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SUMARIO

En este documento se presentan los resultados
obtenidos durante la primera parte del periodo correspondiente al
segundo ano del contrato firmado con la ONUDI en noviembre de
1989, para el desarrollo de una tecnologia que permita la
obtencidén de una enzima que hidrolice la lactosa de la leche y el
st 2ro.

El contenido del informe se ha dividido en tres
partes, a saber:

1-.0ptimizacién del medio de crecimiento y determinacidn de las
constantes cinéticas del cultivo (Ks, pmax) de Klyveromyces
fragilis, en cultivos por carga.

2-.Inmovilizacidén f—galactosidasa comercial ("Lactzoym™) en
nylon. .

I-.Caracterizacién de la @B-galactosidasa comercial ("Lactozym")
y la producida por Klyveromyces fragilis.

La primera seccién arriba indicada, fué necesaria
para poder planificar los experimentos de fermentacidn continua
previstos en el contrato, vy que no se han ejecutado para esta
fecha, dado que no se ha recibido aun el equipo necesario, a
pesar de haberlo ordenado a finales de 1989. Dentro de 1los
resultados obtenidos, destacan los relativos a la optimizacidén
del medio de cultivo, tomando en consideracién las
disponibilidades en el mercado venezolano. En ellos se demuestra,
qgue es posible la sustitucidén de la lactosa (de origen comercial)
y el extracto de levadura, por suero de leche hidrolizado y licor
de remojado de maiz, con la finalidad de disminuir los costos de
formulacién del medio de cultivo.

En la sequnda parte, se presentan los resultados
obtenidos en la inmovilizacioéon de la enzima comercial Lactozym
(suministrada por la empresa NOVO Enzyme) sobre nylon. Estos
experimentos fueron necesarios, dado que se reguiere comparar la
actividad y estabilidad de la enzima inmovilizada de origen
comercial con la enzima inomvilizada, proveniente del cultivo de
Klyveromyces fragilis. Esta comparacién se hace necesaria para
determinar la influencia de los costos de produccién,
inmovilizaciéon vy viabilidad del catalizador biolégico obtenido.
Cabe destacar que el tiempo de vida medio de la preparacién, en
almacenamiento con reutilizaciones sucesivas, fueé de
aproximadamente cuatro dias para uno de los tipos de preparacion
obtenidos.
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En 1la tercera seccidn se comparan las constantes
ciréticas (Km, Vmax) de las enzimas solubles, asi como sus
energias de activacién, pH y temperatura éptimas de operacidng
parAmetros que es necesario comparar con los correspondientes a
las preparaciones inmovilizadas.
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] OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CRECIMIENTO Y DETERMINACION DE LAS
CONSTANTES CINETICAS Kg Y MBpax DE Kluveromyces fragilis.
T
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1—-. INTRODUCCION

Esta seccién contiene los resultados relativos a
la determinacidn de las constantes cinéticas del cultivo. Las
experiencias fueron necesarias para poder planificar los
experimentos de fermentacidn continua previstos en el contratc, y
que no se han ejecutado para esta fecha, dado que no se ha
recibido ain el equipo necesario; a pesar de haberlo ordenado a
finales de 1989. Dentro de los resultados obtenidos, destacan los
relativos a 1la optimizacién d=l medio de cultivo, tomando en
consideracién las disponibilidades en el mercado venezolano. En
ellos se demuestra, que es posible la sustitucidén de la lactosa
(de origen comercial) y el extracto de levadura, por suero de
leche hidrolizado y licor de remojado de maiz, con la finalidad

de disminuir los costos de formulacién del medio de cultivo.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIAS PRIMAS FMPLEADAS EN LOS EXPERIMENTOS.

Se utilizd conG fuente de lactosa suesro de ieche
suministrado por Industr:i:as Lacteas, Torondoy C. A. y como juante
de nitrdgeno., licor de ramojiado de Maiz suministrado por Alfonzo

Rivas % Cia. C.A..

2.2 ANALISIS DE LA MATERIA PRIMA.

2.2.1 DETERMINACION DE tA COMPOSICION DEL. SUERO DE

LECHE.

Corn el propssito de conocer la composlicion d=1  suerso

de leche empleadc en lcs experimentos se determind ei  contenico

DU
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de lactosa, proteina sclasle., humedad, cenizas vy 1

elenentos de Na, b, y LA,

2.2.1.1 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE

LACTUSA.

£l contenido de lactosa del suero gz lecne ==
determind mediante el mitodo del adcido Dinmitrosaliciloco (DNSS,

detallado previamente en el 1nforme de avance Mo L.
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2.2.1... DETERINACION DEL CONTENIDO DE FROTEINA

SOLUBLE.

€1 contenido de proteina soluble del suero de
leche se determind por el métcdo de Lowry (1531) detallade

previamente en el informe de avance No 1.

2.2.1.% DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD.

Fara determinar el contenido 4= hunsdad del

sueroc de leche en polvo, se colocaron X gramcs de 1a muestra  &n

e
Pl

cApsulas de alusinio previamente pesadas. Sec. :damsnte las
cadpsulas se calentaron hasta 1300 2C durante un  caricdoc de 243
koras. &1 final del periodo, v una ver alZanzada  -a  faperatura
ambients, s& pesaron nuevamsents las capsulas, v por difersncla Se

calouwls &l contenido de humedad (A.0.A.CH.

2.7.1.4 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CENI’AS

Frara determinar 21 conternido d2 ceni1zas del sueros de leche =2n
polvo. se colocan de 2 a 2 gramos de la muestra zn criscles de
porcalana praviamsnte pesados. Seguidamente se somnete la muecztra
a incineracidn, e una mufla a una temperatura de SL0 20, durante
un perisdo de 4 huraé. Finalmente. e pesan los crisoles vy por

diferencia se obtiene el contenido de cenizas.
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2.2.1.5 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE Na, K, Y Ca.

La determinacion del contenido de Na, kK y Ca
presente en el suerc de leche, se realizd utilizando la teéecnica
de absorcidn atdmica. Las muestras de suero hidrolizado (ver
seccion Z.3) fueron aardpiadamente diluidas en agua destilada vy
posteriormente, se emslearon en la determinacion de los elementos

indicados.

2.2.2 ANALISIS EFECTUADOS AL LICOR DE REMOJADO DE MAIZ.

Al Licor de remojado de maiz se le determind el
contenido de nitrécsro, fésforo, aztcares totales., azic

aAres

reductorass, humedad +~ cenizas.

2.2.2.1 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE NITROGENO.

=1=) determiﬁo el contenido de nitrogenc del
Licor de rencialn d= matiz por el metodo de
Kjeldahl. En esta metadologia se prevee: 1) la digestidn de la
materia organica or=ssente 20 la muestra oon  Acido sulfarico
concentrado. 2Z) la d=stilacion del amoniaco liberado & partir del
sulfato de amonin en solucidbn alcalina v 3) titulacién del  acido

sul flirico en exceso con una sclucién valorada de NaGH.

El procedimiento & sequir es el siguiente:

S
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digestisdn. Se afaden entre 1S v 18 gramos de sulfato de potasic.

rgestion: & Coloucs i wl de la muestra en un  baldn de

03,9 gramos de sulfato clpricoy 2% ml de Acidc sulfuarico
concentradn. Se calienta 1a auestra durante un periodo de 4

horas.

Destilacidon: Se

]

nfrias el balén y se afaden cuidadosamente
200 ml de agua destilada. Se mezcla el contenido y se coloca en
alcalino. Con el
inclinado, sSe agregan de 50 oa 73 ml de sclucion de hidrdxido  de

stilan

il

sodioc al 30%. Se conecta el balbn al condensador vy ss d
entre 150 y Z2CC ml manteniendo sumergido el extremo ds salida del

condensador en 30 ml de uwna solucion de HaSO4 0,1 N & la cual se

b1

ie araden unas agotas de rojo o2 wetilo como indicador.

Titulacidén :

hdl
—

exceco de acido sulfldrico se titula con wha

a3
i

sclucién valorada MatH 0,1 ®l.

Y.Z¢.2.2 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FOSFORO.

Er la determinacidn del contenido ds 16570ro
del licor de rencliado de malz., se utilizd el método colorimetrico
descrito en

la A.0.ALC. (1975), ol cual se  fundamenta en la

formacién de un complejo coloreado entre el fésforo presaente en




la muestra v el vanodomolibdato. Frevio al analisas dets
prepararse una solucidn de cenizas de la muestra, i1ncinerando e.

material segun lo establecido en la seccidn (2.2.1.48).

Obtenidas las ceAizas, estas se humedecen con 5 ml de HCl 1::
y se calientan hasta segquedad. Fosteriomente se adicionan 35 ml de
HCl 1:1 y se calienta por un periodo de 20 wminutos. Finalizadc
este tiempo se fTiltra la solucién a través de papel de filtro sin
cenizes vy se racoge el fTiltrado en un matraz aforado de 230 al.
Fosteriormente €l papel con las cenizas insclubles se incinera

2.2.1.3%). A las cenizas obtenidas se le amaden S @l de

L
)

i
1:1 vy se calienta por un pericdo de 5 minutos en bafo de maris.
Al cabo de este tiempo se Tiiiva el contenido y se adiciona &t

mismo matraz aforado de 253 al v s lleva a volumen.

Se transfiere un mililitro de la soclucidn obtenida a un

matraz aforade <Ze 100 al vy se araden 2,3 ml de sclucion
vanadomolibdica v se compleia con agua destilada c.s3.p. 100 anl.
Finalmente, se determina la densidad éptica a 20 nm habiengo
preparado con anterioridad una curva de calibracion para

diferentes concentraciones de fosforo comprendidas entre 2Z20-100

HG por 100 ml.

Solucidn Yanadomolibdica: Se disuelven 1.2 aramos de

Monovanadato de amonin en Z00 ml de agqua destilada a una

&




temperatura de 80C-9G CC., C-adw ianente se adaden 170 ml]l de Acido
nitrico, se agrejan 89.322 gramos de molibdato de amonio

tetrahid.-atado y se complezz hasta SGO ml.

