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£studio de la prodm::c16n de la laclasa en un sislemul ali.entado. 

Resumen 

El objet.ivo de los est.udio.a present.es es el de most.rar si exist.e 

alguna relaci6n ent.re la velocidad especifica de consume de azucares 

Cqs) y la act.i vi dad espec1fica de la lactasa en c~l ulas de I<. 

frQ.6i l. is. Para ~st.o se realizaron procesos en lot.e aliment.ado a 

diferent.es kl.as mant.eniendo el qs const.ante. Los result.ados nos 

muest.ran que es posible el incremento en la acti VJ.dad espec1 fica 
-h' 

durant.e el proceso t.ant.o a klas de 13 como de 320 h siempre y cuando 

se mant.enga un qs cercano a 1. Cuando el qs se mantiene alrededor de 

valores de 2 y 3 la acti vi dad especlfica permanece constant.e y 

di smi nuye respect.i vament.e. 

Por ult.imo se compara la obt.encion de la enzima en las mejores 

condiciones obt.enidas para su producci6n t.ant.o en cult.ivo en lot.e como 

aliment.ado. 

En un cul t.i vo en l ot.e se obt.i enen 100. 000 uni dades ~s que las 
. 

oblenidas en un cult.ivo aliment.ado sin embargo. el rendimient.o por 

gramo de azucar es de 720 U/gaz. en el primero y de 1040 U/gaz en el 

segundo. por lo que el proceso a elegir para la producci6n de la 

enzima dependera de la influencia del coslo del azucar en el costo de 

producci6n de la enzima y de la facilidad en la operaci6n y cont.rol de 

los procesos a escalas ma.yores. 

Inlroducci6n 

Debido a que la producci6n de lact.asa en levaduras se ve reprimida por 

cat.aboli t.o. una de las act.i vidades plant.eadas en el proyect.o fu• el 

est.udio de un sist.ema. aliment.ado. a nivel de 14 lit.ros. evaluando 

represi6n cat.ab6lica y producci6n de biomasa. variando polit.icas de 

aliment.aci6n. aireaci6n y agit.aci6n en el medio de cultivo. 

En el report.e anterior se inform.a que al parecer exist.e una relaci6n 

ent.re la velocidad especifica de consumo de azucares por la celula y 

el cambio en la act.ividad especifica en ferment.aciones en lole. Se 
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informa que cuando la velocidad especifica del consumo de azucares por 

la c~l ula es mayor a dos la act.1 vi dad especifica t.iende a 

dism.inuir y que cuando est.a velocidad de consume es cercana a uno. la 

act.ividad especifica t.iende a aument.ar. 

El objet.i vo de los present.es est.udios es el de comprobar. si la 

velocidad espec1Cica de consumo de azucares afect.a a la act.i vi dad 

especifica independient.ement.e de los niveles de oxigeno durant.e el 

proceso. 

Materiales y M~todos 

Delerminaci6n de actividad espec1f'ica y biomasa. Se realizaron como se 

informa en los report.es ant.eriores. 

La composici6n del medio a base de suero y el denominado quimicament.e 

definido. Es la que se report.a en el informe present.ado en sept.iembre 

de 1988. 

Procesos en lote ~limentado. Se realizaron en un medi.o a base de 

suero. Se aliment.6 con una soluci6n de suero al 33.?/. con un Clujo que 

oscil6 ent.re 0. 8 a 5. 5 ml/min. 

Velocidad espec1Cica de consume de azucares. se define como: 

Qs = ds L 
dx dt. 

ds = Sn = Sn-s 

dx = Xn + Xn-1 
2 ,,, 

dt. = 1 hora 
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Result.ados 

Velocidad especifica del consu.:> de azucar y aclividad especifica de 

la laclasa. 

Los principales efect.ores en el cont.rol de la producci6n de la 

~-galact.osidasa reconocidcs hast.a ahora son la lact.osa. la galact.osa y 

la glucosa. est.o significa que la producci6n de la enzima dependera de 

1 a concent.r aci 6n de est.os y de la af i ni dad que t.engan por las 

molkulas "'blanco" para formar complejos t.ales come induct.or-represor. 

La concent.raci6n de los efect.ores en la celula. depende del balance 

ent.re la velocidad de ent.rada a la celula y la velocidad con la que 

est.a los ut.iliza. En la figura 1 se muest.ra la velocidad especifica de 

consume de azucares Cqs) y la act.i vidad especlfica a t.raves de la 

ferment.aci6n. en procesos en lot.ea klas de 13.3. 136 y 320. 

En esta figura se observa que en los t.res procesos. cuando la 

velocidad especifica de consumo de azucares es mayor a 2 la act.ividad 

especlfica t.iende a disminuir. mient.ras que cuando est.e consume es 

menor o cercano a uno est.a t.iende a aument.ar. Los valores de consume 

mayores a dos se oblienen al inicio de la ferment.aci6n mient.ras que al 

final de la ferment.aci6n. est.os disminuyen. Al parecer mient.ras mas 

pront.o se alcancen valores de consume de azucares alrededor de uno en 

el proceso. la enzima empezara a producirse. y de est.a dependera que 

al final de la ferment.aci6n se obt.engan valores de act.ividad 

especlfica simi.lares al in6culo. que consist.e en celulas de levadura 

t.ot.alment.e inducidas. 

Fermenlaciones en lote aliment.ado. 

Con el 'objet.o de aclarar si la velocidad de consumo especlfico de 

azucares. es la que det.ermina la act.ividad espec1fica. 

independient.ement.e de la velocidad de t.ransf'erencia de oxigeno en el 

medic y del est.ado metab6lico de la celula; se realizaron 

1'erment.aciones en lot.e aliment.ados a diferent.es lc:las, t.rat.ando de 

mant.ener const.ant.e la velocidad especifica de consume de azucares. 

En la figura 2 se muest.ra la act.ividad esp'9cifica durant.e un proceso 
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Figura 1. Perfil de actividad espec!fica vs qs en fermentaciones -
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en lot.e alim~nt..a.do a un kla de 320. ma.nt.eniendo una velocidad 

especlfica de consume de azocares Cqsl cercano a 1. 
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Figura 2. Perfil de act.ividad especifica en un proceso en lote 

ali.entado .anteniendo un qs cercano a 1 a un Ida de 320 

h-s. 

En la figura se observa. que la act.ividad especifica oscila ent.re un 

valor de 3500 u/g, y ~o t.iende a incrementarse como se esperaba. Esle 

comport.amient.o puede deberse por un lado. a que no hay una t.endencia a 

que se increment.e la act.i vi dad especifica cuando se liene qs bajos 

Ccercanos a 1) en el proceso. o a que el limit.e superior de act.ividad 

especifica que se puede obt.ener con est.a cepa es de 4000 u/g. Est.a 

ult.ima suposici6n se basa en dos hechos; primero. que si bien la 

actividad especifica no se increment.6. t.ampoco dis~nuy6 como se 

observa-en el proceso en lot.e a un kla de 320 h-s y segundo a que la 

acti vi dad especit'ica de est.a cepa report.ada en la 11 t.erat.ura oscila en 
CJ 

est.e valor (Mahoney. 1~. 

Con el objet.o de proseguir con los est.udios de la relaci6n entre la 

producci6n de la enzima y la velocidad especifica de consume de 

az~cares. Se asumi6 que el limit.e superior de act.ividad especifica de 

la c•lula es de 4000 u/g; por lo que algunos de los experimentos 

siguient.es se realizaron con c•lulas sin inducir. 
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Con el objet.o de verificar si es posible el incremento de la aclividad 

especific~ durant.e un prOt'eso. mant.eniendo valores de qs bajos 

Ccercanos a 1) independient.emen~e de la velocidad de t.ransferencia de 

oxlgeno y del et.ado met.ab6lico de la cepa; se realizaron 

ferment.aciones en lote aliment.ado de lcla de 320 y 13. 3 h-s ma.nt.eniendo 

un qs cercano a 1 los valores de act.ividad espec1fica que se present.an 

son los que se oblienen a part.ir de que se obt.iene el valor de qs 

deseado. En la fiaura 3 se muest.ran los result.a.dos. 
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
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Figm-a 3. Perfiles de act.ividad espec11·1ca de lact.asa en procesos en 

lot.e aliment.ado variando la velocidad de t.ransferencia de 

oxigeno y .ant.eniendo la velocidad espec1fica de consu.:> de 

azucares. 

Se observa que en ambos procesos la act.ividad espec1fica t.iende a 

increment.arse; en los dos procesos el increment.o en act.ividad 

espeeifica con respect.a a la. inicial es de 1200 u/g. Est.8s 

experiment.os mueslran que es posible un incrementc en la act.ividad 

especifica en un proceso; independient.ement.e de la velocidad de 

t.ransferencia de oxigeno en el proceso. 

Con el objet.o de observar el perfil de act.ividad especifica en un 

proceso en lot.e aliment.ado, mat.eniendo valores da qs ma.yores a 1. se 

realizaron fermenlaciones. t.ra~ando de mant.ener const.antes valores de 
-s 

qs cercanos a 2 y 3 a lclas de 13.3 y 136 h respect.ivarnent.e. En la 
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f'igura 4 se muest.ran los result.ados . 
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Figura '· Per:fil de aclividad especlfica en procesos en lole 

ali-nlado, ..anleniendo valores de qs de 2 y 3. 

Se observa que en un valor de qs cercano a dos la act.i vi dad especifica 

se increment.a un pc;>co pero t.iende a permancer const.ant.e. mient.ras que 

a valores de qs cercanos a t.res la act.ividad especifica t.iende a 

disminuir. 

En 1 a t.abl a 1 se r esumen: 1 os r endi mi ent.os en bi omasa y et.anal • asi 

como la variac16n en la act.ividad especifica obt.enidos al :final de las 

:ferment.aciones en lot.e aliment.ado. a di:ferent.es velocidades de 

t.ransferencia de oxigeno. mant.eniendo const.ant.e la velocidad 

especifica de consumo de azucares. 

Tabla 1. Caracterislicas de las fer~ntaciones en lole ali-nlado a 

dif erenles klas. 

Proceso ~ qs 

l~l 
A 1 320 

B 1 13 

c • 2 13 

p ,....-
3 130 ---

[ 

Act. Esp. ] 
Cu/g) 

inic. final 

800 2000 '1. 

2300 3500 \. i 
2800 3200 

. 
\ . 

4000 234() 

11 

[ 

Yx 
g eel 

gaz 

0.25 

0.13 

1 I 
.. -:, ..... 

0.135-:, 

o.i 

Yet.-oH 

g •t.=OH ] 
gaz 

0.12 

'0.22 

0.2 

0.14 

<.1 
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Se observa que la var1ac16n en la act.ividad espec1f1ca. depende de la 

velocidad espec1fica de consumo de azucares. indepc~dient.ement.e de la 

velocidad de t.ransferencia de oxigeno y del est.ado met.ab611co de la 

c~lula. As1 t.enemos que en los pro::esos A y B. en donde se mant.uvo un 

valor de qs bajo hay el mi.smo increment.o en la act.ividad especif'ica. a 

pesar de t.ener velocidades de t.ransf'erencia de oxigeno alt.as y bajas. 

con est.ados met.ab6licos diferent.es Cmayor rendimi.ent.o en bioma.sa en A 

y mayor rendimient.o en et.anol en 8) por olro lado en los procesos B y 

C en donde se t.iene una velocidad de t.ransferencia de oxigeno similar 

con un est.ado met.ab6lico similar. el increment.o en la act.i vidad 

espec1fica es de 800 u/g mayor en el proceso B en donde se manluvo un 

qs cercano a 1 . 

Al f'inal del proceso D se obt.iene una disminuci6n import.ant.e de la 

act.ividad espec1fica. a diferencia de lo que se obt.iene en el proceso 

en lot.e a est.e mismo lc:la; t.ambi~n podemos observar que los casos D y A 

present.an caract.er1st.icas met.ab6licas similares. por lo que al parecer 

lo que delermina la d:.sminuci6n de la act.ividad especifica al final 

del proceso D es la ve!ocidad especifica de consume de azucares. que 

en est.e caso fu~ mayor a 2. 

Regulaci6n negativa u~ positiva. 

