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PRKSEllTACIO!I 

Bl presente lr.forae, octavo y segundo correspondiente al tercer afto 

de ejecuclOn del proye\.:'lo, contlene la lnformacl6n relativa al 

desarrollo de las actividades correspondientes a los ultiaos cinco 

aeses de este tercer afto, de acuerdo al plan de trabajo 

coaprom~tldo en el docuaento T~rmlnos de Referencla. 

Con ello se da por conclulda la partlclpacl6n de lnstltuclones - -... ~~~~~----~---

chllenas en el proyecto, cuya tarea fue la de desarrollar la 
:--~--~~~--~-=------- - ~ 
tecnoloqla para produclr un catallzador enzi~tlco por 

lmnovllizaci6n <le lactasa extraida de c~lulas de Kluyyeromces 

ftagills y parclalmente purlflcada. 

El trabajo desatrollado se encuentra contenido en los ocho informes 

de avance cuyo contenldo en forma resumlda es el slquiente: 

- Puesta a punto de las metodologlas de producci6n de la enzima. J ~ 

- Adaptacl6n de las t~c~lcas de producc16n desarrolladas por el 

qrupo de ttabajo mexicano 

- Estutlio comparatlvo de extracc16n de lactasa por permeablllzac16n 

y dlsrupcl6n mecAnlca de c6lulas de K.f~agllls. 

- Estudlo de purlflcacl6n de la enzlma por preclpltacl6n fracclonal 
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con etanol. 

- Estudlo de establllzacl6n de la enzlma cruda y parclalmente 

purlflcada 

- Preselecc16n de soportes y metodologlas de lnaovlllzac16JL. 

- Desarrollo de una metodolo9la para la producci6n de quitina a 

partir de caparazones de camar6n 

Desarrol lo experimental y evaluac 1611 de los protocolos de 

inmovillz;ic6n en qui tina, nylon y soportes hldrof6bicos de Lactozym 

Novo, conslderada como un slmll comerclal de la lactasa produclda 

en el marco del proyecto. 

- Selecci6n de soportes y metodologlas de inmovilizac16n en base a 

los resultados anteriores. 

- Optimizaci6n del proceso de inmovilizaci6n de Lactozym en quitlna 

actlvada. 

- Transferencla de la 1nformac16n obtenlda con Lactozym a la 

lactasa parclalmente purlflcada producida. 

Optlmlzac16n del proceso de inmovlllzac16n de lactasa 

parclalmente puriflcada en qultlna actlvada. 
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- Caracterizac16n cln6t1ca de la lactasa inaovllizada en quitina 

actlv<lda. 

caracterlzac16n cin~tlca de la lactasa soluble y an~llsis 

comparatlvo con la lactasa lnmovlllzada en qultlna actlvada. 
...... 

Evaluacl6n de comportamlento y establlldad del catalizador 

producldo bajo condlclones de operacl6n en la hldr6llsls continua 

de lactosa. 

En el presente informe se reporta, de acuerdo al plan de trabjo 

contenldo en el documento T6rmlnos de Referencla, las slgulentes 

act1vidades: 

Conclusion de la caracterlzac16n cln~tica del catallzador 

enzlmatlco producldo (actlvldad D). 

conclus16n del estudlo de comportamlento y establlldad del 

catallzador en condlclones de operacl6n (actlvldad E). 

Flnallzada la partlclpac16n de las instituclones chilenas, puede \ 

conclulrse que se ejecutaron todas las actlvldades comprometldas, 

habl~ndone logrado desarrollar completamente una tecnologla para 

produclr a escala de laboratorlo lact~sa lnmovlllzada en qultina 
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actlvada. La tecnologla desarrollada consldera la producclon por 

fermentacl6n, recuperacl6n por dlsrupcl6n aecanlca en un aollnlllo 

de perlas de vldrlo y partlc16n blfaslca en un slsteaa 

polletllenqllcol-taap6n fosfato, purlflcac16n por preclpltac16n 

fracclonal con etanol e lnaovlllzacl6n por enlace covalente a una 

matrlz de qultlna actlvada con qlutaraldehldo. 
...... 

Las etapas de produccl6n por fermentacl6n y recuperac16n de la 

enzlma desde el extracto celular por partlc16n blfislca fueron 

ejecutadas, con las adaptaclones necesarlas, a partir de la 

metodolo9la desarrollada por el grupo de lnvestlgadores aexlcanos. 

trabajo del lnstltuto de Biotecnolo9la d~ UNAK e Cuernavaca, \\ 
Ello requlrl6 de un alto garo de lnteraccl6n con el 9rupo de 

H6xico, que se mater lallz6 en dos estadlas de la investl9adoJ:a 

chllena Andrea Rulz en dlcho Instltuto, y en un intercamblo fluido 

de lnformacl6n durante todo el perlodo de desarrollo del proyecto. 

En base a los resultados obtenldos puede concluirse que el 

Cdtallzador producldo puede ser convenlentemente utlllzado en la 

hldr611sls continua de suero y permeado de suero a temperaturas 

moderadas. El catallzador exhlbe buenas propledades cin6tlcas y una 

establ l ldad operaclonal elevada a 25 °c, que perml te su uso 

prol~n9ado en reactores de operacl6n continua. Su establlidad a 40 

0 c, aunque senslblemente superior a su contraparte soluble es, no 

obstante, insatlsfactorla para ese prop6slto. Ello resulta como 

consecuencla de la lnherente labllldad t~rmlca de las lactasas de 
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levadura y constl tuye una res tr lccl6n al uso del catallzador / 

producldo. 