2.2.2.3 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AZUCARES

TOTALES. -

Los aztcares totales oressentes en el licor de remojado de

’ maiz s determinaron colorimeiricamente empleandc el m&todo de
Antrona descrito por Scott v S=lvan (1753, segun el cual se
geiiera Wit compuesto coloresz2s, crcducto de la condensacidn de la

antrona con 21 furfural {oraadoc a partir de los azdcares

prasentes =n nedio acido, =0 o

)

I
-
w
(4
mn
Ct
-
or
m
1
Cn
h
on
3
3

A un tubo de ensavo sustErg:ics 20 banc de hielc, con 5 ml  del
reactivo de Antrona, se le adicionan 1 ml del cultivo
apropiadamente diluido. Secuicamente, se mezcla rapidamente en

. vorte:x vy s& calienta a 106G 42 Zurante 1O minutos. Al cabo de este
tiz2npo, se sumerge 21 t.u50 rapldaments en  baro de hielo.
Fosterlormente se lee la stsorbancia a &2% im. Fara finalizar, se
construye una curva de Zaliracion empleando soluciones de
glucosa en un rango d= o —antraclion comprendido entre T0-80  pg

por wml (Scot, 19535)




Reactivo de nntrona: Se disuelven 00 mc de antrona en S

de etanol absoluto en un erlenmever de 100 wml. Fosteriormante,

agrega acido sulfuarico al 73% hasta obtener un volumen final

100 ml.

2.2.2.4 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AZUCARES

REDUCTORES.

ml

se

de

El contenido de azitcares reductores del licor

de remojado de maiz se determind empleando €l método del &cido

dinitrasalicilico descrito en la seccicon (2.2.1.1).

2.2.2.5 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD.

En 1la determinacisan de numedad del licor
remojado de maiz se utilizd el procedimiento descrito en

seccisn (2.2.1.2).

2.2.2.65 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CENIZAS.

de

la

Se determind de igual tforma que en la seccion

(2.2.1.4).
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2.7 HIDROLISIS Y SEPARACION DE PROTEINAS DEL SUERO DE LECHE.

Con la finalidad de remover las proteinas del suero de
leche, se empled una hidrdiisis 4acida segun 1la metodoloaia
descrita por Bahar, S. (comunicacidn personal). Fara ello,
dependiendo de la concentracion de lactosa requerida en el
hidrolizado, se disuelve wun peso de suero en polvo, en agua

destilada v se ajusta el pH de& la solucidon obtemnida a un valor d

n

4  cor RS04 ZN. Seguidamente, se soma2te la preparacion a 121 20

t

n

oy uwn periodc de 19 minutos. Fosteriormente, finalizadc el
Erataniento t&rmice, se filtra la solucidn de suero hidrolicado

a través de papel Whatman NO 1 v s€ almacena bajo refrigeracidn.

2.4 EXPERIMENTOS REALIZADOS

2.4.1 CRECIMIENTO A NIVEL DE FERMENTADOR DE 7 LITROS

EMPLEANDO COMO FUENTE DE LACTOSA SUERO DE LECHE EN

POLVO AL 5% (P/V).

Medic de cultive empleado v condiciones de procesc:

Suero de leche an polvo.e .o et ie e eeoncans ceeaneenavae D000
tutracto de Levadura. .o o i i e it n i s esecceansnsnna ey 73%
SULTATO IR AMON L0 . e e e v v v e vevrreceossoesansssancnoeans .0,84%
Sulfato de MagneEsS10. e e e e rcevnvees ce s e s e e e s eseue 0O L00%
Fnsfato de potasio dibAE 100 . c e e s v n e n venw. et s e s e e m e O a45%

%
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En o1 experimsrts se utilizd un termentadeor de 7
litros de capacidad (marca New Brunswick Scientific, modelo Ma-—
107), empleando una agitacidn de 198 rpm, una airea&ién de 0,2
vvin, una temperatura de 30 2C, un pH inicial de 5,5 y un volumen
de inéculo correspondient= al 1C¢%Z del  volumen final de
fermentacion. Se tomarcn muestras a intervalos de 1 hora durante
un pericdo total de fermentacién de & horas y se determing la
actividad de la B-galactosidasa, el contenido de lactcsa re=sidual
y €l crecimianto microbiano. de conformidad al procedimiento

descrito en el primsr iniorme de avance de 1989.

2.4.2 OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LA FPRODUCCION

DE B-GALACTOSIDASA.

on la finalidad de diz=minuir los costos de operacién
an la produccidn de la enzima se estudid la pos:ible sustitucién
de la lactosza v el extracts d2 levadura presentes en =21 medio de
refer=ncia por suero de lechz hidrolizado v licor de remojado de
maiz respectivamente. los =.gerimentos se llevaron & cabo por
duplicado a nivel de fras-3s agitados de 250 ml con 100 ml de
medio de cultivo a una temperatura de 30 OC, una agitacion de 200
rpm, un pH inicial de 5.% v un volumen de inbculo equivalente al
10% del volumen total. En tas tablas No., 2 y T se indican la

composiciéon de los Jiferentss medios empleados.




2.4.2.1 ESTUDIOD DEL EFECTO DE LA SUSTITUCION DE

LACTOSA POR SUERO DE LECHE HIDROLIZADO.

Fara determinar el efecto de la' sustitucion
de lactosa por suerc de leche hidrolizado sobre la prodq;cian de
la B—galactosidasa se cultivo el microorganismo en los medios 1,
2, y 3 (Tablas No. 2 y No. 3) y se determind la actividad de 1la
enzima asi como la biomasa obtenida al cabo de 3 y &6 haras de

fermentacibn.

2.4.2.2 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUSTITUCION DEL
EXTRACTO DE LEVADURA Y DEL SULFATO DE

AMONIO POR LICOR DE REMOJADO DE MAIZ.

Para determinar el efecto de la sustitucion
del extracto de levadura y el sulfato de amonio por licor de
remojado de malz sobre la produccitdn de la enzima se cultive el
microorganisanc en los medios 4, 5, 6, 7, 8, 7 y 10. fgualmenta,
se determind la actividad de la enzima asi como la biomasa

obtenida al cabo de 2 y & horas de ’‘ermentacion.

2.4.7% DETERMINACION DE (.AS CONSTANTES CINETICAS DE Kluyveromyces

fragilis EMPLEANDO LACTOSA COMO FUENTE DE CARBONO.

Las ronstantes cinéticas FKg vy Wgpay de Kluyveromyces

fragilis se evaluaron en el medio de referencia y en el medic No.

11
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12 (Tabla No. 3) gue contiene en su Toramulacidn suero hidsolizado
de lache y licor de remciado de maliz. A continuacion se describe
12 metodologia desarrcllada para la obtencion de las constantes

cindticas de la levadura en ambos medios.

2.4.%.1 DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS EN EL

MEDIO DE REFERENCIA.

Fara determinar las constantes cinéticas Kg v  Hgax

d levadura, se avaluaron 1as cinéticas de creacimiento en 21

g
ot
m
i

medio 1indicado (medic de raferencia-México), usando para ello

4iferentes concentracicnes de lactosa v mantenilendo constantes la

J

ncentracion del componentes del medio de cultivo,

fa

L.

mediantez el cultivo de 2 asadas de

1)
—
[}
m
[m]
or
rt
s
<
Q

El indculo inici

1a levadura en 100 nal de medio de referencia (Maxico) conteniendo

lactocsa al 2% (p/v:. Fosteriormente. el cultivoe primerio asi
sbtenidon, =se incubo 4 27 20 durante 13 h v Z00 rpm en #1  mismo

mnedio de cultivo de refzrencia.

Fara la nbtencion de 'as curvas de crecimiento, se adicionaron
10 ml de cultivo primacion a un velumen de medio de referencia de
tal wmanera de obtenzr luegce de la adiciodn del indculo 100 ml  de
cultivo (WS1g] las siLgulentes concentraciones de lactosa:
O,07%,0,15, 0,2%, 0,44%, 0,7 % (p/v). Fostericrmente, los frascos

Be2  1ncubaron bajn agitaozién orbital  a 20O rpmoo Yy a  una




L
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temperatura de 30 QC.

A lo largo de 1la fermentacion y a diferantes
intervalos ce tiempo se extrajeron 2 ml del cultivo micrcbiano de
cada uno de los frascos correspondientes a cada concentracion de
lactosa (en condiciones de esterilidad). Seguidamente, cada
muestra se diluyd 1/50 con agua destilada y se determind 1la

densidad oOptica de la suspensién microbiana a 650 nm. (segun el

procedimiento descrito en el primer informe de avance, 198%7).

La velocidad especifica de crecimiento correspondiente
a2 cada concertracion de lactosa, se calculd considérando el
rempo  comprendido entre las 2 v %,5 horas de fermentacién dada
12 existencia de la fase de crecimiento exponencial en todas las
cinéticas consideradas de conformidad con la siguiente expresion

matem&tica.

Ln (Biomasa final)-Ln (Biomasa inicial)

Tiempo final- Tiempo inicial
Las constantes cinéticas ¥g ¥ Hpayn fueron calculadas

craficando los inversos de la velocidad especifica de crecimiento

contra los inversos de a concentracion de sustrato.

1%




?.4.2.7 DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS EN EL

MEDIO FORMULADO No 10.

Con la finalidad de obtener difTerentes
concentraciones de lactosa se realizaron diluciones apropiadas
del suero dJde leche hidrolizado. (segun descrito en la saccidn
2.3, Posteriormente a cada una de las concentraciores de lactosa
utilizadas ( 9.5, 1, 2, 2, 4, y 09O%Z) se le anadieron  los

componentes indicados para el medioc No 10. (ver tabla No X .

El indculc empleado se obtuvo mediante la adicidn  de
dos asadas de la ilevadura en 100 a1l de medio Mo 10,
Fostericrmente, ze i;cubd  por un pericdo de 18 horas a una

temperatura de 27 2 . ana agitacion orbital de 200 rpm.

El1 wvolumen de inoculacion empleado, asi comc  la
determinacion de la biomasa obtenida para cada concentracion de
lactosa, durante la “ermentacion, se realizo de igual forma que

en la seccibon Z.4.3.1.

La veloridad especifica de crecimiento correspondiente
a cada concentracidn de lactosa e zalculd considerando el
intervalo de tiempo comprendido entre 2y 4 horas de
fermentacion dada l& existencia, durante este periodo, de una

fase de crecimiento esponencial.

14




I_RESULTADOS Y DISCUSION

T.1 COMPOSICION DE LA MATERIA PRIMA

Los resultados obtenidos en el andlisis de ia composicidn del
suero de leche y el licor de remojado da maiz s2 especifican en
la tabla No 1.

Los valores numéricos obtenidos en el desarrollo de cada

experimento se encuentran indicados en el apendice A.