Como se mencion6 ant.eriorment.e. la expresi6n de la (l-galact.osidasa o 

lact.asa en levaduras est.~ regulada a t.raves de una regulaci6n negat.iva 

por el oper6n de lac. en donde la galact.osa y la lact.osa han sido 

ident.it'icados como induct.ores y por una regulaci6n posi t.i va o por 

cat.abolilo por glucosa. La lact.osa es hidrolizada en el int.erior de la 

c6lula en sus monosa=~ridos glucosa y galactosa. por lo que la 

producci6n de la enzis.a se puede ver afect.ada por los fen6menos de 

inducci6n y represi6n cat.ab6lica en f'orma simul t.~nea. Trabajos de 

Hewi t.t.. G. M. 1984. han post.ulado que el fen6meno de represi6n 

cat.ab6lica se observa cuando hay un exceso de azucares Cglucosa) en el 

medio. y que una form.a de eliminar est.a si t.uac:i6n es el cul t.1 vo en 

lot.e ·aliment.ado. ya que al increment.arse el volumen se diluyen 

1 os azOcar es. 

La explieac16n y la relaei6n ent.r• una baja act.ividad especific:a y 
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allas velocl~ades espec1f1cas de consumo de azi!cares pudiera ser el 

result.ado de una repres16n por calabolilo al liberarse la glucosa al 

int.erior de la celula; sin embargo como t.a:1nbien ya se mencion6. la 

velocidad espec1fica del consumo de azOcar por la celula. refleja un 

balance ent.re lo que ent.ra en la celula y lo que ut.iliza. por lo que 

ot.ro Cen6meno que explique la baja act.i vi dad espec1f'ica vs alt.as 

velocidades especlCicas de consumo de azOcares es la disminuci6n en la 

inducci6n. lo que querria decir que a alt.as velocidades d~ consumo de 

azucar la celula ut.iliza est.os ~s r~~idament.e. de t.al Corma que no 

hay una total inducci6n. disminuyendo la act.ividad especifica de la 

enzima. 

Con el objet.o de observar si a al las velocidades especlf'icas de 

consumo de azucares hay una dism.i.nuci6n en la inducci6n; se procedi6 a 

cul t.i var las celulas de I<. /rqi. l. is a bajas y al las velocidades de 

t.ransf'erencia de oxigeno en un medio qulmicamente definido ut.ilizando 

galact.osa como induc~or y unica Cuent.e de carbono. Trabajos realizados 

por Dickson. han most.rado que la galact.osa induce la producciOn de la 

~-galactosidasa en levaduras. ~t.a inducci6n es similar a la lact.osa 

ya que en concent.raciones equivalent.es se obt.ienen los mismos niveles 

de inducci6n. por ot.ro lado. est.cs mismos estudios sugieren que al 

i gual que en el 

induce si no el 

lact.osa. 

oper6n de lac. 

product.a de la 

C. cc·. i la lact.osa por si sola 

act.i vi dad de la lact.asa sobre 

no 

la 

En la figura 5 se muest.ran los per-files de act.ividad especit'ica de 

laclasa obt.enidos en un cult.ivo en lot.e. con bajas velocidades de 

t.ransferencia de oxigeno. t..-tilizando diferenles concent.raciones de 

galact.osa como unica fuent.e de carbono y energia. 

En la t'igura se observa que erect.ivament.e la galact.osa induce la 

sinlesis de la la.ct.as.a y como cualquier induct.or la act.ividad 

especifica aument.a al aum.r.lt.ar la concent.raci6n de Ht.e. En est.e 

experiment.o se midi6 el qs par-a cad.a concent.raci6n de galact.osa. 

obleniendose valores de qs .. nores a 2. 
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Figura 5. Pertil de acti'Yidad especltica de lactasa obtenidos 

cultivando las c•lulas de K. frQ6ilis en bajas velocidades 

de transterencia de oxlgeno con galactosa com> Cuente de 

carbono. 

En la f"igura 6 se present.an la compa.raciOn en perf"il de act.i vi dad 

espec1fica en un cult.ivo con alt.cs niveles de t.ransf"erencia de 

oxlgeno. ut.ilizando galactosa y lact.osa como induct.ores y f"uent.e de 

carbono y energla. 

7 

Figura 8. Ferfll de actlvidad espec1tica de lactasa obtenidos 

culttYando las c•luals de K. /r04ili• en altas velocidades 

de transterencia de ox1geno con galactosa come> fu.nte de 

carbono. 
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En la figura 6 se observa que la act.1vidad especifica clisminuye a(ln en · 

presencia de galact.osa. se mJ..dieron los qs. y en ambos ca.sos los ,,--
Va.lores encont.rados fueron Gie 2 J....yores. 

Est.os result.ados sugieren que la dis1Dinuci6n en la 1nducci6n puecte 

est.ar relaciona.da con al t.os qs y que ~t.e fen6meno es t.an o ~s 

import.ant.e que la posible represi6n cat.ab6lica. provocada por la 

presencia de glucosa una vez hidrolizada la lact.osa. en el int.erior de 

la c6lula. 

D1scus16n y Conclusi6n 

Los es•_udios realizados sugieren que la relaci6n enlre la producci6n 

de la (l-galaclosidasa en c6lulas de I(. frQ6i. l i.s y la velocida.d de 

t.ransferencia de oxigeno es al t.erando la relaci6n de los azocares. 

lact.os~. glucosa y galact.osa en el int.erior de la c6lula. a t.ra~s del 

aument.o o disminuci6n de su consume dtirant.e el proceso. 

La relaci6n de los azucares al int.erior de la c6lula parece afect.ar 

mas la regulaci6n negat.iva Cinducci6n por lact.osa y galact.osa) que la 

regulaci6n posi t.i va Cregulaci6n por cat.a.boli t.o) i ya que a alt.as 

velocidades de t.ransferencia de oxigeno con qs ma.yores a dos la 

act.ividad especlfica disrninuye aun cuando la c6lula es crecida en 

ausencia de represor Cglucosa) y en presencia de induct.or Cgalact.osa). 

Est.e fen6meno se puede explicar como el comprosniso que t.ienen est.as 

1110l6culas ent.re act.uar como ef'ect.ores y fuent.es de carbono y energia. 

Est.e comport.amient.o puede expl icar la relaci6n del oxigeno con la 

producc16n de ot.ras prot.elnas como la penicilino acilasa e~ c6lulas de 

£. coli. CL. Casas. 1981) y la prot.eina hibrida cadena b- de 

1nsulina-(l-galact.osidasa en c6lulas de £. coli. CE. Galindo. 1QQb). En 

el priaier ca.so el •cido f'enilac•t.ico se ut.111za. como fuent.e de 

carbono e induct.or y en el segundo ca.so la lact.osa desempef[a el misJDO 

pa.pel. En ambos ca.sos a alt.as 01R en el proceso menor es la act.ividad 

espec1f1ca. Asi est.e fen6meno deber• de ser considerado para la 

producci6n de prot.einas en ddnde mol«:ulas induct.eras t.ambi6n sean 

ut.ilizadas como fuent.e de carbono y en la est.rat.egia para la elecci6n 

de promot..ores cuando se desea sobre expresa.r una prot.eina por t.6cnicas 

15 



d·.! 1ngenier1a gen~t.ica. 

Por ult.imo. uno de los obJet.ivos del proyect.o es el de comparar el 

cult.ivo en lot.e con el c1.,lt.ivo en lot.e aliment.ado. En la t.abla 2 se 

present.a una comparaci6n ent.re los procesos en lot.e y en lot.e 

aliment.ado en donde se obt.iene una mayor producci6n de enzima. 
\. . --;· 
...)..._ ..... •" 

Tabla 2. Producci6n de lact.asa en c~lulas de K. /rQ.6ilis cult.ivadas en 

un cult.ivo en lole y un cult.ivo ali.:!nt.ado. 

Ti po de cul t.i vo U t.ot.ales U/g azucar ), Act. Esp. Biomasa 
Cg c~lulas) 

En l ot.e -360 -000-
~- - .---

En lot.e aliment.ado ~ 

Escala de 10 lt.s. 

720 

1040 

CU/g) 
.. -:~''' ~·i _ ... •· .... ,~ ~ 

90 
<iO 

?'e. e 

En la t.abla se observa que el rendimient.o de enzima. por gramo de 

azucar ut.ilizado es mayor en el cul t.i vo aliment.ado. sin embargo se 
+o. 000 

obt.ienen "i"eG eoo unidades ~ en un cult.ivo en lot.e que en un cult.ivo 

aliment.ado. debido a que en el primero se obt.iene mayor biomasa. Est.os 

result.ados nos indican que el proceso a elegir. dependera de la 

in1"luencia del cost.o de la fuent.e de carbono en el cost.o de la 

producci6n de la enzima y de la facilidad en la operaci6n YI 
cont.rol de cada uno de los procesos en es cal as ma.yores. I 

I 
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<:aract.erizaci6n bioqu1.aica de la enzi .. 

Resu.en 

En est.a secci6n se presentan los est.udios de est.abilidad de anaquel de 

la enzima. puriCicada y la acti vidad del ext.racto enziU.t.ico in vivo. 

La enzima. purif'icada f'oraulada en condiciones est.~riles. en glicerol 
0 

con sales de Cosf'ato. aagnesio y manganese a 4 C ma.ntiene el ~ de su 

act.i vi dad 1 ni ci al a 1 os 50 di as de al ma.cenami ento. 

El ext.ract.o enziU.t.ico present.a act.i vi dad de lact.asa in vivo. 

recomendAndose que se realicen est.udios de int.olerancia con d6sis de 

2000 mg del product.a. 

Introducci6n 

Un aspect.o imporlant.e en la evaluaci6n de un product.o. es su 

est.abilidad en el almacenamient.o o vida de anaquel. Es por est.o que en 

el proyect.o se ha plant.eado la evaluaci6n de la enzima lact.asa 

purificada a t.rav~s de un sist.ema acuoso de 2 fases. 

Par a una eval uaci 6n compl et.a es i rnpor t.ant.e anal i zar est.a.bi l i dad de 

anaquel de la enzima a dif'erent.es t.emperat.uras en funci6n de su 

act.ividad. as1 como la posible cont.aminaci6n microbiol6gica del 

product.o oblenido. 

Una segunda evaluaci6n es analizar la act.ividad de la enzima in vivo. 

est.o significa la capacidad de la enzima para h~droliz~r a la lact.osa 

de la leche in vivo; con el objet.o de ut.ilizar el product.a en la 

t.erapia in vivo de pacient.es intolerant.es a la lact.osa. 

El objet.ivo de los est.udios present.es es el de evaluar la est.abilidad 

de anaquel de la enzima purif'icada. formulada en glicerol y sales de 

fosfalo, magnesio y manganese as1 como la evaluaci6n del ext.ract.o 

enzim.lt.ico Cc~Uulas de levadura sec:as) iil vivo. 
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Metodologia Cestabilidad de la enzima en anaquel> 

Preparac16n de la enzi.a purificada. Se purific6 a. la lact.asa por 

medic de un sistema acuoso con PEG 400/f'osfat.o y una precipit.aci6n con 

PEE 6000 (4 sist.emas de aproximadament.e 200 ml). El product.o obt.enido 

se almacen6 en dos condiciones diferent.es. Dos de los precipit.ados. se 

resuspendieron en amort.iguador de fosfat.o. 1 M pH 6.6 Clot.e A y 8) y 

los ot.ros dos se resuspendieron en el mismo amort.iguador y se le 

ad1cion6 glicerol al SOX Clot.e C y 0). Los cuat.ro lot.es se almacenaron 

a 4°C. 

A los 4 lot.es de enzima se les det.ermin6 act.1 vi dad enzimAt.ica durant.e 

2 y 3 meses respect.ivament.e. con el objet.o de evaluar la est.abilidad 

enzimAt.ica en el almacenamient.o. A los lot.es con glicerol CC y 0) 

ademAs se les hizo un est.udio microbiol6gico. 

Est.udio JU.crobiol6gico. Oicho est.udio consist.i6 en plaquear el 

product.o obt.enido en la. purificaci6n Cprevia diluci6n) en cajas con 

medio luria para el. crecimienlo de bact.erias y en cajas con medio de 

exlract.o de malt.a para el crecimienlo de levaduras. La diferencia 

ent.re los lot.es fu~ que el lot.e 0 se suspendi6 en condiciones 

est.~riles Camort.iguador esl~ril). 