El desarrollo del proyecto ha aotlvado el inter6s de la industria 

desarrollo del proyecto, ha copa~roclnado con nuestra Escii'ela de 

14ctea naclonal. Una de dlchas empresas, que ha acompafiado el 

J Ingenlerla Bloqulalca un proyecto presentado al Fondo Haclonal de 

Fomento (FOHDEF) sobre el escalaaiento a nlvel plloto de la 

tecnologla de produccl6n de lactasa de levadura pa;a su empleo en 
.------- -· ----- -----=-----·--

la lndustr la 14ctea naclonal. El proyecto ha sido ya -----------preselecclonado en una muestra que representa el 30~ de 

los l. proyectos presentados y se encuentra enfrentando una se9unda etapa 

de evaluacl6n. Estlmaaos que este hecho constltuye de por sl un 

criterlo de 6xito desde la perspectlva de los objetivos del 

proyecto PNUD/OHUDI y esperamos que su eventual aporobacl6n permlta } 

dar un paso lmportante en el proceso de transferencla tecnol6glca 

al sector productlvo. El lnter6s de la lndustrla lActea naclonal en 

esta enzlma es notable, toda vez que la demanda ha aumentado ~ 

exponenclalmente durante los ultlmos aftos como consecuencia, \ 
! 

prlnclpalmente, de su aplicac16n .asiva en la elaborac16n del dulce 1 

de leche y otros productos lActeos slmllares. La enzlma es 

actualmente lmportada en su totalldad, existlendo 1nter6s a nivel \ 

gubernamental por explorar la poslbllldad de sustltucl6n por un 

producto elaborado en el pals. 

Aunque no representa una activldad comprometida de nuestro pals en 
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el mai:co del proyecto, se estA reallzando actualmente un estudlo de 

evaluacl6n t~cnlco econ6mlco para la producc16n en Chile de lactasa 

de levadura, que consldera 1nforinac16n 9enerada por el proyecto. 

Se estlina que el estudlo estar~ concluldo en el mes de julio, ----· - - --· 

arrojando iapo~tante lnformac16n en relac16n a la vlabllldad de 

transferencla tecnol69lca al sector productlvo. Dlcho est~lo se 

pondr~ a dlsposlci6n de la Coordlnacl6n dcl Programa sl lo estlmare 

conveniente. 
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D. CARACTBRIZACIOll CUIBTICA DBL BIOCATALIZADOR PRODUCIDO • 

Se proporclonan los resultados de los estudlos cln~tlcos reallzados 

con lactasa produclda por fermentaclon con K.l.Y.x'leromvces fragllls, 

recuperacl6n por ruptura mecanlca en un mollno de perlas de vldrlo, 

partlclOn blfas!ca y purlflcac16n parcial por preclpitac16n 
..•. 

fracclonal con etanol, de acuerdo al procedlmlento desarrollado y 

:eportado en los Informes de Avance precedentes. Para el caso de la 

lactasa inmovllizada, se slgul6 el procedimiento optlmlzado para 

quitina actlvada, previamente informado. 

Se reallzaron las slgulentes experlencias: 

DetermlnaciOn del pH y temperatura Optimos de la lactasa 

soluble produclda de acuerdo a la metodologla lndlcada. 

caracterlzaci6n cin~tlca ~e la enzlma soluble a 25 y 40 °c. 

caracterlzaclOn cln~tlca del catallzador producido por 

1nmovilizaci6n de lactasa en quitina entrecruzado con 

glutaraldehldo a 25 °c. 

DetermlnaciOn de las restrlcciones dlfusionales externas a 25 'C 

de la enzima lnmovillzada. 

D.1. METODOl.OGJA 

Produccl6n de la Enzlaa. 

Las c~lulas de K.luyyeromyces fi;agllis obtenldas en cultivo por 
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lotes son cosechadas al final de la fase de crecimiento 

exponenclal, centrlfugadas y lavadas, obtenl~ndose una pasta hilmeda 

que contiene la enzima. 

La extracci6n de la enzima lactasa se efectua por ruptura mecAnica 

baJO refriqeraci6n en un molino de per las de vidrio. 

Posterioraente la enzima es re=uperada al separar con PEG ~~O los 

fraqmentos celulares. 

La purif icacl6n de la enzima se reallza por precipitaci6n 

fraccional con etanol a baja temperatura y redisoluci6n del pellet 

obtenido, recuper~ndose as1 la enzima parcialmente purificada. 

Las condiciones en que se desarrollan estas operaciones ban sido 

previamente repo~tadas en los Informes de Avance N° 2 y 6. 

Inaovlllzacion de lactasa parclalaente puriflcada en quitina 

activada. 

Se pesaron 1.25 g de qui tina, la que fue activada con 

glutaraldehldo a temperatura ambiente , durante 20 h. El 

qlutaraldehldo no contactado fue retirado a trav~s de lavados 

suceslvos con aqua destllada . 
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Posterlormente se contact6 la enzlma al soporte actlvado, 

agre9Andose tamp6n fosfato pH 8.5 • Se mezcla suavemente y se deja 

por 20 h a 4°C. Una vez transcurrldo este tieapo, la enzlma es 

lavada con tamp6n fosfato pH 6.6 dlluldo 1/5 (el tamp6n debe estar 

fr lo) . 

..... 
Se reallzaron lavados con NaCl 0.5 H a pH 7.0 para retlrar la 

enzlma adsorblda no lnmovlllzadaa; posterlormente se reallzaron 

lavados con tamp6n di luido para ellminar los residuos de sal. 

Despu~s de este tratamlento la enzlma se almacena en tamp6n fosfato 

pH 6.6 con lmH de DTE a 4°C 

Determlnacl6n de la teaperatura y pH 6ptlaos de la lactasa soluble 

parcialmente purlflcada. 