Z.2 CRECIMIENTO DE K.fragilis EN FERMENTADOR DE 7 LITROS

EMPLEANDO COMD FUENTE DE LACTOSA SUERO DE LECHE EN POLVO AL

S%Z

Como puede observarse en las figuras No 1 v Mo 2, al emplear
S% (p/v) de suero de leche como sustituto 22 la lactosa se
obtiene un menor cracimiento de la levadura, alcanzandose un
maximo de 2,745 ma/ml en comparacicn al mayor salor de bioinasa
obtenido al emplear lactosa comercial (&,921 wmg/ml).

El1 menor creciniento de la levadurae al emplear 3% de suero
de leche en polvo probablemente se debé a la menor concentracion
de lactosa (3,13%) que 32 otiene al adicicrar al medio de
cultivo 5% de suero de leche en polvo (Ver tabla No. 1, Figs. 1la

y 1b).




TAEBLA Mo 1 COMFOSICION DE LA MATERIA FRIMA

SUERC DE LECHE EN POLVO

HUMEDAD J. 24 (F/F)
CONTENIDO B;_:;E;DSA o b;:bz ;;;;; ———————

————— PR;;;;;Q SDLUBL;———_——_— m-——138,47 m;/ml
o centzes 7. ke i

SOLUCION DE SUERO DE LECHE HIDROLIZADO
UTILIZADA EN LOS EXPERIMENTOS

. CONTENIDO DE LACTOSA % (F/V)
~ proTEma souee 2,48 mg/ml
——————————— CONTENIDG DE K 1480 +/- 10 ppm
"""""""""" CONTENIDO DE Na 634 +/- 6 ppm
___________ CONTENIDO DE ca  zoo+ 4 ppm

LICOR DE REMOJADO DE MAIZ

CONTENIDO DE HNITRIGEMNO 3:2% (F/V)
CONTENIDO DE FOSFORO 0.,8% (F/V)
CONTENIDO DE AZUCARES TOTALES 2.4 g/ml

CONTEMIDO DE AZUCARES REDUCTORES b,2% (F/V)

CONTENIDO DE HUMEDAD EE,3%h (F/V)

CONTENIDO DE CENIZAS 1,74 (F/V)

16
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CRECIMIENTO DE K. fragilis
EN FERMENTADOR DE 7 LITROS
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TIEMPO DE FERMENTACION (h)

EMPLEANDO MEDIO DE REFERENCIA
CON 5% DE LACTOSA COMERCIAL

FIGURA No. 1€
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CREGIMIENTO DE K. fragilis
EN FERMENTADOR DE 7 LITROS
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COMGO SUSTITUTO DE LA LACTOSA

FIGURA No. 2
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Al existir una merndr concentracidon de la  fuente de

carbono, el contenidc de energls es limitado vy esto se traduce en

un menor crecimiento del microorganismo durante la fermentacion.
For otra parte, tampoco se observé (Figuras No. lc, 2, 3, ¥
4) una disminucién en los niveles de actividad enzimatica/ceélula
B al emplear sueroc de leche =n polvo en el medio de cultivo.
] 3.3 OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE B-
GALACTOSIDASA.
7 Z.%.1 EFECTO DE LA SUSTITUCION DE LACTOSA POR SUERO DE LECHE
- ' HIDROL1IZADO
T . Con la finalizsad de estudiar la posible sustitucion
- de la lactosa presente en &l medio de rafazrencia por un compuesto
mas econdmico, vy tome 3o en consideracién  los resul tados
B obtenidos en la seccisn precedente, s= empled el suerc
- hidrolizado de leche en la formulacidn de los medios (ver tabla
W No 2 donde se especifiza la formulacidn de los medios de
/ cultivo en estudio).
-~
]




TARLA 2

COMFOSICION DE tOS

MEDIOS DE

CULT I

MEDIO

SUERC

DE LECHE
HIDROLIZADO
SZ DE
LACTOEA

LICOR DE
REMOJADO
bE MALZ

LACTOSA
OMERCIAL

EXTRAZYO DE
LEVADURA

0,09%

0,05%

0,05%




TASLA No I COMFOSICION DE LOS MEDICS DE CULTIVO
(CONTINUACION)

MEDIO

)
o
~
(6]
0

10

SUERO DE

LECHE

HIDROL IZADO b 4 X X ¥ p 4 4
3% DE

LACTOSA

LICCR DE

REMOJADO DE o% 0,.5% 14 2,9% A 1%
MAIZ

LACTOSA

COMERCIAL - - - - - -
S%

EXTRACTO DE
LEVADURA - - - - - -

MaS0Oy4 0,05% 0,05% 0,09% 0,05% 0,05% 0,05%
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A mansra de control, se re2alizd el creciaiento de K.
fragilis en suero de leche hidrolizado con una ccacentraciédn de
lactosa al S% (F/V) como unico constituyente del medio de cultivo

(medio No 3).

Al emplear ei medio de cultivo No I 133 valores de
actividad enzimatica por gramo de c2lula y por lit-o de cultivo a
las & horas de fermentacion son inferiores (3445 U/g y 10.9048
U/s/1) a los obtenidos cuando se2 suplementa el scero de lache
hidrolizado con {NH4)2S804, KoHFO4, extracto de l=.adura y MgS04
(Z733 U/g vy 14.222 U/1)}) correspondiente a la composicicn  del

medio No 2.

El suero de leche hidrolizado por =i s6lo noc es
suficiente para un buen crecimiento de la levadurs v produccisn
de 1la enzima. For el contrario los resultados obtiznidos indican
la necesidad de la incorporacién de fuentes sdicionales de
nitrégeno y fdcforo al medio de cultivo par-a obtener un
increments en los valores de actividad enzimatics comparables a

los que se obtienen al emplear el medio de referercia.

Dadc: que el suero de leche hidrolizszo como unico
constituyente del medio de cultivo no es suficiente para obtener

resul tados satisfactorios, se formuld el medio de zZultivo No 2

que contiene suero hidrolizado de leche como fuernte de lactosa vy
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Gawe orree]

el restc de los constituventes presentes en &l medio de

referencia. (VYer tabla No 2).

Al comparar el medio formulado No. 2 con 21 medio de
referencia (medio No.l figura No 3 ) se observa un valor
inferior de actividad enzimatica por gramo de célula a las tres
horas de fermentacién (4759 U/a) en comparacién a la actividad
cbtenida al utilizar el medio No. 1 durante el mismo periodc

b

(7110 U/g). 3in embargo, a las & horas de fermentacion 1ia
actividad enzimAtica por gramo de célula es similar al emplear

ambos medios { 4160 Usg vy 3755 /g respectivamente).

for otra parte. al emplear el medio No. 2 la actividad

enzimatica por litro de cultivo (figura No 7) es zimilar la

N

obtenida cuando se utiliza lactosa comercial a las tres horas ce
fermentacion (5808 U/1 v S7ul U/l respectivamente). En cambioc, a
las & horas de fermentacion al emplear suero de leche tidrolizado
se obtiene una actividad por litro de cultivo superior de 14.222

U/1 en comparacién al uso de lactosa comercial para la cual se

obtiene 12.604 U/1 da culbivo.

Estos recnltadns indican gue la sustitucidn de lactosa
por susro hidrolizado de l2che 23 apropiada, debido & que 3sée
obtiene un mayor crecimiento del microorganismo durante la
fermentacion (Ver figura 6) 1o que genera un incremento en la

artividad enzimAdtica por litro de cultivo.
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El uso del saerc de leche hidrolizado permite no sdélo
disminuir los costos de operacidn durante el procesc si no
tambien el aprovechamiento de un producto, el cual en gran parte
es en la actualidad descargado a corrientes agua, ocasionando

problemas de contaminacidén ambiental.

Z.%Z.2 EFECTO DE LA SUSTITUCION DEL EXTRACTO DE LEVADURA

Y EL SULFATO DE AMONIO POR LICOR DE REMOJADO DE MAILZ.

En base x o5 resultados obtenidos la seccion (3.3.1)
resulta  fTavorable en téraminos de actividad enzimatica por litro
de cultivo, la sustitucidn de la lactcsa comercial por suero de
leche hidrolizado debido a gque se favorece un mayor crecimianto
de la levadura. S5in embaraoc, aungue la bicmasa obtenida durante
la fermentacidn es msayor, no se observa un incrementoc en la
actividad por gramo de ceélula al uwutilizar este producto.
Frobablemente sea necesaric la incorporacidn de nuevas fuentes de
nitrdgeno v fdsforo en el medio de cultivo que estimulen ademas
del crecimiento micrcoianc la produccidén enzimatica por célula.
For esta razdn, se =2s3tudid el efecto de la sustitucion del
extracto de levadura v el sulfato de amonio por licor de remojado
de maiz.

Como se obsearva en la figuras No. 9 vy 7, al sustituir
el extracto de levadura por el licor de remojado de maiz (medios
de cultivo 6,7,8,9 yv 10) existe un incremento en la actividad
enzimatica por célula y por litro de cultivo en comparacién .. la

actividad obtenida en el medio No 2.

Z1




Igualments., los valores de actividad enzimatica por
gramo de célula al emplezr los madios 6,7.8.9 y 10 son similares
v en algunos casos supericres a los obtenidos cuando se emplaa el
medio de referencia (madio No 1) independientemente de la

concentracién de licor de remolado de maiz utilizada.

Cabe destacar, gue si bi:n se obtuvo en promedio un

aumento en la actividad snzimatica por gramo de célula al emplear

-t

1% (v/v) de licor de renciads 22 maiz (figura No S} con resgecto
al medi- de cultivo litre J= este producto, no se observs un
incremento sSignifizstivo en la actividad enzimatica al aumentar
la concentracidn de la fuents dz nitrdgeno en un rango de 1 & 57
(vivia

Dado gue =z sotisrcen valores similares de  actividas
enzimatica por litre de —ultivo al emplear 1 y D% (v/v) de licor
de remojado de maiz. e szlecciond la concentraciin menor d= 1%
comn la apropiada 2n 1z “oroulacién del medio de cultivo.

Exr otr-x nart=. al redacir la concentracidn de silfats
de amonic =2n el mecic 45 cultivo de 6,84 a 0,420 (medid Nc_lO: no
s& ancontrd whia o Jdleminusilsn sronunciada de la actividad

enzimitica  por  graans 22 cztala, observandose  ademas la mayvor

c

at tividad envaimdtica oo l3tro de cultivo & las horas de

fermeantasidn (JOL500 Lo,

Len  re-ulbtass:z  andican gue resulta favorable en la

producrion de la enzima. @l 2apleo de el medio de cultivo Mo 1o,

s

aree



en el cual se sustituye el extract: de ievadura pcs  licor de
remaojado de maiz a una concentracidn del 1% {v/v) y se reduce la

concentracién de sul fato de amonio desde 9,84 & 0,42% {po/v).

