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Estudio de la produccién de la lactasa en un sistema alimentado.

Resumen

El objetivo de los estudioz presentes es el de mostrar si existe
alguna relacioéon entre la velocidad especifica de consumo de azucares
(gs) y la actividad especifica de la lactasa en células de K.
fragilis. Para ésto se realizaron procesos en Jote alimentado a
diferentes klas manteniendo el qs constante. Los resultados nos
muestran que es posible el incremento en la actividad especifica
durante el proceso tanto a klas de 13 como de 320 h_R siempre y cuando
se mantenga un gs cercano a 1. Cuando el gs se mantiene alrededor de

valores de 2 y 3 1la actividad especifica permanece constante vy

disminuye respectivamente.

Por ultimo se compara la obtencion de la enzima en las mejores
condiciones obtenidas para su produccidn tanto en cultive en lote como

alimentado.

En un cultivo en lote se obtienen 100,000 unidades mas que las
obtenidas en un cultivo alimentado sin embargo, el rendimiento por
gramo de azudcar es de 720 U/gaz. en el primero y de 1040 Urgaz en el
segundo, por lo que el proceso a elegir para la produccidén de la
enzima dependera de la influencia del costo del azucar en el costo de
produccién de la enzima y de la facilidad en la operacién y control de

los procesos a escalas mayores.

Introduccién

Debido a que la produccién de lactasa en levaduras se ve reprimida por
catabolito, una de las actividades planteadas en el proyecto fue el
estudio de un sistema alimentado, a nivel de 14 litros, evaluando
represién catabélica y produccién de biomasa, variando politicas de

alimentacién, aireacién y agitacidén en e; medio de cultivo.

En el reporte anterior se informa que al parecer existe una relacién
entre la velocidad especifica de consumo de azGcares por la célula y

el cambioc en la actividad especifica en fermentaciones en lote. Se
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informa que cuando la velocidad especifica del consumo de azucares por
la célula es mayor a dos la actividad especifica tiende a
disminuir y que cuando esta velocidad de consumo es cercana a uno. la

actividad especifica tiende a aumentar.

El objetivo de los presentes estudios es el de comprobar, si la
velocidad especifica de consumo de azucares afecta a la actividad
especifica independientemente de los niveles de oxigeno durante el

proceso.

Materiales y Métodos

Determinacion de actividad especifica y biomasa. Se realizaron como se

informa en los reportes anteriores.

- La composicién del medio a base de suero y el denominado quimicamente
definido. Es la que se reporta en el informe presentado en septiembre
de 1988.

Procesos en lote alimentado. Se realizaron en un medio a base de
suero. Se alimentd con una solucién de suero al 33.3% con un flujo que

oscild entre 0.8 a 5.5 ml/min.

Velocidad especifica de consumo de azucares, se define como:

Qs =ds L1_
dx dt
ds = Sn = Sn-1
dx = Xn * Xn-1
2 )
dt =1 hora




Resul tados

Velocidad especifica del consumo de azucar y actividad especifica de

la lactasa.

Los principales efectores en el control de la produccién de la
f-galactosidasa reconocides hasta ahora son la lactosa, la galactosa y
la glucosa, esto significa que la produccién de la enzima dependera de
la concentracién de éstos y de 1la afinidad que tengan por las
moléculas “blanco™ para formar complejos tales como inductor-represor.
La concentracién de los efectores en la ceélula. depende del balance
entre la velocidad de entrada a la celula y la velocidad con la que
ésta los utiliza. En la figura 1 se muestra la velocidad especifica de
consumo de azucares (gs) y la actividad especifica a través de la

fermentaciédn, en procesos en lote a klas de 13.3, 136 y 320.

En esta figura se observa que en los tres procesos, cuando la
velocidad especifica de consumo de azucares es mayor a 2 la actividad
especifica tiende a disminuir, mientras que cuando este consumo es
menor o cercanc a uno ésta tiende a aumentar. Los valores de consumo
mayores a dos se obtienen al inicio de la fermentacién mientras que al
final de la fermentacién, estos disminuyen. Al parecer mientras mas
pronto se alcancen valores de consumo de azucares alrededor de unoc en
el proceso, la enzima empezara a producirse, y de esto dependerid que
al final de 1la fermentacién se obtengan valores de actividad
especifica similares al inéculo, que consiste en células de levadura

totalmente inducidas.
Fermentaciones en lote alimentado.

Con el "ob,jeto de aclarar si la velocidad de consumo especifico de
azUcares, es la que determina la actividad especifica,
independientemente de la velocidad de transferencia de oxigeno en el
medio y del estado metabédlico de 1la célula; se realizaron
fermentaciones en lote alimentados a diferentes klas, tratando de

mantener constante la velocidad especifica de consumo de azucares.

En la figura 2 se muestra la actividad especifica durante un proceso
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en lote alimentade a un kla de 320, manteniendo una velocidad

especifica de consumo de aztucares (qs) cercano a 1.
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Figura 2. Perfil de actividad especifica en un proceso en lote
alimentado manteniendo un qs cercano 2a 1 a un kla de 320

ht.

En la figura se observa, que ia actividad especifica oscila entre un
valor de 3500 u/g, y no tiende a incrementarse comc se esperaba. Este
comportamiento puede deberse por un lado, a que no hay una tendencia a
que se incremente la actividad especifica cuando se tiene gs bajos
Ccercanos 2 1) en el proceso, o a que el limite superior de actividad
especifica que se puede obtener con esta cepa es de 4000 urg. Esta
gltima suposicién se basa en dos hechos; primero, que si bien 1la
actividad especifica no se increments, tampoco disminuyé¢ como se
observa-en el procesoc en lote a un kla de 320 h* y segundo a que la
actividad especifica de esta cepa reportada en la literatura oscila en
este valor C;l’ahoney. 197%).

Con el objeto de proseguir con los estudios de la relacién entre la
produccién de la enzima y 1a velocidad especifica de consumo de
azGcares. Se asumié que el limite superior de actividad especifica de
l1a célula es de 4000 us/g; por lo que algunos de los experimentos

siguientes se realizaron con células sin inducir.




Con el objeto de verificar si es posible el incremento de la actividad
especifici: durante un proceﬁo. manteniendo valores de qs bajos
Ccercanos a 1) independientemente de la velocidad de transferencia de
oxigeno Yy del etadec metabdlico de 1la cepa; se realizaron
fermentaciones en lote alimentado de kla de 320 y 13.3 h™' manteniendo
un qs cercano a 1 los valores de actividad especifica que se presentan
son los que se obtienen a partir de que se obtiene el valor de qs

deseado. En la ficl%a 3 se muestran los resultados.
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Figura 3. Perfiles de actividad ﬁé?p(elgi,fica de lactasa en procesos en
lote alimentado variando 1la velocidad de transferencia de
oxigeno y manteniendo la velocidad especifica de consumo de

azQcares.

Se observa que en ambos procesos la actividad especifica tiende a
incrementarse; en 1los dos procesos el incremento en actividad
especifica con respectc a la. inicial es de 1200 us/g. Est3s
experimentos muestran que es posible un incrementc en la actividad
especifica en un proceso; independientemente de la velocidad de

transferencia de oxigeno en el proceso.

Con el objeto de observar el perfil de actividad especifica en un
proceso en lote alimentado, mateniende valores de qs mayores a 1, se
realizaron fermentaciones, tratando de mantener constantes valores de
gs cercanos a 2 y 3 a klas de 13.3 y 138 h* respectivamente. En la
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Figura 4. Perfil de actividad especifica en procesos en lote
alimentado, manteniendo valores de qs de 2 y 3.

Se observa que en un valor de gqs cercano a dos la actividad especifica
se. incrementa un poco pero tiende a permancer constante, mientras que
a valores de QS cercanos a tres la actividad especifica tiende a
disminuir.

En la tabla 1 se resumen: los rendimientos en biomasa y etanol, asi
como la variacién en la actividad especifica obtenidos al final de las
fermentaciones en lote alimentado, a diferentes velocidades de
transferencia de oxigeno, manteniendo constante la velocidad

especifica de consumo de azucares.

Tabla 1. Caracteristicas de las fermentaciones en lote alimentado a

diferentes klas.

Proceso qs Kla Act Esp. Yx Yet ~OH
g Az -1 -1 Cursgd g cel q et —OH
x h ch D
g cel inic. final gaz gaz
A 320 800 2000 ? 0.25 0.12
B 13 2300 3500 .-| 0.13 .-~ ‘0.22 .
c . 2 13 2800 3200 + - 0.135-'- 0.2
D = 3 138 4000 2340 . 0.8 0.14

11
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Se observa que la variacion en la actividad especifica, depende de la
velocidad especifica de consumo de azucares, independientemente de la
velccidad de transferencia de oxigeno y del estado metabdélico de la
célula. Asi tenemos que en los procesos A y B, en donde se mantuvo un
valor de qs bajo hay el mismo incremento en la actividad especifica, a
pesar de tener velocidades de transferencia de oxigeno altas y bajas,
con estados metabdlicos diferentes (mayor rendimiento en biomasa en A
y mayor rendimientoc en etanol en B) por otro lado en los procesos B y
C en donde se tiene una velocidad de transferencia de oxdgeno similar
con un estado metabélico similar, el incremento en la actividad
espeéifica es de 800 urg mayor en el proceso B en donde se mantuvo un

qs cercano a 1.

Al final del proceso D se cbtiene una disminucién importante de la
actividad especifica, a diferencia de lo que se obtiene en el proceso
en lote a este mismo kla; también podemos observar que los casos D y A
presentan caracteristicas metabolicas similares, por lo que al parecer
lo que determina la disminucién de la actividad especifica al final
del proceso D es la velocidad especifica de consumo de azdcares, que

en este caso fué mayor a Z.
Regulacién negativa vs positiva.