Para determlnar la temperatura y pH 6ptlmos anal1 tico~ de la 

enzlma soluble, se trabaj6 en los slgulentes rangos: 

Temperatura: 25 - 65 °C 

pH 5 - 7.5 

La concentraci6n de lactosa empleada fue de 200 g/l. Para la 

determinacl6n de la temperatura 6ptlma la solucl6n se prepar6 en 

tamp6n fosfato 0.1 H, pH 6.6. y fuerza 16n1ca constante de 0.17 H. 



) 

) 
!· 

.• ' 

) 

" I 

., 
) 

.l 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

"' ) 
) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

J 

\ 
J 

} 

) 

) 

) 

Para la determinaci6n del pH 6ptiao se utiliz6 tamp6n fosfato de 

fuerza 16nica constante de 0.104 H. 

caracterizaci6n cin~tica de la enzi11a soluble a 40 y 25 •c. 

A cada temperatura se realiz6 una caracterizacl6n cin~ti~• de la 

enzima soluble parcialaente purificada utilizando lactosa como 

sustrato. 

Se determin6 la velocidad inicial de reacci6n del catalizador .para 

concent~aciones de sustrato en el ranqo de S - 200 (q/l), en 

tamp6n fosfato 0.1 H, pH 6.6 y a 40 °C. Posteriormente, 

utillzando el m~todo de linealizaci6n de los inversos de 

Lineweaver-Burke se determin6 el valor de la constante de afinidad 

enzima sustrato de la ecuaci6n cin~tica de Michaelis- Menten (Km). 

Experiencias preliminares indicaban que la enzima es inhibida por 

qalactosa y que no se aprecia efecto de la qlucosa. Para determinar 

la constante cin~tica de inhibici6n se determinO la velocidad 

inicial de reacc i6n del catal izador para var las concentraciones de 

sustrato en presencia de galactosa 100 mH. Una vez obtenidos los 

resultados se construy6 el gr~flco Lineweaver-Burke para determinar 

el tlpo de inhlbic16n. 
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caracterlzac16n cln6tlca a 25 •c de la enzl.a lnmovlllzacla. 

Debldo a la lnestabllldad de la enzlaa a 40 °C (ver Inforae NQ 7 y 

actlvldad E de este inforae) fue necesarlo evaluar los parAaetros 

c ln~t lcos a 25 °c, a fin de evaluar poster lormente el 

comportamlento de un reactor enzlmAtico de operac16n continua a esa 

temperatura. 

La lactasa fue inmovilizada en quitina segun el protocolo antes 

decsrlto. Al iqual que la enzlma en solucl6n se mldleron las 

velocldades lnlciales de reacc16n para concentraclones de sustrato 

en el ranqo 5 - 200 (g/l), en tamp6n fosfato 0.1 M, pH 6.6 

a 25 °c. 

Experlencia::1 reallzadas a otras temperaturas indlcaban que la 

enzlma es lnhlblda por galactosa, no apreclandose efecto de la 

9lucosa. Por ello se disefto la ~xperiencla para evaluar el efecto 

lnhibltorlo por galactosa, reallzandose medlclones de velocldad de 

reacc16n en el mlsmo rango de concentraclones de ·1actosa a una 

concentracl6n de galactosa 100 mM. 

Restricclones dlfuoionales externas. 

Para determlnar las poslbles restrlcclones dlfuslonales externas 
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de la enzima inaovillzada en quitina activada se utlliz6 el 

procedlalento propuesto por Hessinq ( 1), que se basa en la aedlcl6n 

de velocldades iniciales de reacci6n en ranqos de alta y baja 

concentracl6n de sustrato y el anAlisis de las respectivas 

pendientes obtenidas al graficar los datos en un grAfico de .... 
inversos tipo Lineweaver-Burke. 

A los datos obtenidos previaaente en el rango de alta concentracl6n 

de sustrato (5-200 g/l) se agreqo un conjunto de valores obtenldos 

en un ranqo de 1.25 a 5 g/l de lactosa. Todas las soluciones de 

lactosa fueron preparadas en tamp6n fosfato 0.1 H, pH 6.6. Las 

experiencias se realizaron a 25 °C. El procedimiento permite 

obtener la pendiente en ese rango y coapararla con la obtenida en 

el rango de alta concentraci6n de sustratG. 

La magnitud de las restricciones difusionales externas es 

determinada a trav~s del numero de Damk6hler (N), que se determlna 

de acuerdo al procedimiento ptopuesto por •••••••• ,se9un la 

slgulente ecuacl6n: 

N = 1 - H2 I Hl 

Donde: 

Hl: Pendiente obtenida a altas concentraciones de sustrato. 

H2: Pendlente obtenlda a bajas concentraclones de sustrato. 
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D.2. RSSULTADOS 'I DISCUSIOB 

Deteralnacl6n de la tempexatara y pR 6ptlmoa de la enslma soluble 

parclalmente purlflcada. 

Se . deter•ln6 la temperatura y pH 6ptlaos anall tlcos (pat-a 10 

alnutos de tlell()o de reaccl6n) de la enzlaa parclafaente 

purlficada en su foraa soluble. Los resultados de este estudlo se 

presentan en las fi9uras 1 y 2. 

Los valores 6ptimos anallticos obtenldos fueron los sl9uientes: 

Te11peratura 48 °C 

pH 6.9 

) Aabos resultados concuerdan con los datos reportados por NOVO para 

> la lactasa comercial Lactozya, que representa un punto de 
.> 
) referencia por provenlr taabi~n de una cepa de g.fragilis. 
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Rn la f iqura 1, se observa que la enzlma soluble es afectada en 

foraa siqnif lcatlva por la teaperatura, ya que su actividad 

dlsmlnuye bruscamente por sobre y por debajo de la temperatura 

6pt111a. 

