILIZACION

SULTADDS DE
ACTIVIDD

Lactebacillus.bulgaricus

Celactis

Selactis

Celulas completas Je
lactcbacillus
stearstermophylus

J.lactis

Selactis y S« fra-
gilis.

S5efragilis

Albumina  Adsorcidn/antrs-

da huevo cru-aniento con
nlutarel.leh{ ‘o

Enlzce Celulosa p;anino

cocvilen~ carbonalitada

te por

diazotizacidn

JEAE Celulosa

Anino. atil
Sefarosa

Gel de poliz-
crilamiia

Anicon P-1C

- Adsar ién y
formacisin rle

enlaces hidr--
fAbiso~

Enlace ccova-
lente con =1~
taraldeh{dn

Enlace coovalente

por diazoti~acidn

Enlac~ coov=lente
con oxiranos

membranzs de 1=
trafiltracidn

25% rend
agtividar

TUONPG/

r l]L/r

llo disroe
nible

117 rend

501 /¢
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tuadro( & ).«Continuacidn

FUENTS DE LA ZMNZIMA  SCFCATE METCDC OE REII TANG BT
ATARREADCH SITTVILIZACICN

ACTTUTNAN
K,lactis Triacetato fikrar nor =
dr gzloulosa tispanianta. 228l /~ Firra

S.lactis Gel de alechol Atran=mianto

nolivinilico
K.fragilis Fitrns de rco=-  Atraramientn de

lageno celulss enterag 1650 Ul /o
K.fragilis o Fibras heeras Atraramionte en

de ARICON merkrana

"
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este material es su alta resistencia a la compresidn, que es similar
al de las resinas de intercambio idnico.Este parfmetro es muy
importante de considerar cuando el catalizador con el que se trabala
se escala a nlvaeles superiores . Las principales caracterislticas
del catalizador es una alta actividad espec{fica (150 uL/g de cat),
reportan qua 21b de el catalizador hidrolizan 240 gal de suero 4cido
en 24 horas, llegando a un 80% de hidrélisis, bajo estas condictones
de trabaio, la estabilidad operacional es de 100 dfas, con pérdida de
solo 20% de actividad {nicial. Ademds Ltienen pocas problemas de
contaminacidn por los pHs que se maneldan. El proceso en s es
bastante prometedor desde el punto de vista tecnoldglc;; como puede
verse, adem{s reportan los autores balo costo de hidrdlisis.Sin
embargo, el principal problema encontrado es la dlsponibilidad de
sustrato, ya que al suero &cido no a5 disponible como tal, hay que
pagar por la acidiftcacidn habiendo pocas companias dedicadas
espec{ficamente a acidificar suero.Una orcidn serfa la utilizacidn de
la lactasa de levadura (pH neulro).Ya existen comercialmente varios
procasos que utilizan la lactasa de hongos, como es el caso de
Hicroporus Product Division USA, que utilizan un raactor con enzimas
de hongos inmovilizada en (Microporus plastic shest HPS) placas de
plistico microporosas.Se tiende a la wutilizactéon de lactasas de.
levadura, por la disponibilidad del sustrato (en Héxico no se produce

suaro {cido).

Heatall et al,1974, reportan la inmovilizacidn de la enzima
B-galactosidas de hongos y levaduras en partfculas de vidrio poroso
de c:zirconia. Las enzimas {nmovjlizadas fueron caracterizadas y se
les determind su vida madia, abteniendose asi pardmetros para su

ascalamtanto. Una aportacidn importante es que proponen que la vida
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media de los catallizadores dependerf de la temperatura de trabalo,
lenléndo de esta manera una vida media mayor la lactasa de levadura,
ya que su tamparatura dptima es 10 grados menor qus la fungal, pero

al inconveniente es que disminuye tambidn su productividad.

Ulerzhicki, 1974, logra fnmovilizar diferentes lactasas

semipurificadas,.como son las da Aspergillus niger, Lactobacillys

helveticus, Saccharomyces lactis, en un soporte de partfculas de

vidrio poroso diafolizado, €stas partfculas tienen un difmetro de
poro promaedio de 86.5 um, siando al tamaho del poro de 75-125.un.
Este catalizador fue probado en suer; dcido, con un 4.5% de lactosa;
1a  mayor actividad se obtuvo logicamente para la lactasa de
Aspergillus nigar (89 ul/g vidrio) a 35°C. Para la lactasa de

Saccharomycas lactis el rgsultado fue de 4.5 ul/g vidrio, pese a

trabajar a pH del suero alustado a 6.7 con KOH. Este rgporte, mawca
la diricultad de trabajar con anzima libr&, mds adn si se trata de
- enzima de lavadura, ya que aparentemente es mds inestable a  las
condiciones de {inmovilizacidn. El mdtodo de  tnmovilizacién lo

feporta Uierzbicki et al,1974.

El mismo autor, posteriormente publica un  artfculo en donde
prueﬁa un raeactor enzimftico, con el sistema de inmovilizacién para
4. niger y compara con métodos publicados anteriormente, en donde

"oblienen una mayor actividad (120‘u1/9 vidrio) para al mismo soporte,

pero a 37°C, vy un!recruiando con glutaraldehido, aunque a balas

velocidades de reaccidn.

Otro trabalo con el Aque e5 comparade el trabalo de
Uierzbicki(1974) es con el de Kondo et al,1973,quienes oblienen una

actividad de la enzima de 200 ul/g a pH=4.5 y S5°C, las partfculas
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usadas eran de malla 10-40, la desventaja de ellos fue que en 16 hs,

vya habfan perdido 18% de la actividad iniclal.

Los datos obtenidos por Wierzbicki fueron de 95 ul/g cat a S5°C,

un pH de 4.5 y un tiempo de vida media de SO dfas, teniendose 80%Z de

actividad retenida.

Una gran vartedad de tdenicas de {nmovilizacidn conocldas, se
han probado para B-Galactosidasa ,encontrande reportes en la
literalura como el de los finlandeses Linko et al (1980), en donde
prueban B-galactosidasa de Aspergillus niger inmovilizada en resina
fenolformaldehfdica por medio de adsorcidn-entrecruzamiento. Este
biocatalizador es probado en columaas de SO ml (empacadas) con suero

fcido de leche (pH > 3.5 para evitar contaminaclones).

La compaffa francesa CORNING = desarrolld un slstema de
famovilizacién en vidrio poroso, por @enlace covaleate con

glutaraldehido, y con enzima da Aspergillus nfiger; este sistema

trabaja a pHs de 3.5 y temperaturas de 50°C, la companfa reporta una

actividad enzimftica de 500 u lactasa/g catalizaddr.

Con respecto a este catalizador H.A. Dohan et al (1976),

publican un artfculo en donde prasentan una experiencia

‘semindustrial. Ellos ulilizan suera Scido de leche con un reactor de
columna empacada; los reéultadds m{s importantes son una vida del

catalizador de dos ahos bajo condiciones de laboratorio, procesa

30,000 1 de suero a la semana, resultando !.7 toneladas de Jarabe

después de la evaporacidn. Asf se considera que la. plants opera ' a

360 .1/h con un 80% de hidrélisis.



Hasta el momento solo se han presentado trabalos enfocados hacla
la inmovilizacidn de enzima de _A, niger o de aquellas que trabajan a
pHs dcidos, siendo aestos lo; rapor tes de la
literatura.Desafortunadamente en Héxico como se menciond
anteriormente no serfan muy aplicables, ya que la wmayor parte de
suero que se produce es dulce, por el tipo de quesos que se elaboran
(trescos). Pero la razédn mis importante es que no son aplicables a
lache ,puesto que los pHs a los que trabajan estos catalizadores son

dcidosi(4 - 4.5).

Por estas razonas mancionaremos ahora aquellos vreportes de la
titeratura en donde sa mencionan catalizadores capaces de ser
utilizados an leche, siendo esto en su mayorfa aquallos que wutilizan

anzima procedente de lavaduras.

Uno de ‘astos reportes es al que prqsen!an Hartyn y Ostergaard
(1981), en donde inmovilizan B-galactosidasa Uorthington Biochem
Corp, en microcdpsulas insolubles en agua, resultando &stas con un pH
dptimo de actividad de 7.2, por lo que se considera posible de ser
arlicado en leche, aunque, esto solo haya sido probado a nivel

laboratorio.

Otro trabalo importante es el que desarrollaron Finochiaro y
Richardson (1980),en donde inmovilizan lactasa de Kluyveromyces
lact{s en alimina activada con un dicianato. &l pH dptimo fus de 7.5
en  la inmovilizacién y el &ptimo para la actividad fue de
6.5.Hencionan que tiene un rango muy corto de variacidn de pH,ademss
determinaron wuna aestabilidad operacional bastante aceptable de 48 a
104 dfas . En cuanto a su estabilidad operacional se hicieron

prucbas para un ultrafiltrado de suero obtenido en la elaboracidn de
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queso cheddar; las pruebas se reallzarcon en un reactor de lecho
tluidizado, indicando estos experimentos que la actividad catalftica
disminufa en un 46% en las primeras 22 hs, slendo esta cafda de
actividad bastante drdslica, no obstante que las siguientas 26 hs la

cafda de actividad fue m{nima.

Los autores reportan una eficiencia de 25% en la inmovilizacidn
referida & actividad enfrentads en la tinmovilizacidn, contra
actividad expresada en el soporte. Esto se ve refleiado claramente

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

soportle.,

Arne Dohlquist and Bo Hattiason (1973), reportan un
biocatalizador con la enzima Comercial Haxilact y que 1a inmovilizada
en gel de poliacrilamida por entrecruzamiento en cdpsulas. Las
cdesulas que obtienen fueron utilizadas para la hidrélisis de lactosa
en leche. Lograron una inmovilizacidn del 75% de enzima con un 60%
de actividad retenida durante el proceso de inmovilizacidn. HNo
obstante los buenos rendimientos que chtienen en la
inmovilizacidn,astos no se wven reflejados . en la actividad del
soporte, ya que se tienen actividades que van deéde 0.4ul/g

catallzadorhasta 3.5 ul/g de ¢. siendo estos resultados los &Sptimos.

Finalmente, y para terminar 1o que corresponde a lactasa
{nmovilzada, hablaremos dal trabaio realizado por Dinelli,(1974);
Harconi (1974,1979);Horisi{1972)y Pastore(1972,1974); para la compafifa
{taliana Snamproggeti consistente en el atrapamiento de snzimas
dantro'de microcavidades de fibras porosas. Vale la pena mencionar
que se hace incapié en estos autores, ya que en la actualidad, la

compaiifa Snam Progget{ es la dnica que ha desarrollado un proceso que
er



ha 1legado a nivel industrial. El proceso se¢ basa en lograr el

atrapamiento de la sliguiente manera:

1) Disolver un pollmerc capaz de formar fibras en un solvente

inmiscihle con el agua.

2) Emulsificar esta solucidn con 1a solucidn acuosa de 1la

anzima.

3) Extrudir la emulsidn a través de finos orificios dentro de un

1fquido coagulante con la consiguiente praecipitacidn del polfmero en

" forma de finos filamantos.

Al tinal del proceso de obtiene un coﬁlunto de largos
filamentos cada uno de los cuales se compone de una dlspersidn de
pequehfsimas gotas donde se encuent;a atrapada la enzima en solucidn
acuosa. Las caracterlsticas del polfmero son tales que permiten la
libre difusibn de compuestos de balo peso molacular {(0-800 g/mol),

pero no permiten la salida de la enzima por su relativamente alto

peso molecular.

La fabricacidn de este soporte es muy similar a la t&cnlca aue

se sigue en la fabricacidn de Hilos sintdticos en la industria

textil.

La compafifa Snam Proggeti ha probado este tipo de soportes para
diterentes clqses de extractos enzimiticos, utilizando como polfmero

triacetato de celulosa, «come son: aminoacilasa, fumarasa,
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glucoamilasa, glucosa {somerasa, {nvertasa, lactasa, slistemas
multienzimdticos, penicliline amidasa, triptofano sintetasa, etc.
Reportan un rendimiento da inmovilizacidn de 300 mg de protefna por
gramo de polfmero. Para este nivel da enzima inmovilizada reportan
eficiencias cercanas a la unidad. Por otro lado obtlenan un miximo
de protefna inmovilzada despuds del cual a medida que se aumenta la
protefna inmovilizada empieza a disminulyr la eficlencla del
catalizador, de lo que ellos daducen que es por problemas de
transferencia de masa. La actividad por lo tanta depende de 1la

porosidad de las fibras, calculando por utcrofotograff; un difmetro

de poro de aproximadamente 0.4 um.

Una de las ventalias que presenta el triacetato de celulosa es
que a3s un polfmero neutro, es decir qua sus moléculas no presentaron

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

pH al qua se trabaia.

Hablando especfficamente de lactasa (B-galactosidasa) diremos
que los primeros en comercializar laches deslactosadas con el uso de
B-galactosidasa 1inmovilizada fue 1la compafifa ftaliana Centrale de
Latte de HNilan wutilizando la tecnologfa desarrollada por Snam
Proggeti. Esto se llevd a cabo en una planta industrial con una
capacidad de 10 toneladas por dfa de leche tratada., La enzima es 1la
lactasa de levadura tnmovilizada en fibras de triacetato de celulosa,
y se lleva en reactivos por lote a bajas temperaturas. La leche
" procesada, despuds de haber obtenido el grado de hidrélisls deseada

es distribuida al consumidor.

Las lactasas de diferentes fuantes (E. coli y K. lactis) fueron

utilizadas para evaluar el slstema de triacetato de
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celulosa(Morlsi,1972). Encontraron graves problemas sobre todo en el
aspecto pérdida de actividad ya que se encontrd que la actividad se
perdf{a considerablemente a medidad que se aumentaba la temperalura de
trabalo, esto para aumentar la eficiencia de! catalizador, razén por
la cual finalmente la compafifa Central du Laite dels el proceso. El
miximo de lotes obtenidos sin una pérdida considerable de actividad
(aprox 10%) fueron de 350 lotes a 7°C finalmente la compafifa opléd por
trabalar con la B-galactosidasa de §, niger para el tratamiento de
sueros Scidos (pH=4.5) ya que asta enzima es sucho mfs estable. El
mismo artfculo de Morlsl y Pastore (1972), hacen un especial dnfasis
an la pérdida de aclividad de 1a enzima por temperatura, ya que
finalmente, es la causa de la bala astabilidad y el problesa

principal de los catalizadores de lactasa.

Por estas razones la alternativa a saguir serfa inmovilizar a la
enzima estabilizada, alternativa que toman en la Universidad de
Nagoya en Japdn al introducir células completas de microorgantismos.