Result.ados 

Estabilidad de la enzi.a 

A.llnacenamient.o de la enzi.a en a.or-t.iguador de fosfat.o. Los result.ados 

obt.enidos para el almacenamient.o de la enzima usando ~nicamaenle 

amorliguador de fosfalo son moslrados en la figura 1. 
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Figura 1. Estabilidad de la enzi-. cuando se almacena en a.:»rt.iguador 

de fosfalo .1M pH 6.6. 

En dicha f'igura se puede observar que el product.o conserva su 

act.ividad durant.e los primeros 10 dias, despu~s de los cuales la 

act.ividad enzimi.t.ica empie:za a decaer hast.a que a los 50 dias conserva 

unicament.e el SO-/. de la misma.. Por lo t.ant.o se puede concluir que la 

v1da media para la enzima almacenada en amort.iguador de fosfalos es de 

50 dias. 

Almacenallliento de la enzima en a.mrt.iguador de fosfalo y glicerol. 

Los result.ados obtenidos en est.e experiment.o se muest.ran en la figura 

Z. Est.os indicara que la en:zima es ~s est.able almotcenada en est.as 

condiciones, pueslo que la act.ividad enzi~t.ica decae ~s lent.ament.e 

que la en:zima almacenada solo en amort.iguador de fosfat.o. 
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Figura 2. Est.abilidad de la enzi.a cuando se almacena en amortigladdor 

de fosfatos .tM pH 6 con glicerol so•. 

Con est.e m&t.odo la act.ividad enzi~t.ica inicial se mant.iene hast.a los 

30 di as. despues de l os cual es la act.i vi dad er zi mAt.i ca empi e:za a 

decaer. A los 50 d!as el product.o conserva el 65% de act.ividad. 

Estudio microbiol6qico. 

Los result.ados obtenidos del e~t.udio microbiol6gico son moslrados en 

las figuras 3 y 4. En la figura 3 se observan los result.ados cuando 

el produclo se resuspendi6 en condiciones no est.~riles. Se puede 

observar que hay una alt.a conlami naci6n microbiol6gica C180 X 10' 

microorg/ml) lant.o para medio para bact.erias como para levaduras. 

Tambien se observe que la poblaci6n microbiana baja considerablement.e 

cor·, el lranscurso del liempo, le cual es favorable para el produclc. 

Esl.a disminuci6n es. la esperada. ya que la act.ividad de agua en la 

formulaci6n es muy baja. 
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condiciones no est.~riles. A medio luria. ~ medio con 

ext.ract.o de malt.a. 
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Figura 4. Result.ados oblenidos en el est.udio 1Ricrobiol6gico cuando el 

producto obt.enido de la puriticaci6n se resuspendi6 en 

condiciones est.•riles. 0 .-dio luria. • -dio con extracto 

de .alta. 
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La f'igura 4 

resuspend16 en 

aJDOr t.1 guador de 

nos muest.ra las result.ados cuando el product.a se 

condiciones est.eriles Ccerca del mechero y con 

f'osfat.os est.eril). L.a cont.aminaci6n microbiol6gica 

observada en est.as experiment.as f'ue menor que cuando se resuspendi6 en 

condiciones no est.•riles. siendo el comport.~ent.o similar t.ant.o para 

bact.erias. como para levaduras. En est.a cinet.ica t.ambien ser observo 

un decrement.o en la poblac16n microbiana en el t.ra.nscurso 

del al ma.cenami ent.o. 

Discusi6n y conclusi6n 

Los est.udios nos muest.ran que la est.abilidad de la enzima en la 

formulaci6n con glicerol es adecuada y que a los 50 dias de 

almacenamient.o est.a mant.iene alrededor del 6~/. de su act.ividad 

inicial. Con respect.o al est.udio microbio16gico la conclusi6n seria 

que es posible aplicar el formulado en forma est.~ril despues de dias 

de almacenamient.o. Sin embargo es recomeneable t.rat.ar de af'iadir un 

conservado. Est.e conservador deberA ele;µ.rse en funci6n de la 

aplicaci6n del product.o. 
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Melodologla Caclividad de la enzima in vivo) 

Sujet.os. Se est.udiaron 10 sujet.os. adult.os sanos. en un rango de edad 

de 22 a 40 al'ios_ Del t.ot.al de sujet.os 2 fueron hombres y 8 mujeres; 9 

de ellos nacidos en ~xi.co de padres Nexicanos y uno nacido en el 

Salvador de padres Sal vadorel"ios. Les sujet.os est.udiados se 

seleccionaron de acuerdo con su capacic:lad de cligerir a la lactosa_ 

Para est.o se realiz6 una prueba de t.olerancia a la lact.osa 

Ct.rat.amient.o K). la cual consist.16 en la admin1st.raci6n de 360 ml de 

leche int.act.a CMi leche. Uconsa S. A- de C. V. • ~xico) a 19 sujet.os; 

aquellos cuya excreci6n de hidr6geno en el aire espirado. durant.e las 

5 horas post.eriores a la ingest.i6n de la leche. present.6 un increment.o 

mayor a 20 ppm. fueron clasificados ca.> individuos ma.los digest.ores 

de lact.osa e incluidos en los est.uclios post.eriores_ La prueba se 

realiz6 de acuerdo a procedimient.os report.ados previament.e CRosado 

J_ L- 1985. 1987)_ 

Trataalentos. Los 10 sujetos que resul taron ser malos digest.ores de 

lact.osa se estudiaron post.eriorment.e mediant.e la aplicaci6n de 6 

t.ratamient.os diferent.es. De est.os 5 t.rat.amient.os Ct.rat.amient.os B. c. 
D. E y F) consistieron en la administ.raci6n. a cada sujeto. de 360 ml 

de leche intact.a adicionada con dosis gradual es de una 

bet.a-galact.osidasa microbiana CBGM:> obt.enida de levadura y 

desarrollada po~ el CEINGEBI. Los t.rat.amient.os fueron los siguient.es: 

8) 3e0 ml de leche int.act.a ~dicionada con 500 mg de BGM. 0 360 ml de 

leche intact.a adicionada con 1000 mg de BGM. 0) 360 a:.l de leche 

int.act.a ad.:.cionada con 150 mg de BGM. E) 360 ml de leche intact~ 

adicionada con 2000 mg de BGM y F) 360 ml de leche int.acta adicionad' 

con 2500 mg de BGM. Como cont.rel posit.ivo se incluy6 en el anilisis la 

~espuest.• cbtenida en el t.ralamient.o A con leche int.act.•; finalment.e 

se somet.16 a t.odos los sujet.os a una s6pt.1ma prueba Ct.rat.amient.o G) en 

la que se admin1st.raron 360 ml de leche int.act.a previament.e t.rat.ada 

con una bet.a-galact.os1dasa obt.enida de Kluyveromyces Lactis. El 

t.rat.am.ient.o consist.16 en la adici6n de 250 mg de la enzima a 360 ml de 

leche: pero en esle caso se adicion6 24 horas ants de su consumo y se 

dej6 en refrigeraci6n durant.e est.e periodo. Est.e procedimient.o produce 

una hidr6lisis del QO a 100-"' de la lact.osa inicial CRosado J. L .• 

24 

1 
J 



1988); por lo que se le denoain.a en est.e report.e coma leche 

hi droli zada ': LH). 

Todos los t.rat.aai.ent.os f"ueron adainist.rados en la aa.rtan.a desp~s de un 

ayuno de por lo menos 12 horas. El orden de los t.rat.amient.os B al G 

var16 en cada uno de los sujet.os y se hizo en :for.a de cuadro lat.ino. 

Digest.16n de lact.osa. La capacidad de digest.i6n de lact.osa con cada 

uno de los t.rat.aaient.os se evalu6 Mediant.e el anAlisis de h1dr6geno en 

el aire espirado. post.erior a la ingest.i6n de cada t.rat.amient.o CRosado 

~- L .• 1985). Para est.o. se t.omO una muest.ra de aire espirado antes de 

la ingest.i6n del t.rat.amient.o respect..i vo y a i nt.ervalos de 30 minut.os 

durant.e las 5 hora.s post.eriores. La.s muest.ra.s se t.omaron haciendo 

respirar al sujet.o a t.ra'Ws de una vilvula Hans-Rudolph. la cual 

est.aha unido a una. bolsa de hule y est.a. a su vez. conect.ada a una 

jeringa de plast.ico de 25 cc. 

La muest.ra de a.ire espirado obt.enida en la jeringa se ana.liz6 para 

conocer la concent.raci6n de hidr6geno ut.ilizando un cromat.6graf"o de 

gases CMicrolyzer M-12. Quint.ron Inc. Wl) de det.ecci6n elect.roquimica. 

Las evaluaciones con cada uno de los 7 t.rat.arnient.os se realizaron en 

ayunas y durant.e la eva.luaci6n de 5 horas los sujet.os no ingirieron 

aliment.a alguno except..o agua y t.ampoco se les promet.i6 !'uma.r; las 

pruebas se realizaron dejando un periodo m.lnimo de 72 horas ent.re cada 

~na. con el fin de evit.ar una disminuci~n en la capaci.:lad individual 

de producir hidr6genc debido al efecl~ residual del lrat.a~~ent.c 

anterior en la flora i:.~es~inal CDerma:-. .!. /.._. 1991)_ 

Tolerancia a la 11&closa. Con cada t..rat..arr.ient.o se l levo .a. cabo un 

regist.ro de los s1nt.omas cl1nicos asoc:.ados cor. l' •.olt0-:-.;.n.::..-.. c. .:.o~ 

carbohidrat..os. al t.eraunar cada prueba de 5 horas !.e pid10 a c•da 

suje~o que llenara un cuest.ionario en el que se pregun~4ba sobre l• 

presencia de slnlomas y su drast.icidad observados durant.e el per1odo 

de esludio. Los sint.omas incluidos en el cuest.ionario fueron: 1) dolor 

de cabeza, 2) cOllco abdominal. 3) !lat..ulencia, 4)dolor de piernas y 

5:>d1arrea. Los sinlomas 1 y 4 se incluyeron para dislraer la alenci6n 
~l sujet.o. ml•nt.ras que los slnt.omas 2, 3 y !5 son los que est.An 
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asociados con la t.olerancia/int.olerancia a los carbohidrat.os y por lo 

t.ant.o fueron los que se incluyeron en el a~lisis. Para calU'icar la 

drast.icldad. se pid16 al sujet.o que det.erminM"a si la presencia del 

slnt.oma era -1eve-. "-=>derada" o "f'uert.e•·. 

~isis de clat.os y consideraciones est.adist.icas. La capacidad de 

digest.16n de lact.osa se aidi6 por el increment.a ~xi-=> en la curva 

individual de e:xcreci6n de hidr6geno. obt.enida duraiat.e las 5 horas de 

observaci6n. En el present.e t.rabajo se ut.iliz6 el cri t.erio 

convencional de 20 ppm de increment.o de para det.erminar si el sujet.o 

era o no ma.I digest.or de lact.osa; est.a evaluaci.6n se aplic6 a t.odos 

los t.rat.amient.os. 

La cal 1 Ci caci 6n de s1 nt.oaas se det.ermi no consider ando t.ant.o la 

presencia c~ la drast.icidad de cada uno de los sint.omas evaluados. 

la prsencia de _ c6lico abdominal y f'lat.ulencia recibieron una 

calif'icaci6n de 1. 2 6 3 cada uno. dependiendo si se present.aron en 

f'orma leve. -=>derada o f'uert.e respect.i vament.e; la. presencia de diarrea 

se calif'ic6 como 2. 3 6 6 en el mismo orden. Est.o hace un.a 

calif'icac16n t.ot.al ·para evaluar la t.olerancia de 0 a 12. 

La efect.ividad de las enziimas est.udiadas se evalu6 comparando cada 

una de las variables est.udia.das ent.re los diferent.es t.rat.amient.os; 

est.a comparaci6r. est.ad1s~ica se hizo ut.ilizando la prueba de 

dif'erencia mini ma de cuadros CSnedecor G. W .• 1989). 