Existen varias ventajas 2n el uso del medio No. 10
para la produccion qe la enzima:s
-.En primer lugar, al emplear liccor de remojado de maiz en una
concentracien de 17 (v/v), se obtienen valores de actividad

') enzimAtica por célula similares & los obtenidos emplaando el

medio de referencias

-.S%egundo, &l utilizar el licor de remciado de @mai:z xiste un
. incremento en los valores de actividad enzimatica por litro ce

Zultivo debido a un sayor crecimisnto  de la levadura,

aloanzandose un valor maxaimo de

Zo.501 0 WL v

-.Tercevo,. al emplear licor de rercjado de maiz y raducir a la

nitad la concentracidn de sulfats de amonio se  logra  una

disminucidn en lo0s costcs de operacisn durante el proceso.

At
v




Z.3: DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS Kg Y pgax DE K.
fragilis.
Z.3.1 DETERMINACION DE LLAS CONSTANTES CINETICAS DE LA

LEVADURA EN ELL. MEDIO DE REFERENCIA.

ca figura No 8 muestra las cinéticas de
crecisaientc obtenidas para K. fragilis al eamplear diferentes

concantrasisnes de lactosa en el medic de referencia.

Experiencias previas democstraron qua al utilizar
concentiratiznes de lactosa superiores al 1% (p/v), 52 1incremnenta

la durszziisn de la fase exponencial de cr=caimiento alcanzAndose

o

una Rz -3 biomasa final. Igualmente, se cbservz gue ajic estas
condic.2nes e velocidad easpecifica de crecimientc es muy
CerTans & A veiocidad madxima. For ssta razdn, s& 2 selzaccicnaron

gcara l& Izterminaclidn de las constantes cinaticas concentraciones

d= lazzzsz2 infaricres al L% (F/V)Y.

En el andlisis de las curvas de crezimiento, se
chaor. - ndependiontenente de la concentrsacidn  de lactosa
utilsr=zZa, la ausencia de un periodo dz latencia. b2 manera
sl lar, =2 puede apreciar que la biomasa final obtenida durante
la Ternantacion incrementa al aumentar la conczntracidn 1inicial

de lacicss alocanzando un valor méximo d=2 1748 m3/1 a una

concentr o sn de lactosa de 0,7%

= la fliaura  No 9 se puede observar que la
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FIGURA No 8. Cinéticas de crecimiento para Kluyveromyces
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FIGURA No10. Determinacion de las constantes cinéticas
. Kg ¥ Mmax de K. fragilis usando lactosa
' comercial como fuente de carbono,
50 + —
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//

° //
20 1
1,0 ¢

i } + }
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velocidad especifica de cracimlento (i) aumenta al incremestar 1z

concentracion de lactosa 2n un rango de © a 20.46 aM.

Al graficar los inversos de la velocidad especifica
de crecimiento contra el inverso de la concentracién de sustrato
(Figura No 10), se obtiene un valor de Kg de 3,34 mM v uga, 32

0,553 horas.

Z.4.2 DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA

LEVADURA EN EL MEDID FORMULADO No 10.

La figura No 11, muestra las cirneticas aes
crecimiento de K. fragilis al emplear el medio No 0. 3e
evidencia la presencia de un pericio de latencis S
aproximadamnente 2 horas para todas las concentraciones de lactoza
consideradas. Igualmante se observa gue la biomnasa final Gotenina
aumenta al incrementar la concentracidn inicial de lactosa,
alcanzando uwn valor wmaximo de 32900 mg/1 al utilizar una

concentracion de lactosa ce 37,7 mM.

En la figura MNo 12, se puede ohservar Jue HE
velocidad especifica de crecimiento (p) aumenta al incrementar ta

concentracion de lactosa (proveniente de suero hidrolizado) en wn

wntaervalo de O a 87,71 aM.
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Al graficar los inversos de la velocidad especifica

d2 crecimiento contra los inversos de la concentracidn  de

- sustrato (figura No 13) se obtiene un valor de Kg de 7,30 ¥ Hpax

g

de 0,5697 horas._1
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CONCLUSIONES

irse., la lactosa presente en el medio de

or suerc de leche como anica fuente de carbonc,

de anera significativa la micrabiana

mnasa

acti.idad enzim&atica. Con esta sustitucidn se

costss de formulaci®n del medio de cultivao.
n dei suerc de l=che hidrolizado, comc unico
del nedic ade crecimisnto de K. fragilis no 25
ra ur adecuads crecimisnto v produccidn de  la
tosisssa.
ngoc 22 experimer tacion estudiado, se daetectd Jue
CuLti-o  wmas  apooplisdo tiene la siguisnta
5% (. vt dz lactosa (proveniente de 7.3% 0 (o)
leche =20 po.vo. rideoalizado), 1% (v}v) LiCcor  de
maiz 1% {v/vi. G.42% (p/v) sulfato de anonio,
sfats dibssics 22 potasio, $3.03% de sulfato de
o MNo. 1), Ello s posible, dado gue:
ad zzpecificza de la enzima B-galactosidaza &5
& ottenida —con =21 nedioc de referencia.
& 1a sctividad encimdtica por litro de cultivo.

reducoicn en &1 costo del medio de cultivo al
catracto de lavadura y al reducir a la mitad la

sul fato de cqunornra.



; 4.-lLcs valores obtenidos para las constante

1

cindticas oce k.

fragilis empleando medio de referencia tuercn: kg = S,%4 =M vy
-1
Bpasx = 983 h .
5. Al determinar las constantes cinéticas de K. fragilis

empleandoc el medio formulado No 10, se encontrd un kg de 7

- M v un ppax de 0,697 h—l.

—
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TAERLA A.1 ACTIVIDAD DE LA 8 GALACTOSIDASA FOR GRAMO DE CELULA.

ACTIVIDAD A LAS ACTIVIDAD A LAS
ZHORAS 6 HORAS
711¢ 416¢
3732 3758
35495 Z455
3380 4305
IZZ0 II80
=21e 457¢
55320 4590
3900 SO60
7693 '4335




= TABLA A.2 ACTIVIDAD DE LA B GALACTOSIDASA FOR LITRO ZE CULTIVO.
7]
) MEDIO ACTIVIDAD A LAS ACTIVIDAS A LAS
- 3 HORAS & HI&RS
] 1 5898 12.:=04
2 S701 14,222

= 5358 1.6




TABLA A.X EBIOMASA OEBTENIDA DURANTE

LA FERMENTACION

EN mg/ml.
MEDIO BICMASA A LAS BIOMASA A LAS
3 HORAS & HORAS

i GL.317 IL,03Z0

2 1.138 5,229

= 1,177 IT.519

4 1,183 2.977

S 1.5&1 .73z

& .74 3303

7 ). 254 T.351%

3 1.24 4,430

9 1,000 3,080
10 1.:.52 S,0L22



i TARLA A.4 RESULTADOS CEBTENIDOS EN EUL CRECIMIENTO DE K. fragilis
! EN FERMENTADOR DE 7 LITROS EMFLEANDO MEDIQ DE

REFERENCIA.
riewo0 ACTIVIDAD LacTosa " BIomesa
ENZIMATICA RESIDUAL
(h) U’/g mg/ml mg/ml
O ICH0 49,72 0,451
——I_ - ———;050 N o 51,37 o 0,;I£ —————
= s8,30 0,955
) s amss 9,66 1,88
I P
s zear zt.ae 2.z
e zess arez z.aes
sz s azes
s e zaee e
e zswe 2 sem
e 2540 Lz20 s.e00
B




TABLA A.3 RESULTADOS OBTERIDOS EN EL CRECIMIENTO DE K. fragilis
EN FERMENTADOR DE 7 LITROS EMPLEANDD COMO FUENTE DE
LACTOSA SUERO Dz LECHE EN FOLVO AL 5%

TIEMFO ACTIVIDAD " LACTOSA EIOMASA
ENZIMATICA - RESIDUAL




TAEBLA No A.& RESULTADOS QSTeENIDUS EN LA DETERMINACIUN  LRE L
CONSTANTES CIMETICAS DE Kluveromyces fragilis
EMFLEANDO LACTOSA COMERCIAL COMO FUEMYE DE CARBULNGO.

CONCENTRACION DE

LACTOSA 0,075% 0,15% O ,35%
TIEMPO S
(h) DO. E. DOo. E. po. E.
o 0,029  T13.4 0,030  328.7 0,029 311.4
0,5 0,032 359,2 0,030 328,7 0,033  I74,4
1,0 0,036  420,2 0,036 420,2 0,037 435.5
s 0,039  466.0 0,080 4BL,I 0,041 49,6
Tz 0,085  S87.6 0,042 511,8 0,086  5/2,9
s 0,057 740.8 0,061  B01,9  0.079 1076.6
a0 0,061 801.9 0,070  977.2 0,083 1137,7
Cas 0,059 771,37 0,070 39,2  0.089 1229.3
CONCENTRACION 0,45% D, FO%
DE LACTOSA
reews
(h) DO, E. Do. E.
P 0,020 8.7 o052 59,2
o 0,054 9.7 0,015 405,0
1o 0037 azs.s 0,029 4o
s o.085  ss7.e 0,086  572.9
20 0.050 637,9 o081 £49,2
EX 0.09%  1z90,3 0,100 1390.2
a0 o0z 1427.7 5120 17025
a5 0,100 14430 0127 1748.7

DO.= DENSIDAD OFTICA A 650nm
B. = BIOMASA (mg/l1).

a5
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TABLA No A.7 DETERMINACION DE LA VELOCIDAD ESFECIFICA DE
CRECIMIENTO (p) EMPLEANDO LACTOSA COMERCISL.

CONCENTRACION VEOQCIDAD ESFECIFICA 1/§1 1/p
DE SUSTRATO. DE CRECIMIENTO (p) (mM ) (h)
-1
(mM) (h ™)
2,193 00,1374 00,4359 3,280
4,384 00,2794 0,2280 2,340
10,274 00,4206 00,0977 2,378
13,158 00,4738 00,0739 Z.111
20,362 0.5110 00,0489 1,957
= CL,FFE

Kg= 95,3420 mi

. -1
Bpax= C26522 (K )




TABLA No A.8 CINETICA LE CRECIMIENTO DE K. fragilis EMFLZANDO
SUERO HIDROLIZADO DE LECHE CON DIFEREMTES
CONCENTRACTONES DE LACTOSA.