Estos Inmovilizan 3 diferentes especies de microorganismos que son E.

coli, Lactobacillus bulgaris y Klyveromyces lactis

Los resultados en resumen son una melor establlidad de la enzima
y de levadura a la temperatura {(trabajan hasta 30°C) siendo estable’
el catalizador, con una establilidad cperacional de 80 lotes continuos
de trabajo a 30°C y una pérdidad de actividad de 10% en relacidn a la

fnfcfal. La mixima actividad la obtignen para K. lactis.

El problema principal que encuantran son los inherentes al

sosporte, vy que principalmente es el problema de ia transferencia de

masa.
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€l soporte utilizado es gales de poliacrilamida en forma de

pequeias esféras,

El desarrollo de los soportes con cdlulas inmovilizadas ha
tenido gran auge, sobre todo para aquellas enzimas con graves

problemas de estabilidad, como se menciond en apartados anteriores.

Lo que finalmente se puede concluir de estos antecedentes y
ravisidn bibliogr&ftica es que los soportes y catalizadores
desarrollades, bhan sido enfocados casi todos a una gran expresién de
actividad aenzimftica,peroc que no se ha logrado mantener wuna

estabilidad operacional adecuada para uso industrial.

Por otro lado, se ve que trabajos como son el de [. {hibata para
células inmovilizadas y los de la companfa Spamprogett!l nos abren la
alternativa de el uso de soportes inertas en la hidrdlisis de lactosa
v el uso de las enzimas en su medio natural, como son las células

para lograr una mayor estabilidad del soporte.

Ademds en lo referente al uso de la enzima de levadura, nos
brinda una mayor opcldn de aplicacidn, debido a que se trata de una
gnzima con un rango de pH que se puede aplicar, no solo a sueros
dulces sino a leche como tal, ofreciendo un mayor interés en 1la
industria, sobre todo, por el hecho de que se abrirfa un aran mercado

para el aprovachamiento de lechus deslactosadas.
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IV.~-NATERTALES Y HETODOS
1.-Praparacidn de medio da cultive 1lquido.
2.-Preparacién de maedio de cultivo inclinado.
3.-Crecimlento celutar y racoleccion de celulas.
4,-Daterminacidn de creclmlanto'celular.

S.-Determinacion de la actividad enzimdtica B-Galactos{dica,para

enzima,células permeabilizadas,y fibras de acetato de celulosa.

6.-Elaboracidn de las fibras de acetato de celulosa,con y sin calulas

de levadura (metodologfa basel.

7.~Reactivos,soluciones, soluclones amortiguadoras utilizados en cada

una de las metodologias.

8.~Equipo y material utilizado.
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HEDIO DB CULTIVO Y CRECIHIENTO CELULAR (FUNDAHENTO),

La preparacidn del medio de cultive asi como el crecimienta
celular,se basan en el metodo de produccléﬁ de B-Galactosidasa en
celulas de levadura Rluyveromvces fragsilis,descrito por Hahoney et
al(1977). Los autores disefian un medio de cultivo con lactosa como
fuente de carbono, enriquecido con sales da fosfato y amonio,ademds
enriquacen el medio con extracto de levadura como fuente de
vitaminas.As{ las fuentes de nitrdgeno seraﬁ el amonio{NH4)y el
extracto de levadura,.Bl medio de cultivo segun Hahoney et al(1977),
se estariliza previamente a la inoculacidén. La inoculacion se lleva
a cabo con una relacldn de 20% v/v de indculo, coﬁ una concentracién
de 4-7 g/l de celulas;en el caso da cultivo iniclal se lleva a caba .
‘por azada (3 azadas),y se detfene el crecimiento hasta lograr lg
concentracion antles nﬁnclonada. El tiampo de crecimiento se fllja da
acuardo a estudios realizados por J.Torres et allen edictdn), sienda
este de 14-16 hs, que es donde se obtiens la mixima produccion de
enzima B8-Calactosldasa de acuerdo a una curva de produccion
anzimatica dentro de una cindtica de crecimiento qe[ular(Torrus et al

en edicion).

1.- Preparacidn de medio dé cultivo 1{quido. .
Descripcidén de la tdcnlcas La preparacion de medio Ifquido de
"lactosa consiste de 2 atapas que sbn,la disolucidn de las sales y la

lactosa ,v su'ester(lizéclén.
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a)Disolucidn da sales y lactosa, Se pesan las sigulentes sales y

nutrientes para un litro de medio de cultivo:

7 (p/v) g/l

Fosfato da potasto 0.3 3.0
(dibdsica) .

Extracto de levadura 0.5 5.0

Sulfato de amonlo 0.56 - 3

se disualven en un volumen de 400 ml,y se ajusta el pH a 5.5 con acldo
clorhfdrico diluido 1:2.

Por otro lad5 se pasan S0 g de lactosa y se disuelven en 600 ml
de agua destilada,ajustando el pH a 5.5 de ia misma manera que para
las sales;esta cantidad de lactosa nos dara una concentracidn
final,al mezclarla con la soluclén de las sales, de 5% p/v.Cuando se
utiliza lactosa grado reactivo y que no ha sido hidratada en
excesol{grandes cristales), no existe ningun problema en la
disoluclon, sin embargo si no se disueive a la temperatura ambiente y
con agitacion,se tandra que calantar ligaramente para favoracer la
disoluciona(aproxlmadamente $0-60 grados cantigrados).

c)Esterilizacidn .

Tenlendo los dos matraces de las solucfones anteriores se meten
~ en el autoclave para asterilizarlos a-lzifc y 1.5 kg/cm2 (PSI) de
presidn durante 20 minutos.el obletiva de mantener separadas las
sales de la lactosa,es evitar la caramalizacidn de este azdcar por
accion de ias‘ sales - ,asf como las rtacc;dncs de oscurecimiento
enzimitico o de Malllard, Al finalizar el tiemso de esterilizacidn
se procadea mazclar los dos matracas bajo condiciones de
esterilizacidn ,con la ayuda de un mechero Fisher,la mezcla se llava
a cabo an un matraz fernbach de 3.5 litros de volumen nominal,
teniendo as{ un volumen de medio de un litro por cada matraz fernbach

que s2 prepare.
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2.-Preparacidn de medio sdlido.

Descripeidn de la tecnica

La preparacién de el medio solido de lactosa o  medlo
agar-lactosa tiene el mismo fundamanto dal medio lfquido, sin embarac
existe una disminucidn dal porcentale de lactosa ulillzado,ya que se
dabe prevenir un crecimiento exceslvo del microorganismo,y asi
pierder estabilidad v vvlabilldad en la cepa. La composicidn del

medio es la sigulente:

% g9/1
Sultato de amonio 0.56 5.6
Extracto de leva- 0.50 5.0
dura )
Sulfato de Potasio 0.30 3.0
Sulfato de Hagnesio 0.05 0.5
Lactosa 2.00 20.0

fgar 2.00 20.0

Las sales sa disuelven an agua destilada menos el agar,y se
aJusta el pH a 5.5 calentando esta mezcla a ebullicidn,en este
momento se agrega el agar,agitando a complata disolucidn,El medio se
asteriliza bajo las mismas condicines que el medio 1{quido en tubos
de ensaye de 16*150 a medla capaéldad,transcurrldo el tiempo de
esterilfzacidn se rstiran del autoclave y se colocan en un plano
inclinado sin dedarlos enfriar,de tal manera que tomen la faclinacidn

del plano al gelificar.

3.-Crecimiento celular
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Descripetdn de la téenica.- Se parte de una cepa de lavadura

Kluyveromycas fragilis NRRL-5541 obtenida a travas de la Universidad

da Davis California se slembra por azada en los tubos de maedio
inclinado y se incuba a 29°C durante 48 hrs, transcurrido este tiempo
sa almacenan a 4°C para su utilizacidn posterior como indculos da
medio 1fquido. Estos tubos con medio de agar-lactosa se vreslembran
cada 30 dias para garantizar la viabilidad y estabilidad de la
cepa.Teniendo estos indculos se praparan por otro lado na!races de
250 ml con SO ml da wmedio 1fquido,y despues de esterilizar se
inoculan con 3 azadas de la cepa preparada.Se incuban a 29°C duranta
1S hrs. con agitacion rotatoria de 160 rpm, o sa detlene el cultivo

cuando se tengan 4-7 g/1 de calulas.

Partiendo de estos matraces se fnoculan los matraces fernbach de
3.5 da volumen nominal contaniendo 1 litro de medio 1f{quide,el
{ndcuto sera de 20% v/v y se incubardn los matraces a 29°C durante 15

horas,y con agitacidn de 160 rpm.

Al  termino del cultivo se recolectan las celulas por
centrl!ugacldh del medio da cultivo,a 7000 rpm durante 20 min. Las
celylas - se racogen del frasco de centrifuga de 250 ml(centrifuga
Backman),y se secan por tiltracidn al vacfo en kitasato de 500
ml, hasta tener uné humadad de 60 % aproximadamente.lLas células una

vez recolectadas y secadas se guardan a 4 grados centigrados.
a)Determinacidn del crecimiento celular.

El crecimiento celular an el medio de cultivo sera determinado
por densidad odptica leida balo una curva donde se grafica peso seco

de celulas de levadura contra D.0. a 650 nm en un espectrofntémetro
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Beckman de la siguiente manera:

1.-Se¢ toman muestras de una suspenslion de células de levadura K.fragi-

145,y se colocan en una astufa a 105°C hasta total sequedad

2.-% partir de este polvo s@ preparan disoluciones de diferentes con -

cantraciones desde G hasta § mg/ml

3.-De cada disolucion se realliza una dilucidn de {:50,de tal manera que
las lecturas de las disoluciones entren dentro del rango del apara-

to.

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

dalos obtenidos se construye una curva con ecuaclon y= mxtbh.

Posteriormente se realizaron lecturas de soluclones de
concantracion desconocida,despues de dilufr 1:50,y medtanle astas y
1a ecuacidn de la recta se calculo la concentractdn celular de 1a
siguiente manera:

y - b

x=conc calulars---»-=- =(mg/ml)
™

en donde y=lectura de D.0
- m=0,084 (pendiente de la recta)
b=interceccidn de la recta = 0.004

5.-netérmlnaci6n de la actlgldad B-Galactosidica en células

libres,blocatallizador y enzima purificada por el metodo del ONPG.

&

La delerminacion se basa en la hidrollisis del cromogeno OKPG por

la  enzima B-galactosidasa(3,2.1.23)de levadura que efectua la
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hidrélisis de la laclusa, de tal manara que se uti{liza al ONPG como
sulrato de prueba en el ensayo de la determinacion de actividad
enzimhtica, para dicha enzima(laderberg at al,1950.,Kuby et
al,1953).E1 método elegido para esta daterminaclon fue elaborado por
Lederberg vy Posterlormegte lo modifico Kuby, adaptandose en el

departamento de B{otecnologla del CEINGEBI-UNAK para células de

lavadura K. fragilis as! como para biocatalizadores.

El glicosido ONPG(o-nitrofenilB-D  galactopiranasido)  que
parmanece inerte a un pH=7 o cercano a easte dando soluciones
incoloras;cuando soluciones de este tipo se ponen en contacto con 1la
enzima,se llava a cabo la reaccidn de hidrdlisis del
compuesto,libarandose una molécula de galactosa y una de
ONPin~nitrofencl) por cada molécula de ONPG hidrolizado.El ONP
liberado se detacta colorimétrlcamente, debido a que ean solucidn

(4
produce una coloracion amarilla.

La determlnacion cuantitativa se realiza de acuerdo a que la
coloracion sera Froporcional a la actividad enzimatica y al tiempo de
hidrdlists.La determinacidn se realiza en un espactrofotdmetro a 410
om de longitud de onda,en la cual se obtiane la maxima absorbancia

del compuesto colorido ONP(Kuby et al 1953).

Descripcion de la técnica para enzima inmoviltzada.En una celda
de espectrofotdmetro mezclar las sigulentes soluciones:
2.6 ml de Buffar de fosfatos 0.10, pH=6.6
0.1 ml de B-mercaptostanol 3.36M
0.1 ml de cloruro de magnesio 0.03H
0.1 ml de enzima (1 ul/ml)x

%1 ul=unidad de lactosa=cantidad de enzima que libera
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un micromol de o-nitrofenol en un minuto a 37°C,PH=6.4

La mezcla se incuba durante 3 minutos a 37°C en el
espactrofotometro.Posteriormente se adicionan 0.1 ml de solucidn de
ONPG 0.065mM y se registran las lecturas del aparato, previamente

alustado a 410 nm,cada 30 seq. durante 3 min,

Con las lecturas obtenidas se realtzan los calculos de actividad

enzimitica de acuerdo a los cdlculos dat final de este inciso.

Deseripcion de la tecnica para células permeabilizadas.

Teniendo un paquete celular permeabiizado se procede  al
siguiente tratamiento de determinacidn de actividad B-galactosidasa:
Se mezclan 18,2 nl de_buffer de fosfatos oH 6.6 0.1 H

0.7 al de solucidn de B-mercaptoetano, 3.36
0.5 ml de solucidn de cloruro de magnesio 0.03

0.7 ml de suspensidn celular de 0.0. (conocida)

La mezcla se lincuba durante 3-5 minutos a 37°C en un baffa de
agua caliente. Transcurrido este perfodo se adiciona la soluci8n de
ONPG (0.7 ml) de molaridad 0.068mH. Se to;a una alfcuola en esle
tnstantn y se dellene la reaccidn al pasar la alfcuota en baflo a
abullicidn durante S minutos, esla muestra nos servird como blanco de
ajuste de nuestras delerminaciones. Se continuan las determinaciones
durante aproximadamente & minutos, lomando alf{cuolas cada minuto, ¥
deteniendo la reaccién en estas alfcuotas tambidn en un bafto de
abullicidn. Se centrifugan las muestras a 3000 rpm durante 15 min.
Se lean las muestras de sobrenadante a 410 nm en B.0. v se ‘realizan

los siguientes cfleulos:
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Se calcula la concentracidn da ONP liberado por ml para cada
tiempo de alfcuota, por medlo de una <urva tipo que tiene los

stguientes pardmetros:

m= 0.5447
h= 0.039 (valores de la ecuacidn de la curva tipo)
r= 0.99989

por medio da la ecuacidn y=mx+b, donde:
% a5 la concentracidn de OHP

m es la pendiente de la recta

b tntercepto en el ele de las y.

y absorbancia

asi!

Con los datos obtenidos se conmstruye una grifica de
concantracidn contra liempo de donde se obtiene una recta cuya
pendiante sera _igual a: UONPG o velocidad,que al multiplicarse peor
el volumen da reaccién se obtandrd una actividad total para el

volumen de reaccidn maneiado, en UONPG= UONPG totales.

El resultado obtenido se divide entre las gramos de cflulas qua
se manejaron en la reaccidn, para asi obltener una actividad
espacifica de las cdlulas utilizadas en UYONPG/g de enzima= UONPG

especificas,

Determinacién de actividad B-galactos{dica en Biocatalizador
{tibras de acetato de celulosa) por el método del ONPG, asf como

evaluacidn de la inmovilizacidn por el mismo mdtodo enzimftica.
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Dascripciédn de la tdcnica rara el-blocatallzador.

