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PRESENTACION

El presente informe, octavo y segundo correspondiente al tercer afio
de ejecucidén del proyecto, contiene la informacidén relativa al
desarrollo de las actividades correspondientes a los altimos cinco
meses de este tercer afio, de acuerdo al plan de ‘trabajo

comprometido en el documento Términos de Referencia.

Con ello se da por concluida 1 ar acioén de instituciones

chilenas en el proyecto, cuya tarea fue la de desarrollar 1la
SR e N ) ——

tecnologia para producir un catalizador enzimatico por
e

inmovilizacién de lactasa extraida de células de Kluyveromyces

fxagilis y parcialmente purificada.

El trabajo desarrollado se encuentra contenido en los ocho informes

de avance cnyo contenido en forma resumida es el sigqulente:
- Puesta a punto de las metodologias de produccién de la enzima.

- Adaptacioén de las téculicas de produccién desarrolladas por el

grupo de trabajo mexlicano

~ Estudio comparativo de extraccién de lactasa por permeablilizacioén

y disrupcién mecanlica de células de K,.fraqgills.

- Estudlo de purlficaclén de la enzima por preclpitaciédn fracclional
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con etanol.

- Estudio de estabilizacién de la enzima cruda y parcialmente

purlificada

- Preseleccién de soportes y metodologias de inmovilizacioén.

- Desarrollo de una metodologia para la produccién de guitina a

partir de caparazones de camarén

- Desarrollo experimental y evaluacién de 1los protocolos de
inmovilizacén en quitina, nylon y soportes hidrofébicos de Lactozym
Novo, conslderada como un simil comercial de la lactasa producida

en el marco del proyecto.

- Seleccidén de soportes y metodologias de inmovilizacién en base a

108 resultados anteriores.

- Optimizacién del proceso de inmovilizacion de Lactozym en quitina

actlivada.

- Transferencia de la informacién obtenida con Lactozym a la

lactasa parcialmente purificada producida.

- optimizacién del ©proceso de inmovillzaclén de lactasa

parclialmente puriticada en quitina activada.
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- Caracterizacién cinética de la lactasa inmovilizada en quitina

activada.

- caracterizacién cinética de 1la lactasa soluble y analisis
comparatlvo con la lactasa inmovilizada en gqultina actlvada.

- Evaluacién de comportamiento y estabilidad del catélizador
producido bajo condiciones de operacién en la hidrélisis continua

de lactosa.

En el presente informe se reporta, de acuerdo al plan de trabjo
contenido en el documento Términos de Referencla, las sligulientes

actividades:

- conclusion de la caracterizacioén cinética del catalizador

enzimatico producido (actividad D).

- Conclusién del estudio de comportamiento y estabilidad del

catalizador en condiciones de operacién (actividad E).

Finalizada la participacién de las instituclones chilenas, puede
concluirse que se ejecutaron todas las actividades comprometidas,
habléndose logrado desarrollar completamente una tecnologia para

producir a escala de laboratorio lactasa inmovilizada en quitina

-

\
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activada. La tecnologia desarrollada conslidera la produccion por
fermentacidn, recuperacién por disrupcion mecanica en un molinillo
de perlas de vidrio y particién bifasica en un sistema
polietilenglicol-tampén fosfato, purificacién por precipitacion

fracclional con etanol e inmovilizacién por enlace covalente a una

Sas

matriz de quitina activada con glutaraldehido.

Las etapas de produccién por fermentacidén y recuperacidén de 1la
enzima desde el extracto celular por particién bifasica fueron
ejecutadas, con 1las adaptaciones necesarlias, a partir de 1z
metodologia desarrollada por el grupo de investigadores mexicanos.
Ello requiridé de un alto garo de Iinteracclién con el grupo de
trabajo del Instituto de Biotecnologia d¢ UNAM e Cuernavaca,
México, que se materializé en dos estadias de la investigadora
chilena Andrea Ruiz en dicho Instituto, y en un intercamblio fluido

de informacién durante todo el periodo de desarrollo del proyecto.