CONCENTRACION DE LACTOSA —
14,5619 mM 29,239 mM 58,479 mM 87,719 mM
Tieweo ) o
(h) Do. EB. DO. E. DO. E. DO. E.

T 0 0,035 408,9 0,038 389.7 0,081 496,5 0,030 322.6
1 0,031 343.9 0,036 420,2 0,035 4C4,9 0,081 435.5
T2 0,089 618.6 0,087 S8B,1 0,052 684.0 0,050 33,9
Tz 0,130 1855.1 0,139 1992,5 0,143 2053.5 0,141 2021.0
T4 0,110 1549.8 0,132 1885.7 0,158 2176.8 0,157 2257.3
s 0.116  1641.4 0,20z Z954,2 - - 0,208 Z953,7
6 0,131 1870,4 0,151 Z175.6 0,229 3366.3 0,264 390916

DO.= DENSIDAD OFTICA A 650nm

B.= EBIOMASA (mg/l).



TAELA No A.9 DETERMINACION DE Kg Y Mga DE k. fragilis EMFLEANDO
SUERO DE LECHE HIDROLIZADO. (MEDIO DE CULTIVD &)

CONCENTRACION DE VELOCIDAD ESFECIFICA 1/8 1/p
LACTOSA DE CRECIMIENTO -1
{(mM) th ) (mM ) th)
e o,a592 0.0684  2,1777
o omem o,se2s 0,034z 1,71es
"""""" se,477  0,6073 0,017 1,646
"""" 779 o3z o.n11a 1,5698
r= 2,798
Fg= 7,.3314 o

Fmax= ©:6972 (h )
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TAELA No A.10 COMSTANTES CINMETICAS DE K. fragilis AL EMPLEAR
MEDIO DE REFERENCIA Y EL MEDIO FORMULADGO Ne 10

(N Kmas

(mH) (n ™ h
MEDIO DE REFERENCIA 5,5 0,653
MEDIO FORMULADO Mol 7,30 0,86972

Ny



INMOVILIZACION DE B-GALACTOSIDASA EN NYLON
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1-. INTRODUCCION

En esta seccidn, se presentan los resultados
obtenidos en la inmovilizacién de la enzima comercial Lactozym
(suministrada por la empresa NOVO Enzyme) sobre nylon. Estos
experimentos fueron necesarios, dado que se requiere comparar la
actividad y estabilidad de la enzima inmovilizada de origen
comercial con la enzima inomvilizada, proveniente del cultivo de
Klyveromyces fragilis. Esta ccmparacién se hace necesaria para
determinar la influencia de los costos de produccién,
inmovilizaci6én y viabilidad del catalizador biolégico obtenido.
Cabe destacar que el tiempo de vida mec:o de la preparacién, en
almacenamiento con reutilizaciones sSUCEeS1Vvas, fué de

aproximadamente cuatro dias para uno de los tipos de preparacioén

ootenidos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES.

- Acido Clorhidrico 37% de pureza, d= 1,17 g/cc.

(Riedel de Haen}.

-~

- Glutaraldehido grado No 2 al 235% en solucion

({SIGMA Chemical Company).

- Folietilenimina al S0O% en solucidn

(SIGMA Chemical Company).

acuosa.

acuogsa.

- Ortonitrofenil B-D SBalactopiranidsido {(SIGMA Chemical

Company) .

- Z—- Mercaptoetanol (Riedel de Haen).

- Nylon brillante. Suministrado por Hilados FLEXILON C.A.

- Bolsas de didlisis.

- - galactosidaza marca Lactozym 000 L . HF-G.
Suministrado por NOVO Industry A/S. Copenhagen-—
Dinamarca).
2.1.1 SOLUCIONES Y REACTIVOS EMPLEADOS
-Solucion de Glutaraldehido al 18,5%% (V/V) preparado

en buffer de btorato o,74M pH 9,0.

- Solucidn de Glutaraldehido al 9% (v/v) preparado en

buffer borato 0,2M pH 2,5.

- Solucidn de Folietilenimina ai 10% (v/v)
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— Buffer para determinacion de actividsas Ze la enzima

- B-galactosidasa: Fosfato de potasis .M pH 6,6
i conteniendo 1mM de Mg y O,1mM de Mn
?‘ - Buffer utilirzado en el lavado y almascenamientoc de
- los biocatalirzadores y en la dialisis ¥ dilucion
E: - de la enzima comercial: Buffer oce fosfato de
7 potasio 0,1M pH 6,6 con O,1mM de Mmn.
i - Solucién 0,068 M de ONFG.
N ) - Solucion 0,036 M de 2-Mercaptcetanol.
| 2.1.2 EQUIPOS.

- Agitador oroital pars tubos de 2nsavi.

- Flatina con agitacién marca Corning ™oC. Fo-320

~ Calentador de agua marca Tempette TE-7,

- Molino de cuchillas Modelo No. &. (Arthur  H.
T Thomas Co. Fhiladelphia F.A. USA}.
5 ) - Incubadora éon agitacién Modelo G 24, suministrada

por Mew Erunswick Scientific Co.. rc. Ediscn, N.

e J.. USA.

-
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2.2 INMOVILIZACION DE B-GALACTOSIDASA EN NYLON .

Z2.2.1 MOLIENDA DEL NYLON.

Con el proposito de disminuir el tamano de particula
se colocé un pesc de nylon en forma de "chips®" &as un molino
Arthur Thomas Mod No 4. Al finalizar la molienda del nylon, el

producto obtenido fué tamizo empleando una de malla o= 1.35% mm.

Para la realizazién de los experimentos se wutilizaron las
particulas de nylon retenidas en la malla con un tamaro minimo de

1,55 am.

En la realizacién de los experimentos se  usaron
0,25; 0,50; 0,753 y 1 g de nylon. La activacion del nvlon wolido
i)

(seccibn 2.2.1) se realizé segun la metodologia descrita en el

primer informe de avance (1987).

2.72.4 PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LA ENZIMA.

La enzima comercial utilizada en los experimentos de
inmovilizacién en nylon fué la Lactozym Z0O00 L HF-G. Con la
finalidad de obtener resul tados comparativos con la

inmovilizacién de la enzima extralda por disrupcion celular,




-

{(informe de 1987). Se utilizd una dilucion de Lactozym tal que la
concentracion final fuese de 10 y 3 m3 de proteina por ml
{preparacicnes No 1 vy No 2). Igualmente, se utilizo la
preparacion comercial dializada, diluida hasta obtener 2° mg de

proteina por ml {preparacidén No X).

La dialisis de la enzima comercial, se llevé a cabo
para de determinar 21 efecto del gliceroi ( y octros aditivos
presentas en 21 productc ) scbre la ivwmovilizaciéon y expresion de

1la actividag enzimatica.

[N

iz di&lisis de la enzima comercial se realizd en

=

Baf for ce Fostats de potasio 0,1 M pH 6.5 Con .1 M de Mn oa  una

temperatara de 4 20 por un periodo de 24 kK con agitacidn ligera.

2 las preparaciones obtenidas se 1= determins el

(WY

A CAads  LnA
contenido de proteinas solubles segun el metodo de Lowry (1931) v
la actividad enzimAtica empleando ONFG  como sustrato. La
determinacisn de la actividad enzimatica se realizd conforme a la

metodolsgia d2zsarita en 21 primer informe de avance (1989).

2.2.% INMOVILIZACION DE LAS PREPARACIONES ENZ IMATICAS

La inmovilizacion de la ensima comercial

(preparaciones Nos. 1, ¥y Z) me realizé mediante la esxposicion




SN’

de 2.0 ml (por duplicado) d= la enzima liguida con cada uno de

los pesos de soporte activados, usando para ello tubos de ensayo

.

de 100316 mm. La reaccion de inmovilizacidn se l1llevdé a cabo
durante un periodo de 24 horas a una temperatura de 49C y con

agitacidon orbital.

2.2.5 DETERMINACION DE LA CANTIDAD Dt ENZIMA

INMOVILIZADA.

El contenido de proteina oresenta en las
preparacicnes enzimdticas se determind, mediante el método de
Lowry (1957). La cantidad de enzima inmovilizada (mg) se obtuvo
por difer=zncia algebraica entre la concentirazion 32 groteinas  al
imicic de la rezaccidn de inmovilizacidn y is obtenide al fimal de

la misma.

2.2.&6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LACTASICA DE

LOS BIOCATALIZADORES

La actividad enctimatica de los
biocatali:zadores se determina utilizands el si1guliante
procedimiento: se adiciona de manera individusl a cada
erlenmeyer, un peso determino del biccatalizader cbtenido. En

dicho recipiente, previament2 se& ha colocado la mezcla de
reacci16n, constituida por 39,2 ml buffer ‘osfata (2.1 M pH 6,6
con 1 mM de Mg vy O,1 mM de Mn) y 1,4 ml de =zolucion de -

mertcaptoetanol. Seguidamente se 1ncuba la praparaclan a T0QC por
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un periodo de 15 w:inatos al cabo del cual se ag:icaiona 1.3 ol 3e
salucion da ONFG O, -3 M. Después se adiciona 21 sustratoa. v se
extraen alicuotas c= % ml al cabo de 0, 1, & y 4 minutss. y se
someten a ebulliciz~ por un periodo de 9 minutos. Finala=snte se
determina la densids? éptica (D.0.) de las alicuotas a 31i¢ nm.
2.2.7 ESTABILIDAD DE ALMACENAMIENTO DE LoS

BIOCATAL IZADORES :

0S5 biocatalizadores obtenidos ==cun 1a
metodologia explic:ss en  la saccion 2.2.% al a2mpleszr as
preparaciones No. - y No. 3, s5e almacenaron para su ConsServacidn
una tempaeratura de -IC en buffer ijosfato d= potasis ©.L ™ GH )
con D,1 oM de o

Clariamente, Y acada muesira, S ie
determind la activizad lactasica de los biocatalizagdores zzgun la

metodologia descrits en la secaion 2.2.7.




s

]

e

. RESULTADDS Y DISCUSION

T.1 INMOVILIZACION DE B8-GALACTOSIDASA POR ACOPLAMIENTO

COVALENTE EN NYLON

Z.1.1 CARACTERIZACION DE LAS PREPARACIONES ENZIMATICAS.