Mezclar 37.8 ml de buffer de fosfatos pH= 6.6
1.4 ml de cloruro de magnesio
1.4 ml de solucidén de B-marcaptoetanol
0.0659 de fibras de acetato de celulosa con células de levadura

{nmovilizadas.

La mezcla se incuba durante 3-3 minutos a 37°C en bano de agua
Transcurrido este perfodo se adiciona 1a soluciSn de OKPG (1.4 ml) de
molaridad 0.068mN. Se toma una alfhuoga de 3 ml al tiempo cero min.
de 1a reaccidn y se continda la determinacién durante 12 sin. tomando

alfcuotas cada 3 min.

La evaluacidn de la inmovilizacién se determina en este paso de
la tdécnica, ya gque de cada alfcuota se coloca 1.5 ml en 2 tubos y en
uno se detlene la reaccidn por bafo a ebullici8n durante S minutos vy
én el otro no se detiene la reaccidn ya que se supone que al saparar
¢l sustrato de la fuente enzim§tica que esté contenida en las flbras,
no habra anzimas que continfe la reaccidn y 96r 1o tanto no habra mds
produccién del compuesto de color amarillo ONP. Finalmente esto es
comprobado al comparar las lecturas a 410 nm de Ios dos tubos de
muestra del mismo tiempo, de donde se tendrdn las sigulentes

opcliones:

-§1 la lectura es la misma para los dos tubos entonces se considera una buena
{nmovilfzacidn.

~$1 la lectura es mayor para el tubo en donde no se detuvo la reaccidn por
tempar atura entonces se considera una mala inmovillzaci3n, ya que la

reaccién continud produciendo el compuesto colorido ONP, y por lo lanto
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produciendo una mayor lectura.

De esta manera, cuando se tiene una perfecta Innovlllzaﬁldn, es
decir cuando no existe sallda de actividad anzimdtica del soporte
hacia la mez2cla de reaceibn, se procede a calcular la actividad
enzimftica del soporte del mismo modo que para células
permeabilizadas, por supuesto, teniendo en cuenta que el volumen de
reaccidn ser§ shora de 42 ml, y que el peso de la fuente enzimilica
es diferente.
6.-Metodologla astandard para la inmovitizacidn de cSlu!as enteras de
levadura con actividad de B-galacltosidasa en fibras de acetato de

celulosa como soporte.

FUNDAMENTO.- La técnica se ‘basa principalmente an el
atrapamiento de las cdlulas antaras permeabilizadas de levadura,
dentro de una matriz polimérica (nerte, que en este caso as :tl
acetato de celulosa y asegurar la tnmovilizaciSn por medio de una
reaccidn de entracruzamlento, entre las protefnas de las células y
una protefna adiclonada dentro del soporte, utlilizando como puente un

agente entrecruzante como qs el caso de la carbodimida.

La reaccidn que se lleva a cabo, es primero una reacclén entre
los grupos carboxilo (COOH) de cualquiera de las protefnas, y el
grupo carboalnlda dando como resultado wupa  acilisourea.
Posteriormente se llevari a cabo una acomplamiento entre el grupo
activado acilisourea y grupos nucleof{lico da las otras protafnas; en

aste caso la reaccidn se,.lleva principalmente con gruros amino.

El mecanismo de reaccién que se lleva a cabo es el que se

describe en la ‘" tigurat?), bajo las condiciones anctadas.
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La carbodimida wutilizada para la  reaccién as  la

1-at{1-3.3-dimatilamonio propil carbodimida, y la protefna adicionada

al soporte es albdmina sérica bovina,

DESCRIPCION DE LA TECKICA

4 partir de un paquete de células de levadura permeabilizadas,
que son suspendidas en solucidn amortiguadora de fosfatos de pHé.6 v
0.1 M se prepara una mezcla con una solucidn de albimina 250mg/al vy
0.5 ml de glicerol., Por otro lado se disueslven 500 mg de cristales

de acetato de celulosa en S ml de acetona y se homogeniza con 0.5 al

de emulsificante con un HLB=9

La suspensidn célular es colocada deniro de una Jeringa de
pldstico de 5 ml, y se gotea a la solucidn de acetato de celulosa con
constante agitacién dantro de un Vortex, hasta formar una emulsidn

astable.

Cuando se tiens una emulsién astable, sa procede a la reaccién
da antrecruzamiento, al agregar 0.5 ml de solucién de carbodimida 100

mg/ml y continugr la agitaciédn durante 1S minutos para favorecer el

entracruzamiento,

Transcurrido aste tiampo, se coloca la emulsidn en el &mbolo de
una Jaringa de S ml y se extrude a través de una aguia de tnsulina,
cuyo difmetro es 3 mm, en un bafo de tolueno para inducir la
precipitacidn del acelato de calulosa. El polfmero obtanido en forma
de fibra se separa del tolueno, se evapora el tolueno residual a

temperatura ambiente y se almacena a 4°C an calas de petri, selladas

con papel parafilm.
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7.~Reactivos y soluclones amartiguadoras utilizadas en las
metodologlas experimentales.

1. Solucién amortiguadora de fosfatos de potasio pHi= 6.6 0.1 K

2, Soluctdén de B-marcaptoatanal 3.36 M

3. Solucién de cloruro de magnasio 0.03 N

4. Solucidn enzimitica

3. Solucidn de sustrato de ONPG (o-nitrofenil B-galactopiranosido) 0.068 ¥
6. Solucién da &cido (HC1) para aiuste de pH

7. Solucién de base (HaOH) para ajuste de pH

8. Acetato de celulosa disuelto en acstona

9. Emulsificante HLB= 9

10. Solucidn de albimina seérica bovina.
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8. Equipo y mataerial utilizado.
P
- Balanza analftica capacidad 100 g (5200) Bosch

- Baflo de agua con agitacidn rotatotria (modelo G76) New Brunswick

Sciaentific Co.

- Centr{fuga clinica S000 rpm {sol-bat) Aparatos Cientf{flcos.

- Centrffuga de alta velocidad con refrigeracién (Sorvall RC-58) Du pont
Instruments

- Colorfmetro (spectronic 20) Bausch Lomb

~ Spectrofotdometro (modelo 35) Backman.

- Potencidémetro (pH meter 125) Coraing

= Super Nixer (vortex) de velocidad variable.

Lab line Instruments Inc
'~ Bomba de vacio doble sallo Feli Welch.
- Jeringa hipodérmica 5 ml Becton Dickinson
- Agula hipodérmica para insulina Becton chklnsoé
- Tubos de ensayo de 22 x 150 enm
- Tubos de ensayo de té6 x 150 mm
- Hatrd&z arlanmeyer 250 ml
- Hatraz erlenmeyer 25 al
- Hatrdz erlenmeyer 50 al
- Matrdz Fernbach 2.8 1
- Probeta graduada 100 ml
- Hatrdz aforado io. S0, 100, 1000, 2000 ml
-~ Plsata
- Hatriz kitasato de 500 ml
~ Buchner con alargadera

-~ Trampa con condensados en bomba de vacfo
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~ Propireta de 10 ml Corning
- Pipator Hacro Set S ml Oxford Laboratories.

-~ Parrilla con placa agitadora Carning.
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IV.-RESULTADGS Y DISCUSION DE RESULTADOS

1.-NETODOS DE INMOVILIZACION EVALUADOS
a)Carragenina
blAlumina
c)Flbras de heneken
d)Acetato de celulosa

2.~ELECCION DE La CEPA A UTILIZAR

a)kluyveromyces fragilis L-278

b)Klyyveromyces fragiljs NRRL-Y1109
c)Kluyveromyces fragilis NRRL-Y5S561

e)Kluyveromyces lactis CEFICE-UNAN
3.-DESARR6LLO DE UN SISTEMA ESPECIFICO DE INMOVILIZACION PARA CELULAS DB

LEVADURA K.fragilis,UTILIZANDO COHO SOPORTE ACETATO DE CELULOSA.
a)Pr;porclén de las fases
blEmulsificante utilizado
c)Concantracidn éptima Qel acetato de celulosa
d)Elaboracidn de la fibra
i)sistema de extrusidn
{1)sistema de precipitacidn
4.-0PTINIZACION DEL ATRAPAMIENTO CELULAR
a)Concentracidn celular utillzada
1 Jcomo susﬁensién
{i)como paquete celular
b)Eleccion dal nivel dptimo de permeabilizacidn con fines de inmovilti-

zacidn.



5.-ELECCION Y OPTIMIZACION DEL AGENTE ENTRECRUZANTE

a)Adicion de un agente protector
{)albimina
filglicerol
b)Elaccicn del curtiente
i)glutaraldehido
{1)carbodinida
c)0ptimizacién en la utilizacidn del curtiente
‘ i)concantracidn

ii)ttempo deanfrantamiento



1.-HETODOS DE INHOVILIZACION EVALUADOS.
a)Carragenina

bYAVGming

cJFibras de heneken

d)Alginatos

elhcetato de calulosa

La eleccion de un sistema de xnmevlllcaqidn para la enzima
B-Galactosidasa,ha sido motive de divers§s estudios realizados dantro
del grupo de trabaio del Departamento de Biotecnologia del Centro de
Investigaciones sobre lIngenierf{a Genética y Biotecnologfa de 1a
UNAH(CEINGEBI-UNAK).Los intentos realizados para el establecimiento
dal sistema adecuado sa podrfan resumir en la tabla (4) en donde se

analizan los tr@bajos real tzados dentro del grupo para inmovilizar la
enzima semipurificada de Kluyveromyces tragilis Haxitact L-2000(H).
TABLAC 4 ).-DIFERENTES NETODOS DE INKOVILIZACION EVALUADOS EN

EL CEINGEBI-UNAN PARA ENZINA HAXILACT L-2000.

SOPORTE ACT. ESPECIFICA(probada) REFERENCIA
GEL DE CGRR;GENINR “o.54 voNes E;;;;;;:;::;;;;:
FIBRAS DE HENEKEN 0.31 UONPG 000 mmemeeeee-
GEL DE ALGINATO 0.00 UOKPG  mememeeee-
FIBRAS DE ACETATO ‘ 1.54 UONPG HORISI,F.,1972,

DE CELULOSA

De esta tabla se puede observar que la mixima actividad .
aspacftica, lo presentan las ftibras de acaetlato de celulosa.Sin
embargo las actividades espec{ficas que se prusentan son muy
baias,pese a que ’se esta utilfzando enzima llbre para su

inmovilizacidn.



Las haias actividades que se eresentan en dicha tabla, pueden
sar consecugncia de las condiciones de inmovilizacion que astan
afectando la estabilidad de la enzima.As{ tenemos por ejemplo que las
temperaturas da 40°C o superiores,necesarias en la inmovilizacidn por
atrapamiento en geles de carragenina desnaturalizan a la
enzlma(Uhitake(.l977).Por otro lado las reacciohes que.se llevan a
cabo entre los diferentes grupos utilizados en la inmovilizacidn por
enlace coovalente(Fibras de heneken) afectan a los sitios acltives de
14 enzima de tal manera que se pierde la mayor parte de actividad
enzimitica. as{ factores como pH o cationes divalentas que puedan
participar en dichas reacciones de anlace coovalente, aestaran

afectando la expresidn de actividad de la enzima.

El caso de los alginatos es un caso especial, ya que pese a que
se trata de una fnmovilizacidn por atrapamlanto,en este caso no se
utiliza temperatura para inducir la inmovilizacidn,sino que se
utilizan iones Calclo++, sin embargo con la adicidn de estos lonas se
afecta la aetividad enzimitica ,puestc que producen un efecto
inhibitorie en la actividad de 1la enzima B-Galactosidasa de

K.fragilis{Mahoney,1979).

En lo que respecta a las fibras de acetato de celulosa
profundizaremos en la dlscusion,dado que en primera instancla es el

soporte que nos ofrece mayores ventalas, dastacando entre estas:

1.-Prasenta,segin reportes de la literatura y los resultados l&grados

en el grupo de trabalo,las mas altas actividades enzimaticas(Morisi y

Pastore, 1973)



2.-Se trata de un soporte que se alabora con materias primas de ractl

adquisicidntGigkas,1985)

3.-5e trata de un soporte con grandes posibilidades de manufactura y

utittzacidn a nivel piloto o escalas superiorest¢Giekas,1985)

4,-Se trata de un sistemacon dificultad de atqaques microblanos y que

ademas esta aprobado por lagislacionas sanitartas para su utilizacidn

en la i{ndustiria alimentaria.

Para nuestros ohletivos en particular,pratendemos partir de este
sistema como ba;e y sodificarlo de tal manera que se puedan utilizar
celulas de le;:&ura con actividad B-Galactos{dica,ya que se pratende
Agslablecer un sistema de {nmovillzacidn tal,que no se afecte tan
cri{ticaments la actividad de la enzina.Se aspera obtener melores
resultados en la inmovilizacidn de celulas de lavadura al proteger a
la enzima de las condiclones agresivas del proceso de i{nmovilizacidn

y/o que se me jore la establlidad operacional dal

procesaf{linko, 19680},

La inmovilizacién de células enteras presenta una alternativa
interesante,como se discutid en el capftulo de antecedentes,y esto es
porque desde al punto de vista econdmico se ahorran las atapas de
purificacidn de la enzima(Ch(bata,1979).Podrian existir restricciones
sanitarias en el uso de células enteras, sin embargo,las células de
levadura astan aérobades por las legislacionas santtarias para su
utilizacion en-alimentos. Especificamente hablando del sistema que se
pratende manajar, las células de XK.fragilis han sido utlllzadas
dentro de la industria alimentaria para la hidrdlisls de lactosa en
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lache y suero dulce de lecha, ya que su rango de pH optimo es de

A~7(NHahoneay, 1977).

De las consideraclones anteriores se decidid trabajar el sistema
de fibras de acelato de celulosa-celulas de levadura,por un método de
atrapamiento-entrecruzamiento ,para 9garantizar la {nmovilizacidn de

“las células,ya que no se trabajo con triacatato de celulosa camo lo
raportan en la literatura <(Horisi 1972.,Linko,1980), sino que se
trabajo con acetato de celulosa, polfmero menos ramificado,y que
resulta en un tamano de poro mayor en la fibra que el triacetato de
celulosa. La utilizacidn de libras de triacetato de celulosa coma
sororte an la inmovilizacidn de enzimas,ha sido ampliamente descrito
por Korisi y Pastore (1972),siendo en la actualidad el dnico método
por el cual se ha inmovilizado enzima purificada de levadura y
utilizado a nivel piloto o semindustrial en la hidrélisis de lactosa
an  leche y suaero dulce de leche(10000 titros/dia). Sin embargo el
problema de este catalizador y de todos aquellos catalizadores que
uti{lizan enzima purificada es la baia actividad enzimatica as{ como

su baija estabilidad operacional(Linko 1980.,Horisi y Pastore,;1972).