En base a los resultados obtenldos puede concluirse que el
catalizador producido puede ser convenlentemente utilizado en 1la
hidrélisis continua de suero y permeado de suero a temperaturas
moderadas. El catalizador exhibe buenas propledades cinéticas y una
estabilidad operacional elevada a 25 °C, que permite su uso
prolongado en reactores de operacioén continua. Su estabilidad a 40
°C, aunque sensiblemente superior a su contraparte soluble es, no
obstante, insatisfactoria para ese propdésito. Ello resulta como

consecuencia de la inherente labllidad térmica de las lactasas de

g\ ey U
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levadura y constituye una restriccién al uso del catalizador
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producido.

El desarrollo del proyecto ha motivado el interés de la industria

lactea naclonal. Una de dichas empresas, que ha acompafiado el

desarrollo del proyecto, ha copatrocinado con nuestra Escitela de

g

———————— e,
Ingenierfa Bioguimica un proyecto presentado al Fondo Nacional de

Fomento (FONDEF) sobre el escalamiento a nivel piloto de 1la

tecnologia de produccién de lactasa de levadura gg;g_gg_empleo en

—— .

la industria lactea nacional. El proyecto ha sido ya
/“-_—‘—’.’_’ -

preseleccionado en una muestra que representa el 30% de 1los
proyectos presentados y se encuentra enfrentando una segunda etapa
de evaluaclién. Estimamos que este hecho constituye de por si un

criterio de éxito desde la perspectiva de 1los objetivos del

proyecto PNUD/ONUDI y esperamos que su eventual aporobaclén permita )

dar un paso importante en el proceso de transferencia tecnolédgica

al sector productivo. El interés de la industria lactea nacional en

e T

esta enzima es notable, toda vez que la demanda ha aumentado»

exponencialmente durante 1los daltimos aflos como consecuencia,\

principalmente, de su aplicacién masiva en la elaboracién del dulce ;

S e -

de leche y otros productos lacteos simllares. La enzima es

}

|

actualmente importada en su totalidad, existiendo interés a nivel \

gubernamental por explorar la posibilidad de sustitucién por un

producto elaborado en el pais.

Aunque no representa una actividad comprometida de nuestro pais en

!
i
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el marco del proyecto, se estd realizando actualmente un estudio de

evdluacién técnico econdmico para la produccién en Chile de lactasa
Hacion e e =

de levadura, que considera informacién generada por el proyecto.

Se estima que el 3§qu;g.estara concluido en el mes de Jjullo,
arrojando importante informacién en relacién a la viabllidad de
transferencia tecnolégica al sector productivo. Dicho estudio se
pondra a disposicién de la Coordinacién del Programa si 1o estimare

conveniente.
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D. CARACTERIZACION CINETICA DEL BIOCATALIZADOR PRODUCIDO.

Se proporcionan los resultados de los estudios cinéticos realizados
con lactasa producida por fermentacion con Kluyveromyces fragailis,
recuperaclién por ruptura mecanlica en un molino de perlas de vidrio,
particién bifasica y purificacién parcial por precipitacién
fraccional con etanol, de acuerdo al procedimlento desarrofiado )4
reportado en los Informes de Avance precedentes. Para el cés; de la
lactasa inmovilizada, se sigulé el procedimiento optimizado para
gquitina activada, previamente informado.

Se realizaron las slgulentes experlienclas:

- peterminacién del pH y temperatura o6ptimos de la lactasa
soluble produclida de acuerdo a la metodologia indicada.

- caracterizacién cinética de la enzima soluble a 25 y 40 °C.

- Caracterizacién clnética del catalizador producido por
inmovilizacién de lactasa en quitina entrecruzado con
glutaraldehido a 25 °C.

- peterminacié6n de las restricciones difusionales externas a 25 'C

de la enzima lnmovilizada.
D.1. METODOLOGIA

Producclén de la Enzima.

Las células de Kluyveromyces fraqgilis obtenidas en cultivo por
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lotes son cosechadas al final de 1la fase de crecimiento
exponenclial, centrifugadas y lavadas, obteniéndose una pasta humeda

que contiene la enzima.