La tabla Mo. ! muestra los resultados obtenidos en

la caracterizacién de la enzima comercial no dializada y de la

preparacion enzimdtica dializada. En los resultados obtenidos s@

aprecia la influencia dal oprocesa de dialisis sobre la
concentracidn de proteinas solubles y sobre la actividad
espacifica. La disminucidn =5 la& concentracion de proteinas

sol itbles es una consecuencia dirscte del process da2 dilucion gue
ocurre en =1 interior de la oolsa de dialisis, ya que 1incrementa
la cantidad de buffer en contacts con la enzima. For ctra parte,
1la disminucién en la actividad especifica de la preparacidn
dializada sugiere 1la presencia da compuestos o de sustancias
(glicerocl) en la praparacion enzimatica criginal que estabiliian

la enzima en solucidn e incrementan su actividad.

La tabla MNo. Z rezume la concentracidn de proteinas
solubles presentes en las prepsracion2s enzimaticas empleadas en

la 1inmovilizacidn. Estas dilucicnes fueron obtenidas usando




TAZLA No 1 CONCENTRACION DE FROTEINAS SOLUBLZS Y ACTIVIDAD
ESFECIFICA DE L¢ - FREFARACIONES ENZIMATICAS
FREFARACION CONCENTRACION DE ACTIVIDAD
ENZIMATICA FROTEINA SOLUBLE ESFECIFICA
(mg/ml) {LU’mg de proteina)
LACTOZYM
I000L HF-6 J0,38 169,35
LLACTOZYM
Z000L HE-6
DIALIZADA 12,468 F1.4=
TARLA Mo & CONCENTRACION DE FROTEINAS SCLUBLES DE LAS
FREFARACIOMES ENZIMATICAS UTILIZADAS EN LA
INMOVILIZATCION.
CONCENTRACICM DE FROTEINAS
SDLUBLES ( -.sgi ml )-

LACTOZYM FREFAXACION 1 .72
ZOI0L HF-G

FREFARACION 2 .67
LACTOZYM FREFARACIUN = Z.04
ZO0OOL HFP-G
DIALIZADA

N

sialn, . ,
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buffer fosfato conteniendo Q0,1 mM de Mn, el cual oresanta un

efecto positivo en el mantenimiento de la actividad enzimatica.

Z.1.2 INMOVILIZACION DE LACTOZYM 3000L HP-G

Los resultados obtenidos en la inmovilizaciéon de
Lactozim 32000 L HF-G (preparaciones 1 y 2) se muestran en las
tablas Nos.  y 4. Fara cada preparacidon se estudid la influencia
del peso de soporte sobre la cantidad de enzima inmovilizada. En

ambos  <aso

"

se aprecia gue al incrementar el peso de soporte
aum=nta la cantidad (mg) de proteina inmovilizada. Asi, para las
praparacines Noc. 1 y 2 el wmayor paorcentaje de proteina
inmovilizada (8&,2% vy 91,4%) se obtiene xl emplear un peso de

soporte de 1,0 g (ver figuras No 1 y 2 ).

For otra parte, la concentracidn inicial d= enzima en
la reacci1idn de inmovilizacidén tiene influencia sobre la cantidad
(mg) de proteina inmovilizada. En efecto, al aumentar la
concentracion inicial de proteina de 3,67 a 9,92 mg/ ml en 1la
reaccién de inmovilizacién, incrementa la cantidad de proteina
inmovilizada/g de scoporte para cada uno de los pesos de soporta
ntilizados. Asi, al emplear la preparacioén No. 1 (9,92 mg/ml) se
obtiene 55,2 , 29,4 , 20,92 y 17,10 mg de proteina 1nmovilizada/g
de soporte para los pesos 0,25 , 0,5 , 0,75 vy 1,00 g

respectivamente, wmientras que para la preparacidn Mo 2 ( 7,67
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TAELA fio 3 INMOVILIZACION 2 LAFREFARACION ENZIMATCA 1 (LACTCZYM
Z000L HF-5 CONCINTRACION INICIAL DE ENZIMA DE 2,92 mg
DE FROTEINA /7 =13,

FESO DE SOFPORTE

G728 0,50 0,75 1.00

CANTIDAD DE FROTEINA
ANTES DE LA
INMOVILIZACION (mg/Z2Zm1) 17,84 19.84 19,84 19,34

CANTIDAD DE FROTEINA

DESFUES DE LA

INMOVILIZACION (masZml) 6,03 5,13 4,15 2.74
CANTIDAD DE FROTEINA

INMOVILIZADRA (mg) 17,81 14,71 15,69 17,10
mg DE FROTEINA

INMOVILIZADA/g DE

SOFCRTE 25.23 29.42 20,92 17,16
% FRCTEINA
INMOVILIZEDA 27,60 74,12 772,09 35,18

UNIDADES DE FROTEINA

AL INICIO DE LA

INMOVILIZACION IITIe,7 I3599.9 I599.,9 3Z59,9
UNIDADES DE

PROTEINA

INMOVILIZADA LITETL 2490, 2697 ,10 2835,89
ACTIVIDAD TEOCRICA

(mg ONFG/min) 708,66 750,58 - B8RO ,00 872,52

ACTIVIDAD REAL

(mg ONFG/min) 0,080 0,558 0,567 1.28
UNIDADES
EXFRESADAS G117 1,es 1,87 4,725

% DE UNIDADES
EXFRESADAS 0,01 0,07 0,07 0,15
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TABLEA No 4 INMOVILIZACION DE ILA FREFARACION

(LACTCZYM
ENZIMA DE

00l HP-

G

ENZIMATI

CONCENTRACION INI
Z,57 mg DE FROTEINA / ml)

CA No 2
CIaL DE

FESO DE SOPORTE (g)

0,25 0,30 0,75 1,00
CANTIDAD DE FROTEINA 7,24 7.%4 7,24 7.34
ANTES DE LA
INMOVILIZACION (mg/2ml)
CANTIDAD DE PROTEINA 4,92 4,356 2,32 0,63
DESFUES DE LA
INMOVILIZACION (mg/2Zml)
CANTITAD DE FROTEINA
INMOVILIZADA. (mQ) 2.42 2,48 5,02 6,71
mg PRCTEINA IMOVILIZADA
FOR GRAMO DE SOFORTE 7.58 5.96 65,69 6,71
FROTEINA INMOVILIZADA 32,97 40,50 68,39 71,42

(%

UNIDADES DE PROTEINA
AL INICIO DE LA
INMOVILIZACION 1243 ,0% 1247 ,0% 12472 ,0%  1243,0
UNIDADES DE FROTEINA
INMOVILIZADA 4047 3 04,86 850,14 11736,7374
ACTIVIDAD TEORICA
{(mg GNF/min) 127,48 152,05 256,15 Z42,%
ACTIVIDAD REAL
{mg ONF/ min) 03,807 2,082 3,214 4,232
UNIDADES EXFRESADAS 2,68 6,82 19,67 14,11
% DE UNIDADES
EXFRESADAS 0,65 e 1.2 1,24
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mg/ml} los valores de proteina inmovilizada por gramo de soporte
son inferiores a los gque se obtienen al utiliizar la preparacidn
No 1. En efecto, s6lo se alcanza un valor maximo de 9,68 mg de
proteina inmovilizada /g de soporte al emplear un peso de soporte
de 0,25 qg. De estos resultados se deriva que al aumentar la
concentracion enzimAdtica enfrentada de 3,67 a 9,70 mg/ml se
logran (a excepcidn del obtenido para 1 gramo de soporte) Qalores
de mg de proteina por grama de soporte superiores al criterioc
dptimo establecido ( 20 mg de proteina/ g de zoprte) a pesar de
que &stos disminuyen al aumentar 1os pesos de soporte y.por enda
la cantidad de proteina inmovilizada. Igualmente,
independieitemente de los mg de proteina inmovilizada por gramo
de soporte e obtuvieron bajics valores de unidades expresadas
{ver figura 4). En este caso los resultados registrados para la
enzima no dializada suglieren unlx pssible relacidn entre los bajos

valores de unigades expres:d la presencia de elementos vy

by
L
b{
)
<

compueztos estabilizantes en la preparacidn original.

En  l1a figura Mo ¥ se pusde observar que al emplear
la preparacion Mo % existe i1gualasnte un aumentr: de la cantidad
de  proteina inmovilizada al incrementar 21 peso de soporte

alcanzando un médximo de 4,07 mg de proteina al emplear un peso de

soporte de 1 gramo.
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TAELA No S INMOVILIZACION DE LA FREFARACION ENZIMATICA No 3
(LACYOZYM 3000L HFP-G DIALIZADA).

PESO DE SOFORTE

0,23 0,80 0,75 1,00
CANTIDAD DE FROTEINA
ANTES DE LA :
INMOVILIZACION (mg/2ml) 4,07 4,07 4,07 4,07
CANTIDAD DE FROTEINA
DESFUES DE LA
INMOVILIZACION (mg/ mnl) 2,54 1,47 0,73 0,00
CANTIDAD DE FROTEINA
INMDVILIZADA (mqg) 1,53 2,560 24 4,07
mg DE FROTEINA
INMOVILIZADA FOR
GRAMO DE SOFORTE 6,12 S,20 4,45 4,07
7 DE PROTEINA
ITMOVILIZADA 37,59 55,88 82,05 10¢,00
UNIDADES DE
FROTEINA AL
INICIO DE LA
INMOVILIZACION 127,92 127,92 127,92 127,92
UNIDADES DE FROTEINA
INMOVILIZADA 48,04 81,72 134,98 127,92
ACTIVIDAD TEORICA
(mg ONPG / min) 14,49 24,67 T1,6% Z8.54
ACTIVIDAD REAL
(mg ONPG/ min) 2,03 Z,4% 5,99 8,31
UNIDADES EXFRESADAS 6,72 11,329 19,87 27 .57
% DE UNIDADES :
EXFRESADAS 14,01 17,94 18,94 21,956




M oN YHNOId

eo
aJo N ueio
spezilino T tolo
| Bujyoud hw:v wo__u
jusn

001 (B) 3
840 mn_o. 083

&'0
S2'0

-
s =]
\\.\;:
et —
-v‘v.‘ -’ I'.»-\
2= \..\\.{..L-.
r\v-l \‘v\‘ ....... -\‘\'. -
\l.‘ .‘.-\‘t. ‘l-'vv.\\ vvvvvvv “'
= \.\f\{us s
] \\.\t.... e pes
\‘\ .t \\‘-\\‘v“‘“”‘“‘“ =
=3 " \.n..\-.\\..\. R ‘\\\.l.\\'
=3 o \:\s.t.\\.\\n P
\‘ ' \vv“'“\\\\‘\-\ ‘\“\-‘\I\‘”\\\-\
\“ -‘\\“\ \"v\_\.\\l‘-’ C \\\\‘\ I'-‘“
- g -\.\.\‘.\-\-.\‘\.v.\ (\\t\““‘l\““‘\\\
\lA \‘\\‘\\v\ v‘..v\.\\v v\\.".\\ \v\-\\
- oo ....»\\\1'..\\.. it . ‘.\.\\\.-\“\H\!\s..
v\‘ .‘v“\‘\\v-\\\‘.n\ .\-\“ e ‘\.\\v\‘ ‘\‘Ut\-‘.\
-] \\\.-\ \\\\‘1 T - ‘\\\\\\\\\\\\
- : \\\\\\\.\.\\\ ..... o .-l.\‘\\.\\\\\-‘\\
1 \-‘-\‘\.\-\vr\)vh‘.\“ ft\““‘\.\\ .\‘\\
\‘ \‘lt‘-\‘\\‘.'\'-.\\ 'v\‘\tl‘v\\‘\h\\l‘
-\\-\\- “‘D}\\v\tvvi-vv\ll\\ “‘\\(—\-\\\\-\‘\ N
\‘ \l\\\\v\- \vtl-\\ \I.l‘ 1"\\ \\‘n\
- .\\ H”‘-v\\\‘-.“\\\\\\ .\|.v.r‘”\\.\\.\
“ \\\\v\‘\‘t’\.\ .. " \.\‘
= \..\\\.\.\v.\\u\ R
- \\\\\.\\\.l.\\ .....
-2 e \»\l\\\\\!\\ N
o \\_.. \\\U PIRIRE
o \-‘.v\ .....
AA = - -
.....