En la f lqura 2 se muestra el perf 11 de pH para la enzima soluble, 

/ 
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donde se aprecla un aapllo rango de pH en que la actlvldad 

enzltaatlca estA por sobre un 80~ de su valor mlxlao. Se observa que 

) a pH por sobre el 6pt1ao, la actlvldad dlsalnuye bruscaaente, 
) 
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slendo esta calda us suave hacla el lado Acldo. 

caracterlzacl6n cln6tlca de la enzlaa soluble a 40 y 25 •c:· 

Se determlnaron las constantes cln~tlcas para la enzlaa soluble, 

slguiendo la aetodologla lndlcada precedenteaente. 

La flgura 3 muestra la dependencla de la velociC:ad de reacc16n 

respecto a la concentrac16n del sustrato lactosa a 40 °c. Se 

aprecla que la enzlaa soluble presenta lnhlblci6n por alta 

concentracl6n de laclosa, lo que se hace manlflesto por sobre los 

50 g/l, conflrmando resultados reportados anterlormente en un 

slstema similar (2). 

A partir de la f igura 4 se determln6 la constante de lnhlblc16n por 

alta concentrac16n de sustrato a 40 °c, la que fue de 945.9 mH. 

Este valor es bastante elevado sl se le com!;)ara con valor es 

usuales para enzlmas que han sufrldo este efecto. Ello slqnlflca 

que el efecto 1nhlbltor1o de la lactosa es muy poco slgnlflcatlvo 

y, dada la llmltada solubllldad de la lactosa, puede conslderarse 

despreclable desde un punto de vista prActlco. 
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En la gr6fica de inversos tipo Lineweaver-Burke de las figuras 5 y 

6 se entreqan los resultados obtenldos en la evaluacl6n cln~tlca 

~el catalizador a 40 °C. De la figura 6 puede apreciarse el tipo 

de lnhlblc16n coapetltlva por galactosa, que es caracterlstlco de 

las lactasa tanto fungales coao de levadura. Los valores obtenidos 

son: ~ 

Va = 352.J (uaoles/ain • al) 

Ka = 4.6 (q/l) 

Ki . . 13.2 (g/l) 

( = 13.S mH) 

( = 73.2 mH) 

El valor de Km obtenido, result6 algo menor que el de 17.2 mH, 

reportado en el 42 Informe de Avance para la lactasa comercial 

Lactozym en las mismas condlciones. Ello implica que la lactasa 

parcialmente purificada producida en el marco del proyecto presenta 

una mayor af lnidad por el sustrato que el referente comercial, lo 

que es un elemento positivo. 

A partir de la f i9ura 6 pudo determinarse que la enzima soluble es 

inhibida competitivamente en forma total por galacto:>a, lo que es 

conqruente con la lnformacl6n bibliografica referente a lactasas de 

K.fragilio y K.lactis. 

El valor del Kl result6 algo superior gue el de 65.9, reportado 
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para Lactozya en el 42 Inforae de Avance, lo que representa un 

aspecto favorable de la enzlaa produclda, al lndicar una aenor 

senslbllldad al efecto de lnblblcl6n por galactosa que la enzlaa 

comerclal. 

} La f 19ura 7 auestra la dependencla de la velocldad de reaael6n 
) 

) 
respecto a la concentrac16n del sustrato lactosa a 25 •c. - Se 

l aprecla tallbl~n lnhlblci6n por alta concentracl6n de lactosa, 
) 

' ) 
) 

) 

slendo nuevaaente el efecto poco slgnlf lcativo. 

En la gr~f ica de lnversos tlpo Lineweaver-Burke de las f lguras 8 y 

.. 9 se entregan los resultados obtenldos en la evaluacl6n cln~tlca 
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del catallzador a 25 °C. De la flgura 9 puede apreclarse 

nuevamente el tlpo de lnhlblc16n competlt!va por galactosa. Los 

valores obtenldos son: 

Va 

Km 

Kl 

81.5 (u1noles/mln.ml> 

7.4 (g/l) 

20.6 (g/l) 

(= 21.6 mH) 

(=114.4 mM) 

Puede apreclarse el marcado efecto de la temperatura sobre la 

reactlvldad del catallzador, que es cuatro veces mayor a 40 que a 

25 •c. Por otra parte tanto la constante de af lnidad por lactosa 

coJaO la constante de lnhlblcl6n por galactosa son mayores a 25 que 
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a 40 •c. Ello slqnif lca que a 25 °C la enziaa es aenos af in por el 

sustrato pero SiCJniflcativa.ente menos sensible al efecto 

lnblbitorlo del producto galactosa. 

Resulta destacable que, tanto a 40 coao a 25 •c, las constantes de 

lnblbicl6n son aproxlaada.ente clnco veces .ayores qu.a. las 

respectivas constantes de aflnldad. Si se compara estos resul:tados 

con los reportados para otras lactasas, especialmente de orlgen 

fungal, puede apreciarse que se trata de una enziaa aenos sensible 

al efecto de inhiblci6n por galactosa, lo que es de especial 

relevancia en la operaci6n de reactores enziaiticos, donde la 

enzi.a estar~ en contacto con una alta concentraci6n del producto 

inhlbitorio. 

caracterlzacl6n cin6tlca a 25 •c de la enzlma lnmovlllzada • 

En la dete:r:a1nac16n de las constantes cin~tlcas para la enzlma 

in110vi l izada se obtuvo a altas concentraciones de sustrato bastante 

dispersi6n de los datos, como puede apreciarse en el grAf ico de 

lnversos tipo Lineweaver-Burke, que se presenta en la fl9ura 10. 