Como se menciondé anteriormente, la expresion de la f-galactosidasa o
lactasa en levaduras esta regulada a través de una regulacidédn negativa
por el operédn de lac, en donde la gaiactosa y la lactosa han sido
identificados como inductores y por una regulacién positiva o por
catabolito por glucosa. La lactosa es hidrolizada en el interior de la
célula en sus monosazaridos glucosa y galactosa, poi" lo que la
produccién de la enzima se puede ver afectada por los fendémenos de
inducciébn y represién catabédlica en forma simultanea. Trabajos de
Hewitt, G.M, 1984, han postulado que el fenémeno de represién
catabdélica se observa cuando hay un exceso de azucares (glucosa) en el
medio, y que una forma de eliminar esta situacién es el cultivo en
lote "alimentado, ya que al incrementarse el volumen se diluyen

los azdcares.

La explicacion y la relaciédn entre una baja actividad especifica y

12




altas velocidades especificas de consumo de azucares pudiera ser el
resultado de una represion por catabolito al liberarse la glucosa al
interior de la célula; sin embargo como también ya se menciond, la
velocidad especifica del consumo de azucar por la ceélula, refleja un
balance entre lo que entra en la célula y lo que utiliza, por lo que
otro fentmeno que explique la baja actividad especifica vs altas
velocidades especificas de consumo de azucares es la disminuciédn en la
induccién, lo que querria decir que a altas velocidades de consumo de
azdcar la ceélula utiliza estos mids rapidamente, de tal forma que no
hay una total induccién, disminuyendo la actividad especifica de la

enzima.

Con el objeto de observar si: a altas velocidades especificas de
consumo de azucares hay una disminuciédn en la induccion; se procedid a
cultivar las células de K. fregilis a bajas y altas wvelocidades de
transferencia de oxigeno en ur medio quimicamente definide utilizande
galactosa como inductor y Unica fuente de carbono. Trabajos realizados
por Dickson., han mostrado que la galactosa induce la produccion de la
f3-galactosidasa en levaduras, ésta induccién es similar a la lactosa
ya que en concentraciones equivalentes se obtienen los mismos niveles
de induccién, por otro lado, estos mismos estudios sugieren que al
igual que en el operén de lac, E. cc.i la lactosa por si sola ne
induce sino el producto de la actividad de la lactasa sobre 1la

lactosa.

En la figura 5 se muestran los perfiles de actividad especifica de
lactasa obtenidos en un cultive en lote, con bajas velocidades de
transferencia de oxigeno, ttilizando diferentes concentraciones de
galactosa como Gnica fuente de carbono y energia.
«y

En la figura se observa que efectivamente la galactosa induce la
sintesis de la lactasa y como cualquier inductor 1la actividad
especifica aumenta al aumentar 1la concentracién de éste. En este
experimento se midié el gs para cada concentracién de galactosa,

obteniendose valores de gs menores a 2.

13
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Figura 5.

Perfil de actividad especifica de lactasa obtenidos

cultivando las células de K. fragilis en bajas velocidades

de transferencia de oxigeno con galactosa como fuente de

carbono.

En la figura 6 se presentan la comparacion en perfil de actividad

especifica en un cultivo con altos niveles de transferencia de

oxigeno,

carbono y energia.

Figura 6. Perfil

cultivando las céluals de XK.

utilizando galactosa y lactosa como inductores y fuente de
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de actividad especifica de lactasa obtenidos

fragilis en altas velocidades

de transferencia de oxigeno con galactosa como fuente de

carbono.

14




En la figura 6 se observa que la actividad especifica disminuye adn en -
presencia de galactosa, se midieron los qs, y en ambos casos los

e
valores encontrados fueron de 2 )ayores At 04726 ‘e

Estos resultados sugieren que la disminucién en la induccién puede
estar relacionada con altos gqs y que éste fendtmeno es tan o mas
importante que la posible represién catabélica, provocada por 1la
presencia de glucosa una vez hidrolizada la lactosa en el interior de
la célula.

Discusién y Conclusion

Los es‘.udios realizados sugieren que la relacién entre la produccién
de la fi-galactosidasa en células de K fragilis y la velocidad de
transferencia de oxigeno es alterando la relacién de los azucares,
lactosa, glucosa y galactosa en el interior de la célula, a través del

aumento o disminucién de su consumo durante el proceso.

La relacién de los azucares al interior de la célula parece afectar
mas la regulacién negativa C(induccién por lactosa y galactosad) que 1la
regulacién positiv'a Cregulaciédn por catabolito); ya que a altas
velocidades de transferencia de oxigeno con qs mayores a dos 1la
actividad especifica disminuye aun cuando la célula es crecida en
ausencia de represor (glucosa) y en presencia de inductor (galactosa)d.
Este fenémeno se puede explicar como el compromiso que tienen estas
moléculas entre actuar como efectores y fuentes de carbono y energia.
.y

Este comportamiento puede explicar la relaciédn del oxigeno con 1la
prbducclon de otras proteinas como la penicilino acilasa en células de
E. coli (L. Casas, 19810 y 1la proteina hibrida cadena b- de
insulina-fi-galactosidasa en células de E. coli CE. Galindo, 1980). En
el primer caso el 4acido fenilacético se utiliza, comc fuente de
carbono e inductor y en el segundo caso la lactosa desempefia el mismo
papel. En ambos casos a altas OTR en el proceso menor es la actividad
especifica. As{i este fenémeno deberi de ser considerado para 1la
produccién de protefnas en ddnde moléculas inductoras también sean
utilizadas como fuente de carbono y en la estrategia para la eleccién

de promotores cuando se desea sobre expresar una proteina por técnicas

15




‘d2 ingenieria genética.

Por ultimo, uno de los objetivos del proyecto es el de comparar el
cultivo en lote con el cultivo en lote alimentado. En la tabla 2 se
presenta una comparacién entre los procesos en lote y en lote

alimentado en donde se obtiene una mayor producciédn de enzima. 3 .
R

-

Tabla 2. Produccidén de lactasa en células de K. fragilis cultivadas en

un cultivo en lote y un cultivo alimentado.

Tipo de cultivo U totales Usg azcxcar)‘ Act Esp. Biomasa
. .  CUrgd (g célulasd
= Sy 'A_a"/‘r\'

En lote -360 000 720 .. $Q00" ?90

En lote alimentado 263830 1040 - - 3450 OB

Escala de 10 1lts.

En la tabla se observa que el rendimiento de enzima por gramo de
azucar utilizado es mayor en el cultivo alimentado, sin embargo se
obtienen 1:33' 90%% un..ldades mas en un cultivo en lote que en un cultivo
alimentado, debido a que en el primero se obtiene mayor biomasa. Estos
resultados nos indican que el proceso a elegir, dependera de 1la
influencia del costo de la fuente de carbono en el costo de la N
produccién de la enzima y de l1la facilidad en 1la operacién y!'

control de cada uno de los procesos en escalas mayores. l
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Caracterizacién bijoquimica de la enzima

Resumen

En esta seccién se presentan los estudios de estabilidad de anaquel de

la enzima purificada y la actividad del extracto enzimitico in vivo.

La enzima purificada formulada en condiciones estériles, en glicerol
con sales de fosfato, magnesioc y manganesoc a 4°C mantiene el 65% de su

actividad inicial a los S0 dias de almacenamiento.

El extracto enzimatico presenta actividad de lactasa in vivo,
recomendandose que se realicen estudios de intolerancia con désis de
2000 mg del producto.

Introduccién

Un aspecto importante en 1la evaluacién de un producto, es su
estabilidad en el almacenamiento o vida de anaquel. Es por esto que en
el proyecto se ha planteado la evaluaciédn de la enzima lactasa

purificada a través de un sistema acuoso de 2 fases.

Para una evaluacién completa es importante analizar estabilidad de
anaquel de la enzima a diferentes temperaturas en funcién de su
actividad, asf{ como la posible contaminacién microbiolégica del
producto obtenido.

Una segunda evaluacién es analizar la actividad de la enzima in vivo,
esto significa la capacidad de la enzima para hidrolizar a la lactosa
de la leche in vivo; con el objeto de utilizar el producto en la

terapia in vivo de pacientes intolerantes a la lactosa.

El objetivo de los estudios presentes es el de evaluar la estabilidad
de anaquel de la enzima purificada, formulada en glicerol y sales de
fosfato, magnesio y manganeso asi como la evaluacién del extracto

enzimitico (células de levadura secas) in vivo.
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Metodologia (estabilidad de la enzima en anaquel)

Preparacién de la enzima purificada. Se purificé a la lactasa por
medio de un sistema acuoso con PEG 400/fosfato y una precipitacién con
PEG 6000 (4 sistemas de aproximadamente 200 mld. El producto obtenido
se almacené en dos condiciones diferentes. Dos de los precipitados, se
resuspendieron en amortiguador de fosfato. 1 M pH 6.6 Clote A y BD y
los otros dos se resuspendieron en el mismo amortiguador y se le
adicioné glicerol al S50% (lote C y D). Los cuatro lotes se almacenaron
a 4°c.

A los 4 lotes de enzima se les determiné actividad enzimatica durante
2 ¥ 3 meses respectivamente, con el objeto de evaluar la estabilidad
enzimatica en el almacenamiento. A los lotes con glicerol CC y D

ademas se les hizo un estudio microbioldégico.

Estudio microbiolégico. Dicho estudio consistié en plaquear el
producto obtenido en la purificacién Cprevia diluciénd en cajas con
medio luria para el crecimiento de bacterias y en cajas con medio de
extracto de malta para el crecimiento de levaduras. La diferencia
entre los lotes fué que el lote D se suspendié en condiciones

estériles Camortiguador estérild.