4(, -
WIZNZ 30 /B €02
WIOINI NOIOV
ANOOD

vavz-
/ZIMAOWNI VNIZ
OHd

17




L

i el e

\/

P O>HIMIVAR SHCPO~-ZC MO &

AP DPUPIVXA BNOPT=ICc MO A

8> 0> BRIVAN SRODPU~-TC AT A

UNIDADES EXPHEBADAS

AL EMPLEAR LA FREPARAGIOH No 1

1.4
U ES R I .
-2 R I ! ..... L
b b { IR
..... |
R IO SO S RN S
as; »
oat o SURROR
o3 UREEE S SEC
o ] AP S Y SN PRPING SR S S
29 0,22 C73 1.20
PEBQ DE BQPORIFE (g)
UNIDADES EXPRES/ .U S
AL EMF’LEAR LA PREPARAGION No 3
as
J SRS SESRER
"L ......
ROUDDS BN BN AR R
oF-{ e )
LIol IEORCREE
A S IO ST N OO O B
0,28 2,1 ore M

PEQRO DE LOFORST

FIGURA NO. 4

™y



~A

\/

v ey

Al emplear 1la preparaciadn No T (tabla No 8) se
obtienen biocatalizadores con un maycr % de unidades expresadas
en comparacion a los obtenidos wutilizando 1las preparaciones
enzimaticas No.l1 y No.2, alcanzandc un valor madximo de 21,567 al
emplear un peso de soporte de 1 g. Este resultado sugiere gue el
process de didlisis de la enzima previo a la reaccidn de
inmovilizacidn permite incrementar la proporcidn de proteina

activa =2n relacidn a la cantidad total de croteina  inmovilizada,

hecho Qque es respaldado por los mavores valores de actividad

-

~eal obtenidos ( ver tabla No S3. 3in embsi-go, la cantidad de

roteina inmovilizada por peso de zoporte =s menor al  criterio

™

imrs astablecido. Esto se debe a la baja concentracidn inicial

o
N

P

de ernzima dializada empleada en 1 @nfrentzamiento,

En este sentido, la optimiczzidn del proceso de
inmovilizacidn deberia ser orientado rno sélamente en términos de
la cantidad de mg. de proteina inmovilizada por gramo de soporte
sino  también con respecto al porcentaie de unidades expresadas,
puezto guea los datos sugieren gue no 2xistz necesariamente una
correspondencia entre ambos pardametros, dzoléndose procurar una

forma de inmovilizacidn que no afecte la exoresion enzimatica.

Se ha programado realizar experlimentos empleando una
mayor  concentracion de la enzima dializads con la  finalidad de
incrementar los mg de proteina inmovailizads por gramo de soporte.

[gualmante, so estd estudiando el efecto d2 la concentracion de
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lactosa (durante la reaccidon de inmovilizscion) sobre la

fijacién y expresion de la enzima.

3.1.5 ESTABILIDAD . DE ALMACENAMIENTO - DE Los

BIOCATALIZADORES

Los valores numéricos cbtenidos durante el estudio
de la estabilidad de los biocatalizadores se 1indican en las

) tablas Nos. 6 y 7.

De las preparaciones enzimiaticas No. 1 v 2 (no
dializadas) se selecciond la segunda por presentar mayor
actividad r=al (1.28 Ys. 24.25% mg ONFG/min, respectivamente, para

el mayor peso de soporte.

Las figuras Nos. 5 y & muestran los resultados
obtenidos ern la determinacidn de la estabilidad de almacenamiento

de los biccatalizadores al emplear las prepaeraciones enzimaticas

\_'J

Nos. 2 vy I, respectivamente. Fara la enrima E—galactosidaszsa no
dializada {preparacién No 2) la acti;idad enzimdtica mostra
estabilidad hasta los 4 dias de almacenamiento, a partir del cual
disminuye en un 5S0% aprozimadamente, independientemente del peso
del soporte; sin  embargo, para la preparacion enzimatica

dializada No % (figura No 5) se observé el mizmo comportamiento a

partir del segundo dia de almacenamiento.




TAEBLA N &

ar _E LA ESTARILIDAD DE  ALMACENAMIENTC
zI0C~"ALIZADODRES ORTENIDOS AL U3AR LA
“REFARBUION ENZIMATICA No 2.

TIEMFOQ  (h)

FEEC DE SOFORTE ACTIVIDAD REAL ACTIVIDAD REAL

(g) (mg ONFG/min) (7Z)
0,25 0,20 160
Q 14 20 2,038 100
0,73 2,07 100
1,00 4,23 100
0,25 1,00 22,92
0,50 1,79 T4 E2
284 000 T e e e e e e e
0,75 2,23 52,47
1,0C 2,41 26,71
0,25 0,55 80,55
0,90 1,11 54,13
72 e e e
t, 7S 1,62 78,26
1,0 2,62 61,65
1,25 0,78 75,65
0,50 1,09 83,17
QL5 e e e e e
0,75 1,98 73,65
1,060 2,57 &0,47
0,25 0,22 27,26
), 50 0,67 32,68
144 _____________________________________________________
0,75 0,77 446,86
1,00 1,48 4,32
(1,29 0,24 42,172
0,90 0,70 IZ4,15
168 _____________________________________________________________
0,75 1,04 50,24
1,00 1,88 44,24

21
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TABLA No 7 DETERMINACICN DE LA ESTAEILIDAD DE ALMACENAMIENTO DE
LQs RIOCATALIZADORES O2TENIDOS AL EMFLEAR LA
FREFARACION ENZIMATICA .

TIEMFO FESO DE SOFORTE ACTIVIDAD REAL ACTIVIDAD REAL
(h) (g) (mg ONFG/min) (%)
0,25 2,03 100
0,50 3,43 100
O __________________________ —_— —— -—
0,75 3,99 100
1,00 8,31 100
} 0L.23 1,00 49,04
0,50 1.4% 4% .44
=4 0,75 Z.45 40,90
1,0 2,97 47,77
0,25 i.1s6 57 .19
0,50 1,57 " 45,77
T2 e ——————
0,73 1,82 Z0,328
1,00 Z.53 42,48

W
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4— .CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1-.Fuede immovilizarse la enzima pB-Galact*osidssa comercial

(Lactozys 2000 L HF-G) sobre nylon.

2-.La diaAlisis previa, de la snzima comercial, antes de la
reaccién de inmovilizacidn permite incrementar 1z proporcidn
de proteina activa en relacidn & la cantidad tots: de proteina

inmovilizada.

mizacion del DiroCESs de inmovil:zacion debe

¥
b

Z—.La opt

orientarsz, no s0lamente hacis la consecucidn de elevados

1]

porcentaizs de mg de protsina inmovilizada Cor gramc  de
soporte, sinoc también hacia altos porcentajesz de uwanidadas

xpresadas.

~y s
LD
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CARACTERIZACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO PRODUCIDC A PARTIR DEL
CULTIVD DE KLYVEROMYCES fragilis Y DE LA PREPARACION ENZIMATICA
COMERCIAL (LACTOZYM)
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1—-. INTRODUCCION

En esta secciéon del informe, se presentan los
resul tados correspondientes a la caracterizacién de la enzima B-

galactosidasa proveniente:

i1—-.del cultivo de K. fragilis, luego de etapas de extraccion vy
purificacion,

2-.de una preparacién enzimatica comercial (Lactozym), wutilizada
como referencia (por Chile y Venezuela) en los experimentos de
inmovilizacioén. El uso de esta enzima, fué acordado durante la
segunda reuniédn técnica celebrada en Cuernavaca, Meéxico,
sabiendo de antemano que esta preparacion es producida por K.
lactis y tiene propiedades diferentes; sin embargo, constituye
el producto que generalmente es utilizado en la industria de
procesamiento de la leche.

En la caracterizacion, se estudiaron las constantes
cinéticas (Vmax, Km), pH y temperatura optime, energia de
activacioén, y estabilidad de almacenamiento a diferentes pH vy
temperaturas.

Estos experimentos previos, fueron necesarios para la
etapa de inmovilizaciéon, a fin de comparar las propiedades de

la preparacién enzimdtica inmovilizada con la enzima soluble.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1-.EXTRACCION Y PURIFICACION DE LA ENZIMA A PARTIR DEL CULTIVO
DE K.Fragilis

El extracto enzimdtico, se obtuvo a partir de wuna

fermentacion de K. fragilis, llevada a cabo, en un fermentador de

4 1litros de volumen efectivb. Se aisld 1la enziﬁa utilizando el

procedimiento de extraccion \'% purificacionn parcial,

previamente indicado en el Informe de avance (1989).

2.2-.ENZIMA COo 1AL :
Se empled Lactozvm, tipo L-3000, suministrada por la

empresa NOVO ENZYME, Dinamarca.

2.3- .DETERMINACION DE Km y Vmax

Ce determinaron las constantes cinéticas del extracto
enzimdtico y la enzima comercial. Para cada caso se emplearon las

siguientes concentraciones sustratn (ONPG) y enzima.