4 continuacion se prasentan en detalle los resultados obtenidos
para fibras de acetato de celulosa ohtenidos para la inmovilizacion
de Kaxilact L-2000(Hx).

lomovilizacidn de enzima .- Se prepararcn fibras de acetato de
celulosa mediante la formulacidn base que se prasanta en al capftulo

de metodolog{as,obteniendose los siguientes resultadas:

m de Hx

fictividad ofrecida de enzima
Hx para la lnmovillzacidn =104.49uQNPG
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fctividad especffica de las 5,16 uONPG
fibras(uONPG/g de flbra) s==-=-=-=-
g da fibra
gramos de fibra obtenidos =0.4482 g
Con el fin de detactar si la enzima se inmovilizaba dentro del
soporte,en la determinacion de actividad enzimitica de las fibras se
dividieron las muestras deteniendo la reaccidn como se muastra en el
capfltulo de metodologfas,para la determinacion en fibras de acetato
da celulosa.En cada uno de los tubos leidos se encontro salida de
actividad enzimatica hacta la mezcla de reaccion. Postertor a la
dal-rilnacién se lavaron las fibras en solucion amortiguadora de
fostatos con pH=6.6,y se volvid a realizar la determinacion , no
detectandose actividad por 1o que se realizod la prusba en e{ buffer

-de lavado encontrandose rea;clén colorida.

Se realizc tambien una pruyeba de tnmovilizacidn de celulas
permaabilizadas de lavadura de la siguiente manera: Se prepararon
fibras de acetato da celulosa de acuerdo a la formulacidn base,solo
que se adiciono en luqér de enzima Mx un volumen fgual de suspension

celular de K.fragilis permeabilizadas al 20% con tolueno.

Los resultados oblenidos para la’ determinacion de agtividad
enzimitica de 1las (fibras con . celulas 'inmovlltzadas son los
siguiantes:

588 ulfNPG

Activida anzimitica de las celulas R
. ’ . . 9°dg cels.
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Actividad enzimitica ofrecida para

la tnmovilizacién =117.6 uONPG
6.4 uONPG
Actividad especi{fica de la fibra =s=———=—=——-
g de ftbra
gramos de fibra obtenidos =0.1561 g de

Tambien se detectd salida de la actividad hacia el sobrenadante
y 5@ obisarve una perdida de actividad anzimitica de las fibras
postarior al lavado despuds de la detarminacidn, puas se tianen 1.33

UONPG/g de fibra ademas de reaccidon colorida en las aguas de lavada.

Como se observa aste melodo de inmovilizacién es el que nas
ofrace una mayor actividad comparado con los demas matodos
probados,sin embargo presenta la gran desventala de que no retiene
totalmente a la enzima como se reporta en la
llleralura(ﬂorlsi,I972),aun cuando se {nmovilizan células.Como se
.le° antes puede ser debido a que no se esta trabajando con el
triacetato de calulosa sl no que con el acetato monosustituido,dando
como resultado un tamaho de poro en la fibra mayor. El valor de
actividad enzimitica que se obtiene para calulas fnmovilizadas
tampién as balo,pero cabe mencionar que el sistema de inmovilizacidn
esta dlseﬁado para enzima ‘purirlcada, asl que para una real

comparacidn de las células inmovil{zadas se tendrfa que optimlzar el

[y

sistama.

t.

Contando ya con un sistema base de inmovilizacion, que con las .

"ventajas que ofrace la inmovilizacidn de células; podrfa ser
meJjorado, ya que como se ve en los resultados en al sistema de
celulas {nmovilizadas, la inmovilizacidn parece ser mas eflclente, al
retardarse mas la salida de la actividad enzimitica hacla la mezcla
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de reaccion despues de los livados de las Plbras.Bn las siguientes
atapas dal trabajo se modifico el sistema base de enzlma inmovilizada

y <a optimlz2d para celulas de levadura K.frasoilis.

2.-ELECCION DE LA CEPA A UTILIZAR

Para la sleccidn de la cepa a utilizar para la {nmovilizacion,se
tomaran en cuenta varios factores para su evaluacidn, de tal manera
que de las cepas disponibles se escogiera aquella con las meljores
propiedades para la lnmovilizacidn. Dentro de las caracter{sticas
deseadas para nuestra cepa se estan las siguientes:

-alta actividad B-Galactosfdica

~ficil de propagacidn

~rango de pH de trabajn de 6-7(obllmo para

leche y suerc dulce de lache)
-astable geneticamante y fisiologicamenta

-aprobada por las normas sanltarias vigentes

para su utllizacidn en alimaentos

De acuerdo a las comsideraciones anteriores se decidid trabalar

con levaduras ya que reunen las siguientes caracter{sticas:
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~Una  de las mas importantes es que estan aprabadas por las
legislaciones sanitarias para su utilizacion en alimentos,as{ de esta
manera se descartan cepas baclertanas con actividad de

fA-Galactosidasa tales coma las de E.coli.

-El rango de pH en el que se encuenlran sus valores oplimos de
actividad B-Galactosfdica van desde 4.3 hasta 7.S5(Hahoney, 1977),por
lo que cepas de hongos se descartaron puasto que su rango de pH de

trabajo esta al rededor de 4.S

-Ademas existen cepas y variedades de levaduras que nos ofrecen altas
actividades mnzimiticas,son de fdcil propagacidén vy geneticamente v

fisiologicamenta estables(Uhitaker, 1977, ,Horisi, 1972).

Dantro del grupo de trabalo se conto con las siguientas capas d=

lavadura:
CEPA PROCEDENCIA
Kluyver c Centro de Fisiologla Celular
UNAK

Kluyveromyges fragilis L-278  CINVESTAV-IPN
Kluyveromyces fragilis €-351 U. de California,Davis
K.fragilis NRRL-Y1109 J. de Californla,Davis
Est#s cepas se& propagaron de acuerdo a lo descrito en el
capftulo de metodologfas en matraces fernbach,para su posterior
cosacha por centrifugacidén. El paquete calular obtenido as sometido

a4 un tratamiento de permeasbilizacién baio dos nivaeles de

concentracidn de tolueno:
Nivel baio=1.5 mil de tolueno por cada dos gramos de cel,

nivel alto=3.0 ol de tolueno por cada dos gramos de cel.
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El  volumen de permeabilizacidn se lleva a 15 ml con solucisn
amortiguadora da fosfatos en un tubo con agitacion continua.
Tarminado el tlempe de permeablizacidn se determina actividad
enzimitica a cada una de las cepas permeabilizadas.los resultados se

muestran en la tabla(5).

Como se puede ver en la tablal5), es claro que la cepa de
K.tragilis NRRL-Y1109 muestra un aivel de actividad muy superior al
de las demas cepas de colecclion.Tasbien se chserva que »l tratamiento
con tolueno no afecta considerablemente la actividad enzimitica,
claro esta, es necesarla una optimizacion del. tratamiento de
permeabilizacidn para las nececidades del trabalo, de tal manera que
no se extraiga la enzima, y que s9 mantenga una considerable
actividad aenzimatica dantro de las chlulas. E1 tener actividades
enzimiticas altas permitira en el futuro uttllzar la menor cantidad
de  fuanta enzimitica(c@lulaslen el procaso de inmovillzacidn,
dandonos 1a posibilidad de tener un catalizador con alta actividad
especificatullPG/9 catl) y de esta manera poder hidrolizar mayor
cantidad de sustralo en menos tiempo. De asta ngnera se decidid
trabadar con la cepa que presenta las meJores caracter{sticas:

Ktuyvernmyces fragilis NRRL-Y1109.




Tabla(5).~ CONPARACION DE LAS BIFERENTES CEPAS DE LEVADURA ENSAYADAS
PARA  ACTIVIDAD B-GALACTOSIDICA A DOS DIFEREKTES NKIVELES 1IE
PERHEABILIZACION, a

K.t. L-278 K.0.C-351 K.THRRL-Y1109 K.l CRC-URAH

Nivel balo 3.8 0.36 . 30.6 0.18

- -

Nivel alto 18.25 88.4 436.0 0.26

Actividad ezimitica an unidades de ONPG/g de calulas



3. -DESARROLLO DE UN SISTEHA ESPECIFICO DE INMOVILIZACION PARA

CELULAS DF LEVADURA K. fragilis UTILIZANDO COMO SOPORTE ACETATO DE
CELULOSA.

La elaboracidn del soporte para la inmovillzacicn de células de
lavadura con actividad B-Galactosfdica en fibras de acetato de
celulosa,uttlizando como sistama base el propuesto por Dinalli vy

Pastore(1972),y modiflcado para la tnmovilizacidn de células consta

de 2 etapas principales:
1.~Emulsidn

2.-Extrusicn

Considerando estas dos etapas como criticas para la elaboracion
y propiedades de las fibras, se modtifico y oplimizd el sistema para

‘la fnmovilizacidn de células de levadura de la suiguiente manera:

a)Proporcidn de las fasas.-Determinacion de la proporcidn

Sptima de las fases que constituyen el sistema

b)Emulsificante utilizado.-Utiltzacton y optimizacion del

agente emulsificante

c)Concentracion optima del acatato de celulosa,-Variacidn

de ia concentracidn.

d)Elaboracidn de la fibra.~ {-disefo del sistema de extrusian

ii-disefio del sistema de precipltacidn

0
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a)Proporcidn de las fases.~Determinacidn de proporcidn optima de las fases

que constituyen el sistema.

Da acuerdo a la formulacidn base se fiJd una concentracidn de
acatato da celulosa de 300mg de acatato/5 ml de acetona(60mg/ml) y se
adiciond una mezela de emulsificantes con un HLB=6.y se utilizd una
concantracion celular en suspansidn de 0.1 9/1. La composicidn de las
fases que constituyeron el sistema fué:

FASE ORGAKICA
~solucionde acetato de celulosa en acetona
-emulsiticante

FASE ACUOSA
-suspensidn celular

~-saln,.amortiguadora pH=6.6

Se homogenizaron las fases, se elabord la emulsion y se
extrudieron en bafio de tolusnoimetodologfa elaboracion de la
fibra).Las variaciones se raalizaron an funcion de los volumenes
utilizados de cada una de las fases. Los paramatros evaluados en las
diferentas emulsfones y en las diferenteas fibras obtenidas fueron los
siguientaes:

| Emulsidn:-observacion visual

~observacion al microscopio

‘ Fibras: -comportamiento en la extrusion
-caracterfsticas ffsicas de las fibras
uelasticidad y resistancia a la deformacicn

%¥%paso de fibras(rendimiento)
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La svaluacion se realtzo de la sioulente manera: Para la
emulsidn se considerd la separacion de las fases despues de realizada
la emulsion,determinando el tiempo en el qua las fases se separan. La
medicidn se llevd a caho en el tubo en donde se llevo a cabe la
amulsion y con reposo del tubo a tamperatura constante.El tiempo que
se ‘considerd aceptable para la estabilidad de la emulsidn fue de 10
minutos, tiampo durante el cual se manipula 1la enulsidn en raposo
pravia a la extrusion. En lo que a la observacidn al microscopio se
refiére. transcurridc el tiempo de observacidn visual de la emulsion
se procadlo a una observacidn de las diferentes emulsiones
praparadas,colocando una gota de la emulsion a ochservar en ‘un
portacbietos con el obletivo de 6&0x,en el microscopio de campo
luminoso Zeizz.En emulsiones estables despues del reposo de 10 min.se
veia una distribucidn homogenea de los gldbulos da las dos fases,y en
las amulsionas an las que aparecfan separacidn de fases se observa un
cracimianto paulatino de los globulos de la fase acuosa.Ademas te

comprobd que se trataba de una emulsidn agua en aceite.

Tambieén se observa el comportamiento de la emulsidn durante la
extrusidn,al tiempo que se axtruyo la emulsidn se observe la
manefactura de la flbra evaluando lo sigulente:

-Fibra homogenea: se evaluo el didmetro homogenea de

la fibra despuds de la extrusidn

-Fibra no homogenea: diimetro variable de la fibra

despues de la extrusion

<Conttnuidad de la fibra: sa observd la continuidad

da la tibra en la salida del extrusor

~Discontinuidad de la fibra: se ohservan rupluras de

AXd
o~



la fibra vy aglomerados de acalato de celulosa en la
salida del axtrusor
-Disparsidn: dtspersién da 1a emulsion en al extrusor

sin la formacion de la fibra

Fibra-caracter{sticas f{sicas:las caracter{sticas f{slcas que se

avaluaron en las fibras fuercn las siguientes:

~-Elasticidad y resistencia a la compresidnz‘después de
eliminar los disolveantes de la precipitacion de la fi{
bra,se doblaron las fibras en diferentas formas para
evaluar cualitativamente la flexibilidad sin que las
fibras se fracturasen

-Peso dalafibra en funcidn del acetato de celulosa pre-
sente aen la emulsidn: se calculd elrendimiento de la fi-
bra en relacidn al acetato de celulosa que se adiciond
en la emulsidn de la siguiente manera:

gramos de fibra formados
wswe = randimiento
9 de acetato de celulosa

por aelemplo:
sa obtuvieron .5783 g de fibra al extrudir
el total de la emulsidn que contenia 0.30 g
de acetato de celulosa, entonces:
0.5783 g
randimientoz~——-mruana = 1.89
0.300 g

Cabe mencionarque este rendimiento no se relaciona a un %,

ya que el peso d; fibra no se deba exclusivamente al pesa

del acetato de celulosa, sino que tambidn al peso de los de-
mas componente, lo qua se evalud fue la capacidad de forma-
cion de Pibra relacionado a la cantidad de acetato de celulosa

prasente en la amulsion.

Los resultados de las evaluaciones se resumen en las tablas(6€}) y

(7).



TABLA(G ). ~PROPORCIONES ENSAYADAS PARA LA FORMULACION DE LAS FIBRAS

.L0S COMPONENTES DE CADA UNA DE LAS FASES
*Hetodologfas®.

SON LOS PROPUESTOS EN

FORMULACTDO Ni{Los valores estan en %)

————— -

COMPORENTES FASE ORGANICA 1 191 11 v
Soln. da acetata de celulesa 641 78.1 0.4 63.5
Emulsificantes , 5.1 3.1 - 4.2 5.9
Fasa organica(total) 6%9.2 81.2 75.6 74.0
EUHPOHENTES FasE acungg-- T h

;;;;;;;:;n de célu;;;-‘-- 25.7-—-- 15.7 n_ié;j; 20.5 N
Soln.amort{guadaora pH=6.6 S.1 3.1 4.2 8.5
Fase acuosaitotal) 30.8  18.8 25.4 26.0

L e

TABLA(T ). ~BUALUACION DE LAS FORHULACIOKES ENSAYABAS PARA LA VARIACION DB Ld
PROPORCION BE LAS FASES EN L4 ELABORACION DE FIBRAS DE ACETATO DE CELULOSA.