Resul tados

Estabilidad de la enzima

Almacenamiento de 1la enzima en amortiguador de fosfato. Los resultados

obtenidos para el almacenamiento de la enzima usando Unicamaente

amortiguador de fosfato son mostrados en la figura 1.
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Figura 1. Estabilidad de la enzima, cuando se almacena en awmortiguador
de fosfato .1M pH 6.6.

En dicha figura se puede observar que el producte conserva su
actividad durante los primeros 10 dias, después de los cuales 1la
actividad enzimitica empieza a decaer hasta que a los 50 dias conserva
¢nicamente el S50% de la misma. Por lo tanto se puede concluir que la
vida media para la enzima almacenada en amortiguador de fosfatos es de
SO dias. .

Almacenamiento de la enzima en amortiguador de fosfato y glicerol.
Los resultados obtenidos en este experimento se muestran en la figura
2. Estos indican que la enzima es mas estable almacenada en estas

condiciones, puesto que la actividad enzimatica decae mas lentamente

que la enzima almacenada solo en amortiguador de fosfato.
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Figura 2. Estabilidad de l1a enzima cuando se almacena en amor tiguador

de fosfatos .1M pH 6 con glicerol SOX%.

Con este método la actividad enzimatica inicial se mantiene hasta los
30 dias., después de los cuales la actividad erzimatica empieza a

decaer. A los S0 dias el producto conserva el 65% de actividad.

Estudio microbiolégico.

Los resultados obtenidos del estudio microbiolégico son mostrados en
las figuras 3 y 4. En la figura 3 se observan los resultados cuando
el producte se resuspendié en condiciones no estériles. Se puede
observar que hay una alta contaminacién microbiolégica (180 X 10*
microorg/ml) tantc para medio para bacterias como para levaduras.
También se observaz que la poblacién microbiana baja considerablemente
cor, el transcurso del tiempo, lc cual es favorable para el productc.
Ecta disminucién es la esperada, ya que la actividad de agua en 1la

formulacién es muy baja.
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Figura 3. Resultados obtenidos en le estudio microbiolégico cuando el
producto obtenido de 1la purificacién se resuspendié en
condiciones no estériles. A medio luria. 4 medio con

extracto de malta.
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La figura 4 nos muestra los resultados cuando el producto se
resuspendié en condiciones estériles (cerca del mechero y con
amortiguador de fosfatos estéril). La contaminacién microbiolégica
observada en estos experimentos fue menor que cuando se resuspendié en
condiciones no estériles, siendo el comportamiento similar tanto para
bacterias, como para levaduras. En esta cinética también ser observo
un decremento en la poblacién microbiana en el transcurso

del almacenamiento.

Discusién y conclusion

Los estudios nos muestran que la estabilidad de 1la enzima en 1la
formulacién con glicerol es adecuada y que a los 850 dias de
almacenamiento ésta mantiene alrededor odel 654X de su actividad
inicial. Con respecto al estudioc microbioldgico la conclusién seria
que es posible aplicar el formulado en form: estéril después de dias
de almacenamiento. Sin embargo es recomencable tratar de afiadir un

conservado. Este conservador debersd elegirse en funcién de la

aplicacidén del producto.
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Metodologia (actividad de 1la enzima in vivod

Sujetos. Se estudiaron 10 sujetos. adultos sanos, en un rango de edad
de 22 a 40 afios. Del total de sujetos 2 fueron hombres y 8 mujeres; O
de ellos nacidos en México de padres Mexicanos y uno nacido en el
Sal vador de padres Sal vadorefios. Lecs sujetos estudiados se
seleccionaron de acuerdo con su capacidad de digerir a la lactosa.
Para esto se realizé una prueba de tolerancia a 1la lactosa
Ctratamiento A, la cual consistié en la administracién de 360 ml de
leche intacta CMi leche, Liconsa S.A. de C.V., México) a 19 sujetos;
aquellos cuya excrecidédn de hidrégeno en el aire espirado, durante las
S horas posteriores a la ingestion de la leche, presentd un incremento
mayor a 20 ppm, fueron clasificados como individuos malos digestores
de lactosa e incluidos en los estudios posteriores. La prueba se
realizé de acuerdo a procedimientos reportados previamente (Rosado

J. L. 1985, 1987).

Tratamientos. Los 10 sujetos que resultaron ser malos digestores de
lactosa se estudiaron posteriormente mediante la aplicacién de 6
tratamientos diferentes. De estos S tratamientos (tratamientos B, C,
D, E y F) consistieron en la administracién, a cada sujeto. de 360 ml
de leche intacta adicionada con dosis graduales de una
beta-gal actosidasa microbiana CBGMD obtenida de levadura y
desarrollada por el CEINGEBI. Los tratamientos fueron los siguientes:
B) 30 ml! de leche intacta adicionada con 500 mg de BGM, O 380 ml de
leche intacta adicionada con 1000 mg de BGM, D) 360 ml de leche
intacta ad:icionada con 150 mg de BGM, E) 360 m! de leche intactz
adicionada con 2000 mg de BGM y F) 360 ml de leche intactz adicionad:z
con 2500 mg de BGM. Como control positivo se incluyd en el anidlisis la
respuesta cbtenida en el tratamiento A con leche intactz; finalmente
se sometid a todos los sujetos a una séptima prueba (tratamiento GO en
la que se administraron 360 ml de leche intacta previamente tratada
con una beta-galactosidasa obtenida de Kluyveromyces lactis. EI
tratamiento consistié en la adicién de 250 mg de la enzima a 360 ml de
leche; peroc en este caso se adicioné 24 horas ants de su consumo y se
dejé en refrigeracién durante este periodo. Este procedimiento produce
una hidrélisis del Q0 a 100% de la lactosa inicial CRosado J. L..
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1988); por 1o Qque se le denomina en este reporte como leche
hidrolizada <LHD.

Todos los tratamientos fueron administrados en la maffiana después de un
ayuno de por lo msenos 12 horas. El orden de los tratamientos B al G

varié en cada uno de los sujetos y se hizo en forma de cuadro latino.

Digestién de lactosa. La capacidad de digestién de lactosa con cada
uno de los tratamientos se evalué mediante el anilisis de hidrédgeno en
el aire espirado, posterior a la ingestién de cada tratamiento (Rosado
J. L., 1985). Para esto, se tom® una muestra de aire espirado antes de
la ingestioén del tratamiento respectivo y a intervales de 30 minutos
durante las S horas posteriores. Las muestras se tomaron haciendo
respirar al sujeto a través de una valvula Hans-Rudolph. la cual
estaba unido a2 una bolsa de hule y esta, a su vez, conectada a una

jeringa de plastico de 25 cc.

La muestra de aire espirado obtenida en la jeringa se analizé para
conocer la concentracién de hidrégeno utilizando un cromatégrafo de

gases (Microlyzer M-12. Quintron Inc. WID de deteccién electroquimica.

Las evaluaciones con cada uno de los 7 tratamientos se realizaron en
ayunas y durante 1a evaluacién de S5 horas los sujetos noc ingirieron
alimento alguno excepto agua y tampoco se les prometi¢ fumar; las
pruebas se realizaron dejando un periodo minimo de 72 horas entre cada
tna, con el fin de evitar una disminucién en la capacidad individual
de producir hidrégenc debido al efecte residual del tratamientc

anterior en la flora intestinal (Dermar 1. A. . 18€1D.

Tolerancia a la lactosa. Con cada tratamientc se lleve a cabo un
registro de los csintomae clinicos asocizdos cor. 1z toleranciac & loc
carbohidratos, al terminar cada prueba de S5 horas se pidio a cada
sujeto que llenara un cuestionaric en el que se preguntaba sobre la
presencia de sintomas y su drasticidad observados durante el periodo
de estudio. Los sintomas incluidos en el cuestionario fueron: 1) dolor
de cabeza, 2) célico abdominal. 3) flatulencia, 4)dolor de piernas y
S)diarrea. Los sintomzs 1 y 4 se incluyeron para distraer la atencién
del sujeto, mientras que los sintomas 2, 3 y 8 son los que estan
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asociados con la toleranciasintolerancia a los carbohidratos y por lo
tanto fueron los que se incluyeron en el analisis. Para calificar la
drasticidad. se pidi6é al sujeto que determinara si la presencia del

sintoma era "leve™, “moderada™ o “fuerte®™.

Anilisis de datos y consideraciones estadisticas. La capacidad de
digestion de lactosa se midié por el incremento maximo en la curva
individual de excrecién de hidrégeno. obtenida duraate las 5 horas de
observacion. En el presente trabajo se utilizé el criterio
convencional de 20 ppm de incremento de para determinar si el sujeto
era o no mal digestor de lactosa; esta evaluacién se aplicé a todos

los tratamientos.

La calificacién de sintomas se determind considerando tanto 1la
presencia como la drasticidad de cada uno de los sintomas evaluados,
la prsencia de .célico abdominal y flatulencia recibieron una
calificacién de 1. 2 6 3 cada uno, dependiendo si se presentaron en
forma leve. moderada o fuerte respectivamente; la presencia de diarrea
se calificé como 2. 3 6 6 en el mismo orden. Esto hace una

calificacién total ‘para evaluar la tolerancia de O a 12.

La efectividad de las enziimas estudiadas se evalué comparando cada
una de las variables estudiadas entre los diferentes tratamientos;
esta comparaciér estadistica se hizo utilizando 1la prueba de
diferencia minima de cuadros (Snedecor G.W., 1889).

Resul tados

Digestién y tolerancia de la lactosa. El promedio de la excrecién de
hidrégeno durante las S hora de observacién en los 10 sujetos
estudiados con los 7 diferentes tratamientos se muestra en la figura

1.