La extraccioéon de 1la enzima lactasa se efectuia por ruptura mecanica
bajo refrigeracién en un molino de perlas de vidrio.
Posteriormente la enzima es recuperada al separar con PEG 400 los

fragmentos celulares.

La purificaciéon de 1la enzima se realiza por precipitacién
fraccional con etanol a baja temperatura y redisolucidén del pellet

obtenido, recuperandose asi la enzima parcialmente purificada.

Las condiciones en que se desarrollan estas operaciones han sido

previamente reportadas en los Informes de Avance N° 2 y 6.

Inmovilizacion de 1lactasa parcialmente purificada en quitina

activada.

Se pesaron 1.25 g de quitina, 1la que fue activada con
glutaraldehido a temperatura ambiente , durante 20 h. El
glutaraldehido no contactado fue retirado a través de 1lavados

suceslvos con agua destilada.




Posteriormente se contacté 1la enzima al soporte activado,
agregandose tampén fosfato pH 8.5 . Se mezcla suavemente y se deja
por 20 h a 4°C. Una vez transcurrlido este tiempo, la enzima es
lavada con tampdén fosfato pH 6.6 diluido 1/5 (el tampén debe estar
frio).

Se realizaron lavados con NaCl 0.5 M a pH 7.0 para retirar la
enzima adsorblda no lnmovilizadaa; posteriormente se realizaron
lavados con tamp6én diluido para eliminar los residuos de sal.
Después de este tratamiento la enzima se almacena en tampén fosfato

pH 6.6 con 1mM de DTE a 4°C

Determinacioén de la temperatura y pH 6ptimos de la lactasa soluble

parcialmente purificada.

Para determinar la temperatura y pH O6ptimos analiticos de 1la

enzima soluble, se trabajé en los slgulientes rangos:

Temperatura: 25 - 65 °C

pPH : 5 - 7.5

La concentracién de lactosa empleada fue de 200 g/1. Para la
determinacién de la temperatura optima 1la soluclédn se prepard en

tampén fosfato 0.1 M, pH 6.6. y fuerza i6nica constante de 0.17 M.
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Para la determinacién del pH 6ptimo se utilizé tampén fosfato de

fuerza i6nica constante de 0.104 M.

Caracterizacion cinética de la enzima soluble a 40 y 25 °C.

A cada temperatura se realizd una caracterizacién cinética de 1la
enzima soluble parcialmente purificada utilizando lactosa como

sustrato.

Se determiné la velocidad inicial de reaccién del catalizador para
concentraciones de sustrato en el rango de 5 - 200 (g/1l), en

tampén fosfato 0.1 M, pH 6.6 y a 40 °C. Posteriormente,

‘utilizando el método de 1linealizacién de 1los 1inversos de

Lineweaver-Burke se determindé el valor de la constante de afinidad

enzima sustrato de la ecuacidn cinética de Michaelis- Menten (Km).

Experiencias preliminares indicaban que 1la enzima es inhibida por
galactosa y que no se aprecia efecto de la glucosa. Para determinar
la constante cinética de inhibicién se determiné la velocidad
inicial de reaccién del catalizador para varias concentraciones de
sustrato en presencia de galactosa 100 mM. Una vez obtenidos los
resultados se construyd el grafico Lineweaver~Burke para determinar

el tipo de inhibicién.
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Caracterizacion cinética a 25 °C de la enzima inmovilizada.

Debido a la lnestabllldad de la enzima a 40 °C (ver Informe NQ 7 y
actividad E de este informe) fue necesario evaluar los parametros
cinéticos a 25 ©°C, a fin de evaluar posteriormente el
comportamiento de un reactor enzimatico de operacién continaa a esa

temperatura. -

La lactasa fue inmovilizada en guitina segun el protocolo antes
decsrito. Al igual que la enzima en solucién se midieron 1las
velocidades iniciales de reaccidén para concentraciones de sustrato
en el rango 5 - 200 (g/l), en tampén fosfato 0.1 M, pH 6.6

a 25 °cC.