Esta dispe:r:s16n lmplde dete:r:mlnar con certeza un valor para la 

constante de lnhlblc16n por alta concentraclon de lactosa. Puede 

concluh:se sl que el fen6aeno existe y que au efecto es poco 
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sign· f lcatlvo desde una perspectlva pr act lea, por las als11as 

razones seftaladas anterloraente para el caso de la lactasa soluble. 

Para la evaluaci6n cln~tlca del catallzador se conslder6 aquellos 

valores obtenldos a concentraclones de sustrato donde no se 
...... 

.anlflesta el efecto lnhlbltorlo. Las fl9uras 10 y 11 presentan los 

graf lcos de lnversos ~n ausencla y presencla del lnhlbldor 

galactosa respectlvaaente. Los valores de los paraaetros cln6tlcos 

obtenldos a partlr de esas f l9uras son los sl9ulentes: 

Vm 72.4 (umoles/aln.9) 

Km 

Ki 

16.9 (9/l) 

13.1 (9/l) 

( = 49.4 llH) 

{ = 72.7 mH) 

Puede nuevamente apreclarse el aarcado efP.cto de la teaperatura 

sobre la reactlvidad del catallzador, queen este caso es 3.8 veces 

mayor a 40 ( Vm = 277 umoles/mln.9; ver Informe de Avance NO 7) que 

a 25 °c. 

El valor de Km aparente obtenldo para la enzlaa lnmovllizada a 25 

°C es mayor que el obtenldo para su contraparter soluble, lo que 

plantea la exlstencla de restrlcc!ones dlfuslonales lnte~nas, 

aunque de poca magnltud. En efecto, el valor del Km de la lactasa 

lnmovlllzada es 2.3 veces mayor que el de su contraparte soluble, 
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lo que puede co11Pararse auy favorableaente con resultados usuales 

obtenldos con enzl11as lnaovillzadas donde es frecuente observar 

·l dlferencias de us de un orden de aagnitud. 

) 

) 

) 

) 

' 

El valor del Kl obtenldo para la enzl.a lnaovillzada result6 cerca 

de un 35 ~ aenor que el de su contraparte soluble (un resulti!l'do auy 

slallar se habla obtenldo a 40 °C; ver Inforae de Avance Wg 1), 

indlcando que la enziaa lnaovllizada es algo .As sensible al efecto 

lnhlbltorlo que la enzlaa soluble. 

El Km obtenido para la enziaa inmovilizada a 25 °c es similar al 

valor reportado de 53 mH a 40 °c (Ver Informe de Avance HQ 7). Ello 

permite concluir que el valor de este par~metro no es afectado de 

aaanera slgnificatlva por la temperatura. Conclusiones slmllares 

) pueden obtenerse en otros sistemas enzimAticos • 

. > 
) 

) La afinldad aparcnte levemente superior observada a 25 °c, puede 

) atribuirse a la menor reactividad del catalizador enzi~tlco a baja 
) 

temperatura, que tlende a minimizar el efecto de res tr lcciones 

> difuslonales, reflejindose en el valor de la constante de afinidad 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

.) 

J 

aparente. Dado que no exise una gran incldencla de restlcclones 

dlfuslonales, estas dlferenclas tambl~n son poco signiflcativas. 

La constante de lnhlblci6n por galactosa de la enzlma lnmovlllzada 
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en camblo result6 bastante aayor a 25 que a 40 °c (Kl = 44.5; ver 

Inforae de Avance NQ 7), lo que lapllca un efecto lnhlbltorlo mucho 

aenos aarcado a baja teaperatura, lo que tamb16n es atrlbuible a la 

lncldencla del fen6aeno de restrlccl6n dlfuslonal que mlnlmlza el 

efecto lnhibltorlo (3). 

.. ... 

Bn la Tabla 1 se presenta un resuaen de los valo:res de los 

paraaetros cln6tlcos obtenidos, tan to para las lactasas 

lnmovlllzadasa en qultlna actlvada, como para sus contrapa:rtes 

solubles. 

Tabla 1. Resuaen de valores obtenldos para los pa:rametros cln6tlcos 

de lactasa lnmovlllzada en qultlna actlvada y lactasa 

soluble. 

E25 EI25 E40 ENOV040 EI40 

-----------------------------------------------------------------
21.6 49.4 13.5 17.2 53 

Kia 114.4 72.7 73.2 65.9 44.5 

Vm 352.3• 

} ---------------------------------------------------------------
) 

) 

) 

) 

' ) 
J 
.J 
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a . mM . 
b : umoles/min.ml 

c . umoles/min.9 . 
E : enzima soluble 

EI: enzima inmovllizada 
...... 

Restrlcclones difusionales externas 

A partir de la figura 12 se obtuvo el numero de Damkohler (N) para 

el catalizador inmovillzado a 25 °c, resultando ser de 0.37. Este 

valor indica que aunque existen restricciones difusionales 

externas, ~stas son de poca consideraci6n, impllcando que a esta 

temperatura la velocidad de reacci6n est:. controlada por la 

cin~tica enzim~tlca y no por la velocldad de transporte de 

reactantes. Ello podrla resultar diferentP. a 40 °C, donde la mayor 

reactlvldad del catallzador enzim.\tico hiciera tender el sistema 

hacia la zona de liaitaci6n por transporte. 

COMCLUSIOHBS 

En relac16n a la caracterizac16n cin6tica pu2de conclui:r.se los 

siqulente: 
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- La teaperatura y pH 6ptlmos analltlcos para la enzlma soluble son 

48 °c y 6.9 respectlvamente. No obstante, a esa temperatura la 

enzlaa soluble es altamente !nestable, por lo que esa temperatura 

no representa una opcl6n de proceso. Desafortunadamente, la 

actlvldad enzlJDAtlca a temperaturas en que la lactasa soluble 

presenta una establlldad aceptable (menos de 30 °C) es de tih solo 

un 25 a 30 ~ de la actlvldad m~xlma. 