La excrecién mas alta la presenta el tratamiento con la lactosa
intacta Ctratamiento A); la adicién de la enzima en el rango de S00 a
1500 mg causa una disminucién ligera en la excrecién de hidrégeno,
representando hidrélisis de lactosa en el tracto digestivo. La adicién
de la enzima en el rango de 2000 a 2500 mg disminuye aun mas la

excrecién de hidrégeno; pero aun a estos niveles de enzima la
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respuesta es bastante diferente en comparacidédn con el tratamiento con
leche libre de lactosa (LHD.
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Figura 1. Evaluacién de la excrecion de hidrégeno en sujetos con
diferentes désis de lactasa.

La tabla 1 resume 106s resultados obtenidos en cuantc a la digestion de
lactosa y tolerancia a cada uno de los tratamientos incluidos en el

estudio.

Tabla 1. Excrecién de hidrégeno y sintomas presentados por 10 sujetos
después de la ingestién de 360 ml de leche intacta (LI), LI
adicionada con dosis-graduales de beta-galactosidasa y leche
con la lactosa hidrolizada (LHD.

Tratamiento No. de sujetos Excrecion !-l2 Calificacién
max. 20 ppm Cppmd de sintomas
Leche intacta CLID> & 1010 C100 50.8 * 6.€ 0.8 >0.4
LI + 500 mg enzima B 8,10 (80% 0.2 2 6.8 0.7 T o.8
Ll + 1000 mg enzima C 8/10 (80 31.5 = 3.4 0.2 2 o0.1
LI + 1500 mg enzima D 810 C80% 24.1 2 4.2 0.2 Yo.1
LI + 2000 mg enzima E 8/10 (S0% 20.2 239 0.1 2 0.1
LI + 2800 mg enzims F 310 (30% 16.3 2 4.4 0.4 1 0.1
Leche hidrolizada CLHY) G 00 ---- g.221.8 0.2 2 0.1
27
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Por definicién. el 100% de los sujetos fueron malos digestores con la
leche intactz, esto se redujo a2 80% de los sujetos mediante la adicién
de 500 2 1500 mg de la enzima; es decir, con los tratamientos C. D y
E. B de los 10 sujetos alcanzaron un incremento en la excrecién de
hidrogeno > 20 ppm y por lo tanto se considera que presentaron
cantidades significativas de lactosa que no fueron digeridas. La
adicién de la enzima en mayores cantidades hizo Qque 50% de los sujetos
fueran malos digestores con 2000 mg de la enzima C(tratamiento BE), y
s6lo 30% con 2500 mg de la enzima (tratamiento F). Los valores con
estos dos tratamientos aunque constituyen disminuciones importantes,
son mis altos que el valor encontrado con 1la leche hidrolizada

Ctratamiento G).

Una tendencia similar se observa cuando se compara los incrementos en
la excrecidn de hidrégeno, aunque se observa una disminucién en la
excrecién de hidrégeno y por lo tanto en la mala digestion de 1la
lactosa, con cualquiera de los niveles de enzima adicionados, estos
solo son significativos con 2000 y 2500 mg de la enzima. Esta
disminucién, sin embargo, adin con la Jdosis mas alta de la enzima, no
logré una hidrolis.ls completa de la lactosa en la leche., segin se

demuestra por la comparacién de este tratamento con la prueba de LH.

En lo que se refiere a la tolerancia, los niveles de intolerancia
alcanzados con cualquiera de los tratamientos no son clinicamente

relevantes.

Cabe mencionar que las dosis de enzima utilizados en el presente
estudic e seleccionaron considerando investigaciones previas (Rosado
J. L.. 1985, 1988) y los -niveles de actividad reportados por el grupo
del CEINGEBI para el producto desarrollado.

Discusion y Conclusiones

Se evaluo la actividad in vivo, del extracto enzimitico producido en
el proyecto. La enzima corresponde a celulas completas de levadura
secas con una actividad de 2000 U/g. En los estudios se observd que el
comportamiento de este producto con respecto a 1la excrecidn de

hidrégeno es intermedio entre el presentadec por las enzimas
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purificadas de K. lactis y de Aspergillus orizae. Es posible explicar
este comportamient: si se considera que se trata de células completas.
Podemos concluir que el producto presente una adecuada actividad in
vivo recomendandose un estudio de intolerancia con una désis de 2000
mg. para establecer claramente el tratamientc adecuado para la terapia

adecuada a personas intolerantes.
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. Escalamiento del proceso de purificaciéon de la lactasa.

Resumen

El objetivo de los presentes estudios fué el de establecer el proceso
de purificacién de la lactasa por un sistema acuoso de dos fases y
precipitacién con PEG 6000, a nivel de planta piloto.

En el proceso se consideran dos etapas fundamentales. la primera
denominada como eliminacién de restos celulares, en donde el extracto
celular obtenido por ruptura en el homogenizador. se suspende en un
sistema con 25% PV PEG 400 y 0% P.V de fosfatos. se mezcla y se
centrifuga para la eliminacién de los restos celulares. La fase
superior recuperada de esta etapa se le adiciona PEG 6000 al 10% PV
para la precipitacién de la lactasa.

El volumen de trabajo ensayado en la primera etapa fué de 1 litro y
los porcentajes entre la enzima y la proteina recuperada a nivel
laboratorioc y planta piloto vario entre 4 y 11% para la enzima y de 2
a 5% para la proteina. El factor de purificacion obtenido en esta
etapa en el laboratorio fué de 1.7 en promedioc y de 1.6 en planta
piloto. Por problemas en la calidad del PEG 6000 suministrados no se

presentan los datos obtenidos en los experimentos de precipitacién.
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Introduccion

En el informe pasado C(ONUDI 1989) se reporté un proceso de
purificacién de la enzima lactasa de K. fragilis. El proceso consiste
en dos etapas, en la primera de ellas se eliminan los restos celulares
por medio de un sistema acuoso de PEG 400 y sales de fosfato. En el
segundo se mejora el factor de purificacién mediante una precipitacion
de la enzima con PEG 68000 al 10% C(Figura 1).

| Fermentacién l

l Centrifugacién |—————fo | sobrenadante
ier paso SUSpensiéﬂ y ruptura
Eliminacién de celular por
restos celula- homogenizacién
res, '

Formacién del sistema
acuoso de dos fases
operacidn de mezclado

v

Centrifugacion —_—

Precipiticién de la
enzima operacioén de
mezcl ado

2do. paso

Me joramiento del l

factor de purifi-

cacion y fzrmula- I Centrifugacién

cién del producto. '

Crestos celulares)

Fase inferior ]

-+ | sobrenadante l

Enzima concentrada
y purificada 6.€
veces

Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de purificacién de 1la lactasa
mediante un sistema acuoso de PEG 400/fosfatos y una
precipitacién con PEG-6000.
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Debido a que el objetivo del proyecto es el establecer un desarrollo,
es que se plantea el estudio del cambio de escala del proceso de
purificacién de la enzilila. Por otro lado, en la literatura se informa
que una de las ventajas de la utilizacion de esta metodologia es la de

su facilidad para su escalamiento.

El objetivo general del presente trabajo es conocer la factibilidad
técnica de realizar el proceso a nivel de produccion.

Para lograr este objetivo se plantean 1los siguientes objetivos

parciales.

1. - Establecer el proceso de purificacién de la fi-galactosidasa de K.
fragilis a2 nivel piloto por lotes.

2. - Establecer criterios de escalamiento para las diferentes
operaciones unitarias en el proceso, en funcién de las

caracteristicas del proceso y del equipo usado.

Para el establecimiento del proceso de purificacién de la enzima a
nivel pilotec por 1lotes., se realizaron experimentos en donde se
evaluaron diferentes condiciones de operacién del equipo para el
me2clado y para la centrifugacién de cada paso del proceso (sistema

acucso PEG 400/fosfatos y precipitacién con PEG 6000).

En los sistemas acuosos de 2 fases la literatura establece que el
mezclade no es un problema critico, puesto que el equilibrio de los
componentes se establece rapidamente. El paso limitante en esta
operacién (mezclado) es la disolucidn de los componentes, por lo que

generalmente se recomienda adicionar éstos en solucidn.

La separaciér de las fases de locs sistemas se puede realizar bajo la
accioén de 1z gravedad. sin embargo para acelerar el proceso se
recomienda realizar una centrifugacién. Existen varjios tipos de
separadores recomendados para la separacién de fases entre los que
tenemos: centrifugas de discos de rotor sélido y centrifugas de discos

con boquillas, entre otros.
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Por las caracteristicas de la fase inferior del sistema que empleamos
(restos celulares compactos), consideramos que una centrifuga de rotor

tubul ar puede ser ocupada para este paso.

En la precipitacién con PEG, también se tienen que realizar estas dos
operaciones unitarias, el mezclado en donde los componentes llegan al
equilibrio y la centrifugacién para obtener el precipitado. En
relacién a este punto no existe literatura que indique los criterios
para escalar un proceso, sin embargo la precipitacién es una operaciédn
frecuentemente usada en la industria, por lo que su escalamiento es
factible.

Metodologia.

Fermentacién. Fermentaciones de 10 1lts. Fermentador Microferm MF 114
CNew Bruswick Scientific Co. Inc.) 400 rpm .8vvm 29°C 10-12 hrs CKla
1368). CONUDI 1989).

Centrifugacién. Centrifuga minisharples 12000 rpm. 200 ml-/min. CONUDI
1989). .
Ruptura celular. Suspensién celular al 60% en amortiguador de fosfatos
.1M pH 6.6. 10 pases en el homogenizadcr de alta presiédn Mauton
Gaulin a 800 kg/cm-.