Experlencias realizadas a otras temperaturas indicaban que 1la
enzima es 1lnhlbida por galactosa, no apreclandose efecto de 1la
glucosa. Por ello se disefio la experienclia para evaluar el efecto
inhiblitorio por galactosa, reallizindose medicliones de veloclidad de
reaccién en el mismo rango de concentraciones de lactosa a una

concentracién de galactosa 100 mM.

Restricclones difuslionales externas.

Para determinar las poslibles restricciones difusionales externas
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de la enzima inmovilizada en quitina activada se utilizé el
procedimiento propuesto por Messing (1), que se basa en la mediciédn
de velocidades iniciales de reacciétn en rangos de alta y baja
concentraclién de sustrato y el analisis de 1las respectivas

pendientes obtenidas al graficar los datos en un grafico de

e 1N

inversos tipo Lineweaver-Burke.

A los datos obtenidos previamente en el rango de alta concentracioén
de sustrato (5-200 g/1) se agrego un conjunto de valores obtenidos
en un rango de 1.25 a 5 g/1 de lactosa. Todas las soluciones de
lactosa fueron preparadas en tampdon fosfato 0.1 M, pH 6.6. Las
experiencias se realizaron a 25 °C. El1 procedimiento permite
obtener 1la pendiente en ese rango y compararla con la obtenida en

el rango de alta concentracion de sustratec.

La magnitud de 1las restricciones difusionales externas es
determinada a través del namero de Damkbhler (N), que se determina

de acuerdo al procedimiento propuesto por esessssesy,85€gun la

siguiente ecuacién:

1 - M2/ M1

Donde:
Ml: Pendiente obtenida a altas concentraciones de sustrato.

M2: Pendiente obtenida a bajas concentraciones de sustrato.
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D.2. RESULTADOS Y DISCUSION

Detexminacion de la te-petatnxa y pH Optimos de la enxzima soluble

parcialmente puxificada.

Se determiné la temperatura y pH O6ptimos analiticos (pata 10
minutos de tiempo de reaccién) de 1la enzima parcialmente
purificada en su forma soluble. Los resultados de este estudio se

presentan en las figuras 1 y 2.

Los valores 6ptimos analiticos obtenidos fueron los siguientes:
Temperatura : 48 °C

pH : 6.9

Ambos resultados concuerdan con los datos reportados por NOVO para
la lactasa comercial Lactozym, gque representa un punto de

referencia por provenir también de una cepa de K,fraqilis.

En la figura 1, se observa que la enzima soluble es afectada en
forma significativa por 1la temperatura, ya que su actividad

disminuye bruscamente por sobre y por debajo de la temperatura

optima.

En la figura 2 se muestra el perfil de pH para la enzima soluble,
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donde se aprecia un amplio rango de pH en que la actividad
enzimitica esta por sobre un 80% de su valor maéximo. Se observa que
a pH por sobre el 6Optimo, la actividad disminuye bruscamente,

slendo esta calda mas suave hacla el lado acildo.

Caracterizacién cinética de 1z enzima soluble a 40 y 25 °C.
Se determinaron las constantes cinéticas para la enzima soluble,

siguiendo la metodologia Indicada precedentemente.

La flgura 3 muestra la dependencia de la velocliéad de reaccién
respecto a la concentracién del sustrato lactosa a 40 °C. Se
aprecia que la enzima soluble presenta inhiblicién por alta
concentraclién de lactosa, 1o que se hace maniflesto por sobre los
50 g/1, conflrmando resultados reportados anteriormente en un

sistema similar (2).

A partir de la figura 4 se determiné la constante de inhibicién por
alta concentraclién de sustrato a 40 °C, la que fue de 945.9 mM.
Este valor es bastante elevado si se le compara con valores
usuales para enzimas que han sufrido este efecto. Ello significa
que el efecto inhibitorio de la lactosa es muy poco significativo
y, dada 1la 1imitada solublilidad de la lactosa, puede conslderarse

despreciable desde un punto de vista practico.