- La lactasa producida en el marco dei proyecto, tanto en su forma 

soluble como lnmovillzada en qultina, es inhibida en forma 

competltlva total por galactosa e lnhlblda por alta concentrac16n 

del sustrato lactosa. La 1nh1bicl6n por sustrato es despreciable al 

trabajar a concentraclones de hasta 50 (g/l) de lactosa como ocurre 

en el suero y permeado de suero, e lncluso resulta poco 

slgniflcatlvo a condlclones de saturacl6n (200 g/l de lactosa), por 

lo que su signif lcaci6n pr~ctica es escasa. 

, 
- A partlr de los respectivos valores de Km y Ki, puede concluirse 

que la enzlma soluble parcialmente purificada presenta mayor 

afinldad por el sustrato y menor senslbllidad al efecto lnhlbltorlo 

que su simll comeclal Lactozym. Ello es un aspecto posltivo en 

relacl6n a la enzlma produclda. 

- La lactasa lnmovillzada en qultlna actlvada presenta a 25c,: 
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restrlcclones dlfuslonales externas poco considerables, estando la 

reacl6n llaltada por la capacldad catalltlca de la enzlma. Ho puede 

asegurarse lo mlsmo a temperaturas superlores, donde la mayor 

reactlvldad ae la enzlma podrla llevar al slstema a la regl6n de 

control por velocidad de transporte. 

..... 

- En base a un an~llsis comparatlvo de los valores de Km aparente, 

puede concluirse la baja incldencia de restrlccciones difuslonales 

internas en la expresl6n de la capacldad catalltlca de la lactasa 

lnmovillzada en qultina activada. 

- La enzlma inmovllizada es algo ~s sensible al efecto lnhlbltorlo 

por galactosa que su contraparte soluble. 

Reterencias 

(1) Messing, R. (1975). Immobilized Enzymes for Industrial 

Reactors. Academic Press, New York, pp 151-199. 

(2) Venegas, B. (1990). Estudio cin6tico de lactasa de levadura 

llbre e lnmovllizada en quitlna. Informe de Investigaci6n, 

Escuela de Ingenierla, Universidad Cat611ca de Valparaiso. 

(3) Engasser, J., Horvath, c. (1976). Diffusion and kinetics with 

immobilized enzymes. En Applied Biochemistry and 

BloengJneerlng 1. Academic Press, New York, pp 127-220 • 
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R. RSTUDIO DR COttPORTAltIRllTO Y BSTABILIDAD OPDACIOHAL DBL 

CATALIZADOR D CONDICIOllRS DR OPBRACIO!I. 

El objetivo de esta actividad es la deterainaci6n de la estabilldad 

del catalizado:r enzimAtico en condiciones de ope:raci6n en la 
. 

hldr6llsls continua de lactosa. Se pretende establecer el tiempo de 
-vida media operacional, cuyo valor permite una idea clara de su 

potencial de uso en condiciones de proceso. 

En el Informe de Avance NO 7 se report6 los resultados obtenidos en 

la operaci6n continua a 25 °c de un reactor con lactasa 

inmovilizada en quitina bajo condiciones pseudoestacionarias. Se 

presenta en este lnforme los resultados obtenidos en la operaci6n 

continua por tiempos prolongados a 25 y 40 °c. 

E.l. HETODOLOGIA 

Se realizaron experiencias para determinar la estabilidad de 

lactasa inmovillzada en quitina en la operaci6n de reactores 

continuos de columna empacada. 

La ecuaci6n que describe ~1 comportamiento en estado estacionarlo 

del reactor de cama empacada con una enzima inmovilizada, que e3 

inhlblda en forma competitlva por uno de sus productos, asumlendo 
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Y*P = X * So * I 1 1 I - 1 + ..R.il. * Ln (1 - X) 

F*Km Km Kl Kl 
....... 
(ec. 1) 

donde 

p . Carga de catalizador en el reactor. . 
F Flujo de allmentacl6n al reactor. 

x . Grado de conversi6n. . 
So Concentracl6n de sustrato en alimentacl6n. 

Km Constante de Michaelis aparente para lactosa 

Ki Constante de lnhlblc16n competltlva aparente por galactosa 

Las condiciones de operaci6n fueron las slguientes: 

Enzlma : Lactasa lnmovlllzada en qultlna actlvada de acuerdo al 

procedimiento descrito, con una actividad de 80 (UI/g) medlda a 

200 (g/l), a 40 °C y pH 6.6. 

sustrato: Soluc16n de lactosa de concentrac16n 40 (g/l) en tamp6n 

fosfato pH 6.6, Hg• 2 1 mM y Hn• 2 0.1 mM. 

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

) Flujos de operacl6n: Para cada temperatura se utiliz6 un flujo 
.) 
) estimado para obtener una convers16n 1nic1al te6tica del 90\. 

J Dlchos valores se obtuvleron de la ecuacl6n 1. Los valores 
.) 

J 
) , 
) 

.J 
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utilizados fueron de 0.73 (al/ain) con un tiempo de resldencla 

de 2.9 h, para 40 °C y 0.33 (al/ain) con un tieapo de residencia 

de 6.3 h, para 25 •c. 

Diaensiones del reactor: Se utiliz6 un reactor de columna con un 

diAmetro de 4 ca y una altura .ayor a la altura alcanzad.!_ por la 

enzima inmovilizada, correspondiente a una voluaen de 10 al. 