Eliminaciétn de restos celulares
(Sistema PEG 400/fosfatod

A> Material

K2HP0‘ 42 ¢r

KH PO S5 gr
2 e

PEG 400 220 ml

Agua 330 ml

Extracto celular SO0 ml

B) Equipo
Reactor de 2 1lts. C(Mult.gen, New Bruswick Scientific Co. Inc.) con un
impulsor A-310 de flujo axdal C(Lightnind), diimetro del impulsor 6. 35
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cm (2.5"). 4 mamparas 1.35 cm. Diametro del tanque 10.9 cm. Impulsor
colocado a partir del fondo a una altura del tanque a un tercio del
diametro del tanque.

C) Mezclado.

1. En el reactor se adicionaron el polietilenglicol 400. el agua y las
sales (polvo) y se mezclaron durante 5 min. aproximadamente a 400

rpm.

2. En seguida se adiciond el extracto celular y se mezclé durante 30
min a 400 rpm. Durante el mezclado se midié la temperatura y el pH.

3. Se tomé muestra (20 mld) a los S, 10, 185, 20, 25 y 30 minutos, con
el objeto de determinar el tiempo minimo de mezclado en 1la

eliminacién de restos celulares.

4. Las muestras fueron centrifugadas, 15 minutos a 5.5 krpm (aprox.
4750 gd en el rotor HB~4 (Sorvall). A las fases superior e inferior
obtenidas se 1les hicieron las determinaciones correspondientes
Cdeterminacién de actividad enzimatica, proteina, D.O. pH, peso
hdmedo) .

D) Centrifugacién

1.- El material que guedo en el tanque (900 ml aprox) se usc para
establecer las condiciones de centrifugacién usando la
centrifuga minisharples a 12,000 rpm (3,540 g). Las condiciones

especificas para los experimentos son mostradas en la tabla 1.

Tabla 1. Flujo empleado para 1la eliminacién de restos celulares
centrifuga Minisharples 3,540 g.

Experimento ¢ mfi:dj :)
Primero 60
Segundo 110
Tercero 100
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2. Las muestras de la fase superior obtenidas en la centrifugacién en
planta piloto, asi como los restos celulares que quedaron en el
rotor de la centrifuga fueron analizadas y los resultados oBtenidos
fueron comparados con los dates de la cinética de mezclado para
establecer si las condiciones usadas Icentrifuga 6 flujod eran

adecuados para este primer paso de purificacién.
Precipitaciéon con PEG 6000 (0X.

A) Material

— Fase superior obtenida en los experimentos de eliminacién de restos
celulares en planta piloto

- Solucién de PEG 6000 S0% prv.

- Agua

Acido fosférico (1:50 v/vd.

B> Equipo
- Reactor, el mismo que se uso para el primer paso de purificacion. La
unica diferencia es que se usé a 200 rpm.

- Centrifuga tubular minisharples 12000 rpm.

C> Mezclado

1. A SO0 ml de fase superior se le ajustd el pH (6.0) con acide
fosférico.

2. A esta fase se le adicioné agua para llegar a un volumen final de
800 ml.

3. Enseguida se adiciond 200 ml de PEG 6000 (S50% p/v) y se mezcld a
200 rpm durante 30 min. En el transcurso del mezclado, al igual que
en la eliminacién de restos celulares se monitored el pH y 1la
temperatura.

4. Se tomaron muestras de 10 ml, cada S min. Las muestras fueron
centrifugadas a 68000 rpm (3000 g aprox) durante 40 min, en el rotor
£S-34 (Sorvalld.

S. A los sobrenadantes y precipitados obtenidos se les determind
actividad enzimatica y proteina, para establecer el tiemp~- =minimo

de mezcl ado.
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D) Centrifugacioéon

1. El material que quedd en el reactor se uso para establecer las
condiciones de centrifugacién en la minisharples. lLas condiciones
que se probaron fueron 12 krpm a 100, S50, y 35 ml/min

respectivarente, segun el orden en los experimentos.

2 A los sobrenadantes y precipitados obtenidos se les determiné
actividad enzimatica y proteina. Comparandose los resultados con

los obtenidos a nivel laboratorio Ccontrol)d.
Resul tados
Eliminacién de restos celulares.

Una vez obtenido el extracto celular como se describe en materiales y
método, se procediéd al establecimientc del sistema de dos fases PEG

400/fosfatos para la eliminacién de restos celulares.

Como se menciond anteriormente, el pasc limitante en esta etapa es la
solubilizacién de los constituyentes del sistema para alcanzar el
equilibrio y 1la formacién de las fases. Asi el objetivo del presente
estudio fué el de observar en volumenes de 1 litro que tan critico era
el mezclado en la solubilizacién de las sales para alcanzar el
equilibrio. Y una vez alcanzado y recuperado los restos celulares en
la fase inferior, verificar que realmente estabamos trabajando con un
sistema de dos fases y observar la variaciédn en la composiciédn de
éstas; comparande los resultados obten:dos en el laboratorio y planta
piloto.. Para cumplir dicho objetive se realizé una cinetica de
mezclado, como se describe en la seccién de metodologia seccidn

eliminacién de restos celulares.

Les resultados obtenidos en los experimentos de eliminacién de restos
celulares correspondientes al mezcladec y centrifugacién son mostrados
en la tabla 1, 3, 4, 5 y 6. Estos indican que desde los S minutos las
sales en el sistema se han solubil:zado y por 1lo tanto este ha
alcanzado el equilibrio. Por lo tanto las diferentes determinaciones

realizadas durante el transcurso del mezcladeo (5 a 30 min> no
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presentan variaciones significativas que indiquen la necesidad de
mezclar durante periodos largos de tiempo para que se disuelvan las

sales y se alcance el equilibrio en el sistema.

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en relacién a la
tasa de veolumen de los diferentes sistemas, analizados durante el
mezclado (de los 3 experimentos). Como se puede observar la tasa de
volumenes en los sistemas de laboratorio un promedio es de 2.8, en
cambio la determinacién en planta piloto fue de 3.4-5.0. Esta
diferencia se debe a condiciones de manejo de equipo. mas que a

diferencias de los sistemas acuosos obtenidos.

Tabla 1. Tasa volumétrica y obtencién de masa celular en la etapa de

eliminacién de restos celulares.

Tiempo Vsup/Vi nf‘ pH Fase Sup ' Peso humedo de
F.Inf.
min Exp. 1 2 3 1 2 3 1 2 3
S 2.8 . 2.8 2.6 [6.80 6.72 6.88 50 59 sS7
10 3.2 2.8 - |6.76 6. 68 - 53 S8 -
15 2.8 2.8 2.5 16.74 6.82 6.80 53 =1:] sS4
20 2.8 2.7 - 6.79 6. 82 - 55 61 -
25 2.8 2.7 - 6.74 6.72 - 87 59 -
30 2.7 2.8 2.7 |6.75 6.72 6.79 S8 58 54
Planta 3.5 S.0 3.4 53 58 37
Piloto

.Tasa de vol. Para su calculo se considera la densidad de la fase

inferior igual a 1.

En la misma tabla se muestra el pesc humedo de los restos celulares
obtenidos en la fase inferior de los diferentesc sistemas analizados.
Como se puede observar la humedad es de S50-60% tanto en las fases
inferiores obtenidas en el laboratorio, as{ como en las obtenidas en

planta piloto.

En la tabla 2 se muestra la composicién de cada una de las fases del
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éistem usado para la eliminaciéon de restos celulares. como se
esperaba hay una diferencia considerable en la concentracién de PEG
entre la fase superior e inferior, en cambio la concentracidén de sales
es similar en ambas fases. El hecho de que la concentracién de PEG
difiera de una fase a otro indica que en realidad se estd formando el
sistema acuoso y que la separaciédn de los restos celulares no se debe

a un fenétmeno de floculaciédn yso precipitacién.

La no variacién en la concentracién de sales de la fase inferior. se
puede explicar si el sistema acuoso que usamos esti cerca del punto

critico. En esta zona la composicién de las fases en sales difiere muy

poco.
Tabla 2. Composiciédn de cada una de las fases del sistema acuoso
PEG 400/fosfato empleado para la eliminacién de restos
celulares.
Fase superior Fase inferior
PEG sales PEG sales
Cmg./mlD (mg/ml) Cmg/mlD (mg/ml)
Sistema 1 263 102 136 109
Sistema 2 272 117 159 i28

En la tabla 3 se comparan los resultados obtenidos en sistemas de
laboratorio y planta piloto en relacién a la recuperacién de la enzima
y proteina en cada una de las fases, asi como la actividad especifica
En dicha tabla

factor se observa que 1la

y el de purificacidn.
diferencia entre el nivel laboratorio y nivel planta piloto es minima,
mas que a una

Yy es el resultado de una variacién experimental,

diferencia en los sistemas acuosos obtenidos. Asi por ejemplo el
rendimiento de la enzima en la fase superior presenta una variacién
del 4-11% v el de proteina del 2-5% entre lo determinado en el
laboratorio y la planta piloto. En la fase inferior la variacidén del
rendimiento de enzima y de proteina es de 1-7% y del 6-22%
respectivamente. La actividad especifica y el factor de purificacién
en la fase superior presenta una variacién de 2 U/mg y de .1 a 4

respectivamente.
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Tabla 3. Recuperacién de lactasa en la etapa de eliminacién de restos
celulares. i
Fase Superior
No. exp. 1 2 3
Escala Enz. Prot Act._Esp FP] Enz. Prot Act_Esp FP |Enz. Prot Act.Esp FP
0 D Cu/mgd R 0 umgy O O U/mgd
Labora-} &2 S8 25 1.6 o5 1) § 8 1.9 82 46 26 1.8
torio
Planta 88 S4 23 1.5 84 S6 23 1.5 89 48 25 i.8
Piloto
Fase Inferior
Labora-§ 17 S1 13 44 19 37
torio
Planta 16 45 8 a2 12 37
- Piloto

En las tablas 4, S y 6 se presentan los datos de los experimentos

antes mencionados de manera mas detallada.