Result.ados 

Digest.i6n y t.olerancia de la laclosa. El promedio de la excreci6n de 

hidr6geno durant.e las 5 hora de observaci6n en los 10 sujet.os 

est.udiados con los 7 dife:-enles tro;.t.amient.os se muest.ra en la figura 

1. 

L..a excreci6n ~s alt.a la present.a el t.rat.amienlo con la lact.osa 

int.act.a Ct.rat.amient.o A); la adici6n de la enzima en el rango de 500 a 

1500 mg causa una disminuciOn ligera en la excreci6n de hidrOgeno, 

representando hidr6lisis de lactosa en el t.ract.o digestive. La adici6n 

de la enzima en el rango de 2000 a 2500 mg disminuye aun ms la 

excrec16n de h1dr6geno; pero aun a estos niveles de enzima la 
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respuesla es baslanle diCerenle en ccmpa.rac16n con el lrat.amient.o con 

leche libr~ de laclosa CLff). 
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Figura 1. Evaluaci6n de la excreci6n de hidrOgeno en sujet.os con 

diterent.es d6sis de laclasa. 

La t.abla 1 resume las result.ados obt.enidos en cuant.c a la digest.i6n de 

lact.osa y t.olerancia a cada uno de los t.rat.aaient.os incluidos en el 

est.udio. 

Tabla 1. Excreci6n de hidr6geno y sint.o.as present.ados por 10 sujet.os 

des~ de la ingest.16n de 360 al de leche int.act.a <LI>., LI 

adicionada con dosis-graduales de bet.a-galact.osidasa y leche 

con la laclosa hidrolizada CUD. 

Tr at.anti ent.o No. de sujet.os Excreci6n H Calif'icaci6n 
20 ppm Cppm:> 

2 
de sint.oaas max. 

+ + 
Leche int.ac~a CLI) I. 10/10 (1('~~~ 50.8 - e.e 0.8 - 0.4 

u + 500 mg enzima B 8/l.O ceo-..o 40.2 
+ + - 6.8 0.7 - 0.5 
+ + 

LI + 1000 mg enzi.a c 8/10 (80~.) 31.5 - 3." 0.2 - 0.1 

LI + 1500 mg enzima 0 8/10 (80%) 24.1 
+ 
- 4.2 0.2 

+ 
- 0.1 

LI + 2000 mg enzima E 5/10 CS0-..0 
+ + 

0.1 20.2 - 3.0 0.1 -
u + 2!500 mg enzimai F 3/10 l 3()--" 16.3 

+ + 
0.1 - ,_, 0.4 -

Leche hidrolizada CLH) G 0/10 8.2 
+ + - 1. 6 0.2 - 0.1 
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Por definici6n. el 100X de los sujelos fueron aalos digest.ores con la 

lec:he int.act.=-. est.o se redujo a SO-"" de los sujet.os -.ediant.e la adici.6n 

de 500 a 1500 1119 de la enziaa; es decir. con los t.rat.amient.os C. D y 

E. 8 de los 10 sujet.os alcanzaron un increment.o en la excreci6n de 

hidrOgeno ~ 20 ppa y por lo t.ant.o se considera que present.aron 

cant.idades significat.ivas de lact.osa que no fueron digericlas. La 

adici6n de la enziaa en .a.yores cant.idades hizo que SO-/. de los sujet.os 

fueran malos digest.ares con 2000 1119 de la enziaa Ct.rat.ament.o E>. y 

s6lo 309"" con 2500 mg de la enzima Ct.rat.aaient.o F:>. Los va.lores con 

est.os dos t.rat.amient.os aunque const.it.uyen disminuciones import.ant.es. 

son U.s al t.os que el valor encont.rado con la leche hidrolizada 

Ct.ratamient.o G:>-

Una t.endencia similar se observa cuando se cc.par a los increment.os en 

la excreci6n de hidr6geho. aunque se observa una disminuc16n en la 

excrec16n de h1dr6geno y por lo t.ant.o en la mala digest.i6n de la 

lact.osa. con cualquiera de los ni veles de enzima adicionados. est.os 

solo son significat.ivos con 2000 y 2500 mg de la enzima. Est.a 

disainuci6n. sin embargo. a\in con la dosis ~ alt.a de la enzima, no 

logr6 una hidrolisis complet.a de la lact.osa en la leche. seg{Jn se 

demuest.ra por la comparaci6n de est.e t.rataauent.o con la prueba de LH. 

En lo que se refiere a la t.olerancia. los ni veles de int.olerancia 

alcanzados con cualquiera de los t.rat.amient.os no son clinicament.e 

relevant.es. 

Cabe mencionar que las dosis de enzima ut.ilizados en el present.e 

es~u~10 se seleccionaron considerando inves~igaciones previas CRosado 

J. L .• 1985. 1988) y los niveles de act.1vidad report.ados por el grupo 

del CEINGEBI para el product.o desarrollado. 

Discusi6n y Conclusiones 

Se evaluo la act.ividad in vivo. del ext.raclo enzimt.ico producido en 

el proyect.o. La enzima corresponde a c~Hulas complet.as de levadura 

sec.as con una act.ividad de 2000 U/g. En los est.udios se observ6 que el 

comportamient.o de est.e product.o con respect.o a la excrec16n de 

hidr6geno es int.erlnedio ent.re el present.ado por 1 as en:zi mas 
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purlficadas de K. lo.cLis y de As~r6illus oriz~. Es posible explicar 

est.e co91pC>rt.aaient.~ st se considera que se t..rat..a de c•lulas co.plet.as. 

P~ concluir que el product..o present..e una adecuada .act..ividad in 

vivo recOIDef\da.ndose un est.udio ~ int..olerancia con '.ma d6sis de 2000 

mg. para est.ablecer claraa.ent..e el t..rat..aai.ent.o adecuado a.4ra la t.erapia 

adecua.da a personas lnt.olerant.es. 
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Escalament.o del proceso de pm-it1caci6n de la lact.asa. 

El objet.1 vo de los presenles est.udios f'~ el de est.ablecer el proceso 

de purif'icaci6n de la lact.asa por un sist.eaa. a.cuoso de dos f'a.ses y 

precipit.aciOn con PEG eooo. a nivel de plant.a pilot.o. 

En el proceso se consideran dos et.a.pas f'undament.ales. la primer-a 

denoainada como eliainac16n de rest.OS celulares. en donde el ext.ract.o 

celular obt.enido por rupt.ura en el holllogenizador. se suspende en un 

sist.ema con ?59-" P/V PEG 400 y ge"' P. V de f'osf'at.os. se mezcla y se 

cent.rif'uga para la el1ainac16n de los rest.os celulares. La f'ase 

superior recuperada de est.a et.apa se le adiciona PEG 6000 al 10--" P/V 

para la precipi t.aci6n de la lact.asa. 

El volumen de t.rabajo ensayado en la primera et.apa f'u6 de 1 lit.re y 

los porcent.ajes ent.re la enziaa y la prot.eina recuperada a n1 vel 

laborat.orio y plant.a pilot.a vario ent.re 4 y 11~ para la enzima y de 2 

a ~ para la prot.eina. El !'act.or de purificaci6n obt.enido en est.a 

et.apa en el laborat.orio fu~ de 1. 7 en promedio y de 1. 6 en plant.a 

pilot.o. Por problemas en la calidad del PEG 6000 suminist.rados no se 

present.an los dat.os obt.enidos en los experiment.OS de precipit.aci6n. 
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Int.roducc16n 

En el inf'orme pasado CONUDI 1989) se report.6 un proceso de 

pur1f'1cac16n de la enzima lact.asa de 1:.. /rotJi. l i.s. El proceso consist.e 

en dos et.apas. en la primera de ellas se eliainan los rest.cs celulares 

por medio de un sist.ema acuoso de PEG '00 y sales de f'osf'at.o. En el 

segundo se 11ejora el f'act.or de pur1f'icac16n Mediant.e una precip1t.ac16n 

de 1 a enzi ma con PEG eooo al 10-"' C Figura 1) _ 

1er paso 
Elimnaci6n de 
rest.os eel ula-
res. 

Fer11ent.aci6n I 
! I Cent.rif'ugac16n I 
J 

Suspensi6n y rupt.ura I 
celular por 

hoJDOgeni zaci 6n 

I 
Formaci6n del sist.ema. I 
acuoso de dos fases 
~perac16n de mezclado 

+ I sobrenadant.e 

1 
I I Fase i nf'er 1 or 

-___ ee __ n_t._r __ 1_r_u_g_a_c_1_o __ n_____ --+ ----------------------C rest.os celulares) 

----------------------------1------------------~------------------~------
Pr eci pi t.ac16n de la I 
enzima operaci6n de 

mezclado 
2do. paso 
Mejora.U.ento del J 
factor de _purif'i- I Cent.r1f'ugac16n 1--+ I sobrenadant.e-
cac16n y f oraul a- ---------------- --------------
c16n del producto. ____ _,.,1. ___________ 

1 

Enzi~ concent.rada 
y purificada 6.5 

veces 

Figura 1. Diagra.a de flujo del proceso de purificac16n de la lactasa 

mediante un sist.e.a acuoso de PEG 400/tosfat.os y una 

prec1plt.ac16n con PEG-eooo. 
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Debido a que el objelivo del proyect.o es el establecer un desarrollo. 

es que s• plant.ea el est.udio del cambio de escala del proceso de 

purificaci6n de la enzima.. Por ot.ro la.do. en la 11 teratura se int'orma 

que una de las vent.ajas de la ut.ilizaci6n de est.a met.odologla es la de 

su fa.cilida.d para su escalamiento. 

El objet.i vo general del present.e t.rabajo es conocer la fact.ibilidad 

t.knica de realizar el proceso a. nivel de producciOn. 

Para lograr este objet.ivo se plant.ean los siguient.es objetivos 

parciales. 

1. - Est.ablecer el proceso de puriCicaci6n de la ~-galact.osidasa de IC 

/rQ.6ilis a nivel piloto por lot.es. 

2.- Est.ablecer criterios de escalamiento para las diferentes 

operaciones unit.arias en el proceso. en t"unciOn de las 

caract.erlst.icas del proceso y del equipo usado. 

Para el est.ablecimient.o del proceso de purificaciOn de la enzima a 

nivel piloto por lot.es. se realizaron experiment.cs en donde se 

evaluaron diferent.es condiciones de operaciOn del equipo para el 

mezclado y para la c:ent.rifugaci6n de cada pa.so del proceso Csist.ema 

ac:ucso PEG 400/t"osfatos y precipitaciOn con PEG 6000). 

En los sist.emas ac:uosos de 2 fases la lit.erat.ura est.ablece que el 

mezclado no .?S un problema crit.ico. puesto que el equilibrio de los 

component.es se est..ablece r~pidament.e. El paso limit.ante en est.a 

operaciOn Cmezclado) es la disoluci6n de las component.es. por lo que 

general mente se r econd enda adi ci onar ltst.os en sol uci 6n. 

La separacio~ de las fases de los sist.emas se puede real1:ar bajo la 

acci6n de l~ gravedad. sin embargo para acelerar el proceso se 

recomienda realizar una cent.rifugaci6n. Exist.en varies t.ipos de 

separ adores r ecomendados par a la separ aci On de f ases ent.r e l os que 

t.enemos: cent.r 1 fugas de discos de rot.or s61 i do y cent.r 11·ugas de discos 

con boqu1llas. ent.r• ot.ros. 
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Por las caract.er1st.icas de la fase i~ferior del sist.ema que empleamos 

Crest.cs celulares compact.os). considera~ que una cent.r1fuga de rot.or 

t.ubul ar puede ser ocupada par a est.e paso. 

En la precipit.aci6n con PEG. t.ambi~n se t.ienen que realizar est.as dos 

oper aci ones unit.arias. el mezcl ado en donde 1 os component.es 11 egan al 

equilibrio y la cent.rifugaci6n para obt.ener el precipi t.ado. En 

relaci6n a est.e punt.o no exist.e lit.erat.ura que indique los crit.erios 

para escalar un proceso. sin embargo la precipit.aci6n es una operac16n 

frecuent.ement.e usada en la indust.ria. por lo que su escalamient.o es 

t"act.ible. 

llelodolog1 a. 