EXHULSITOHN

——— RE —

FORMULACION obs.visual obs.microscop.

1 separacion de Globulos grandes
feses 2 min, de fase acuosa

11 sep de fases glabulos grandes
é min. de fase acuosa
Il sin sep.de fa~ Emulsion homo-

sas en 1S min. genea

"1V sin sep.da fa- amulsion home-
ses en 15 min. genesa '

- - - N ]

homog.y continuas

FIBRAS

elast. y rasist. vrend. gdef.
no se forman las 0 ¢]
tibras

formacian de fi-

bres quetbradizas 0 o

Y no homogsneas

tibras elasticas, 1.89 0.57
homogeneas y cont.

fibras elasticas, 1.95 0.58

-



Como se observa en las tablas(G)y(7),las formulaciones que nos
ofrecen los meloras resultados con respecto a las propledades de las
tibras y su rendimiento, fuaron las formulaciones Il y IV. Esto es
porque se obtienen fibras elisticas, con resistencia a la
deformacién, los mejores rendimientos en gramos de fibra formada y se

tienen emulsiones aestables para los tiempos de maneio.

Cabe hacer notar qus los metodos de evaluacion da la sstabilidad
de las emulsiones esta hecha an funcion de los intereses especificos
de nuestras matodologfas, ya que el tiempo mfnime que nosotros
tijamos, que fueron 10 min, es un tiempo adecuado para poder manelar
el sistema de las emulsiones en la formacidn de las fibras. De a§ul
que cabe la consideracidn de que el objetivo final de esta evaluactén
no es la obtencidn de una emulsion a traves de un largo per{odo de
tiempo, sino que la emulsicon forma parte del proceso,por lo que solo
nos interesa su estabilidad den!;o de esta etapa y a la escala de
laboratorio que se esta trabajandoe,Sin embargo es pertinente
mancionar que a otro nivel superior de elaboracidn,seria conveniente
el astablecimiento de otro tipo de metodologfa para la evaluacidn de
estas emulsiones,sobre todo por el hecho de que el tiempo del proceso
de elaboracidn en cada una de sus aetapas aumentar{a en forma
proporcional al tamafio del lote de flbras que se elabore.En 1la
literatura se manciona a la veloclidad de coalescencia como uno de los
meiores metodos para la evaluacidn de la estabilidad de las
emulsiones, sin embargo esto involucra el uso de aparatos muy
costosos, por lo que se menclonan metodos alternos, aunque de menar
prescicion en las determinaciones, como son el de la fase de

inversidn de la ltemperatura o PIiT(Krog,N.,1976),

57



La estabilidad de una amulsidén depande de divarses factores
tales como(Krog and Laurdsen, 1976):
-la viscosidad de la fase continua
~cargas eldctricas an el sistema
-adsorcidn de partfculas solidas en la suparf£§le
de la tase emulsificadas como son coloides, lipopro-
tefnas aetc.
-proporcidn espec{fica de las fases a emulsificar
-tormacibn de pelfculas multimolaculares en la iater-
fase de la fase dispersa y la fase continua,la cual

se debe a la adicion de agentes emulsificantes

Por esta razdn podr{a atirmarse entonces que en nuastro sistema
los facltores que mas contribuyen a la inestabilidad da nuestra
emulsion son la viscosidad del sistema, la proporcion de las fases vy
la adlcion de agentes emulsificantes adaecuados, de aqui la
importancia de la variacion y optimizacion de estos factores, En esta
etapa del trabajo al variar y escoger una proporcidn aspec{fica de
fases a manejar,pudimos observar como ligeras modificacionas en la
proporcidn de estas fases son determinantes en la estabilidad de las
amulsiones, Los resultados obtenidos se conslderan satisfactorios ya
" que nos sirven de punto de éartida de posteriores cambios’ en el
desarroilo del sistema de inmovilizacion. As{ el sigulente obletiva
serd entonces la elaccion del agente emulsificants,para mejorar los
efectos que presenta la prescencia de partfculas en la Lnterfase de
nuestra emulsidn. Posteriormente se modificara la viscosidad de 1la
tase continua; al variar la concentracion de acetatos en la fase

organica.



La proporcidn final de las fases alegida para la elaboracion de

la fibra fué la que se muastra en la tabla®).

TABLA(S ). -PROPORCION Y COMPOMENTES DE LAS FASES DE LA EHULSION,PARA
LA ELABORACION DE LAS FIBRAS DE ACETATO DE CELULOSA.

COMPOKENTE VOL.EN CADA FASE FUNCION CONCENTRACION

Acetato de calulosa 5.0 ml sopota de la S0 mg/mi
fibra

Suspnnslén celular 1.5 nl act.enzimdtica 0.1a/ml

Soln. amortiguadora 0.4 ml afora y dilucion 0.14

de la fase acuosa pH=6.6

Emulsificantes 0.4 al astabilidad de la HLB=6
enulsidn

b)Eleccion del emulsificanta a utilizar de acuerdo al HLB y a la proporcién

adecuada.-HLB optimo.
En el experimento antarior se fijo una proporcion especifica de las fases a
utilizar. en funcion de la obtencidn de una emulsién estable y por

consiguiente, fibras de calldad aceptable,por 10 que en esta etapa se selecclonan

los emulsificantes a utilizar, y su proporcidn en la mezcia .

Se siguio la siguiente metodoloafs para optimizar la utilizacidn

de emulsiticantes:
bi)u!illzaclén de diferantes amusificantes an las emulsiones a preparar

bildevaluacion de las amulsiones efectuadas y de las ribras obtenidas

bi)Utilizacion de diferentas emulsificantes en las emulsiones a

preparar.,



De acuerdo a las metodolos{as reportadas en la literatura, se
realizo el cilculo de las proporciones necesarias de amulsificante
para los siguiantes valores de HLB:4,7,8,9,10 vy 11,estos valores se
probaron para la determinacién de HLB optimo en nuestra
emulsidn(Xrog, 1976). Se fiid la concentracidn da acetato de celulosa
en &0mg/ml.con 74% de fase organica y 26% de fase acuosa,se adiciong
suspensidn calular con una concentracidn de O.tg/ml. La slaboracidn
de la fibra se realizd en forma convancional. Los emulsificantes sa

prepararona partir de la mezcla de spanB80 y de tween 20.

bii)Evaluacion de las emulstones efectuadas y de las fibras

obtanidas.

La aevaluacion se llevo a cabo de acuerdo a los parihetros
establecidos en la seccidn de optimizacidn da las fases de la

emulsion,para cada valorde HLB.

Los resultados obtanidos para li optinizacion en la utilizacion del

agente emulsificante se resumen eh las tablas{q) y ¢o).
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TABLA (9).EVALUACION DE LOS AGERTES EHULSIFICANTES PROBADOS A
DIFERENTES VALORES DE HLB, PREPARADOS APARTIR DE SPAN 80 Y TUEEN
20, EN LA ENULSION.

HL B 0BS.vIsvaL 0BS.¥ICROSCOPIO*
[} Separactén de fases Globulos de agua gran-
' 17 min. das y aisiados
7 Separacion de fases Globulos de agua aran-
18 min. das paro alslados
8 Separacion de fases Glébulos de agua pe -
- 22 nin. quenos y aislados
9 - §eparacidn de fases 6ldbulos homogeneos de
29 ain. , las dos fases
10 Sseparacion de fases Globulos de agua pe -
23 min. quenos y alslados
11 Separacidn de fases Gldbulos de agua gran-
18 min. des pero aislados
12 Separacion de fases Gldbulos de agua gran-—
1S min des y dispersos

»observacida a los 15 min. de formada la emulsidn.
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TABLA(IO)EVALUACION DE LOS AGENTES EMULSIFICANTES PROBADOS A DIFERENTES
VALORES DE HLB,PREPARADOS A PARIR DE SPAN 80 Y TUEEN 20,EN LAS FIBRAS.

4 s 18 s 7 B 4 e e i B 4 e e e B - - ———

RL® APARIENCIA® RENDINIENT g DE FIBRA
é fibras quebradizas 1.86 0.5491
homagéneas
7 tibras quebradizas 1.91 0.5844
homogédneas :
8 zonas quebradizas 1.96 0.5997
y zonas homagéneas
9 fibras elasticas y 2.01 0.6089
homogénaas
10 zonas homogéneas 1.97 0.4028
casi totalmente
it fibras quebradizas 1.93 0.5902
homogdneas
12 fibras#quebradizas 1.91 0,5863

no homogéneas

*observacion despues de haber evaporado el lolueno.
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Rendimients : e

dofibea. d - N ‘ "
40achato de alosy, J

FIGURN( & j.=La firurs mhestra 8] randirfento dn fibras,
en Tuncién de la variacidn 1ol vaior de HLEB »tilizado en
la amulsién.La nezcla de emulsificantes utilizada fué de
TWEEN 2C y SPAN GO.
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En las tablas (Q) y (10) se observa un meljor rendimlentc de
fibras as{ como una mayor estabilidad de la emulsidn en valores
medios dentro de !a escala de HLBUICI Co, Divisidn pldstlcos,catiloge
1983),La utllizacidn da esta escala de valoras es ampliamente
utilizada en las industrias que maneJan emulsiones y fue establecida
por la companfa ICl International Co.Segin ICI Co. ,astablecieron
valores de HLB bajos corresponden a emulsiones con componentes
preponderantamente lipot{llcos y valores de HLB altos corresponden a .
enulsiones con componentes preponderantamente hidrof{licos.En este
caso particular ,el hecho de que se manede Qna enulsidn agua en
aceite cuyos componentes sean acetona y suspensin de células en
solucidn amortiguadora nos 1indica que no se esten utilizando
componentas con alguna tendencia a un coportamiento hidrof{lico o
tpof{lico.La utilizacidn da agua como vehfculo en la suspansidn
celular proveca probablemente 1la ligera tendencia hacia el lado
hidrotflico, va qua un valor medio estricto seria de 8. El HLB de 9
que se encontrd como dptimo se evalud en funcidn de los parametros
presentados en las tablas (4) y «0),en donde se ohservan las nmlores
propiedades de la emulsidn y de la. fibra asi como - el meior
rendiaiento~de 1a fibra (de 1.99g fibra/g de acatato).Las propiedades
que se observan en este valor son :

-mayor tiempo de separacidn de fases en la emulsidn
-mejor estabilidad de gmulslén

-mejor aspecto general de las fibras

De atuerdo a estas consideraciones se eligid al valor de 9 coma

el valor ptimo de HLB para trabalar dentro de nuestro sistema.

c.-Concentracion dptima del acetato de celulosa.
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Balo la formulacion estandard descrita anteriormenty se varid la
concentracidén de acetato de celulosa desde SOmg/ml hasta 180 mg /al
con Intervalos de variacidn de cada 10 mg, v asl determinar 1la
concentracion detima para 13 cual se ttenen las melores
caracter{sticas da las fibras ,y que son alta capacidad de

inmovilizacidn y alta expresidn de actividad enzimitica.

Los parametros a evaluar en este caso fueron el (ncremento de

salida,expresién de actividad enzimitica y caracter{sticas

macroscdpicas de las flbras.

Se obtuvieron diferentes lotes de tibras ,segin la concentracida
de acetato de celulosa ulilizado ,raesumiendose dichos resultados en

la tablath)

En dicha tabla se observa que a concentracionss baias da acetato
de celulosa existen altos incrementos de salida de actividad
enzimdtica,aunque con una expresidn de actividad alta relativalya que
se esta evaluando la suma de actividades dentro y fusra de la
fibra).A medida que la concentracidn de acatato se incremanta, se
observa una disminucidn de los pardmetros mencionados anteriormente y
una medor apariancia de las fibras.Sin smbargn 3 concentraciones por
arriba de los 120mg/ml, se observan dificultades en la extrusion vy
empieza a disminuir considerab}emenle la actividad enzimatica.A
concentraciones supertores a los 1BOmg/ml la alaboracion da las
fibras se hace (mposible en las condicionss de la metodologfia
uttlizada,ya que ademas de tenarse una solucion demasiado viscosa vy
ny  poder ﬁanlpularse con facilidad,las agulas de extrusidn se

b loquean



TABLA()1) .~ EVALDACION DE LA CONCENTRACION DE ACETATO DE CELULOSA EN
LA ACTIVIDAD ENZINATICA DE LA FIBRA,ASI CONO DE SU INCREHENTO EN LA
SALIDA DE ACTIVIDAD

ronc.de acatato mg/ml ‘salida de act.enz.x act. enzimitica obsarv.
50 '0.220 8.97 = wmee-
60 0.200 6,81 = --=--
70 0.181 4,59 —————
80 . 0.084 4,30 = —=eee
90 0.077 4,26 ———
£00 0.073 3.95 = meme-
i20 0.070 3.61 fibras
. gruesas
140 0.069 3.36 fibras
’ quebradizas
160 - 0.067 3.02 tibras
quebradizas
180 e “——— memee

*incremento en la lectura de densidad dptica



Al evaluar este parimetro se detectd sallda de actividad
enzimitica, de tal manera que al evaluar las caracter{sticas opiimas
de nuestro sistema,nos encontramos con que la concentracidn de
acetatos de caelulosa en nuestras fibras Juega un papel muy
fmportante,ya que a mayor concentracidn de este sa tiene una mayor
densidad de part{culas en la fibra lo que hace disminuir el tamano de
los poros y por lo consiguiante una menor salida de actividad
en2imitica de la fibra.Sin embargo este ratribuye en una disminucidn
de la exprasion da la actividad enzimitica ya que se aumentaran los
problamas difusionales de nuestro sistama.Adn mds ,se llega a
concantracionas -de acatato de celulosa tan altas, que no se puedan
maneJjar las emulsiones,como se observa en los resultados para 180ag
de acetato/ml de acetonat(Marconi y Horisi ,1979;Bucholz,1983).Para
las concentraciones probadas se escogid la concentracion de 450mg de
acetato/ml da acetona ya que a esta concentracion se tienen las
siguientes caracter{sticas:
~tacil manelo de 1a emulsidn
~bajo incremento en la salida del soporte
-posibilidad de aumsnto de actividad enzimitica si se aumenta la
concentracion da células.

-posibilidad de mejorar la eficiencia de la tnmovilizacidn al adictonar un

agente antrecruzanie.