Tabla 4. Primer experimento de eliminacién de restos celulares

mediante un sistema de PEG 400/fosfato C(1D).

i ENZIMA PROTEINA F. SUP
Tiempo
Cmind F. Sup F.Inf F.Sup F.Inf Act _Esp F.P
&%) (4] 0 0 U/mg
* L] 20 15 se 42 25.8 1.7
10 87 is s 38 24.9 1.6
1€ 82 17 sS4 4 24.9 1.6
20 84 16 S3 47 23.9 1.6
25 88 i8 56 S0 23.7 1.5
30 o2 17 56 S1 24.8 1.6
Planta
Piloto 88 16 S4 45 23 1.5
.Nota . Se partié de un extracto celular con 1las siguientes

caracteristicas: Volumen de 4680 ml, actividad enzimitica de 3020 U/gr de
proteinas de 20 mg prot/gr ext. y una actividad especifica

de 18 U /my.

extracto.
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Yabla 5.

Segundo experimnto de eliminacién de restos celulares
mediante un sistema de PEG 400/fosfato (1L).

Tie ENZI MA PROTEI NA F. SuUp
Cmind F.Sup F.Inf F.Sup F.Inf Act. Esp F.P
«0 0 o 0 U /mg

5 o9 14 51 43 29.3 1.9

10 71 14 55 43 19. 3 1.3

1S5 &7 13 57 42 17.7 1.2

20 o2 14 S8 46 23.7 .6

25 71 18 55 49 19.4 1.3

30 as 13 S1 44 28.0 1.9
Planta 84 8 556 22 232

Piloto 1.8

'Not.a. Se partié de un extracto celular con las siguie-ntes

caracteristicas:

de extracto cel ul_ ar,

volumen de S00 ml, actividad enzimitica de 432 U/gr

proteina de 28.7 mg/gr de ext.y una actividad

especifica de 15 U/mg.

Tabla 6.

Tercer experimento de eliminacién de restos celulares

medinate un sistema de PEG m/fosfato\(il.).

.
Tiemoo 1 ENZIMA PROTEINA F. SUP
Cmind F.Sup F.Inf F.Sup F.Inf Act . Esp F.P
0 (&4 0 (&%) U mg
s 81 20 80 46 23.1 1.8
18 79 20 48 45 23.0 1.6
30 82 19 46 37 25. 0 1.8
Planta ~
Piloto 89 i2 48 37 25. 4 1.8
'Nota. Se partié de un extracte celular con lac siguientes

caracteristicas:

de extracto,

volumen de S00 ml, actividad especifica de 434 U/ gr

proteina 31 mg/gr de extracto celular y una actividad

especifica de 14 U /mg.
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Precipitacién con PEG G000 (10%0.

Estos estudios se realizaron y solo se presentan algunos comentarios,
debido a que se presentaron problemas con el lote de PEG 6000
utilizado. Este no presenta la misma concentraciédn que el lote de PEG

anteriormente utilizado.

Este incidente repercutié en los experimentos a nivel laboratorio. Sin
embargo con el objetivo de poder darnos una idea del escalamiento del

proceso de precipitacion, se comentan los experimentos realizados.

Para el establecimiento de la precipitacién con PEG a nivel piloto por
lotes, al igual que con el sistema acuoso de 2 fases se hicieron
experimentos con un volumen de trabajo de 1 lt. en donde se estudiaron
aspectos de mezclado y de certrifugacion. El diseffo experimental fué
el mismo que para la eliminacisn de restos celulares, en el sentido de
que se mezclaron los compcnentes de la precipitacién, en el mismo
tanque a 200 rpm durante 30 =zinutos y se tomd muestra cada 5. Las
muestras fueron centrifugadas. bajo las condiciones establecidas en el
laboratorio y 1los sobrenadantes Yy precipitados analizados para
comparar los datos obtenidos con otros experimentos de precipitacidédn a
nivel laboratorio (10 mld), al! mismc tiempo que servian como control

para el sobrenadante y precip:tado obtenido en planta piloto.

De estos experimentos se puede concluir que el rendimiento de 1la
enzima y proteina en el precip:tado obtenido en planta piloto difieren
significativamente de los reniZimientos obtenidos en los precipitados
en el experimento de mezcladzc. lo cual indica que las condiciones de

centrifugacién son deterrinantes parz la precipitaciédn con PEG.

Lo que se recomienda es resolver primero el problema de precipitacion
a nivel laboratorio., y después rezlizar un experimento que indique la
influencia de la centrifugacic¢n en la precipitaciédn, para probar otras
condiciones en la centrifuga minisharples © proponer el uso de una

centrifuga de otro tipo.
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Discusién y conclustiones

A las conclusiones que llegamos con eslos experimentos es que
eliminacién de restos celulares por medio de un sistema acuoso de PEG
400/fosfato a nivel piloto (1 Ltd, se puede realizar en las

siguientes condiciones:

Mezclado. Reactor de 2 Its con un diametro de tanque de 10.9 cm.
Un impulsor A-310 de flujo axial, colocado a partir del fondo del
tanque a una altura de 1/3 del diametro del tanque, mezclando S
minutos a 400 rpm.

Separaciétn de fases. La separcién de los restos celulares se puede
usar la centrifuga minisharples (12 KrpmD a un flujo de 100 ml/min.

El hecho a que la separacién de fases se pueda realizar en una
centrifuga de rotor tubular, se debe basicamente a las caracteristicas
que presenta la fase inferior obtenida: restos celulares compactos con
el S0-60% de humedad.

Si bien es cierto qﬁe el primer paso de purificacién se puede efectuar
con el equipo antes mencionado, es necesario realizar otros
experimentos en donde se afinen condiciones de manejo de 1la
centrifuga, porque genealmente la fase superior de planta pilcto se ve
contaminada por restos celulares al principio o al final de dicha

operacion.

Una vez habiendo establecido el primer paso de purificacién en planta
piloto. se plantea escalar dicho paso 2 un volumen de 10 lts. El
criterio para realizar el cambioco de esca2las en el mezclado sera

potencia por unidad de maca (FAuquex P.F et cl 198%5>.

El cambio de escala en la centrifugacidédn e hard en funcidédn del area
de ced:mentacién (ID) de las centrifugas ucadas de acuerdo a 1la

siguiente ecuaciddn:

Q1 Q2
2
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donde 1 y Q2 es el flujo de alimentacién y Is y 22 es el area de las
centrifugas.

1 Corresponde a la centrifuga, en donde se ha establecido el proceso.
2 Corresponde a la centrifuga que se va a emplear para el

escalamiento.

43




Manufactura y aplicacién de un biocatalizador con células
inmovilizadas. Reactores enzimiticos.

Resumen:

Se monté un proceso a nivel laboratorio para la hidrélisis de lactosa
en suero de leche, utilizando una columna empacada con recirculacién
como reactor enzimitico. Se estudiaron las caracteristicas del
sustrato utilizado y se establecieron las politicas de operacién y
saneamiento del reactor. Ademis, se estudiaron las variables que
afectan la estabilidad de catalizador y se plantearon algunas
alternativas para la optimizaciédn del proceso.

Los estudios nos indican que la estabilidad del biocatalizador a 40°
es aceptable ya que éste retiene el 100X de su actividad inicial
durante 182 horas cuando se opera en un reactor de columna recirculada
con buffer a esta temperatura, as{ como en matraces agitados usando
lactosa y suero como sustratos. Tambien se concluye que con el
biocatalizador en forma de fibras se recomienda operar un reactor de
canasta y no una columna recirculada debido a los problemas en el
desgaste de las fibras por el flujo. En este sentido se recomienda
explorar el uso de esferas en este tipo de reactor. Por Gltimo se
concluye que la mejor opcién en el uso de agente sanitizante es el
peréxido de hidrégeno.
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Introduccién

Uno de los aobjetivos del proyecto es el de establecer el proceso de
hodrélisis de la lactosa en suero de leche en reactores enzimsticos.
Los estudios concernientes al manejo de reactores se ha planteado
considerandose la estabilidad operacional. las politicas de
saneamiento, las caracteristicas del sustrato y 1la eleccién del

reactor.

Tomando en cuenta lo anterior, los estudios que aqui se presentan
consideran: a) El andlisis de algunas variables que limitaban 1la
expresién de la enzima en suero de leche y b) La seleccién y operacién
de un reactor que permita la utilizacién é6ptima del catalizador, el
cual pueda ser escalado a nivel piloto.

a). Actividad lactasa en suero de leche.

En referencia a esto se ha visto que la actividad de la enzima es 1.6
veces menor en soluciones de suero de leche ajustado al 5% de lactosa
que en soluciones de lactosa a la misma concentracién. De acuerdo a
algunos autores (Agbebavi ,.1985; Mahoney, 1980) este efecto se debe al
ambiente iénico en el suero y principalmente a la presencia de iones
calcio, que se ha comprobado tienen un efecto inhibitorio sobre la
enzima lactasa, sea cual fuere su fuente de obtencién.

Tambien se reporta que, al parecer, la presencia de proteina er: el

suero de leche no tiene mayor efecto sobre la actividad de la enzima.

El contenido de calcio del suero varia de lote a lote y esto a wveces
es determinado por las necesidades de los consumudores de suero. En
ocasiones se les recomiendan a las productoras de suero determinados
niveles en el contenido de calcio por lo que estas empresas se ven en

la necesidad de ajustar esta concentracién.
El sueroc de leche es un sustrato que por su naturaleza y composiciédn

presenta un alto desarrollo de microorganismos en tiempos
relativamente cortos.Se tiene contemplado utilizar como sustrato, en
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esta etapa del proceso, suero dulce completo, secado por

aspersién.Ctodla 1).