Fermenlaci6n. Ferment.aciones de 10 lt.s. Ferment.ador Microferm MF i14 

CNew Bruswiclc Sc:ient.ific Co. Inc.) 400 rpm .8vvm 29°C 10-12 hrs CKla 

136) . C ONUDI 1989). 

Cent.rU"ugaci6n. Cent.rifuga minisharples 12000 rpm. 200 ml/min. CONUDI 

1989). 

Rupt.ura celular. Suspensi6n celular al 60% en amort.iguador de fosfalos 

.lM pH 6.6. 10 pases en el homogenizador de alt.a presi6n Maul.on 
z 

Gaulin a 600 leg/cm . 

Eliainaci6n de rest.os celulares 

CSisle.a PEG 400/fosf alo) 

/,.) Material 

K HPO ~ c;r 
2 ' KH PO ~ gr 

2 ' PEG 400 220 ml 

Agua 3"::1'"• _,.. Jr.! 

Ext.ract.o eel ular 500 ml 

9) Equipo 

React.or de 2 lt.s. CMult.~gen. New Bruswick Scientific Co. Inc.) con un 

impulsor A-310 de flujo axial CUght.nin), di~met.ro del impulsor 6. 35 

33 



"""'""""''"" ........ ~~--.."" ... -.'~~~ ............ --ll>OWA_lt ___ , ... lt_ll-.. t•I ....... D ... --•N"' ...... "'Wllrol_-.._ ______ ... _________ mllilillllll----· 

cm C2. 5 .. ). 4 mamparas 1. 35 cm. Di~met.ro del t.anque 10. 9 cm. Impulsor 

colocado a parlir del fondo a una al lura del lanque a un t.ercio del 

diamet.ro del t.anque. 

0 Mezclado. 

1. En el react.or se adicionaron el poliet.ilenglicol 400. el agua y las 

sales Cpol vo) y se mezclaron durant.e 5 min. aproximadament.e a 400 

rpm. 

2. En seguida se adicion6 el ext.ract.o celular y se mezcl6 durant.e 30 

min a 400 rpm. Durant.e el mezclado se mid16 la t.emperat.ura y el pH. 

3. Se t.om6 mueslra C20 ml) a los 5. 10. 15. 20. 25 y 30 minut.os. con 

el objet.o de det.erminar el t.iempo minimo de mezclado en la 

eliminaci6n de rest.cs celulares. 

4. Las muest.ras fueron cent.rifugadas. 15 minut.os a 5. 5 krpm Caprox. 

4750 g) en el rot.or HB-4 CSorvall). A las fases superior e inferior 

obt.enidas se les hicieron las det.erminaciones correspondient.es 

Cdet.erminaci6n de act.ividad enzi~t.ica. prot.e1na. D. 0. pH. peso 

humedo). 

0) Centr1fugac16n 

1. - El material que quedo en el t.anque (900 ml aprox:> se uso para 

est.ablecer las condiciones de cent.r i fugaci 6n usando la 

cent.rifuga minisha.:-ples a 12.000 rpm (3,540 g). Las condiciones 

especificas para los experimen~os son most.radas en la t.abla 1. 

Tabla 1. Flujo empleado para la eliminaci6n de reslos celulares 

cenlr1fuga Minisharples 3,540 g. 

Experiment.o 

Primero 

Segundo 

Tercero 

34 

Flujo 
Cml /min) 

60 

110 

100 



2. Las muestras de la fase superior obt.enidas en la cent.rifugac16n en 

planta piloto. asi como los rest..os celulares que quedaron en el 

rot.or de la centrifuga fueron analizadas y los result.ados obt.enidos 

fueron comparados con los dat.os de la cin~t..ica de mezclado para 

est..ablecer si las condiciones usadas :::centrifuga 6 f'lujo) eran 

adecuados para est..e primer paso de purificac16n. 

Precipit.aci6n con PEG 6000 COX>. 

A) Mat.er i al 

Fase superior obt..enida en los experimentos de eliminac16n de rest.os 

celulares en planta pilot..o 

Soluc16n de PEG 6000 SO-/. p/v_ 

Agua 

- Acido fosf6rico C1:50 v/v)_ 

B) Equipo 

Reactor. el mismo que se uso para el primer paso de purificacion. La 

unica diferencia es que se us6 a 200 rpm. 

Cent..rifuga tubular minisharples 12000 rpm. 

C) Mezclado 

1. A 500 ml de fase superior se le ajust.6 el pH C6. 0) con acido 

fosf6rico. 

2. A est.a fase se le adicion6 agua para llcgar a un volumen final de 

800 ml. 

3. Enseguida se adici~&i6 200 ml de PEG 6000 C50X p/v) y se mezcl6 a 

200 rpm durant..e 30 min. En el t..ranscurso del mezcl2do. al igual que 

en la elim1naci6n de rest.os celulares se monitore6 el pH y la 

t.emperat..ura. 

4. Se t..omaron muest..ras de 10 ml. cada 5 min. Las. muest..ras fueron 

cenlrifugadas a 6000 rpm C3000 g apro:x:> durant.e 40 min. en el rot.or 

SS-34 CSorvall). 

5. A los sobrenadant.es y precipit.ados obt.enidos se le~ det.ermin6 

act.ividad enziNt.ica y prot.eina, para est.ablecer el t.iemr·, "'l\1nimo 

de mezcl ado. 
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0) Centrifugac16n 

1. El material que qued6 en el react.or se uso para est..ablecer las 

condiciones de cent.rifugac16n en la minisharples. Las condiciones 

que se probaron Cueron 12 lcrpm a 100. 50. y 35 ml/ftdn 

respect.iv&L..dnt.e. segun el orden en los experiment.os. 

2 A los sobrenadant.es y precipi t.ados obt.enidos se les det..ermin6 

act.i vi dad enzild.t.ica y prot.eina. Compar~ndose los result.ados con 

los obt.enidos a nivel laborat.orio Ccont.rol). 

Result.ados 

Elilfti.naci6n de rest.os celulares. 

Una vez obt.enido el ext.ract.o celular como se describe en mat.eriales y 

~t.odo, se procedi6 al est.ablecimient.o del sist.ema de dos tases PEG 

400/fosfat.os para la eliminaci6n de res~os celulares. 

Como se mencion6 ant.eriorment.e. el pasc limit.ant..e en est.a et.apa es la 

solubilizac16n de los const.it..uyent.es del sist.ema. para alcanzar el 

equilibrio y la formaci6n de las fases. Asi el objet..ivo del present..e 

est..udio fu~ el de observar en volumenes de 1 lit..ro que t.an cr1t.ico era 

el mezclado en la solubilizaci6n de las sales para alcanzar el 

equilibrio. Y una W!2 alcanzado y rec~rado los rest.os celulares en 

la fase inferior. verificar que realment..e est.abamos t.rabajando con un 

sist.ema de dos fases y observar la "-ariac16n en la composici6n de 

est.as; comparando los result.ados obt.en:.dos en el laborat..orio y plant.a 

pilot..o .. Para cumplir dicho objet..ivc se realiz6 una cinelica de 

me:zclado. como se Gescribe en la secci6n de met.odologia secci6n 

e:iminaci6n de rest.os celulares. 

Les result.ados obt.enidos en los experiment.os de eliminaci6n de re~lo£ 

celulares correspondient.es al me:zcladc y cent..rifugac16n son moslrados 

en la t.abla 1, 3 0 4, 5 y 8. Est.OS indican que desde los 5 minut.os las 

sales en el sist.ema se han solubil!zado y por lo tant.o est.e ha 

alcanzado el equilibrio. Por lo t.ant.o las diferent.es det.erminaciones 

realizadas durant.e el t.ranscurso del mezclado C5 a 30 min) no 
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present.an variaciones significat.ivas que indiquen la necesidad de 

mezclar dura.nt.e per1odos largos de t.iempo para que se disuel van las 

sales y se a.lea.nee el equilibrio en el sist.ema.. 

En la. t.abla 1 se muest.ran los result.ados obt.enidos en relaci6n a la 

t.asa de volumen de los diferent.es sist.ema.s. analiza.dos durant.e el 

mezcl ado C de l os 3 exper i ment.os). Cano se puede obser var la. t.asa de 

volUlnenes en los sist.ema.s de laborat.orio un prom.!dio es de 2. e. en 

cambio la det.erminaci6n en plant.a pilot.o fue de 3. 4-5. 0. Est.a 

dif'erencia se debe a condiciones de manejo de equipo. ~s que a 

dif'erencias de los sist.emas acuosos obt.enidos. 

( Tabla 1. Tasa volt!Et.rica y obt.enci6n de ..asa celular en la et.apa de 

eliainaci6n de rest.os celulares • 

Tiempo Vsup/Vinf • pH Fase Sup Peso homedo de 
F. lnf. 

min Exp. 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

5 2.8 2.8 2.6 6.80 6.72 6.88 50 59 57 

10 3.2 2.8 - 6.76 6.68 - 53 58 -
15 2.8 2.8 2.5 6.74 6.82 6.80 53 58 54 

20 2.8 2.7 - 6.79 6.82 - 55 61 -
25 2.8 2.7 - 6.74 6.72 - 57 59 -
30 

' 
2.7 2.8 2.7 6.75 6.72 6.79 58 58 54 

- -
Plant.a 3.5 5.0 3.4 53 68 37 
Pilot.a 

• Tasa de vol. Para su c~lculo se considera la densidad de la fase 

inferior igual a 1. 

En la misma tabla se muestra el peso humedo de los rest.as celulares 

obt.enidos en la fase inferior de los diferenle$ sistemas analizados. 

Como se puede obs er var 1 a hu"ftedad ~s de 50-60% t..ant.o en 1 as fas es 

inferiores obt..enidas en el laborat.orio. asi como en las obt.enidas en 

plant.a pilot.o. 

En la t..abla 2 se muest..ra la co.posici6n de cada una de las fases del 
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sist.ema usado para la eliainac16n de rest.os celulares. COIDO se 

esperaba hay una dif'erencia considerable en la concent.rac16n de PEG 

ent.re la Case superior e 1n1'er1or. en cambio la concent.rac16n de sales 

es similar en ambas Cases. El hecho de que la concent.rac16n de PEG 

dif'iera de una Case a ot.ro indica que en realidad se est.~ Coraando el 

sist.ema acuoso y que la separaci6n de los rest.os celulares no se debe 

a un f'en6meno de f'loculaci6n y/o precipit.ac16n. 

La no var1ac16n en la concent.raci6n de sales de la f'ase int'erior. se 

puede explicar si el sist.ema acuoso que usamos est.~ cerca del punt.o 

cr1t.1co. En est.a zona la composic16n de las Cases en sales dif'iere auy 

poco. 

Tabla 2. Co11pOSici6n de cada una de las fases del sist.e.. acuoso 

PEG 400/'fosfato empleado para la elilainaci6n de restos 

celulares. 

Fase superior Fase inf"erior 

PEG sales PEG sales 

• (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) 

Sist.ema 1 263 102 138 109 

Sistema 2 272 117 159 128 

En !a t.abla 3 se comparan los result.ados obt.enidos en sist.emas de 

laborat.orio y plant.a pilot.o en relaci6n a la recuperaci6n de la enzima 

y prot.eina en cada una de las Cases. asi como la act.ividad espec1f'ica 

y el fact.or de purif'icaci6n. En dicha t.abla se observa que la 

diferencia ent.re el nivel laborat.orio y nivel plant.• pilot.o es minim.a. 

y es el result.ado de una variaci6n experiment.al. mAs que a una 

diferencia en los sist.emas acuosos obt..enidos. Asi por ejemplo el 

rendimient.o de la enzima en la fase superior present.a una variaci6n 

del 4-11% y el de prot..eina del 2-5!{ ent.re lo det.erminado en el 

laborat.orio y la plant.a pilot.o. En la !ase inferior la variaci6n del 

rendimient.o de enzima y de prole1na. es de 1-7~ y del 6-~/. 

respeclivament.e. La act.ividad especifica y el fact.or de purificaci6n 

en la fase superior present.a una variaci6n de 2 U/mg y de .1 a 4 

respecli vament.e. 
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Tabla 3. h-cuperac16n de lactasa en la et.apa de eli.al.naci6n de reslos 

celulares. 

No. exp. 