En la grafica de inversos tipo Lineweaver-Burke de las figuras 5 y
6 se entregan los resultados obtenidos en la evaluacién cinética
jel catalizador a 40 °C. De la figura 6 puede apreciarse el tipo
de inhiblicién competitiva por galactosa, que es caracteristico de
las lactasa tanto fungales como de levadura. Los valores obtenidos

son: ENS

Vm = 352.3 (umcles/min . ml)
Km = 4.6 (g/1) ( = 13.5 mM)
Ki : 13.2 (g/l) { = 73.2 mM)

El valor de Km obtenido, resulté algo menor que el de 17.2 mM,
reportado en el 42 Informe de Avance para la lactasa comercial
Lactozym en las mismas condiciones. Ello implica que la lactasa
parcialmente purificada producida en el marco del proyecto presenta
una mayor afinidad por el sustrato que el referente comercial, lo

que es un elemento positivo.

A partir de la figura 6 pudo determinarse que la enzima soluble es
inhibida competitivamente en forma total por galactosa, lo gue es

congruente con la informaclén bibliografica referente a lactasas de

K-fragilis y K.lactis.

Bl valor del Ki resultd algo superior gue el de 65.9, reportado
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para Lactozym en el 42 Informe de Avance, lo que representa un
aspecto favorable de la enzima producida, al indicar una menor
sensiblilidad al efecto de inhibicién por galactosa gue la enzima

comerclal.

La figura 7 muestra la dependencla de la velocidad de reaceioén
respecto a la concentraclién del sustrato lactosa a 25 °C.- Se
aprecia también inhibiCién por alta concentracién de lactosa,

slendo nuevamente el efecto poco significativo.

En la grafica de inversos tipo Lineweaver-Burke de las figuras 8 y
9 se entregan los resultados obtenidos en la evaluaclén cinética
del catalizador a 25 °C. De la figqura 9 puede apreciarse
nuevamente el tipo de Iinhibicién competitiva por galactosa. Los

valores obtenidos son:

Vm : 81.5 (umoles/min.ml)
Km : 7.4 (g/1) (= 21.6 mM)
Kif : 20.6 (g/1) {=114.4 mM)

Puede apreciarse el marcado efecto de la temperatura sobre 1la
reactividad del catalizador, que es cuatro veces mayor a 40 que a
25 °C. Por otrxa parte tanto la constante de afinidad por lactosa

come la constante de inhibicién por galactosa son mayores a 25 que
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a 40 °C. Ello significa que a 25 °C la enzima es menos afin por el
sustrato pero significativamente menos sensible al efecto

inhibitorio del producto galactosa.

Resulta destacable gue, tanto a 40 como a 25 °C, las constantes de
inhibicién son aproximadamente cinco veces mayores gque. las
respectivas constantes de afinidad. Si se compara estos resultados
con los reportados para otras lactasas, especialmente de origen
fungal, puede apreciarse gue se trata de una enzima menos sensible
al efecto de inhibicién por galactosa, lo que es de especial
relevancia en la operacién de reactores enzimaticoes, donde 1la

enzima estara en contacto con una alta concentracién del producto

inhibitorio.

Caracterizacién cinética a 25 °C de la enzima inmovilizada.

En la determinacién de las constantes cinéticas para la enzima
inmovilizada se obtuvo a altas concentraciones de sustrato bastante
dispersién de los datos, como puede apreciarse en el grafico de
inversos tipo Lineweaver-Burke, que se presenta en la figura 10,
Esta dispersién impide determinar con certeza un valor para la
constante de inhibicién por alta concentracién de lactosa. Puede

concluirse s{ que el fendémeno existe y que su efecto es poco
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sign ficativo desde una perspectiva practica, por las mismas

razones sefflaladas anterliormente para el caso de la lactasa soluble.

Para la evaluacién cinética del catalizador se consideré aquellos
valores obtenldos a concentraciones de sustrato donde no se
manifiesta el efecto inhibltorio. Las figuras 10 y 11 present;; los
graficos de inversos en ausencia y presencla del lnhfbidoz
galactosa respectivamente. Los valores de los parametros cinéticos

obtenidos a partir de esas figuras son los sigulentes:

Vm : 72.4 (umoles/min.g)

Km : 16.9 (g/1) ( 49.4 wM)

Ki : 13.1 (gq/1) { 72.7 mM)

U}

Puede nuevamente apreclarse el marcado efecto de la temperatura
sobre la reactividad del catalizador, que en este caso es 3.8 veces
mayor a 40 ( Vm = 277 umoles/min.g; ver Informe de Avance N2 7) que

a 25 °C.