De esta manera en los experimentos posteriores se amplea esta

cancentracidn de acetato de celulosa.

d}.-Elaboracidn de la fibra

e
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FIGURA('D ).~Sistema de extrusién ytilizado para la ola-
boracidn de las fibras de acetato de celulcsa,
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di)sistema de extrusidn

diilsistema de precipitacion

di)Sistema de extrusidn.-Se probaron diferentes diametros de
axtrusidn tales como:leringa con aguja de 21x32mm{1) y Jeringa con
agula de 25x16(2),slendo el sistema una Jeringa clfntca como se

muastra en la flgura ()

Una vaz preparada la emulslon en el tubo de ensaye mezclande la
emulsidn en un vortex,se separa el dmbolode la Jaringa y se deposita
1a emulsidn en ta camara,culdando de obstruir la salida para evitar
pérdidas de emulsion.Postariormente se fintroduce el dmholo y se
elimina el aire atrapado ianvirtiendo la Jeringa y presionando el
ambolo hasta la total expulsidn.Realizada esta oparacidn se fntroduce
la punta del extrusor en el bano de precipitacidn y se prasiona al
ambolo para hacer pasar la amulsién a travéds del extrusor y gque la

tibra se extruya dentro del bano de praecipitacidn .

Los resultados . qua se obtuvieron se avaluaron en funcidn de la

actividad enzimatica exeresada y de la actividad que se datecta fuera

del soporte, y son los que se muestran aenla tabladid),

En dicha Vtabla se observa una clara diferencia entre los
resultados Que se obtienen con las dos agujas ya que para la aguia
(2) se obtienen actividade§ enzimiticas mayores,ademas de una nenor
salida de actividad enzimatica hacia la mezcla de rs§cc16n.La
tormulacion de la fibra es la que se concluyd en la parte de

optimizacidn de! agente emulsificante.
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TABLAC /L )INFLUENCIA DEL DIAMETRO DEL EXTRUSOR EN Lﬁ ACTIVIDAD
ENZIHATICA EXPRESADA,ASI CONO LA RETENCION DE ACTIVIDAD DENTRO DEL
SOPORYE.

AGUJA ACTIVIDAD ENZINMATICA SALIDA DE ACT.ENZ.n»
(1)21X32mm 1.97 uONPG/g de ¢ 0.351

(2)25x16mm 2.16 uONPG/g de ¢ 0.176

wincremento de la lectura de densidad dptica.Para cada muestra se toma
la D.0.de la muastra no inactivada por calor y se le resta la 1.0.de la
muestra inactivada por calor y se saca un promedio de estos valores au-
mentando asi la salida de actividad enzimatica a medida que aumentan
estos valores, -

e



De lo anterlor se puede observar que el diametro de la fibra es
de gran importancia en la expresion de la actividad de la enzima,
pero ademds se observa que Jjuaga un papel determinante en la
ratencidn da actividad enzimitica dentro de la fibra.En la tabla (2)
)se advierte qua existe una melor retencidn de actividad enzimitica

dentro de 1a fibra elaborada con la agula (2).

El tamafo del blocatalizador o didmetro de part{cula,es de gran
imeortancia en un sistema de enzimas inmovilizadas, pues influye en
parimetros tales como la afectividad, la calda de presidn dentro de
un reactor enzimitico,la suspensidn de partfculas etc.(Klaus Bucholz,
1982). El diamatro de la tibra se definic solo por el diametro del
extrusor y no por tdcnicas directas como son la observacién al
microscopio o el tamizado(Bucholz, 1982).En ganeral el diametro de
'partfcula se¢ relaciona con el diametro qqulvalente para una partfcula
de forma asfarica,en nuestro caso se ohsarvo la influsncia que tiena
este diametro en la capacidad de inmovilizacion de nuestro
sistama,as{ como de su expresién de actividad aenzimitica.En astos
resultados se observa qus un didmetro de fihbra menor ofrece una mejor
inmoviiizacién de las células y ademds una mayor expresion de
actividad enzimdttca.Se asume que la utilizacion dea un ewtrusor de
didmetro mayor,provoca un mayor volumen interno y ademas una mayor
porosidad de la misma, al provocar una mayor libertad de la emulsidn
en la salida del extrusor al bafo de preciplitacidn.Bn el caso de la
agufa de didmelro menor, se provoca una mayor compresion de la
enulsion a la salida en el baho de precipitacion y por lo
consiguiente una inmediata precipitacion del acetato,elaborandose una
f{bra homogenea y con una menor porosidad{Harconi y Horisi, 1979).En

lo que se raefiera a exprasion de la actividad de 12 enzima se tlenen
' 111 '



dos tipos de fibra para una misma emulsion con la misma concentrac{dn
celular,sin embargo diferente actividad enzimftica,lo qua hace
suponer que las fibras de menor didmetro tlenen una mayor superficle
de contacto celulas-sustrato de tal manera que su actividad
anzimitica es mayor. El caso contrario sucede con las fibras de mayor
diametro, en donde el contacto del sustrate con las células que estan

totalmente dentro de la fibra se hace mas dit{eil¢Linko, 1980)

dii)Sistema de precipltacion.-Dentro del proceso de
tnmovilizacion de celulas en fibras de acetato de celulosa ,la etapa
de precipitacion eés una parte muy importante, ya que la velocidad de
precipltacton de la fibra contribuira en gran parte a la porosidad de
las  fibras,asi como el nimero y  didmetro  de las

microcavidades(#arconi, 1979)

La metodgloefa ssguida para evaluar los diferentes sistemas de
precipitacidn,es la metodologfa aestandar con las modificaciones
vealizadas a travds da el proceso de optimizacion que se ha
seguido.En esta etapa la variacidn que se relizard es la variacidn
del sistema de precipltacion en el que ¢l fluido donda se extruyen
las fibras puede ser tolueno o agua ,de tal manera que astos seran

nuestros ststemas de precimritacion,segdn lo reportado por Celanese de

.
Hexico.

Los resultados se resumen en la tabla (/3),y permiten concluir
que axiste -una. mayor actividad enzimitica para las fibras
precipitadas en tolueno.Adicionaimente’ se advierte una clara
diferencia en la actividad enzimdtica retenida dentro del soporte,de
aproximadamente 0.7 unidades de D.0. con la fibras precisitadas en

al sistema da agua.Por otro lado la apariencia macrescodpica de la
112



fibra cambta,ya que para las fibras precipitadas en agua se ohliene
una fibra de consistencla gelatinosa,con poca homoganeidad en 1la

misma y una precipitacidn muy lenta.

117



TABLA(/3).~-VARIACION DEL SISTENA DE PRECIPITACION DE LAS FIBRAS DE

ACETATO DE CELULOSA,UTILIZANDO COMG SISTEWAS DE PRECIPITACION AGUA Y
TOLUENO. : .

SISTEKA DE PRECIPITACION ACTIVIDAD BRZIMATICA SALEDA DE ACT .HRZ.#

TOLUEND 2,23u0NPG/9 de ¢ 0.161

ARG US 2.47u0NPG/g de ¢ 0.833

*incremento en la lectura de densidad dptica.
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Debido a la importancia que tiene el control de la porosidad del
ststema de inmovillzacidn,asf «como de las caracterfsticas
macroscdpicas del soporte en funcidn de su reststancla a diferentes
tactores ,se considera relevante la evaluacidn de un stslema de

precipitacidn que nos brinde las mejores caracteristicas (Harconi,

1979).

El sistema mas adecuado es5 el tolueno,ya que no ohstante que en
los dos sistemas se logra wuna precipltagién.las caracter{sticas
tinales de las fibras son diferentes ,como se observa en la tabla(k3)
).Ademas el tolueno es facil de eliminar de la flbra ,por la simple
axposicion de ésta a una corriente de aire a la temperatura
asbiente.En el otro sistema,el asua resulta diffcil de eliminar ya
que el sistema tiende a ratenerla. Por otro lado la actividad
.anzinitica reportada para amhos sistemas as relativa, ya que se
evaluan tanto las unidades que astan dentro del soporte como aquellas
que astan fuera. Por esta vazdn se tomo al talueno como sistema para

[
la extrusion,

4.-0PTINIZACTON DEL ATRAPAMIENTG CELULAR

a).-adicidn de celulas como paquete celular o como suspensidn

celular

De acuerdo al sistema de inmovilizacion establecido en los
incisos anteriores se procedid a tijar la concentracidn celular,de
tal manera que se tuviera la maxima aclividad enzimatica sin allerar
las propiedades de la emulsidn y por lo tanto de las fibras .Se varic
14 concentracion celular en la emulsicn en un rango da 0.1 a 0.3 g

peso seco.Bsta primera adiclon se llevo a cabo con celulas en

[
fass
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suspension,pastariormente las células se adiclonaron a partlr de un
paquete celular de 40% de humedad de tal manera que se tuviran de 0.3
g hasta 1.2 g de chlulas secas an la emulsion.Se mantienen las
condiciones antes establecidas de proporcion de las fases y otros
componentes ,ademis de las condiciones de elaboracidn de la fibra.
Los paramatros que se evaluaron fueron algunos de los ya prasentados
en secciones anterlores como son :

~Estabilidad de la emrulsion

-propledades macroscopicas de las fibras

-actividad enzimitica

En la tabla U4)se reportan los resultados obtenidos en funclan
de la estabilidad de la amulsidn ,propiedades de las Cfibras vy

actividad de Ia enzima.
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TABLA( /¥ 5.~0PTINIZACIOK

FIBRAS OBTERIDAS

BE

LA

CONCENTRACION CELULAR PARA LA
PREPARACION DE FIBRAS OE ACETATO DE CELULOSA,EN FUNCION DE sU
ACTIVIDAD ENZINATICA,ESTABILIDAD DE LA EMULSION Y PROPIEDADES DE LAS

CONC. CELULAR ACTIV.ENZIKATICA

ESTAB.DE LA EHULSION SALIDA DE ACT.BNZ

.

0.95
1.03
1.53
2.36
4.18
7.36
7.83
7.25
7.4%
7.39
7.03

o =

_——_O 00000000
OV NOU HWN v~
85000000000\

0.82 uQNPG/g de ¢

20 min
20 min
21 min
21 min
20 min
20 min
20 min
17 min
14 min
13 min
10 min
10 min

0.079
0.110
0.196
0.233
Q.35
0.573
0.831
0.997
0.963
1.03t
1.051
1.030

———— e e ———
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FIGURA( lD)».-Comportamiento de la actividad enzimdtica to-
tal, expresada por las fibres do acetato de cslulosa, al
veriar la concentracidn celular prossnta erm la emulsién.las

fibras se preparan bajo la fermelacidn estandard, variande
desde C.1 hasta 1.2 gramos ds celulas. ’
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Se observa que al aumentar la cantidad de celulas se {ncrementa
la actividad especlifica de las fibras hasta un l{mite de 7.8uONPG/g
de fibra ,este 1Imite corresponde a smplear 0.7 g de cdlulas en la
amulsion.A partir de esta cantidad de celulas la actividad enzimitica
se mantiane constante Indapendiente da posteriores incrementos en la
masa calular, La figura®0) nos muestra el comportamiento de 1los

resultados anteriores.

Estos resultados pueden ser debidos a qua para cantlidades de
células mayores de 0.7 g peso seco en la emulsidn, se presentan
problemas de difusidn de sustrato y /o producte dentro de la
tibra(Dinellt, {976).Teniendo en cdenta que a partir de estos valores
de concentracion celular la astabilidad de la emulsidn empieza a
disminuir considerablemente se tomo este 1{mite como el dptimo para
la inmovilizacidn y as{ se empleo en los experimentos posteriores,
cuyo obietivo sa centrallzd en la obtencidn de una alta actividad

ratenida dentro de las fibras

b).-Eleccidn. del nivel de permeabilizacion celular con fines de

tamovilizacidn,

Debido a que el metodo de inmovillzacidn que se desarrolld,se
basa principalmente en el atrapamiento de celulas de levadura dentro
de filbras porosas,y qué para expresar la actividad enzimitica de las
células es necesaria una ﬁermeablllzaclén de su pared vy
princlpalmente de su mambrana,fus necesario establacer el nival da
permeabilizacton Gttl, de tal manera que no se llegue a una 1{sis
total de las células ,ya que en!onces no sa tratarfa de
inmovilizacion de' cdlulas sino de la enztma. Se empiearon 4

concentraciones de lolueno para la permeabilizacion y se evaiug la
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actividad enzimdtica en paquate celular permeaﬁillzado y lavado con
solucidn amortiguadora despues del tratamiento.lLos difarentes nivales
de permeabilizacidn fueron de S ,10,15,20%vol.de tolueno/vol.de la
suspensidn,ya que e! nivel optimizado para la daterminacldn de
actividad enzimdtica en células es de 20%.Sin embargo a esta
concantracidn se realiza una 1{sis casi total de las cdlulas,de tal

manara qua la enzima queda libre y aumenta su salida del soporte.

Los resultados de los tratamientos dea permeabilizacidn evaluados
y se presentan en la tabla(i5), Ademds se realizd una prueha para
évaluar el grado de l{sls de las células , consitente en determinar
actividad enzimftica a los sobrenadantes de celulas centrltugadas
despues de un lavade pos!eflor a la permeabilizacidn.De esta forma se
determina la maxima actividad enzimitica dentro da las células y no
en los sobrenadantes. Las actividades reportadas se rafieren a

suspension celular,a células laVadas y al sobrenadante de lavado.
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TABLAGS),~EFECTO DE LA COWCENTRACION DE TOLUENG EN EL NIVEL DE
PERNEABILEZACLON DE CELULAS DE LEVADURA CON FINES DE INHOVILIZACION.

NIVEL DE PERMEABILIZACION ACT.ENZ.SUSPENSION CELULAS  SOBRENADANTE

S 402,53 uONPG/HL 386u0KPO 11.26u0NPG
10 % 743.3 uONPS/HL 698uONPG 13.S1uORPG
15 % 976.9 uONPG/HL 126u0RPG 807.40u0NPG
20 7% . 1025.6 uONPG/HL 10uONPG 997.70u0RPG

-
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De los exparimentos anteriores se pueden observar marcadas
diferencias en los tratamientos ,es decir, la actividad enzimatica
presente fue diferente para cada una de las fases medidas.Asl tenemos
que el 10% es el nivel en &l que se obtfene la mixima actividad
enzimatica en el paquete celular y no en su sobrenadante, cosa que no
sucade con los demds tratamientos donde la proporcidn mayor de
actividad enzimitica se ancuentra en los schrenadantes, ssto indica
que se 11za totalmente la estructura de la membrana celular y por lo
tanto se libera la enzima.Por asta razon se decidic trabaiar con el

nivel de parmeabilizacion del10%

Varios autores reportan al uso de disolventes como una
alternativa para vencer la barrera que presentan las levaduras con su
ﬁcmbrana ala u!ll!zaqlén de»enzl-as intracelulares, {(Barbosa,1983).
Sin esbargo existe bastante {informacion que se refiera a la
extraccion de enzimas por tratamientos enzimdticos de la pared
celular,especificamente mediante el uso de proteasas,por lo que ser{a
de intards un estudio mas profundo de este tipo de (ratamientos.No
obstante estas limitaciones se decide trabajar con el nivel de
parmeabilizacion del 10%. Sin embargo cabe mencianar que aunque se da
un tratamiento de lavado a las células despuds de permeabllizadas,es
dificil eliminar totalmente al tolueno, por 1lo que la
parmeabilizacion en menor grado puade continuar.La recouendaclén‘ as
afectuar la lInmovi)lzacién lo mas pronto posible despues de la

parmeabilizacidn.