Escala Enz. 
00 

Labora- 92 
t.orio 

Plant.a 88 
Pilot.o 

Labora- 17 
t.orio 

Plant.a 
Pilot.o 

16 

Prot. 
00 

58 

54 

51 

45 

Fase 

1 

Act..Esp FP Enz. 
Cu/Ilg) 00 

25 1.8 Q5 

23 1.5 8' 

Fas e 

13 

8 

Superior 

2 3 

Prot. Act.. Esp FP Enz. Prot. Act.. Esp 
00 CU/Ilg) 00 00 CU/mg) 

51 28 1.9 82 "6 26 

56 23 1.5 89 48 25 

Interior 

19 

22 12 

En las t.ablas 4. 5 y 6 se present.an los dat.os de los experiment.os 

ant.es mencionados de manera mas det.allada. 

Tabla '· Primer experimento de eliainaci6n de rest.os celulares 

mediant.e un sist.eaa de PEG 4'00'1'osfato C1U. 

Tiempo 
(Jilin) 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

Plant.a 
Pilot.o 

• Not.a. 

ENZIMA PROTEINA F. SUP 

F.Sup F.Inf' F.Sup F. Inf' Act.. Esp F.P 
00 00 00 ''° U/mg 

go 15 52 42 25.8 1. 7 

87 15 52 38 24.Q 1. 6 

89 17 54 45 24.Q 1.6 

8~ 16 53 47 23. '.::I 1. 6 

88 18 56 50 23.7 1.5 

92 17 56 51 24.8 1. 6 

se 16 54 45 23 1. 5 

----
Se par t.i 6 de un ext.r act.o eel ul ar con las s.1 gui ent.es 

FP 

1.8 

1.8 

caract.er1st.icas: Volwnen de 480 lftl. act.ividad enzim.it.ica de 3020 U/gr de 

ext..ract.o. prot.einas de 20 9'i1 prot./gr ext... y una act.ividad especifica 

ct. 1 '5 U/8'1,;1. 
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Tabla 5. Segundo experimdlt.o de elialnact6n de rest.os celulares 

-.cllant.e un sist.- de PEG 400..-'tosf'at.o C 1 Ll. 

Tiempo ENZIMA r~J• -•NA F. SUP 

Cain) F.Sup F.Inf' F.Sup F. Inf' Act.. Esp F.P 
(X) 00 00 00 U/Jng 

5 99 1, 51 '3 29.3 1.9 

10 71 1' 55 43 19.3 1.3 

15 67 13 57 42 17. 7 1.2 

20 92 14 58 46 23.7 1.6 

25 71 18 55 49 19.4 1. 3 

30 95 13 51 " 28.0 1.9 

Plant.a 84 8 56 22 23 
Pilot.a 1.5 

• Not.a. Se part.16 de un ext.ract-o celular con las siguient.es 

caract..er1st.icas: volumen de 500 ml. act.iVidad enzimAt.ica de 432 U/gr 

de ext.r.:a.ct.o celu~ar. prot..eina de 28. 7 mg/gr de ext.. y una act.ivid.:a.d 

especU'ica de 15 U/Jng. 

Tabla 6. Tercer experimento de eliainaci6n de restos celulares 

' 

Tiempo 
Cm.in) 

5 

15 

30 

Plant.a 
Pilolo 

• Not.a. 

91!dinate un sistema de PEG 400/fosfato CtL>. 

ENZIMA PROTEINA F'. SUP 

F.Sup F.In1' F.Sup F. Int' Act.. Esp F. P. 
00 00 00 (,......) U/mg 

81 20 50 46 23.1 1.6 

79 20 48 45 23.0 1. 6 

82 1g 46 37 25.0 1.8 

8Q 12 48 37 25.4 1. s 
-
Se part..16 de un ext..ractc celular con las siguient.es 

caract.er1st.icas: volumen de 500 ml. act.i vi dad especifica de 434 U/gr 

de ext.ract.o. prot.e1na 31 mg/gr de ext.racto celular y una act.1vidad 

especifica de 14 U/mg. 
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Precip1t.ac16n con PEG eoC>O CIOX>. 

Est.cs est.udios se realizaron y solo se present.an algunos coment.arios. 

debido a que se present.aron problemas con el lot.e de PEG COO<> 

ut.il~zado. Est..e no present.a la aisaa concent.raci6n que el lot.e de PEG 

ant.eriorment.e ut.ilizado. 

Est.e incident.e repercut.16 en los experiment.os a nivel laborat.orio. Sin 

embargo con el objet.i vo de poder darnos una idea del escalamient.o del 

proceso de precipit.aci6n. se cement.an los experiment.os realizados. 

Para el est.ableciaient.o de la precipi t.aci6n con PEG a ni vel pilot.a por 

lot.es. al igual que con el sist.ema acuoso de 2 fases se hicieron 

experi.ment.os con un volwaen de t.rabajo de 1 lt.. en donde se est.udiaron 

aspect.cs de mezclado y de cer.t.rif'ugac16n. El disef'(o experiment.al fu~ 

el mismo que para la eliminaci~ de rest.os celulares. en el sent.ido de 

que se mezclaron los co~t.es de la precipit.ac16n. en el aismo 

t.anque a 200 rpm durant.e 30 :Unut.os y se t.om6 muest.ra cada 5. Las 

muest.ras fueron cent.rifugadas. bajo las condiciones est.ablecidas en el 

laborat.or!o y los sobrenad2.nt.es y precipit.ados analizados para 

comparar los dat.os obt.enidos c~n ot.ros experiment.os de precipit.aci6n a 

nivel laborat.orio C10 ml). al mismc t.iempo que servian como cont.rol 

para el sobrenadant.e y precipit.ado obt.enido en pl.ant.a pilot.o. 

De est.os experiment.as se puede concluir que el rendimient.o de la 

enzima y prot.eina en el preciF:t.ado obt.enido en plant.a pilot.o difieren 

significat.ivament.e de los ren~imientos obt.enidos en los precipit.ados 

en el experiment.o de mezclad~. lo cual indica que las condiciones de 

cent.rifugaci6n son det.err.~nan~es para la precipit.aci6n con PEG. 

Lo que se recomienda es resol•-er pr1mero el problema de precipit.aci6n 

a ni vel laborat.orio. y despu~s reali:zar un experiment.o que indique la 

influencia de la cent.rifugaci~~ en la precipit.aci6n, para probar ot.ras 

condiciones en la cent.r.1.fug-. minisharples o proponer el uso de una 

cent.rifuga de ot.ro t.ipo. 
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Di scus16n y concl usiones 

A las conclusiones que llegamos con est.cs experiment.as es que 

eliainac16n de rest.OS celulares por medio de un sist.ema acuoso de PEG 

400/f'osfat.o a nivel pilot.a (1 Lt.). se puede realizar en las 

sigu1ent.es cond1c1ones: 

Mezclado. React.or de 2 l t.s con un di~lro de t.anque de 10. 9 ca. 

Un 1mpulsor A-310 de flujo axial. colocado a part.1r del fondo del 

t.anque a una al t.ur a de 1 /3 del d1 ~t.ro del t.anque. mezcl ando 5 

mi. nut.os a 400 rpm. 

Separaci6n de fases. La separc16n de los rest.os eel ulares se puede 

usar la cent.r1f'uga minisharples C12 Krpm:> a un flujo de 100 ml./min. 

El hecho a que la separ ac16n de f ases se pueda real i zar en una 

cent.r1f'uga de rot.or t.ubular. se debe ~icament.e a las caract.er1st.icas 

que present.a la f'ase inf'erior obt.enida: rest.os celulares compact.os con 

el 50-00-/e de htlmedad. 

Si bien es ciert.o que el primer paso de purificaci6n se puede efect.uar 

con el equipo antes mencionado. es necesario realiza!" ot.ros 

experiment.os en donde se afinen condiciones de manejo de la 

cent.r1fuga. porque genealment.e la fase superior de plant.a pilo~o se ve 

cont.aminada por reslos celulares al principio o al final c!e dicha 

operaci6n. 

Una vez habiendo eslablecido el primer paso de purificaci6n en plant.a 

pi l ot.o. se pl ant.ea escal ar di cho paso a un vol umen de 10 l ls. El 

crit.erio para realizar el cambio de e$calas en el mezclado se·r~ 

pot.encia por un1dad de masa CFAuquex P.F et cl 1985). 

El camb:o de escala en la centrifugaci6n se har~ en funci6n del Area 

de sedlmenlaci6n CI:) de las cent.r1fugas usadas de acuerdo a la 

siguiente ecuaci6n: 
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donde Ql y Qz es el flujo de alimen~aci6n y ~ y ~ es el ~rea de las 

cen~r1fugas. 

1 Corresponde a la cen~r1fuga. en donde se ha es~ablecido el proceso. 

2 Corresponde a la cen~r1fuga que se va a emplear para el 

escal ami en~o. 
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Nanufact.ura y aplicaci6n de un biocat.alizAdor con 

in.ovili:zadas. React.ores enzl~t.icos. 

Se .:.nt.6 un proceso a ni vel laborat.orio para la hidr6lisis de lact.osa 

en suero de leche. ut.ilizando una colu.na. e11pacada con recirculaci6n 

co.> react.or enzimt.ico. Se est.udiaron las caract.erist.icas del 

sust.rat.o ut.ilizado y se est.ablecieron las polit.icas de operaci6n y 

saneaai ent.o del react.or. Adeas. se est.udi aron las variables que 

at"ect.an la est.abilidad de cat.alizador y se plant.earon algunas 

al t.ernat.i vas para la opt.imizaci6n del proceso. 

Los est.udios nos indican que la est.abilidad del biocat.aliz~dor a 40° 

es acept.able ya ~e 6t.e reliene el 100-4 de su act.ividad inicial 

durant.e 192 horas cuando se opera en un react.or de column.a recirculada 

con but'f'er a est.a t.emperat.ura. as.1 como en mat.races agi t.ados usando 

lact.osa y suero como sust.rat.os. Tambien se conc:l uye que con el 

biocat.alizador en forma de fibras se recomienda operar un react.or de 

canast.a y no una columna recirculada debido a los problemas en el 

desgast.e de las f'ibra.s por el flujo. En est.e sent.ido se recomienda. 

explorar el uso de esferas en est.e t.ipo de react.or. Por ul t.imo se 

concluye que la mejor opc16n en el uso de agent.e sanit.izant.e es el 

per6xido de hidr6geno. 
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Int.roducc16n 

tklo de los objet.1 vos del proyect.o es el de est.ablecer el proceso de 

hodr611sis de la lact.osa en suero de leche en react.ores enzi-'.t.icos. 

Los est.udios concernient.es al aanejo de react.ores se ha plant.eado 

considerandose la est.abilidad operacional. las polit.icas de 

saneaaient.o. las caract.erist.icas del sust.rat.o y la elecci6n del 

react.or. 

Ta.ando en cuent.a lo ant.erior. los est.udios que aqui se present.an 

consideran: a) El ~isis de algunas variables que limit.a.ban la 

expresi6n de la enziaa en suero de leche y b) La selecci6n y operaci6n 

de un react.or que permit.a la ut.ilizaci6n 6pt.ima del cat.alizador. el 

cual pueda ser escalado a ni -vel pilot.a. 

al. Act.i vidad lact.asa en suero de leche. 

En reCerencia a est.o se ha vist.o que la act.i vidad de la enziaa es 1. 6 

veces menor en soluciones de suero de leche ajust.ado al ~ de lact..osa 

que en soluciones de lact.osa a la aisma concent.raci6n. De acuerdo a 

algunos aut.ores CAgbebavi .1986; Mahoney. 1980) est.e efect.o se debe al 

albbient.e i6nico en el suero y principalment.e a la presencia de iones 

ca.lcio. que se ha comprobado t.ienen un efect.o inhibi t.orio sobre la 

enzima lact.asa. sea cual Cuere su Cuent.e de obt.enci6n. 

Tambien se report.a. que. al parecer. la presencia de prot.eina «; el 

suero de leche no t.iene mayor efect.o sobre la act.i vi dad de la enzima. 

El cont.enido de calcio del suero varia de lot.e a lot.e y est.o a veces 

es det.ermi nado por las. necesidades de los consumudores de suero. En 

ocasiones se les recomiendan a las product.eras de suero det.erlllinados 

niveles en el cont.enido de calcio por lo que est.as empresas se v.n en 

la necesidad de ajust.ar est.a concent.rac16n. 