Bl valor de Km aparente obtenido para la enzima inmovilizada a 25
°C es mayor que el obtenldo para su contraparter soluble, lo que
plantea 1a existencia de restricciones difusionales Iinternas,
aungue de poca magnitud. En efecto, el valor del Km de la lactasa

inmovilizada es 2.3 veces mayor que el de su contraparte soluble,
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10 que puede compararse muy favorablemente con resultados usuales
obtenidos con enzimas inmovilizadas donde es frecuente observar

diferencias de mas de un orden de magnitud.

El valor del Ki obtenido para la enziwma inmovilizada resulté cerca
de un 35 % menor gque el de su contraparte soluble {un resultado muy
similar se habia obtenido a 40 °C; ver Informe de Avance NQ 7),
indicando gque la enzima inmovilizada es algo mis sensible al efecto

inhibitorio que la enzima soluble.

El Km obtenido para la enzima inmovilizada a 25 °C es similar al
valor reportado de 53 mM a 40 °C (Ver Informe de Avance NQ 7). Ello
permite concluir gque el valor de este parametro no es afectado de
manera significativa por la temperatura. Conclusiones similares

pueden obtenerse en otros sistemas enzimaticos.

La afinidad aparente levemente superior observada a 25 °C, puede
atribuirse a la menor reactividad del catalizador enzimdtico a baja
temperatura, que tiende a minimizar el efecto de restricciones
difusionales, reflejandose en el valor de la constante de afinidad
aparente. Dado que no exise una gran incidencia de resticcliones

difusionales, estas diferencias también son poco significativas.

La constante de Inhibicidén por galactosa de la enzima inmovilizada
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en camblo resulté bastante mayor a 25 que a 40 °C (Ki = 44.5; ver
Informe de Avance K2 7), lo que implica un efecto inhibitorio mucho
menos marcado a baja te-pefatura, lo que también es atribuible a la
incidencia del fendémeno de restriccién difuslonal que minimiza el

efecto inhibitorio (3).
En la Tabla 1 se presenta un resumen de 1los valores de 1los
parametros clnéticos obtenidos, tanto para las lactasas

inmovilizadasa en quitina activada, como para sus contrapartes

solubles.

Tabla 1. Resumen de valores obtenidos para los parametros cinéticos

de lactasa Inmovilizada en quitina activada y lactasa

soluble.

E25 EI25 E40 ENOVO40 EI40
- o wa s w2 m
Kia 114.4 72.1 73.2 65.9 44.5
Vm 81.5" 72.4° 352.3® 277=

——------_-—--_---_—-—-----——-—--—-——--—---———-—-———--—-————--—-
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a: mM
b : umoles/min.ml

c

umoles/min.g
E : enzima soluble

ElI: enzima inmovilizada

Restricciones difusionales externas

'A partir de la figura 12 se obtuvo el niamero de Damkdhler (N) para
el catalizador inmovilizado a 25 °C, resultando ser de 0.37. Este
valor indica que aunque existen restricciones difusionales
externas, éstas son de poca consideracién, implicando que a esta
temperatura la velocidad de reaccién esta controlada por 1la
cinética enzimitica y no por la velocidad de transporte de
reactantes. Ello podria resultar diferente a 40 °C, donde la mayor
reactividad del catalizador enzimatico hiciera tender el sistema

hacia la zona de limitacién por transporte.

CONCLUSIONES

En relacién a 1la caracterizacién cinética puade concluirse los

siguliente:




- La temperatura y pH Sptimos analiticos para la enzima soluble son
48 °C y 6.9 respectivamente. No obstante, a esa temperatura la
enzima soluble es altamente inestable, por 1o gue esa temperatura
no representa una opcién de proceso. Desafortunadamente, 1la
actividad enzimatica a temperaturas en que la lactasa soluble

presenta una establilidad aceptable (menos de 30 °C) es de tin solo

un 25 a 30 8 de la actividad maxima.