Tabla 1.~ Composicién del suero de leche deshidratado utilizado como
sustrato en el proceso (proveedor: Kemfuds S.A.).

Lactosa 75%
Grasa %
Protefna 12%
Minerales 8%
Humedad 3%

La materia prima utilizada, reconstituida sin ningin tratamiento
presenta una flora microbiana abundante ( >10° mlcroorganismos/ml) en
la que se incluyen bacilos gram (+), bacilos gram (-) y levaduras.

Una estrategia congruente con lo anteriormente expuesto seri{ia el
tratar de eliminar la presencia de los iones calcio de la solucién de
suero de leche y evaluar si esto incrementa de manera significativa la

actividad de la enzima.

Considerando lo anterior podemos decir que la calidad de la materia
prima estari determinaca por los niveles de calcic presentes en el

suero y la carga microbiana que presente.

Es bien conocido el efectoc queiante de algunos compuestos sobre
cationes divalentes como es el caso del 1é6n calcio CCa’™>. Furia
(1972) reporta las cond:ciones éptimas para esta quelaciédn (tabla 21,
siendo, por mucho. el EDTA el compuesto mis efectivo para este

propdésito.

Uno de los inconvenientes de utilizar agentes quelantes en un sistema
como el que requiere 1a enzima lactasa consiste en que la enzima
necesita cat.ounes divalentes (Mg"y Mn'"> para su activacién por lo
que se corre el riezgo de quelacién de estos iones con la consecuente
pérdida de actividad. El establecimiento de las condiciones de

quelacién se plantea como uno de los objetivos del presente estudio.
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Tabla 2. - Constantes de estabilidad (Ki) gGe

varios quelantes de calcio.

Agente quelante log Ki
Al bimi na e.2
Caseina 2.23
Acido maléico 2.43
Acido oxdlico 3.0
EDTA 10.7

b). Selecciédn y operacién del reactor enzimitico.

En el contexto de un desarrollo tecnoldédgico que involucra un proceso
de tecnologfia enzimatica, la elecciédn del tipo de reactor a utilizarse
en dicho desarrollo, constituye una decisiédn critica que repercutira

enormemente en la viabilidad técnica y econémica del proceso final.
Existen en la literatura numerosos reportes acerca de los diferentes
tipos de reactores que pueden se utilizados en un proceso de catilisis

enzimitica (Lépez-Mungufa, 1987; Quintero, 1981).

La eleccién del tipo de reactor depende principalmente de dos

factores:

-El tipo de catalizador qQue se va a utilizar, considerando su

composicién, la forma, el tamafio y su resistencia.

-El comportamiento cinético de dicho catalizador en cuanto a si

presenta o no inhibicién (por sustrato o por productod.
Un factor adicional que debe ser contempladoc en un desarrolloe
tecnoldégico lo constituye la viabilidad del escalamiento del proceso

utilizando el reactor seleccionado.

Unc de los factores mis importantes a ser tomados en cuenta para la
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seleccién del reactor es el hecho de contar, en el presente caso, con
un catalizador en forma de fibras elaborado a base de gelatina CONUDI,
diciembre, 1089). Esto imposibilita la utilizacién de un reactor que
considere en su operacién un tipo de agitacién con grandes esfuerzos

de corte, por la fragilidad que presenta.

El presente estudio tambien i ncluye la estabilidad operaci onal del
catalizador en el reactor seleccionado y las pol {ticas de sanitizacién

establecidas para el proceso.




Materiales y métodos.
Microorganismo: Kluyveromyces fragilis NRRL-Y1109.

Propagacién: Para la obtencién de la biomasa las células se propagaron
en matraces fernbach, jarras de 14 litros y fermentador de 100 litros,

tal y como se reporta en un informe anterior (ONUDI, marzo de 1989).

Inmovilizacién de células: La inmovilizacién de las células se llevs a
cabo tal y como se describe en el informe ONUDI, marzo de 18989.

Determinacién de actividad enzimitica en células libres: La actividad
de la enzima se determiné utilizando soluciones de lactosa y suero con
una concentracién de 5% de lactosa en ambos casos. Se utilizaron S mg
de células en ambos sustratos a 40°C Yy se tomaron muestras cada S
mi nutos durante 20 minutos, deteniendo la reaccién en cada muestra
colocandolas en agua a ebullicién durante S minutos.

La cantidad de gluc?sa generada por la accién enzimitica se determind

utilizando un analizador de glucosa (glucose analizer 2, Beckman).

Determinacién de actividad en células inmovilizadas en fibras. Se
tomaron 70 mg de catalizador (peso himedo) y se siguié la misma
metodologia utilizada en 12 mediciédn para las células libres.

Una unidad enzimitica se definié como la cantidad de catalizador
Ccélulas libres o fibras) necesaria para generar i1 umol de glucosa por
minuto a 40°C.

Medicidn de 1la concentraciédn de calcio: Para la determinaciédn de los
niveles de calcio se siguié el método de dureza de calcio el cual

consiste en realizar una titulacién con EDTA (0.01 M a SO0 ml de

muestra, utilizando como indicador murexida. El cambio de color nos

indica el final de la titulacién.




Kesul tados

Efecto del 1i6n calcio sobre la actividad de la enzima.

Para el inicio de los estudios del efecto del 1i6n calcio sobre la
enzima lactasa se realizé un experimento que consistié en adicionar
diferentes cantidades de calcio a soluciones de lactosa al S% y
éstas se utilizaron como sustrato para células libres con actividad
lactésica Ctabla 3.

Tabla 3.~ Efecto del 1i6n calcio sobre la actividad lactisica en

soluciones de lactosa.

(Ca"") mgr/100 ml Actividad especifica Cu/g) % de actividad
o - 2248 100
6.6 1931 85
13.2 1959 87
19.8 1816 80
26.4 ’ 1763 78
33 1543 68

La concentracién de Ca''se ajusté con la cantidad necesaria de CaCla.

Como se aprecia en la tabla, es notorio el efecto del ién calcio sobre
la actividad de la enzima por lo que su eliminacién del suero podria

repercutir grandemente sobre la expresién de la enzima.

Con el fin de determinar los nivele- de calcio en los diferentes lotes
de suero disponibles en el laboratorio se implementd una metodologia
para su medicién (ver metodologfias), obteniendo 1los siguientes

resultados (tabla 4):
La eliminacién de los iones calcio del suero puede llevarse a cabo por

preciptacién o por quelacién. En el primer caso se puede separar el

calcio del seno del liquido por filtracién o centrifugacién. En el
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Tabla 4.~ Niveles de Ca" en 1los diferentes lotes de suero

disponibles en el laboratorio.

Lote Proveedor tca’™ mg7100 ml
A Givaudan S. A. 48
B Kemfuds S. A. 84
C Kemfuds S. A. 64 P
D Kemfuds S. A. 32

segundo caso, el complejo Ca—agente quelante se encuentra en solucién,

sin embargo, la accidén inhibitoria del catidén se vé bloqueada.

El hecho de tener un precipitado en el suero provoca que tengamos que
implementar un proceso adicional para su eliminacién, por lo que se
decidié intentar la quelacion con EDTA Cetilendinitrilotetraacetato).

El estudio de quelaciédn se inicié con relaciones mol a mol de Ca:EDTA

de 1:0.5 hasta relaciones de 1:3, seguin se muestra en la tabla S.

Tabla 5.~ Estudio de quelaciédn del ién Ca'' en soluciones de suero.s»

Relacién Ca:EDTA Actividad especifica Cusgd

Control (sin EDTAD 1729
1:0.1 1554
1:0.15 1627
1:0.2 2404
1:0.85 2299
1:0.3 2000
1:0.5 2057
1:1 1977
1:2 1346
1:3 544

I8 utilizé el lote de suero C y células libres con actividad lactasa.

En los resultados presentados en la tabla S5, se observa un pico en la

actividad espcifica (39% mayor) lo que indica una posible quelacién
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parcial del calcio presente en el suero. Sin embargo. al incrementar
los niveles de EDTA se observa una cafda dristica de la actividad de
la enzima, lo cual lo atribuimos a la quelaciédn de otros cationes
divalentes en el suero (Magnesio y Manganesoc), responsables de la

activacién de la enzima.

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos en células libres se
probaronn células inmovilizadas con diferentes concentraciones de EDTA

en suero, de acuerdo a la tabla 6.

En el sistema con células inmovilizadas, la relacién Ca:EDTA éptima
para la expresién de la actividad enzimitica es un poco diferente que
para las células libres. hecho que seguramente esti asociado a

fenédenos de difusién en el catalizador.

Tabla 6.~ Efecto del agente quelante EDTA en soluciones de

suero sobre la actividad enzimitica de células

inmovilizadas.
Relacién Ca: EDTA ' Actividad especifica (wqg) % de actividad
Control g93.5 100
1:0.2 120.8 129
1:0.25 161.5 173
1:0.33 142 152

Disefio del reactor.

El tipo de reactor que fué considerado para trabajar en esta etapa del
proyecto es un reactor de lecho empacado y con recirculacién del
sustrato. A escala de laboratorio el reactor tiene las siguienetes

caracteristicas:
longitud: 7 cm

didmetro: 1.9 cm
volumen: 20 ml
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1- Columna empacada
2- Bomba perist&ltica
3- Solucibn de sustrato
o5 o 4- Termomix

5- Parrilla agitadora

Figura 1.~ Representacién esquemitica del reactor utilizado.

L.a manera de operar el reactor se presenta en la figura 1 y consiste
en recircular el sustrato a través de la columna empacada hasta
obtener el % de éonversi 6n deseado por lo que el comportamiento
cinético del sistema corresponde al tipo descrito para un tanque

agitado.
Estudios de saneamiento del reactor.