El suero de leche es un sust.rat.o que por su nat..ural8%a y composici6n 

present.a un alt.o desarrollo de microorganismos en t.iempos 

relat.ivament.e cort.os.Se t.iene cont.emplado ut.ilizar como sust.rat.o. en 
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est.a et.apa del proceso. 

aspersi6n.Ct.~~la 1). 

suero dulce coaplet.o. sec ado por 

Tabla t. - Collposici6n del suero de lecl~ deshidrat.ado uliliz.ado c090 

sust.rat.o en el proceso C proveedorz Kemfuds S. A.>. 

Lact.osa 

Grasa 

Prot.eina 

Mineral es 

Hu~d 

La mat.eria prima ut.il1zada. reconst.i t.uida sin ning\Jn t.rat.aaient.o 
g 

present.a una flora aicrobiana abundant.e C >10 aicroorganismos/ml) en 

la que se incluyen bacilos graa (+). bacilos graa (-) y levaduras. 

Una est.rat.egia congruent.e con lo ant.er1orment.e expuest.o seria el 

t.rat.ar de eliminar la presencia de los iones calcio de la soluci6n de 

suero de leche y evaluar si est.o increment.a de manera significat.iva la 

act.i vi dad de la enzi ma. 

Considerando lo ant.erio:- podemos decir que la calidad de la mat.eria 

prima est.ar~ det.erminaca por los niveles de calcio present.es en el 

suero y la carga aicrobiana que present.e. 

Es bi en conoci do el e!'ect.o que~ ant.e de algunos compuest.os sobre 

cat.i ones divalent.es COllO es el caso del i 6n cal ci o C Ca++). Fur 1 a 

C1972) report.a las conci;ciones 6pt.imas para est.a quelaci6n Ct.abla 2). 

siendo. por mucho. el EDTA el c:ompuest.o mas efec:t.ivo para est.e 

prop6s1 t.o. 

Uno de los inconvenient..es de ut.ilizar agent.es quelant.es en un sist.ema 

como el que r..qwere :a enzima lac:t.asa consist.• en que la enzima 
+• •• 

necesit.a ca\.~u.'\es divalent.es CMg y Mn ) para su act.1vaci6n por lo 

que se corre el riezgo de quelaci6n de est.os iones con la consecuent.e 

,-rdida de act.ividad. El est.ablecin'1ent.o de las condiciones de 

quelaci6n se plant.ea cc=-o uno de los objet.ivos del present.• est.udio. 
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Tabla 2.- Const.ant.es de est.abilidad CICi) ~~ 

varios quelant.es de calcio. 

Agent.e quelant.e log Ki 

AlbUmina 2.2 

Ca.seina 2.a3 

Acido ma.l~ico 2. 43 

Acido o>Q.lico 3.0 

EDTA 10.7 

bl. Selecci6n y operaci6n del react.or enz.i.U.t.ico. 

En el conlext.o de un desarrollo lecnol6gico que involucra un proceso 

de t.ecnolog1a enzimalica. la elecci6n del lipo de reactor a ut.ilizarse 

en dicho desarrollo. conslit.uye una decisi6n crilica que repercut.ira 

enormemenle en la viabilidad t.ecnica y econ6mica del proceso final. 

Exislen en la lit.erat.ura numerosos report.es acerca de los diferenles 

lipos de react.ores que pueden se utilizados en un proceso de calAlisis 

enzimalica CL6pez-Mungu1a. 1987; Quintero. 1981). 

La elecci6n del lipo de reactor depende principalment.e de dos 

factor es: 

-El lipo de calalizador que se va a ulilizar. considerando su 

composici6n, la forma. el lama~o y su resislencia. 

-El comporlamienlo cin~lico de dicho calalizador en cuanto a si 

presenla o no inhibici6n Cpor suslralo o por produclo). 

Un factor adicional que debe ser contemplado en un desarrollo 

tecnol6gico lo consliluye la viabilidad del escalamient.o del proceso 

utilizando el react.or seleccionado. 

Uno de los faclores m1s import.antes a ser tomados en cuent.a para la 
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selecc16n del reactor es el hecho de conlar. en el presenle caso. con 

un calalizador en forma de fibras vlaborado a base de gelalina CONUDI. 

diciembre. 1999). Eslo imposibilila la ulilizac16n de un reactor que 

considere en su operaci6n un lipo de agilaci6n con grandes esfuerzos 

de corle. por la fragilidad que presenla. 

El presenle esludio lambien incluye la eslabilidad operacional del 

calalizador en el reaclor seleccionado y las polilicas de sanilizaci6n 

eslablecidas para el proceso. 
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Maleriales y Elodos. 

Microorganis.,: Kl uyverom.yces /rQ6i li.s NRRL-Y1109. 

Propagaci6n: Para la obt.enci6n de la biomasa las cl!lulas se propagaron 

en mat.races f'ernbach, jarras de 1' lit.ros y f'erment.ador de 100 lit.ros. 

t.a.l y COIRO se report.a •n un inf'or- ant.erior CONUDI. marzo de 1989). 

Irmovilizaci6n de cl!lulas: La i~lizaci6n de las celulas se llev6 a 

cabo t.al y como se describe en el inf'orme ONUDI, marzo de 1989. 

Deteralnaci6n de ac~ividad enzi~~ica en c~lulas libres: La act.ividad 

de la enzima se det.ermin6 ut.ilizando soluciones de lact.osa y suero con 

una concent.raci6n de S-/e de lact.osa en a.mbos casos. Se ut.ilizaron 5 mg 
0 de c•lulas en ambos sust.rat.os a 'O C y se t.omar-on auest.ras cada 5 

minut.os durant.e 20 minut.os. det.eniendo la reacci6n en cada muest.ra 

colocandolas en agua a ebullici6n durant.e 5 minut.os. 

La cant.idad de glucosa generada por la acci6n enzi~lica se det.ermin6 

ut.ilizando un analizador de glucosa Cglucose analizer 2, Beckman). 

Det.erainaci6n de act.i vidad en c~lulas in1110vilizadas en f'ibras. Se 

t.oraaron 70 mg de cat.alizador Cpeso humedo) y se sigui6 la mi.sma 

metodologia ut.ilizada en la medici6n para las celulas libres. 

Una unidad enzi~t.ica se def'ini6 como la cant.idad de cat.alizador 

Ccelulas libres o fibras) necesaria para generar 1 µmol de glucosa por 

mi nuto a 40°C. 

Medici6n de la concentraci6n de calcio: Para la det.ermiNlci6n de los 

niveles de calcio se sigui6 el mc§t.odo de dureza de catcio el cual 

consist.a en realizar una t.it.ulaci6n con EDTA C0.01 K> a 50 rnl de 

muest.r a, ut.i l i zando como i ndi cador mur exi da. El cambi o de col c;,r nos 

indica el final de la t.it.ulac16n. 
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~ult.ados 

Efect.o del i6n calcio sobre la act.ividad de la enzi.a. 

Para el inicio de los est.udios del efect.o del 16n calcio sobre la 

enzima lact.asa se realiz6 un experiment.o que cons1st.i6 en adicionar 

diferent.es cant.idades de calcio a soluciones de lact.osa al ~" y 

~t.as se ut.ilizaron coma sust.rat.o para celulas libres con act.i vidad 

lact.Asica Ct.abla 3). 

Tabla 3. - Efecto del 16n calcio sobre la act.i vidad lact.Asica en 

soluciones de lactosa. 

(Ca ..... ) ~/100 al Actividad especifica (IV'g) " de act.ividad 

0 2248 100 

6.6 1931 85 

13.2 1959 87 

19.8 1816 80 

26.4 1763 78 

33 1543 68 

La concent.raci6n de ea••se ajust.6 con la cant.idad necesaria de CaCl2. 

Como se aprecia en la tabla, es not.orio el efect.o del i6n calcio sobre 

la act.ividad de la enzima por lo que su eliminaci6n del suero podria 

repercut.ir grandemente sobre la expresi6n de la enzima. 

Con el fin de det.erminar los nivele= de calcio en los diferent.es lot.es 

de suero disponibles en el laborat.orio se implement.6 una met.odologia 

para su medici6n Cver metodologias), obt.eniendo los siguient.es 

result.ados Ct.abla 4): 

La eliminac16n de los iones calcio del suero puede llevarse a cabo por 

precipt.aci6n o por quelaci6n. En el primer caso se puede separar el 

calcio del seno del Hquido por filt.raci6n o cent.rifugaci6n. En el 
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Tabla '· - Niveles de ca·• en los diferenles lot.es de suero 

di sponi bl es en el laborat.orio. 

Lot.e Proveedor lca••1 mg-'100 al 

A Givaudan S. A. 48 

B Kemf'uds S. A. 84 

c Kemf'uds S.A. 64 

D Kemf'uds S.A. 32 

segundo caso. el complejo Ca-agente quelanle se encuenlra en soluci6n. 

sin embargo. la acci6n inhibitoria del cati6n se ve bloqueada. 

El hecho de tener un precipilado en el suero provoca que tengamos que 

implemenlar un proceso adicional para su eliminaci6n. por lo que se 

decidi6 intentar la quelacion con EDTA Celilendinitriloletraacelalo). 

El estudio de quelaci6n se inici6 con relaciones mol a mol de Ca: EDTA 

de 1:0.5 hast.a relaciones de 1:3. segun se muestra en la tabla 5. 

Tabla 5. - Est.udio de quelaci6n del 16n ca++ en soluciones de suero. • 

Relaci6n Ca:EDTA Actividad especifica (U/g) 

Control Csin EDTA:> 1729 

1: 0.1 1554 

1:0.15 1627 

1:0.2 2404 

1:0.25 2299 

1:0.3 2000 

1:0.5 2057 

1:1 1977 

1:2 1346 

1:3 544 

!J!e uliliz6 el lote de suero C y c6lulas libres con actividad laclasa. 

En los result.ados present.ados en la tabla 5, se observa un pico en la 

actividad espc1fica C~ mayor) lo que indica una posible quelaci6n 
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parcial del calcio present.e en el suero. Sin embargo. al increment.ar 

los niveles de EDTA se observa una ca!da dr~st.ica de la act.ividad de 

la enzima. lo cual lo at.ribu1111e>s a la quelac16n de ot.ros cat.iones 

divalent.es en el suero CMagnesio y Manganeso). responsables de la 

act.1vaci6n de la enzima. 

Con el fin de corroborar los result.ados obt.enidos en c~lulas libres se 

probaronn c~lulas inmovilizadas con diferent.es concent.raciones de EDTA 

en suero. de acuerdo a la t.abla 6. 

En el sist.ema con c~lulas 1nmov111zadas. la relac16n Ca: EDTA 6pt.1ma. 

para la expres16n de la act.1 vi dad enzi~t.ica es un poco diferent.e que 

para las c~lulas libres. hecho que segurament.e est.~ asociado a 

fen6enos de difusi6n en el cat.alizador. 

Tabla 6.- Ef'ect.o del 

suero sobre 

ina:>vilizadas. 

agente quelant.e 

la act.ividad 

EDTA en 

enzimt.ica 

soluciones de 

de c~lulas 

Relaci6n Ca:EDTA Act.ividad especif'ica CU/g) " de act.ividad 

100 Cont.rel 

1:0.2 

1: 0. 25 

1:0.33 

Dise~o del reactor. 

93.5 

120.5 

161. 5 

142 

129 

173 

152 

El t.ipo de react.or que fu~ considerado para t.rabajar en est.a elapa del 

proyect..o es un react.or de lecho empacado y con recirculaci6n del 

sust.rat.o. A escala de laborat.orio el react.or t.iene las siguieneles 

caract.er!st.icas: 

longit.ud: 7 cm 

di~met.ro: 1.9 cm 

vol umen: 20 ml 
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0 5 0 ....._ ______________________ __,,__ ______ .._. __ ~ 

1- Columna empacada 
2- Bomba perist,ltica 
3- Soluci6n de sustrato 
4- Termomix 
5- Parrilla agitadora 

Figura 1.- Representaci6n esque~tica del reactor ut.ilizado. 