- La lactasa producida en el marco dei proyecto, tanto en su forma
soluble como inmovilizada en gquitina, es 1inhibida en £forma
competitiva total por galactosa e inhibida por alta concentracién
del sustrato lactosa. La inhibiclén por sustrato es despreclable al
trabajar a concentracliones de hasta 50 (g/1) de lactosa como ocurre
en el suero y permeado de suero, e Iincluso resulta poco
significativo a condiciones de saturacién (200 g/1 de lactosa), por

lo gue su significacién practica es escasa.

- A partir de los respectivos valores de Km y K1, puede conclulrse'
gue 1la enzima soluble parcialmente purificada presenta mayor
afinidad por el sustrato y menor sensibilidad al efecto inhibitorio
que su simil comeclal Lactozym. Ello es un aspecto positivo en

relacién a 1a enzima producida.

- La lactasa inmovilizada en quitina activada presenta a 25¢C
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restricclones dlifusionales externas poco considerables, estando la
reacién limitada por la capaclidad catalitica de la enzima. No puede
asegurarse 1o mismo a temperaturas superlores, donde la mayor
reactividad ae la enzima podria llevar al sistema a la reglién de
control por velocidad de transporte.

- En base a un anallisls comparativo de los valores de Km aparente,
puede concluirse la baja inclidenclia de restriccciones difusionales
internas en la expresion de la capaclidad catalitica de la lactasa

inmovilizada en guitina activada.

- La enzima inmovilizada es algo mas sensible al efecto inhibltorio

por galactosa que su contraparte soluble.
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E. ESTUDIO DE COMPORTAMIENTO Y ESTABILIDAD OPERACIONAL DEL

CATALIZADOR EN CONDICIONES DR OPERACION.

El objetivo de esta actividad es la determinacién de la estabilidad
del catalizador enzimatico en condiciones de operaciétn en 1la
hidrélisis continua de lactosa. Se pretende establecer el tfémpo de
vida media operacional, cuyo valor permite una idea clara de su

potencial de uso en condiclones de proceso.

En el Informe de Avance N2 7 se reportd los resultados obtenidos en
la operacién continua a 25 ©°C de un reactor con lactasa
inmovilizada en quitina bajo condiciones pseudoestacionarias. Se
presenta en este informe los resultados obtenidos en la operacién

continua por tiempos prolongados a 25 y 40 °C.

E.l1. METODOLOGIA

Se realizaron experiencias para determinar 1la estabilidad de
lactasa inmovilizada en quitina en la operacién de reactores

continuos de columna empacada.

La ecuaclén que describe o) comportamiento en estado estaclionarlio
del reactor de cama empacada con una enzima inmovilizada, que e3

inhibida en forma competitiva por uno de sus productos, asumiendo
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régimen de flujo plstdén es:

v*p = X*So* |__1 - _1 |- 1 + _S0o *Ln(1l-X)
F*Km Km Ki Ki
?;c. 1)
donde i

P : Carga de catalizador en el reactor.

L)

Flujo de alimentaclén al reactor.

X : Grado de conversién.

So : Concentracién de sustrato en alimentaclién.
Km : Constante de Michaelis aparente para lactosa
K1 : Constante de inhlbicién competlitiva aparente por galactosa

Las condiclones de operacién fueron las siquientes:

Enzima : Lactasa inmovilizada en gquitina actlivada de acuerdo al
prxocedimiento descrito, con una actividad de 80 (UI/g) medida a
200 (g/1), a 40 °C y pH 6.6.

Sustrato: Solucién de lactosa de concentracién 40 (g/1) en tampén
fosfato pH 6.6, Mg*2 1 mM y Mn*2 0.1 mM.

Temperatura: Se realizaron experlencias a 25 y 40 °C.

Flujos de operaclén: Para cada temperatura se utilizé un £lujo
estimado para obtener una conversién inicial tebrica del 90N.