Carga enziaAtlca del reactor: En cada experiencia se utlliz6 una 

carga de 2. 75 g de catallzador. La operaci6n del reactor se 

realiz6 con flujo ascendente del sustrato. La temperatura se 

control6 mediante clrculaci6n de aqua a la teaperatura de operaci6n 

a trav6s de la chaqueta del reactor. Durante la operaci6n del 

reactor se tomaron muestras en el tiempo, a las que se les 

determin6 la concentrac16n de glucosa mediante el a6todo 

colorim6trico enzimAtico Merckotest. Con el valor obtenido en 

estas determlnaciones y las relaciones estequiom6tr: leas de la 

reacci6n de hidr6lisis de la lactosa, se determin6 el grado da 

conver:si6n a lntervalos de tiempo durante la operac16n del reactor. 

B.2. RBSULTADOS Y DISCUSIOll 

En las fiquras 13 y 14 se gr:af lean los qr ados de conversl6n, 

expresados como porcentaje del grado de convers16n te6rico de 

diseno, obtenidos en func16n del tiempo de operac16n del reactor 



' 

) 
) 

) 
) 
) 
) 

• ) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 
) 

) 

para las teaperaturas estudladas de 40 y 25 °c respectlvaaente. 

Allbas experlenclas fueron dlsefiadas, a partlr de la ec. 1, para una 

cor.versl6n te6rlca del 90 ,, obtenl~ndose una convers16n 

experimental de estado estaclonarlo de 85 y 80 ' para la columna a 

25 y 40 °c respectlvaaente. 

Coao se aprecla en las f l9uras 13 y 14, las colull\llas tardaron en 

alcanzar el estado estaclonarlo tlempos de 0.5 y S horas a 40 y 25 

0 c, respectlvaaente. 

De la re9resl6n lineal del ln(' del 9rado de convers16n mixlmo) 

versus tlempo de operac16n, que se presenta an las f lguras 15 y 16 

para los reactores a 40 y 25 °c respectivamente, se determinaron 

los tlempos de vlda operaclonal, deflnl~ndose como tlempo de vlda 

media operaclonal al tiempo de operaci6n al cual se tiene un 50' 

de la convers16n lniclal. Los valores obtenidos fueron de 8 h 

para 40 °c y 29 dias a 25 °c. 

) COllCLUSIOHBS 
) 

) 

) 

,) 

) 
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) 
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Del anAllsls de estabilldad operaclonal del catalizador producldo 

puede conclulrse lo slgulente: 
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- La lactasa lnmovllizada en quitina activada, aunque aucho .Us 

estable que su contraparte soluble a 40 °C, puede considerarse adn 

una enziaa teraol6bil, aanteniendo el carActer propio de 1£& 

lactasas producldas por levaduras. Ho resulta viable por tanto su 

utlllzaci6n en esa condic16n por perlodos prolongado~ en la 
... ,. 

hldr6llsis continua de suero y permeado de suero. 

- La lactasa inmovilizada en qultina present6 una estabilidad 

operaclonal muy superior a 25°C. A esta temperatura es poslble 

operar el reactor enzi~tico por perlodos prolongados, aunque ello 

representa un compromlso de la capacidad catalltlca de la enzima, 

gue es signif icativamente menor a 25 que a 40 °C. 
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Figura 2: Perfil de pH. 



) 

) 

\ 

'l 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

l .. 
) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

J 
) 

J 
) 

) 

) 

·1 

~ 

.I 

350 

300 

• • -..... 250 
a -.... :> -
c:: 

..0 200 
-r4 
u 
u ., 
• ... 
• 150 .., 
.., ., .., 
-r4 
u 
0 100 

..... 
• > 

so 

0 

·O 50 100 150 200 

Concentracion de Lactosa (g/l) 

Figura 3: Efecto de lo concentracion de lactose 
en la enzimo soluble (pll 6.6 J T•40°C) 



1 
) 

) 

) 

) 

) 

") 

') 

-) 

) 

.) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

• ) 

1 
) 

) 

) 

) 

,) 

) 

.) 

) 

) 

) 

) 

) 

.) 

) 

J 
J 
) 

) 

) 

~ 

.J 

...... 
I 

r--
r-1 
E 

........ 
t-t 

::> ...., 

N 
0 .... 
)( 

> ........ ..... 

1 

0.8 

0.6 

0.4 

o.z 

0 

-400 

Figura 4: 

-zoo 0 zoo 

Sustrato (g/l) 

Determinaci6n <le la constantP de inhi
bici6n por sustroto. 



-, 
) 

) 

) 

) 

...., 

-, 
) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

} 

) 

\ 

• ) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

.) 

) 

) 

) 

) 

) ., 
.) 

-I -r4 • ....... .... 
~ -

C"') 

0 -
M 

~ ....... -

1 

6 

5 

4 

3 

2 

1 

-20 -10 0 10 20 

l/s x 102 (g lactosa/1)-1 

Figura 5: Gr&fica para deterainar I• por el •'todo 
Lineawea•er-Burk en la enzi•a soluble a 
pB 6.6 1 T • 4o•c. 



) 

) 

) 

) 

' 
) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

") 

) 
) 

) 

) 

) 

• ) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) , 
) 

J 

... 
I -rf • ....... 
H 
::::> -

C'l 
3 

0 ... 
" ... ....... 2 ... 

1 

0 

-20 

Figura 6: 

' 

-10 0 10 20 

l/s x 102 (g lactosa/1)-1 

Gr6f iea para deter•inar la conatante 
de inhibie16n por galactosa en la e~ 
zi•a soluble a pU 6.6 J T • 40'C. 
- - - sin galactosa 
.._._ con galactosa 100 mM 



) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

• ) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

'.) 