La manera de operar el react.or se present.a en la f'igura 1 y consist.e 

en recircular el sustrat.o a t.rav~ de la columna empacada hast.a 

obt.ener el " de conversi6n deseado por lo que el comportamient.o 

cin~t.ico del sist.ema corresponde al t.ipo descri t.o para un t.anque 

agitado. 

£studios de saneamiento del reactor. 

La cont.aminaci6n microbiana en react.ores es un fen6meno muy frecuent.e. 

sobre t.odo si el proceso realizado implica la ut.ili:zaci6n de un 

sust.rat.o rico en nutrient.es y temperat.uras cercanas a los 37°C. como 

es el caso presente. 

Un trat.amient.o de past.euri:zaci6n del suero C 63°C durant.e 40 minut.os) 

reduce considerablement.e la cantidad de microorganismos C < 10
4 

µos/ml) por lo que se consider6 innec~sario un trat.amient.o adicional 

al suero . 

Al realizar hidr6lisis sucesivas de 1. 5 horas en est.as condiciones 

Csolo con pasteurizaci6n del suero). no se detect.a un increment.o 
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significat.1 vo de la flora microbiana en las pri.-ras horas. incluyendo 

la flora de las fibras. A part.ir de la cuart.a corrida Cseis horas) la 

cant.idad de microorganis..:>S se increment.a de manera signif'icat.i va lo 

que indica que las fibras han empezado a ret.ener lllicroorganismos. 

siendo insuf'icient.e los simples lavados con soluci6n buf'fer de la 

colwnna al t.~rmino de cada hidr6lisis. 

Est.o nos indicaba la necesidad de est.ablecer polit.icas de sanit.izaci6n 

del react.or con el tin de evi t.ar la cont.aminaci6n del product.o 

hidrolizado. 

Se reali:z6 una revisi6n en la lit.erat.ura acerca de los agent.es 

sanit.i:zant.es ld.s trecuent.ement.e usados en react.ores con enzimas 

inmovilizadas (Barndt.. 1975; Past.ore. 1974). con el fin de seleccionar 

aquellos que pudieran ser probados en nuest.ro react.or. Se 

seleccionaron t.res agent.es en base a su frecuencia de uso y 

accesibilidad en el mercado: a)per6xido de hidr6geno. b)cloruro de 

benzalconio y c)soluci6n de lodo. 

Con el fin de det.erminar el etect.o del agent.e sani t.izant.e sobre la 

poblaci6n microbiana de las fibras y sobre la act.ividad especifica de 

las mismas se fabric6 un lot.e de fibras y se incub6 por 12 horas en una 

soluci6n de suero al S-/. de lact.osa a 40°C. Despu~s de est.e t.iempo se 

midi6 la act.ividad especifica de las :fibras y se realiz6 una cuent.a 

t.ot.al microbiana en placa de los microorganismos en la fibra. 

obt.eniendo lo siguient.e: 

Act.ividad de las fibras: 120 u/g 

Cuent.a t.ot.al en placa : >109 µos/g. de fibra. 

Tomando las fibras ant.eriores se procedi6 a realizar un disefto 

experiment.al t.ipo Box Wilson para cada sust.ancia de acuerdo al siguent.e 

prot.ocolo: 

.Agente Sanitizante: Per6xido de hidr6geno 

Variable 

Concent.raci6n. 

centro experi .. nt.al unidad exp. 

0.1" 0. ~/. 
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Variable cent.ro expert ment.al unldad exp. nivel + nivel -
Teaperat.ura '33oC 7°C 40°C 25°C 

Tiempo de 

exposici6n 20 ainut.os 10 30 10 

Agent.e sanit.izant.e: Cloruro de benzalconio 

Variable cent.ro experiment.al unldad exp. nivel + ni~l -

Concent.raci6n 100 ppm 50 ppm 150 ppm 50 ppm 

Temperat.ura '33oC 7°C 40°C 25°C 

Tiempo de 

exposici6n 20 minut.os 10 30 10 

Agent.e Sanit.izant.e: Soluc16n de Iodo. 

Variable cent.ro experiment.al unidad exp. nivel + nivel -
Concent.raci6n. 0.1" 0. 059/. 0. OS-/. 0.1S-/. 

Temperat.ura 33°C 7°C 40°C 25°C 

Tiempo de 

exposici6n 20 minut.os 10 30 10 

El disef'io expe:- i ment.al ut.ilizado f'u~ el siguient.e: 

Disefto Box-Wilson 

No de exp. int.eracci6n variables Nivel 

A B c 
1 0 

2 A + 

3 B + 

4 AB + + 

5 c + 

e AC + + 

7 BC + + 

8 ABC + + + 

Los result.ados obt.enidos de est.e disefto se present.an en las 

siguient.es dos t.ablas: 

1 
} 
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Tabla 7.- Efecto del agente sanitizante en la actividad espec1Cica de 

las Cibras en diCerentes condiciones. 

Actividad especifica U/g 

No de experimento Per6x1do de Cloruro de Iodo 

hidr6geno benzalconio 

1 91 20 88 

2 96 44 g 

3 77 43 4 

4 82 53 0 

5 53 24 8 

6 37 22 0 

7 41 48 0 

8 40 36 0 

Tabla 8.- Efecto del agente sanitizante sobre la poblaci6n aicrobiana 

a diferentes co....Uciones. 

Cuenta aicrobiana Cµos/g. de fibra> 

No de experi.ento Per6xido de Cloruro de Iodo 

hidr6geno benzalconlo 

Conlrol )1x10° >1x10° >1x10° 

1 >1x10
6 

>1x10
6 3x105 

2 3x10
4 

>1x10
6 

2x10
5 

3 5x10' >1x10
6 

1x10
5 

4 8x10
5 

>1x10
6 

2x10
5 

5 3x10
5 

>1x10
6 

3x10
5 

6 6x10
5 

> 1x10
6 2x105 

7 4x10
5 

>1 x10
6 

1xio' 

8 >tx10
6 

>1x10
6 

5x10
5 

De el an~lisis de las dos t.ablas se concluye que el per6xido de 

hidr6geno puede ser considerado como posible agen~e sanilizant.e debido 

a que present.a un menor efect.o sobre la act.1vidad de las fibras y un 
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mayor efect.o sobre la poblac16n aicrobiana. 

Es~ablecialenlo de las condiciones de operaci6n. 

Para la realizaci6n de las h1dr611s1s el react.or se carg6 con 11 gr de 

cat.alizador que despla.zan un volumen de 10 al. por lo que el volumen 

vacio dent.ro de la column.a. que ser~ ocupado por el sust.rat.o es de 10 

•l. 

En t.odas las h1dr611s1s realizadas en la columna se ut.1liz6 ca.> 

sust.rat.o suero de leche reconst.1 t.uido a una concent.raci6n de ~ de 

lact.osa. 

Como ya se habia inCormado ant.erior.ent.e CC»IUDI. diciembre 1989). la 
0 t.emperat.ura 6pt.ima de reacci6n de la enz1.a ut.ilizada es de .&O C por 

lo que se decidi6 realizar las hidr6lis1s a est.a t.emperat.ura. 

Se t.rabajaron dif'erent.es flujos de operaci6n para det.ermi.nar las 

condiciones 6pt.imas en cuant.o a est.e par~t.ro. habiendo est.ablecido 

el t.1empo de h1dr6iisis y el volwnen de sust.rat.o para alcanzar una 

conversi6n del SOY. Ct.abla 9). 

Tabla 9.- Det.erainaci6n del flujo de ent.rada de sust.rat.o a la colu.na. 

al;rmin 

17 

34 

51 

Flujo Conversi6n obt.enlda 

Vs Cc..,ain> " 

14.3 65 

28.6 78 

42.Q 72 

Conversi6n esperada 

" 
80 

80 

80 

En t.odos los casos se t.rabaj6 con 520 ml de suero. 11 gr de fibras con 

act.ividad especifica de 120 u/g y un t.iempo de hidr6lisis de 2 horas. 
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De acuerdo a los result.&dos obt.enidos en est.e est.udio se decid16 

t.rabajar con un flujo const.ant.e de 34 al/min. 

Est.abilidad operacional ct.l cat.alizador. 

El est.udJ.o de est.abilidad operacicnal de un cat.alizador debe de 

cont.emplar dos aspect.cs principales: la int.egridad fisica del 

cat.alizador y el aant.eniaient.o de la act.i vidad especifica. El primer 

aspect.a se w int'luenciado principal.ent.e por el f'lujo suadnist.rado a 

la colum-aa y. en est.• caso. por t.rat.arse de f'ibras de gelat.ina. por la 

t.emperat.ura de t.rabajo. 

La act.i vi dad especif'ica puede verse a1'ect.ada por la salida de las 

c~lulas irmovilizadas. por cont.aainaci6n del cat.alizador y por 

inact.ivac16n t..-aica de la enzima al incr ~ment.arse el n6mero de 

corridas realizadas. 

En un inf'orme ant.erior CC»IU>I. 1989) se report.6 la est.abilidad de las 

t"ibras Cint.egridad tisica:>. puest.as en agit.aci6n en ma.t.raz. a 37°C. De 

acuerdo a est.e est.udio. las tibras pueden est.ar somet.idas a agit.aci6n 

por un periodo de 1Q2 horas sin disminuci6n de la act.i vidad 

especU"ica. 

Ccn el objet.o de evaluar la est.abilidad del cat.alizador y dicernir 

.nt.re los etect.os de 1 de hidr6lisis. el sust.rat.o 

y el columna. sobre dicha est.abilidad. se 

realizaron dos experi 

corriercn hidr6lis1• ~ 

col~ empacadas. En uno de ellos se 

o de leche y en el ot.ro se recircul6 
0 

•wbos a '° C y se compararon con los but~~:.:;~ 
·ir-aui~ c1e -t.raz agi t.ado a 1 os que se hi zo 

• r~er~a anterior . . . . .. · -· 

Del anili•i• de 

t.e.per at.ur a de 

como se auest.ra en la 

la t.abla 10. 

present.ados concluillOS: que la 

.. t.ab111dad de la enzima inmovilizada 

recirculada con but'fer y en aat.raz 
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Tabla 10.- Uect.o de la t.~rat.ura. flujo de ent.rada y sust.rat.o sobre 

la eslabilidacl del cat.alizador • 

.Act.1.Yidad espec.f.fica CX> 

Col~ empacada -t.raz agit.ado 

lloras butter -s~o s~o lact.osa 

0 100 100 100 100 

24 100 125 100 100 

'8 45 141 70 100 

72 '° 125 70 97 

96 • n.a. 100 9' gg 

120 n. •· 100 gs 111 

144 n.• 100 gs 115 

188 n.a 100 92 97 

192 n.ID 100 9' 99 

• no medido . -lact.osa en but'fer. 

agit.ado. Por ot.ro lado. el hecho de que el suero present.e tm.a aayor 

densidad e incluso algunos s611dos en suspensi6n. provoca que la 

Cuerza de desgast.e ejercida por el fl ujo del liquido sabre el 

cat.alizador sea mayor. Est.o se int.erpret.a como un etect.o sis*-gico 

ent.re la nat.uraleza del sust.rat.o y el f"lujo sualnist.rado a la col~. 

ya que observamos una caida en la a.ct.ividad especitica de las tibras 

un desgast.e adicional del cat.alizaclor. 

Discus16n y conclusidm 

Al operar las columnas ampacadas - Vt6 .;a' .. · . ·· que ..•. 
asociados a la tor ... del cat.alizadcr <ti.bras> 
foraaci6n de una red c:011p&ct.a ~-· ~t.r~ los .cU : . · · .. 
suaro. dando problws de t.aponudent.o ·Y ccnt~-:Jnic.t~-- ·. i:~::r=~ 

El uso de ot.ras alt.ernat.ivas. en cuant.o al disello de1 react.or. 

ainiaize los problemas expuest.os Cpor eja.plo un react.or 

permit.iria una ut.ilizacidn aas adecuada del cat.alizador en f"or-
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ti bras. 

ot.ra al t..,..na.t.1 va int.eresant.e seria la .anuf'act.ura del cat.alizador en 

tor.a esfM-ica que. con un t.a.ano de part.icula adecuado. peralt.iera 

elialnar los inconvenient.es asociados a las tibras. 
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