Dichos valores se obtuvieron de 1la ecuaclén 1. Los valores
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utilizados fueron de 0.73 (ml/min) con un tiempo de residencia
de 2.9 h, para 40 °C y 0.33 (mi/min) con un tiempo de residencia

de 6.3 h, para 25 °C.

Dimensiones del reactor: Se utilizé un reactor de columna con un
diametro de 4 cm y una altura mayor a la altura alcanzada por la
enzima inmovilizada, correspondiente a una volumen de 10 ml.

Carga enzimatica del reactor: En cada experiencia se utilizé una
carga de 2.75 g de catalizador. La operacién del reactor se
realizé con flujo ascendente del sustrato. La temperatura se
controlé mediante circulacién de agua a la temperatura de operacioén
a través de la chagqueta del reactor. Durante la operacioén del
reactor se tomaron muestras en el tiempo, a las que se les
determind 1la concentracién de glucosa mediante el método
colorimétrico enzimatico Merckotest. Con el valor obtenido en
estas determinaciones y las relaciones estequiométricas de 1la
reaccién de hidrélisis de la lactosa, se determiné el grado de

conversiotn a intervalos de tiempo durante la operacién del reactor.

E.2. RESULTADOS Y DISCUSION

En las figuras 13 y 14 se grafican los grados de conversion,
expresados como porcentaje del grado de conversién tedrico de

disefio, obtenidos en funcién del tiempo de operacién del reactor
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para las temperaturas estudiadas de 40 y 25 °C respectivamente.

Ambas experienclas fueron disefiadas, a partir de la ec. 1, para una
conversion tedrica del 90 %, obtenléndose una conversién
experimental de estado estaclonarlio de 85 y 856 % para la columna a
25 y 40 °C respectivamente. -

Como se aprecla en las fliguras 13 y 14, las columnas tardaron en
alcanzar el estado egstacionario tiempos de 0.5 y 5 horas a 40 y 25

°C, respectivamente.

De la regresioén lineal del 1n(% del grado de conversién maximo)
versus tiempo de operacldn, que se presenta an las figquras 15 y 16
para 1los reactores a 40 y 25 °C respectivamente, se determinaron
los tiempos de vida operaclonal, definiéndose como tliempo de vida
media operacional al tiempo de operacién al cual se tiene un 50%
de la conversiém Iinicial. Los valores obtenidos fueron de 8 h

para 40 °C y 29 dlas a 25 °cC.

CONCLUSIONES

Del analisis de establilidad operacional del catalizador producido

puede conclulirse lo sigulente:




- La lactasa inmovilizada en quitina activada, aungque mucho wmas
estable que su contraparte soluble a 40 °C, puede considerarse aln
una enzima termolabil, manteniendo el caracter propio de 1las
lactasas producidas por levaduras. No resulta viable por tanto su
utilizacién en esa condicién por perfiodos prolongados en 1la

Jee

hidrélisis continua de suero y permeado de suero. :

- La lactasa inmovilizada en quitina presenté una estabilidad
operacional muy superlior a 25°C. A esta temperatura es posible
operar el reactor enzimatico por periodos prolongados, aungue ello
representa un compromiso de la capacidad catalitica de la enzima,

qgue es significativamente menor a 25 gque a 40 °C.




120

100 }

80
60
40

*SATIVTOI PEPTATION Op X

20 }

65

55

45

35

25

(*C)

Temperatura

Perfil de temperatura.

1:

Figura




pH

Perfil de pH.

2:

Figurs

120
100
80
60
40
20
0

~ A ~ -, NN
\l\l\l\r\l\l\)\\\))\l\l\l\l.)).\)\))\l\la\lr)))ll\I\I))\l\/ \J))) J




- - - w e - et

-t o et

-

J«vvvvvvug

Velocidad de reaccidn (UI/ml)

350

200

150

100

A, A A

0 50 100 150 200

Concentracién de lactosa (g/1)

Figura 3: Efecto de la concentracion de lactosa
en la enzima soluble (pll 6,6 y T=409C)
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Figura 12: Efecto de las restricciones difusionales

externas en el catalizador inmovilizado
(pH 6.6 y T = 259C)
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' inmovilizada en quitina a 40 °C,
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