) 

) 

) 

J 
) 

) 

'" : ' 

-" e 
......... 
H 
::> -
c:: 

"° -rt 
0 
0 ., ., 
k 

., 
-0 

-0 ., 
-0 
..... 
0 
0 

" ., 
> 

200 

150 

100 

50. 

0 

0 

Figura 7: 

10 20 30 40 

Conientraci6n de Lactosa (g/l) 

Efecto d~ lo conccntraci6n de lactose 
en la en?.imo soluble (pil 6,6 y T•2SOC) 



) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) .. 
) 

) -. 
) 

) 

} 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

J 

) 

) 

) 

) 

J 
) 

) 

.J 
J 

... 
I -rt a 
....... 
H 
::::> -

"' 0 ... 
M ... ....... ... 

18 

.12 

0 

-15 -10 -5 0 5 10 15 

1/s x 102 (g lactosail)-l 

Figura 8: Gr,fica para deter•inar Im por el m6todo 
LineaveaYer-Burk en la en~i•a soluble a 
pH 6.6 1 T - 2s•c 



J 
) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

j 

) 

) 

) 

) 

) 

• ) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

.) 

) 

J 
) 

) 

) 

.) 

J 
) 

) 

J 
) 

,) 

;) 

I~ 

• 

r4 
I -.... • ....... .... 
= -
" 0 
r4 

" ... 
....... 
r4 

18 

- 12 

6 

0 
, 

/ 

..... 

-15 -10 -5 0 5 10 15 

1/s x 102 (g lactosa/1)-1 

Figura 9: Gr6fica para determiner la constante 
de inhibici6n por galactosa en la en 
zima soluble a pH 6.6 J T • 251 C. 
- - - sin galactosa 

e con galactosa 100 mH 



) 

) 

) 
) 
) 
) 
) 
) 

~ 
) 

.> 
) 

) 

) 

) 

J 
J 
) 

.> 
) 
) 

) 

) 

) 

) 
) 

) 

) 
) 

' , 
' , 

... 
I ,.... 
• ....... 
H = ...... 

('I 

0 ... 
H 

~ 
....... ... 

8 

6 

4 

2 

0 

:·~ 

-20 -10 0 10 20 

1/s x 102 (g loctosa/1)-1 

Figura 10: GrAfica paro determiner K• por el ml' 
todo Ltneawea•er-Burk en la enzi•a 
in•o•ilizada a ph 6.6 J T • 25 'C. 

; . 
~ 



) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

") 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

• 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

.J 
) 

J 
.) 

) 

) 

) 

.I ., 

.... 
I -eo ...... 
t-4 
~ -

N 
0 ..... 
H 

... ...... .... 

8 

6 

4 

2 

0 

-20 

Figura 11: 

, ... ;. 

I , 
, 

I 

I 

I 
I , , , 

I , 
, 

I 

I 

I 

-10 0 10 20 

1/s x 102 (g lactosa/1)-l 

Gr6fica para determiner la constante 
de inhibici6n por galactosa en la en
zima inmovilizada a pH 6.6 J t • 2soc 

/ 



) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

") 

• ) 

) 

) 

) 

) 

) 

.) 

J 
) 

) 

) 

) 

) 

) 

~J 

) 

) 

J 
) 

) 

) 

J , 
•• 

-I -• ...... 
M = -

M 
0 -N 

... ...... -

JOO .... ----------------------------~~~------~--

250 

200 

150 

100 

50 

0 

e Baj as [lactose] 

A Altas [lactosa] 

.· 

0 200 400 600 800 

l/s x 103 (g lactosa/1)-1 

Figura 12: Ef ecto de los restricciones difusionales 
externas en el catalizador in•oYilizado 
(pH 6.6 J T • 25DC) 



) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

') 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

• ) 

) 

) 

) 

) 

. .., 
'} 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

J 
) 

) 

J 
) 

) 

) 

.I 
a 

• • '14 
M .. • 
II 

'° '14 • k • ... 
Cl 
0 
CJ 

• ... 
• "O 

H 

0 2 

Figur~ 13: 

4 6 8 10 12 

Tie•po (horas) 

Estobllidod operacional de la lactasa 
in•oYilizada en qnitina a 40 °C. 



) 

} 

• 

) 

) 

) 

\ 

J 

) 

) 

) 

~ 

) 

.I 

• • .... 
" 1:. 
II 

'° .... • ... • ... 
d 
0 

" • r4 

• "O 

" 

120 

100 

80 

I 

60 

40 

0 54 100 162 216 270 

Tiempo (horas) 

Figura 14: Estabilidad operacional de la lactasa 
inmoYilizada en quitina a 25 •c. 



) 

l 

) 

) 

) , 

_) 

• ) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

I 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

-• • .. .. .. • 
a 
'° ... • ... • ... 
a 
0 
u 

• ,, 

" -a 
...1 

.3 --------------------------------------------.... 

-.3 

-.6 

-.9 

-1.2 
• 

1 5 9 

Ti ea po (horas) 

Fiaura 15: Deterainacion de la Yida aedia del 
catalizador enzi•atico a 40 •c. 

13 



) 

) 

) 

) 

) 

) 
) 

) 
-) 

) 
) 
) 

) 

) 
) 
) 
) 
) 

) 
) 

) 

• _) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

) 

" .J ., 
,~ 

-• • .... 
" .. • 
a 
'° ... • k • ... 
a 
0 
u 

• 
"' 
" -cs 
..t 

.J 

.1 

O A 

-.1 

-.2 

-.3 ._ ______________ _.. ______ __. ________ .._ ______ ~ 

5· 59 113 167 221 

Tieapo (horas) 

Fiaura 16: Deter•lnaclon 4e la Yida •edla del 
reactor enzi•ltico a 25 •c. 

275 