3.~ELECCION DEL AGENTE ENTRECRUZANTE Y ELECCION DE SU NIVEL OPTIHO DE
UTILIZACION.

Dentro del grupo de trabaljo se habfan maneiado diversos soportes
y sistemas de inmovilizacldn, dentro de los cuales la ultllzactdn de
un agente entrecruzante o curtiente Jjuega un papel {importante sobre
todos en aquetlos slstemas en los que se pretendfa un enlace entre la
enzima vy el soporte, 4 simplemente cuando se pretend{a un
antrecruzamianto dentro del soporte. Esie tipo de enltrecruzamieato
se  lograba por medio de la adicién de una protefna finerte
(anzimiticamente), como son la albimina, case(na, protefnas da suero,
atc. vy un agente entrecruzante que reaccionara con es}a. Estos
agentes pueden ser la Dietiiendiamina, glutaraldehido, carbodimidas,
ditilenimina,aetc. Lo que se pretendfa con dste mdtodo era lograr una
asociacidn protefna-curtiente, de tal manera que evitara la difusidn
de moléculas grandes de la enzima del soporte hacla el exterior, pero
que parmitiera _la entrada y salida de sustratos y productos. Ademds
de que 1a reacctén da la protefna con el curtiente protage a1 1a

anzima de la agresividad de este.

Basandonos en estas experiencias nos avocamos a establecer un
mdtodo de curtido que nos permitiera una mas eficiente inmovilizacidn
de cdlulas de levadura con actividad de B-galaclosidasa en el soporte
da fibras de acetato de celulosa, Los rasultados se presentan Q

continuacién, para los curtientes elegidos, que son glutaraldehido y

carbodiimida.

Los curtientes se escogieron en base a su diseonibilidad , asf

como en la experiencta de utiliza¢idn dentro del grupo de trabalo.
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a) Eleccidn del curtiante

al) adlci8n de un agente protector (albdmina)

A la formulacién previamentas reportada como éptima se le agregd
una protefna como agente protector para la snzima y como ayuda para
el entrecruzamiento. Se aevalud al efecto da antes de adicionar les
curtientes an terminos de las caracterfsticas del soporte

desarrallado. La forma de adicién fue la siguiente:

Se pasaron 150 mg de albdmina vy se disolvieron en t mi. de
solucidn amortiguadora de fosfatos de potasio 0.1 B con pH=6.6 y de
asta solucién se agregaron 0.5 ml a la fase acuosa en sustitucibn del
buffer que se utilizé para la suspensibn de las cdlulas., Se llevd a
cabo 1a emulsidn, balo las condiciones establecidas y se extruyeron

las fibras.

Las fibras obtenidas se evaluaron bajos los pardmetros
astablecidos y los rasultados se pueﬂen ver en la tabla (/6)en donde
s¢ pPresenta el resultado de 3 lotes diferentas para cada
concentracidn y un testigo sin albdmina. En esta tabla se evalua:
estabilidad de la emulsidn, actividad enzimftica, salida de act.

enz., caracter{sticas macroscédpicas de la fibra
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TABLAC /6 ).~ EFECTO DE LA ALBUNINA EN LAS PROPIEDADES DE LAS FIBRAS.

C. albGmina Act. total

Act. espec. sallda est. emulsldn Caract.08S

150 mg/ml

0.306 u

S.12u/9

1.351

{9 min

tibras
estables sin
problemas de
axtrusidn

250 mg/ml

0.321 u

5.56u/9

.306

9 min

difticultad
de
axtrusidn

0 mg/mi

0.310 u

5.2%u/g

0.381

21 min

fitbras
estables,sin
problemas de
extrustdn,

W
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La adicién de un agente protector en este caso 1la albdmina,no
resultd périadictdl &n 41 précdsd dé (Amdv(l(zdcién de cédlulas de
levadura lo que se pusda observar claramente en los resultados de la
tabla (/6 ).En este se muestra que se expras; actividad enzimdtica,lo
que hace suponer qua n® sa ve afectada por problamas difustonales al
aunento de sdlido an el soporte,Se adiclonaron 0.75 mg y ‘125 mg de
sélidos para cada caso dando los resultados que se mancionan (Harconi
at al,1974) ademds la cantidad de solidos ﬁo afecta la expresldn'da
actividad enzimftica puesto aque se ohseva semejante en los 3 lotes,

adn an aquel que no lleva albdmina.

En lo que se refiere al incremento de de sallda de actividad
enzimitica se ve una ligera disminucidn, a medida que se aumenta la
cantidad de <élidos, sin embargo este parémetro se evaluard con mis
profundidad cuando se hayan probade los ' diterentas  agentes

entrecruzantes (Dahlquist at al, 1973),

Se observa clara disminucidn de la estabilidad de la emulsidn
proporcional al aumento de sdlidos en el soporte, al adicionar 150 mg
albdmina la disminucién es solamente de 2 minutos siendo " la
estabilidad de 21 minutos aen el testigo sin albdmina,posteriormente
disminuye hasta 19 minutos en 7S mg.Sin embargo al usar la solucidn
de 250 mg. de albdmina/ml (125 mg en la emulsidn). La disminucidn es
myy critica puesto'qua va dasde 21 minutos en el testigo y 19 minutos
en 730 mg. hasta ? minutos que es un tiempo bastante crftico para
mang jar la emulsidn, en la postarior extrusién de esta (Marconi at

al, 1979),

Finalmente en lo que se raefiere a las caracterfsticas

macroscédpicas de las fibras, es decir facilidad de extrusidn,
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reslstencta de las flbras at lacto, homogenetdad etc, se observa un
comportamiento similar, ya que aumenta la diflcultad de extrusidn de
tas fibras al aumentar la albdmina.Por esta razén su homogeneidad
disminuye va que se forman glébulos de acetato de celulosa a la

salida dal axtrusor.

Por la discusida antaerior, se concluye un efecto negativo de la
adicidn de albumina, pese a que se menciond como "agente protector®.
Sin -embargo su real evaluacidn como ‘agente protector® se ver§ al

probar los agentes entrecruzantes.

La concentracidn de albdmina elegida para (rabalar en las
sigufantes aetapas serd 150 hglml dada la astabilidad de la emulsién,

y las caracter{sticos de la fibra obtenida.

Prugbas con glutaraldehido.

Tomando un slstema de inmovilizacidn con células de lavadura y
un agente protactor de albdmina sérica bovina,se procedid a la
adicién del agente entrecruzante, para reaccionar cbn la  albtmina
principalmenie baio la reaccidn que se ilustra en la figura (), de
tal manera que se forme una red alblmina-glutaraldehido, que {impida

la salida de células. Es conveniente seMalar que una reaccidn con

las células es tambldn probable.
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figura(ll) Hecanismo de reaccidn del glutaraldehido (Goldstein at al,

1983).

Se“probaron 2 concentracionas diferentes de glutaraldehido; 0.57
viv y 1% v/v utilizando 100 ml de estas soluciones donde sa
sumergieron las fibras formadas balo las condiciones establecidas
anteriormente fibras en el bafo de curtido a diferentes tiempos;0, 5,
10, 1S, 30 y &0 minutos . El curtido se llevd a cabo en vasos de.
precipitado de 156 ml a temperaltura ambiante. Terminado el tiempo de
curtido, se separaron las fibras de solucién y se lavaron 3 veces con
100 ml de solucidn buffer de fosfato pH=6.6, 0.1 N cada vez, vy se
pasaron a la mezcla de reaccidn para la determinacién de actividad

enzimdtica El tiempo cero minutos se utiliza como testiga.

En la tabla (/7)se prasentan los resultados obtenidos para las
prugbas realizadas con gluraldehido, en donde se evalda actividad

enzim§tica total y esmec{fica e incremento ds salida.

El comportamiento da la actividad enzimitica se {lustra en la
figura (Z)an donde se grafica el tiempo de enfrentamiento contra

actividad enzimitica. Es aevidente la disminucidn de la actividad
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enzimftica a medida que se aumanta el tiempo de enfrentamtenlo para

las' concantraciones dea glutaraldehido utillzadas.

No se observd ningdn cambio macroscépico en las fibras después
de los lavados, solo se observa una ligera turbidez en la primer igua

de lavado, con lecluras de 0.0l a 650 nm,por lo que se presume que la

turbidez sea causada por células.

En los slguientes lotes de lavado no se observa turbldez. Cabe
mencionar que esta turbtdez solo 13 presantan los lotes de lavado de
S y 10 minutos de curtido para la concentracién de 0.5% da
glutaraldehido, por 1o que astas observactones no se incluyen en‘ las
tablas da resultados, pero si se mencionan, ademis de discutirse con

nds protundidad posteriorments

TABLA (/7)TIENPO DE ENFRENTANIENTO SOPORTE -CURTIENTE 4 UNA
CONCENTRACION BE GLUTARALDEHIDO DE 0.5%.

T{empo de enfrentamiento actividad total act. especffica salida
¢ min ‘ 0.306 ‘ 5.12 u/g 326
S min 0.196 2.16 u/q .230
10 ﬁtn ----- ———— B
S wmin i 7 ----; . ————
30 ain m———— - - A ——--

6O min e I —-
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TABLA (/8 ).~ TIEHRO DE ENFRENTAMIENTO SOPORTE-CURTIENTE & UNA CONCENTRACION

0F GLUTARALDEH1DO DE 1.0%,

Tlampo de anfrentamiento Actividad total act. especffica " sallda
Q min 0.306 5.12 u/gl .326
5 min 0.102 1.86 u/g 199
10 min m——— emeaa , ———
Smin 0 emee= L eeeme ———
ﬁO min . meme- R ——
30 min T e —— ———
60 min [EEE— — ——-

El enfrentamiento entre el soporte y el glutaraldehido resulla
de manera muy agresiva ya qhe adn a tlempos cortos como son S
minutos, ‘la pérdida da.actlvldad es muy crftica como se muestra en
las figuras @) y U3),stendo adn mis critica para el caso de 1la
concantracidn de 1%. Se supone que la reaccién de anfrentamiento se
lleva a cabo entre el slutaraldehldo y el agente protector, sin
embargo por la pérdida de actividad,no se descarta la reaccidn entre
la enzima y el curtiente. Una opcién serfa disminuir la
concentracidn de glutaraldehido, peroc en esta parte del trabalo no se
est{ realizando una bptlmizacldn sino simplemente una eleccidn entre
los curtiantas de gue se dispone. ‘Se observa ademas una disminucidn
en el incremento de salida, proporcional a la pérdida de actividad, .
de tal manera que no se estd logrando una 1nmovlllzail&n total y si

se estd disminuyendo la aclividad enzimdtica,
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contra actividad enzimdtica, a una concentracién fija de

glutaraldehido de 0.5%. Para formulacién sstandard de ca-
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La reaccidn entre el glutaratdehida y la enzima probablemente,
en los casos en que se plerde actividad enzimdlica, se lleba a cabo

en 109 gurpos amino del sttio activo(figuraid).

Figura (4) Centro activo propuesto para la B-galactosidasa y para los

centros de raaccidn con glutaraldehidolNijptes, 1981).

De los rasultados anteriores se concluye que el glﬁlaraldchldo
resulta agresivo, sobre todovpara grupos amino por lo que cabe 1a
utilizacién de un curtienta como es la carbodiimida que dentro de su
recanismo de reaccidn utilza iniclalmente grupos carboxilo, aste

mecanismo y su utilizacién se discrutirédn posterlorugnte.

Pruebas realizadas con carbodiimida.

De -igual forma que para el glutaraldehido, se probaron
diferentes concentracionas de carliante utilizdndose en este caso

1-elil 3(3-dimetil aminopropil) carbodiimida.

De pruebas realizadas en el gruso de !raba{o para la
inmovilizacidn de enzimas se elligid t;na concentracién de 25% p/v de
carbodiimida y <se reall2z§ el curtido de manera semelante que con
glutaraldehido, Se variaron los tlempos de curtido en 5 minutos, 20

minutos, 35 minutos y 40 minutos. Los pardmetros que se evaluaron
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fueron actividad total, actividad espec({fica e incremento de sallda

Los rasultados que arrolaron asfos experimento se {lustran en la
tabla (/9) en donde el incremento de salida se cont{nda evaluando en
incremento de D.0. 3 410 nm de longltud de onda en los tubos en los
que sa detienc la reaccidn y ¢n los que no se detiene por temperatura
(Ver metadologfas de la determinacidn de la actividad enzimitica en

fibras);

TABLAINTIENPO DE ENFRENTAMIENTO SOPORTE-CURTEIENTE A UNA CONCENTRACION

DE CARBODINIDA DE 254 p/v.

Tiempo de enfrentamiento Actividad total act. ispacfficﬁ salida
5 min 2.092 T 8.7 .104
20 min 0.9320 2.37 ) .001
35 min ' 0.7726 1.5 .000
40 min 0.7431 1.48 .000

Observamos un resultado muy favorable al utilizar carbodiimida
como curtiente ya que no se detecta salida de la enzima del soporte
hacia el medio de reaccidn. En este caso pese a la concentracién
utilizada de curtiente (25% p/v) no se detecta salida y sa obtienen

valores de actividad enzimftica de 2.37 ul/g de tibtra.

El mecanismo de reaccidn propuesto para la reaccidn con

carbodiimida se {lustra en la figura (T)En dicho mecanismo se ohbserva
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claramente la reaccidn en una etama de activacién, entre los grupos
carboxilo de las protefnas y las carbodiimidas. Posterlormente
vendrfa el acoplamiento con los grupos aminos. Se asperarfa una
agresividad  semeijante a la del glutaraldehido y por lo consiguiente
una pdrdida de actividad demasiado drfstica, sin embargo esto no
sucede, por lo que se supone que al reaccionar los grupos carboxtlo,
se arreglan las protefnas de tal manara que Iimpiden el acceso del
grupo activo de las carbodimidas al centro activo de la enzima ya sea
que reaccione con la enzima o con su *agente protector® que en este
caso serfa la albimina sérica bovina. Da esta manara la péuida de

actividad no llega a ser total (Ueetall et al, 1975 ).

_Por otro lado se puede ohservar que los incrementos de salida
1legan a2 un valor de cero lo qua nos demuestra que realmente se estf
famovilizando la totalidad de las célujas, pese  a que'se estdn
utilizando tiempos de enfrentamiento y concentraciones de curtiente

sin optimizar.

En la tabta(®)se observa que a tiempos de 20 minutos en adelante
la pérdida se actividad se torna casi constante, lo que hace superlor

una total reaccidn del curtiante.

Cuando se realiza una comparacidn entre los agentes curtientes
utiizados, se deben tomar en cuenta lus pardmetros sobre los cuales

se estdn evaluado dichos curtientes.