La contaminacién microbiana en reactores es un fendémeno muy frecuente,
sobre todo si el procesc realizado implica la utilizacién de un
sustrato rico en nutrientes y temperaturas cercanas a los 37°C, como

es el caso presente.

Un tratamiento de pasteurizacién del suero (¢ 63°C durante 40 minutos)
reduce considerablemente la cantidad de microorganismos C < 104
gos/ml) por lo que se considerd innecesario un tratamiento adicional

al suero .

Al realizar hidrélisis sucesivas de 1.5 horas en estas condiciones

Csolo con pasteurizacién del suero), no se detecta un incremento
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significativo de la flora microbiana en las primeras horas. incluyendo
la flora de las fibras. A partir de la cuarta corrida (seis horas) la
cantidad de microorganismos se incrementa de manera significativa lo
que indica que las fibras han empezado a retener microorganismos,
siendo insuficiente los simples lavados con solucién buffer de la
columna al término de cada hidrélisis.

Esto nos indicaba la necesidad de establecer politicas de sanitizacién
del reactor con el fin de evitar 1la contaminacién del producto
hidrolizado.

Se realizé una revisién en la literatura acerca de 1los agentes
sanitizantes mis frecuentemente usados en reactores con enzimas
inmovilizadas (Barndt, 19875; Pastore. 1974), con el fin de seleccionar
aquellos que pudieran ser probados en nuestro reactor. Se
seleccionaron tres agentes en base a su frecuencia de uso Yy
accesibilidad en el mercado: adperdxido de hidrégeno, bdcloruro de

benzalconio y ¢dsolucién de lodo.

Con el fin de determinar el efecto del agente sanitizante sobre la
poblacién microbiana de las fibras y sobre la actividad especi{fica de
las mismas se fabricé un lote de fibras y se incubd por 12 horas en una
solucién de suero al 5% de lactosa a 40°C. Después de este tiempo se
midiéd la actividad especifica de las fibras y se realizé una cuenta
total microbiana en placa de 1los microorganismos en la fibra,

obteniendo loc siguiente:

Actividad de las fibras: 120 u/g

Cuenta total en placa : >10p HOsS7g. de fibra.

Tomando las fibras anteriores se procedié a realizar un disefio
experimental tipo Box Wilson para cada sustancia de acuerdo al siguente
protocolo:

Agente Sanitizante: Peréxido de hidrégeno

Variable centro experimental unidad exp. nivel < nivel -
Concentracién. 0.1% 0. 08% 0. 05% 0.15%
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Variable centro experimental unidad exp.

nivel + nivel -
Temperatura 33°C 7°c 40°c 25°c
Tiempo de )
exposicidn 20 minutos 10 30 10
Agente sanitizante: Cloruro de benzalconio
Variable centro experimental wunidad exp. nivel + nivel -
Concentracién 100 ppm S0 ppm 150 ppm SO0 ppm
Temperatura 33°% 7°c 40°c 25°c
Tiempo de
exposicién 20 minutos 10 30 10
Agente Sanitizante: Solucién de Iodo.
Variable centro experimental unidad exp. nivel + nivel -
Concentracién. 0.1% 0. 05% 0. 05% 0.15%
Temperatura 33°¢c 7°c 40°c 25°c
Tiempo de ]
exposicién 20 minutos 10 30 10
El disefio experimental utilizado fué el siguiente:
Disefio Box-Wilson
No de exp. interaccién variables Nivel
A B C
1 o] - - -
2 A + - -
3 B - + -
4 AB + + -
=] C - - *
] AC + - +
7 BC - + +
8 ABC + + +
Los resultados obtenidos de este disefio se presentan en las

siguientes dos tablas:

55




Tabla 7.~ Efecto del agente sanitizante en la actividad especifica de

las fibras en diferentes condiciones.

Actividad especifica Usg

No de experimento Peréxido de Cloruro de Iodo
hidrégeno benzalconio

1 o1 20 88
2 96 44 g
3 77 43 4
4 ac 53 o
S S3 24 8
6 37 22 o
7 41 48 (o)
8 40 36 o)

Tabla 8.~ Efecto del agente sanitizante sobre la poblacién microbiana

a diferentes condiciones.

Cuenta microbiana (poss/g. de fibra)

No de experimento Peréxido de Cloruro de Iodo
hidrégeno benzalconio
Control >1>a0° >1>10° >1540°
1 >13a0° >1540° 3x10°
2 3a0* >1>10° 2x10°
3 Sx10* , >1>40° 1>10°
4 840" >1>40° 2x10°
5 340" >15a0° 3>140°
6 6>40° >1:20° 2x10°
7 4x10° >1>10° 134 0°*
8 >1>a0° >1>140° 5x10°

De el anilisis de las dos tablas se concluye que el perdxido de
hidrégenoc puede ser considerado como posible agente sanitizante debido

a que presenta un menor efecto sobre la actividad de las fibras y un
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mayor efecto sobre la poblacién microbiana.
Establecimiento de las condiciones de operacién.

Para la realizacién de las hidrélisis el reactor se cargé con 11 gr de
catalizador que desplazan un volumen de 10 ml, por lo que el volumen
vacio dentro de la columna, que seri ocupado por el sustrato es de 10
ml.

En todas las hidrélisis realizadas en la columna se utilizé como
sustrato suero de leche reconstituido a una concentracién de 5% de
lactosa.

Como ya se habfa informado anteriormente (ONUDI, diciembre 1989), la
temperatura éptima de reacciédn de la enzima utilizada es de 40°C por
lo que se decidié realizar las hidrélisis a esta temperatura.

Se trabajaron diferentes flujos de operacién para determinar las
condiciones éptimas en cuanto a este parsmetro, habiendo establecido
el tiempo de hidrélisis y el volumen de sustrato para alcanzar una
conversién del 80% Ctabla 9.

Tabla 8. - Determinacién del flujo de entrada de sustrato a la columna.

Flujo Conversién obtenida Conversién esperada
ml/min Vs (cwmin) x x
17 14.3 65 80
34 28.6 78 80
St 42.9 72 80

En todos los casos se trabajé con S20 ml de suero, 11 gr de fibras con
actividad especifica de 120 u/g y un tiempo de hidrélisis de 2 horas.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudioco se decidié
trabajar con un flujo constante de 34 ml/min.

Estabilidad operacional del catalizador.

El estudio de estabilidad operacional de un catalizador debe de
contemplar dos aspectos principales: 1la 1integridad fisica del
catalizador y el mantenimiento de la actividad especifica. El primer
aspecto se vé influenciado principalmente por el flujo suministrado a
la columna y., en este caso, por tratarse de fibras de gelatina, por la
temperatura de trabajo.

La actividad especifica puede verse afectada por la salida de las
células inmovilizadas., por contaminacién del catalizador y por
inactivacién térmica de la enzima al incrmentarse el nimero de

corridas realizadas.

En un informe anterior CONUDI, 1989 se reportd la estabilidad de las
fibras Cintegridad fisicad. puestas en agitacién en matraz, a 37°C. De
acuverdo a este estt'ldio. las fibras pueden estar sometidas a agitacién
por un perfodo de 192 horas sin disminucién de 1la actividad
especifica.

Con el objeto de evaluar la estabilidad del catalizador y dicernir
entre los efectos de 1 \;, temperatura de hidrélisis, el sustrato
y el flujo utilizado gpaSRa columna, sobre dicha estabilidad, se
realizaron dos experimef columnas empacadas. En uno de ellos se
corrieron hidrélisis
buffec .de fosfatos eff

Y Fesultalon de

. referencis anteriorm i

Berc de leche y en el otro se recirculéd
ambos a 40°C Y se compararon con los
matraz agitado a los que se hizo

Los fesultados se pr h 1a tabla 10.

4
Del anflists de los JE
temperatura de 40°C no & SZ12 1a estabilidad de la enzima inmovilizada

comc se muestra en la columna recirculada con buffer y en matraz

B tados presentados concluimos: que 1la
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Tabla 10. - Efecto de la temperatura, flujo de entrada y sustrato sobre
la estabilidad del catalizador.

Actividad especifica (X

Columsna espacada matraz agitado
Horas suero buf fer suero lactosa“

(o) 100 100 100 100

24 100 125 100 100

48 45 141 70 100
72 40 125 70 a7
06 nm” 100 o4 o0

120 n.m. 100 o5 111

144 n.m 100 a5 11S
168 n.m 100 o2 a7
182 n.m 100 o4 o8

® no medido.

% lactosa en buffer.

agitado. Por otro iado. el hecho de que el suero presente una mayor
densidad e incluso algunos sélidos en suspensién., provoca que la
fuerza de desgaste ejercida por el flujo del liquido sobre el
catalizador sea mayor. Esto se interpreta como un efecto sinérgico
entre la naturaleza del sustrato y el flujo suministrado a la columna, - “
ya que observamos una caida en la actividad especifica de las fibras y S
un desgaste adicional del catalizador.

Discusién y conclusiéns

Al operar las columnas empacadas se vié que exi#t 3
asociados a la forma del catalizador Cfibrasd yih
formacién de una red compacta qu- at.rapa los 061 _

suerc, dando problemas de taponamiento y cmtaﬂmiv‘%. 1a

El uso de otras alternativas, en cuanto al disefio del reactor, § '
minimize los problemas expuestos (por ejemplo un reactor tipo cmasw
permitirfa una utilizacién mas adecuada del catalizador en forma de | _
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fibras.

Otra alternativa interesante serfa la manufactura del catalizador en
forma esférica que, con un tamafio de particula adecuado, permitiera

eliminar los inconvenientes asociados a las fibras.
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