De la experimentacidn antarior se opta ror la uttlizacibn de la
carbodimida como agenle curtiente, sobre el glutaraldehido, restando

en este caso su optimizacidn en funcidn de su concentraciédn, el
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tiemro de enfrantamiento y la manera de utilizarla.Bsta descicldn se
basa en que se logra delenar a las c&lulas dantro de las flbras‘
aunque la actividad sea baja ,situacidn que no suscede cuando se
emplea glutaraldehido,en donde la actividad medida es una combinaciédn
de la actividad del catalizador y la actividad de la enzima que ha
pasado al sobrenadante.

Optimizacidn de 1a utilizacidn de un agente entrecruzante en

tuncifn de su concentracién y del tiempo da anfrentamiento.

En aesta etapa del proceso se realiza la optimizacidén de la
utilizacién del agente entrecruzante; t-etll-3(dimetil aminopropil )
carbodimida (BDAC) ya reportado en sistemas de inmovilizacidn de
c€lulas en un soporte de carboximatil celulosa (CMC) (Jack, 1977).Se

optinizb tanto el tiempo de enfrentamianto,asi como la concentracion

del curtiente

Optimizacidn de la conccnlractdn‘du EDAC a utilizar.

Previa a la optimizacidn de la concentracidn de EDAC se realizd
una prueba para evaluar el efecto de la adicidn de EDAC en la

emuls{én obteniendose los resultados que se muestran an la tabla (0)
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Tabla(ld) ERECTC DE LA EDAC EN LA ACTIVIDAD EKZ!HQTECA DE LAS FIBRAS

DE ACETATO DE CELULOSA.

Actividad total Act. espec{fica Observaciones

Fibra con 0.5 ml
‘de solucién 250mg/m}
de EDAC adlcoqada en

la amulsién,

1,476 ul 1.62 ul/g Fibras
homogeneas con
estabilidad de

emulsidn=19min
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Posteriormante se realizd un barrido de concentraciones de EBAC
adicionada en la emulsidn desde SZ hasta 257 ,evaluando la actividad
total, la actividad especffica y de salida. Estos resultados
seprasentan en la tabla @). En la fase acuosa la adlcién se llevo a
cabo Junto con el buffer de suspensién del paquate calular y se

enfrentd en la emulsidn (ver metodologfas).

En 1a figura (\S) se muestra la concentracidn de EDAC contra la
actividad especftica sefalandose en dicha grdfica,la 2o0na da
concantracidn en la cual no existe sallda de actividad enzimitica al

medio da reaccidn y la zona donde si existe.

Tabla (31 )EFECTO DE LA COMCENTRACION DE EDAC EN LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA DE LAS FIBRAS Y EN SU SALIDA DE ACTIVIUDAD ENZINATICA

CONC . EDAC ACT. ESPEC. ACT. TOTAL sallda
25% piv 0.01284 0.4281 0
20% p/v 0.6831 2.5199 0
20% /v 0.6831 2.5199 0
107% p/v o.14>14‘ 4,87 0
:;p/v’ 0.713 13.76 A1
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FIGURA( 19 ).=Perfil de concentracién de EDAC en J contra
actividad espscffica en unidades de CHPG/q de Pibra<. A
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agento curtienta a la emulsidén.
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En los rasultados efectuados en primara instancia,se muestra gue
la adicidn de el agente entrecruzante an la emulsldn no afecta las
propledades de la misma, ya que se obtienan fibras homogeneas, es
decir,sin que se formen aglomarados a la salida dal extrusor, dabido

a qus no se altera la estabilidad de la emulsidn ( alrededor de 19

minutos).

De esta manera la modificacidén, en el curltido o entrecruzamiento
reditua en un ahorro considerable de agente curtiante, ya que en las
atapas anteriores al gasto de raactivo era de alrededor de SO veces

superior, sin lograr el atrapasmiento vy la actividad deseadas.

De esta lorma, se concluyg que la forma de enfrentamiento del
agente curtiente con el sistema enzim§tlco debe ser en la emulsidn,
Posteriormente se procedid a optimizar la concentrgcién de EDAC con
las varfaciones que ‘se han mencionado. Se obtuvo un aumento de
actividad enzimftica a medida que se disminuyé 1la concantracién de
EDAC, de tal forma que podemos asegurar que la {nfluencia de EDAC en
la actividad enzimitica es linversamente proporcional a 1la

concentracidn,

Se logro wuna actividad enzimitica elevada, sl se considera que
fue de 4,97u0KPG/g ,ya que esta actividad se detecta totalmente en
las fibras a .una concen(raciﬁn de EDAC de 10% p/v, es decir sin

salida de enzima 13 mezcla de reaccidn,

Podemos asegurar qua se ha desarrollado wun sistema
deinmovilizacién para células de lavadura con act ividad

B~galactosidasa, y que este sistema retiene efactivamente a las

levaduras.



La EDAC a5 un agente entrecruzante comunmente utilizado para un
antrecruzamiento entre grupos amino y carboxilo activados (Jack,
1977y,  As{ suponemos que las reaccliones de entrecruzamiento en
nuastro sistema se llavan a cabo entre: célutas-albumina,
cflulas~cflulas y albimina-alblmina,mas no con el soporte de acetato
de celulosa Por lo que la principal funcién de las reacciones de
antrecruzamiento es la de aumentar el tamano de las moléculas de
protefna de tal manera que la salida a través de los poros de soporte
se elimina. Esto se observa a concentraciones por arriba de un 10%

de EDAC,

Optimtzactidn del tlampo de snfrentamientodd Sistema de

inmovilizacién contra EDAC.

Se raalizé 1a optimizacidn del tiempo de enfreantamiento de la
siguiente manera: Primero se prepararon las diferentes fases del
soporte y se emulsificaron de la manera conyenclonal.Posteriormenta
se adiciond el EDAC a una concentracidn de 10% p/v (tiempo cero’, a
partir da la adicidn se mantuvo la agitacién durante S, 10, 15, 20,
30, 45, 60 min pasados los cuales se detuvo el tiewpo de

enfrentamiento al extrudlr la emulsiédn con e] tolueno.

A las tibras obtenidas para cada tiempo de enfrentamiento se les
datermind actividad enzimitica y a&cmas se avalid la actividad total,

la actividad especffica vy el incremento de salida,cbteniesndose los

resultados que se anotan en la tabla (22).

Por otro lédo 1a ftigura 6) muestra el ti{empo de enfrentamiento

contra la actividad especffica.
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Tabla( 22 )Efectc dsl tiempo d9 enfrentamients
curtienta-soporte a uvna concentracidn fija de carbodinida -

de 1C3.

TIEMPO DE ENFRENTAMIEMTO  Act.TOTAL  Act.ESPERTFICA  S°L 1M

5 1.2456 41.52 r.178
10 D650 23.3¢ 0
15 0.1437 4.79 r
20 | €.1209 4.03 0
30 0.1053 3.51 0
45 £.0890 2.99 . r
6C 0.072C 2.40 0
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De la tabla(22)se nota una clara (nfluencia del tlempo de
enfrentamiento, tanto en la aclividad enzimftica del soporte, como en
su incremento de salida, ya que a4 mayor tiempo de enfrentamienio la
actividad enzimftica disminuye. Para los lapsos mds cortos de
enfrentamianto, el {ncremento de salida existe hasta llegar a, 10
minutlos despues de los cuales no hay incremento de sallda
melorandose la actividad enzimftica alrededor de S veces, con

raspecto a 1o antes raportado

En el cuadro(€), solo se muestran agquellos trabaios con lactasa
inmovilizada comercialmante disponibie, de los cuales a nivel
1ndustrlal solo existe trabajo realizado en fibras de triacetato de
celulosa. €1 valor de la actlvidad enzimdtica reportada es de 22
uONPG/g de fibra, que as sémelante al valor obtenido en este trabaio
(23.3 uONPG/g de fibra). §in embargo no se ha probado la utllizacidn
de nuastro sistema en lactosa. No obstante, se abre el panorama para
un estudic mys profundo dal sistema, pues se requiere de caracterizar
pardmetros tan importantes como serfan el tiempo de vida media del
catalizador, la estabilidad operaclional, la  estabilidad de
almacenaniento, un estudio cindtico y difusional, vy la propuesta de
un reactof enzimftico. De esta manera se conocer{a 1 profundidad el
sistema vy bno s0lo se manelarfa para un sistema enzimitico
exclusivamente, como es B-galactosidasa, 'sino tener el conocimiento
suficiente de aeste, de tal manera que s¢ obtenga el criterto

suficiente para su aplicacidn an otros sistemas enzimdticos.
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VI .-CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las conclusiones y racomendaciones de este trabajo se realizaran
de acuerdo con los aobletivos generales y particulares planteados
inicialmante, v tambien do acuerdo a los resultados obtenldos a
travis del trabalo experimental. Las racomendacionas que se plantean
son con el fin de que se pueda mejorar el trabalo o que se pueda
profundizar mas en él. Las conclusiones y recomendaciones que se

proponen son las siguientes:

1.-5e desarrolld el sistema de inmovilizacidén de células de
levadura con actividad de B-galactosidasa en un soporte inerte de
acetato de celulosa. Dicha tnmovilizacidn se basa en la tdenlca de

alrapamiento entrecruzamiento.

Debldo a la técnica que se utilizd se cree que se esta afectando
una porcidn de actividad enzimitica, lo cual se detallard en los

sfguientes inclsos.

2.-De los métodos que se cvaluar;n, solo el de acetato de
celulosa se probd experimentaleente, pues de los demas metodos
utilizados en el departamento de Biotecnologl{a del CEINGEBI-UNAN, se
tenian malos resultados. Sisndo el soporte de acetatos ! que mejores
resul tados prdsentd. se procedic a su optimizacidn a travas de este
trabajo: $in embargo esto no clerra 1a opcidn de la utilizacidn de

los demas métodos, pussto que podrian modificarse y optimizarse
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tambien. No obstante cabe hacar nolar que se daben tener cuidado en
las desventalas que se presentaron en la discusidn para ¢/u de los

wétodos.

3.-La capa que se utilizd fue la de Kluyveromyces fr is
NRRL-YSS61, De las cepas que se probaron asta fué la que results
tener la mayor actividad espec{fica y que cumplid con las condicliones
que anteriormenie se expusieron, ademis cabe la observacidn de que la
cepa puede ser motivo de diversos trabaios con el obieto de
mejorarla. Tal es el caso de la utilizacién de las técnicas de la
Inganier{a Biogulmica, para la optimizacidn de la produccidn de de la
enzima a traves del cullivo; ademas existen las tdcnicas de la
Genetica Cldsica y de la Ingenierfa Genftica para gl mejoramiento de

la cepa.

4.-Dentro del desarrollo del sistema da finmovilizacidn para

células se puade concluir que :

a)la determinacidn de la proporcién de 1as fases Jjuega un papel

muy importante en las propiadades finales de la fibra.

bila - aleccton del emulsificante adecuado facilita 1a

manipulacidn de la . emulsicn.

clla concentracion del acetato de celulosa determina en gran

medida la expresidn de actividad enzimitica, pero también limitard la

liberacion de enzima dal soporie.

dJE1 sistema de extrusidn-precipitacidn resulld adecuado para la

escala de trabalo de este proysctolnivel laboratorio),
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Para esta inciso podemos recomendar lo siguiante:

a)lantener constante 1a proporcidn de las fases que se utlifzan,
y que cada modiflcacion que se realize se haga dentro de los nites

que establecen estas proporciones.

b)La ullllzacldn de acetato de celulosa obedecid a la facilidad
de obtencidn de este materlal, sin embargo existe la posibilidag de
la utilizacidn de triacetato de celulosa, que podrfa redituar en un
melo; atrapamiento, y por lo consiguiente @n un menor tratamiento de

entrecruzamiento.

c)Se debe disefar un sistema de extrusidn-precipitacidn, si el
procaso se va a llevar a una aescala superior. Esto resultarfa
indispensable, puesto que el sistema aqui utilizado no resuttarfa

adecuado para el manejo de volumenes de emulsidn mayores de 100ml.

S.-Dentro de la optimizacidn del atrapastento celular, la
utilizacién da celulas como paqueta y no como suspansidn facilita el
proceso, puasto que nos ayuda al aumento de actividad enzimdtica, ast

como a mantaner la proporcidn de nuestras fases en la emulsidn.

6.-En lo que se rafiere 2 la permeabilizacidn celular parece
haber un campo bastante arande de trabajo, yva que como se dijo, el
controi de esta etapa del proceso es muy critico. El nétodo de
parmaabilizacidn que se utilizd fud el de disolventes, siendo ,muy
efectivo para la expresidn de létlvtdad de las células paro nuy
diffcil de controlar en forma precisa. Esto se debe a que as
complicado eliminar totalmente el disolvente de l1a pasta celular. Una
posibilidad i{nteresante as la parmeabilizacidn por medio de anlmas

que degraden pared y/o membrana celular, aunque esto serfa tema para
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estudios posteriores. Pese a las desventajas mencionadas, la
utilizacidn de disolventes no se descarta totalmente, puesto que

quadar {a probar una mayor gama de estos.

7.-La adicidn de agentes protectores antas del tratamiento de
entrecruzamiento rasultd muy afectivo en la retencidn de actividad
enzimitica, ya que cuando no se adicionaban estos agentes, la
actividad enzimitlica se perdfa totalmenlé. Aqui cabe la recomendacidn
de utilizar una protefna mas barata que la albdmina sérica bovina,

siendo este el caso ds la casefna o de la albimina de huevo.

8.-De los curtientes elegidos, la utilizacién de la caarbodimlda
rasultd suy aficiente. Sin embargo debido a su costo se podrfa
sustituir la EDAC por una carbodimida mas barata. Debe hacerse notar
que para cada una de las carbodimidas serfa necasaria una
optimizacidn de su uso, en funcidn de su concentracidn y de su tiempo

de enfrentamianto.

9.-La utilizacidn de este sistema a una escala superior, dabera
realizarse cuando el sistema hubiera incrementado su actividad por lo
menos 4 veces. EBsto se puede lograr melorando las condliclones de
permeabilizacidn y de entrecruzamiento. Teniendo meiorfa en tales
tratamientos, no se tendrfa a la enzima tan expuesta a condiciones
agresivas. Resolviendo estos problamas ser{a necesario un estudio
mas profundo de el proceso, esto a traves de un; caracterizacidn el
sistama, Da @sta manera se establecerfan las polfticas adacuadas para

al disefio de un reactor snzimatico.

10.-El blocatalizador se puede utilizar en leche y suero dulce

da leche, debldb a que se esta utiltzando enzima de levadura cuyo pH
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dptimo es de 6.6-6.8. Sin aembargo esto quada supaeditado a la
caracterizacidn del sistama, utilizando como sustrato lactosa, ya que

an este trabalo se utilizé ONPG como sustrato.
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