2.3.1-.EXTRACTO EMZTMATICO:

-4
Concentraciones de ONFPG: S.64x 10
8.47x 10-4
1.13x  10-3
1.69%x 10-3
2.26x 10-3

XIIIXX

Concentracion de la enzima: Enzima extraida, diluida 1/100 en
buffer de fosfato
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2.3.2-.LACTOZYM:

-4
Concentraciones de ONPG: 9.61x 10
8.47x 10-4
1.13x 10-3
1.69%x 10-3

IXXI

Concentracion de la enzima: Dilucidn 1735300 en buffer de fosfato

2.4- . ESTABILIDAD DE LAS ENZIMAS SOLUBLES CON RESPECTO A

VARIACIONES DE pH Y TEMPERATURA

2.4.1 EXTRACTO ENZIMATICO

La estabilidad de esta preparacién, fué evaluada
determinando la actividad de la enzima cada 5 horas, a lo largo
de un periodo de 25 horas, a diferentes temperaturas (5, 25, 40 vy
SO 9C) manteniendo el pH de la solucién en 6.6

Para analizar la influencia del pH sobre la actividad
residual, se wutilizaron soluciones a pH: 4.7, 5.4, 6.6, 7.0 vy
8.4.

En todos 1los casos, la actividad enzimatica fueé
determinada empleando la metodnlogia descrita en el Informe de
avance (1989), usando ONPG como sustrato, 0.1 m]l de 1la enzima

apropiadamente diluida, a una temperatura de 40 2C y pH= 6.6

2.4.2-.LACTOZYM

También para esta preparacién comercial, se determind

la actividad residual a diferentes temperaturas vy pH. Las

W




condiciones utilizadas fueron las siguientes:

TEMPERATURAS (2C): 4, 27, 40, 45 (pH 6.6)
pH : 4.8, 5.6, 6.6, 7.0, 8.4 (T=40 9OC)

empleando la técnica antes descrita (Informe 198%).

2.5-.DETERMINACION DE LA TEMPERATURA Y pH OPTIMO DE LAS ENZIMAS

SOLUBLES

2.5.1-.EXTRACTO ENZIMATICO

Se estudid el efecto de estas variables scbre la
actividad de la enzima, incubando muestras de la preparaciéon a
diferentes *emperaturas durante un lapso de 20 minutos. Al final
de este periodo, y empleando la técrica ya descrita, se evalud 1la
actividad.

Las temperaturas empleadas fueron: 22, 33.5, 37, 40,
45, 50, 55 y 60 oC.

Para calcular la enerygia de activacién, sdlamente se
consideré la porciénn lineal del grafico que relaciona el 7 de

actividad enzimatica total con la temperatura (rango 22-45 2C).

2.5.2-.LACTOZYM
En este caso se repitieron las experiencias antes
sefaladas, empleando la enzima comercial de acuerdo a las

siguientes condiciones de operacion:




TEMPERATURA (2C): 4, 25, 30, 33, 40, 45, S0, 9% 9C
(Buffer fosfato, pH=6.6)

pH: 4.8, 5.6, 6.6, 7.0, 8.4
(BEuffer fosfato, T=40 2C)

La energia de activaciodn fué calculada en el rango de

25-40 2C.

2.6—.RESULTADOS Y DISCUSION

2.6.1—.Km y VYmax.

Tal como indican los resultados (Ver Figs. No. 1y 2,
Tablas No. 1 vy No.2), las constantes cinéticas dell extracto
enzimatico obtenidas fueron Km=3.1 M vy Vmax=0.83 ONP/min,
respectivamente. El primero de estos valores corresponde con el
obtenido por el grupo de investigacién de México (KEm=3.4 mM,
informe No. 1, pag.27), mientras que la Vmax es diferente, vya
que, en dicho documento se indica que Vmax= 0.17 pmol ONP/min.

En el caso de la preparacion comercial (Fig.2), las
constantes son: FKm= 3.29 mM y Vmax= 1.92 umol ONF/min.

Como puede observarse, los valores de Km son muy
similares para las dos preparaciones, pero la velocidad maxima de
la enzima soluble comercial, es mayor que la obtenida del cultivo

de K. fragilis.
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FIG. No. 2-.CONSTANTES CINETICAS LACTOZYM
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~2.5.2.TEMPERATURA OPTIMA DE LAS ENZIMAS SOLUBLES

s, == e R

El andlisis de las Figs. No. 3 y 4 (Tablas No. 3 y 4),
permite visualizar 1la existencia de temperaturas déptimas para
cada una de las preparaciones solubles (Extracto y Lactozym). En
efecto, en la Fig. No. 3, correspondiente al extracto, se observa
la existencia de un maximo de actividad a los 45 9C; mientras que
en la Fig. No. 4, obtenida empleando Lactozym, el maximo
corresponde aproximadamente - a 47.5 9C.

La energia de activacion del extracto enzimatico (Fig.
No. 9, Tabla No. 5) derivada de la porc%én lineal (comprendida
entre 22-45 9y, resultdé ser de 6.255,48 ca/mol, valor
ligeramente superior al obtenido para el Lactozym (Ea= &.067,86
cal/mol) (Fig. No. 6, Tabla No. 6). Estos resultados, son muy
similares a los valores experimentales obtenidos por el grupo de

investigacion de México (5.2535 cal/mol).

2.6.3-.ESTABILIDAD DE LAS ENZIMAS SOLLU'BLES CCN RESPECTO A LA
TEMPERATURA

En las Figs. No. 7 y 8 (Tablas No. 7 y 8), se
presentan 1los resultados correspondientes a la estabilidad del
extracto enzimdtico y la enzima comercial, respectivamente. Como
puede observarse, el extracto enzimAtico proveniente del cultivo
de K. fragilis, mantiene su actividad satisfactoriamente a lo
largo de periodo estudiado, si la temperatura se mantiene entre
(-5) C vy 40 ©cC. La discontinuidad obtenida a 25 ocC,

probablemente sea debida a la contaminacién microbiana, que
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repetidamente se presentaba durante los ensayos efectuados.
Cuando en cambio, se lleva a cabo la reaccién a 50 9C, la enzima

se deactiva al cabo de 5 horas de incubacidén.

Similar comportamiento se obtuvo para 12 enzima

comercial.

2.6.4-.EFECTO DEL pH DE REACCION SOBRE LA EXPRESION DE LA

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE B-GALACTOSIDA

El pH é6ptimo del extracto enzimatico es cercano a
PH=7 (Fig. 9, Tabla No. 7). mientras que el del Lactozym cubre el

rango entre pH=7 y pH=8 (Fig. No. 10, Tabla No. 10).

2.6.5-.ESTABILIDAD DE ALMACENAMIENTO DE B—GALACTOSIDASA

CON RESPECTO AL pH

La Figura No. 11 (Tabla No. 11) 12), indica que el
pH o6ptimo para el almacenamiento de 1la preparaciéon enzimatica
cruda, es de PH=7.0, vya que en ese valor mantiene su maxima
actividad catalitica, durante el periodo estudiado. Este
resultado es de vital importancia, si se considera la
comercializacidn de 1la pPreparacion en presencia de aditivos
quimicos.

La Fig. No. 12 (Tabla No. 12), muestra que la
preparacion comercial, es mas suceptible a cambios de pPH, tanto

hacia el lado alcalino, como el Acido.
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2.7-.CCNCLUSIONES

—.E1 extracto enzimatico tiene un Km= 3,1 mM ONPG y una Vmax=
0,82 umol ONP/min. La enzima comercial en cambioc posee, un Km=

3,29 mM ONPG y una Vmax= 1.92 pmol ONP/min.

—.La enzima cruda obtenida de K. fragilis tiene, una temperatura
6ptima de 45 9C; valor muy cercano al de la enzima comercial

(47,5 oC).

—-.Las energia de activacitén de ambas enzimas son tambien muy
similares (&.255,48 cal/mol para la enzima cruda y b.067,85

para la enzima comercial).

~-.La deactivacion térmica producida como resultado de prolongados
periodos de incubacion a temperaturas comprendidas entre (-5
oec) vy 40 oC, responde a cineticas similares; manteniendo su
actividad catalitica a temperaturas cercanas a la temperatura

optima.

- . La estabilidad del extracto enzimatico crudo, frente a cambios
de pH, es ligeramente superior a la correspondiente propiedad

de 1a enzima comercial.

-.La enzima cruda, desde el punto de vista de sus caracteristicas
cinéticas y bioquimicas, se compara favorablemente con 1la

enzima comercial.
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TABLA No 1-.ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL EXTRACTO A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE SUSTRATO.-

CONCENTRACION DE ONPG ACTIVIDAD ENZIMATICA
(M) (pmol ONP/ min)
-4
S5.66% 10 0.1269
-4
8.47x 10 0.1771
-3
1.13x 10 0.2133
==
1.41x 10 0.2450
-3
1.69% 10 0.2073
K =32.1 mM
m
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TABLA No 2-,ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL LACTOZYM A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE SUSTRATO.-

CONCENTRACION DE ONFG ACTIVIDAD ENZIMATICA
(M) (pmol ONP/ min)

-4

5.60x 10 0.2728
-4

8.50x 1¢ . 0.4022

1.13X 10 0.5277

1.70x 10 0.6170

2.26x 10 0.7560

K = Z.29 mM

Y = 1.92 pmol ONF/ min
max .

22
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TABLA No 3-.TEMP

ERATURA OPTIMA DEL EXTRACTO ENZIMATICO

TEMPERATURA ACTIVIDAD ENZIMATICA %
(at) (pmol. ONP/min.)
22 0.2071 46
33.5 T 0.3063 o 68
LT o.3398 76
40 0.3703 gz
s T T e w0
T T T T ke e
e T T e e
23




) _ TABLA No. 4-.TEMPERATURA OPTIMA DEL LACTOZYM

TEMPERATURA ACTIVIDAD ENZIMATICA
(ec) (mg ONP/MIN)
]

a 0.0752
) 25 0.1805
20 0.2083
35 0.2500
40 0.2916
45 0.3125
S0 0.0940
) 55 0.0000
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TABLA No. S-.ENERGIA DE ACTIVACION DEL EXTRACTO

TEMPERATURA (1/T) VELOCIDAD INICIAL Log Vo
(1) (Vo)
(2K) (1/9K) (mg ONP/min)
295.8 T.38x 10-3 0.2074 -0.5683
306.74 T.26% 10-3 0.3069 -0.51%
-3
210.55 Z.22x 10 0.3404 -0.468
-3z
313%.47 Z.19x% 10 0.2706 -0.431
318.47 Z.14% 10 0.4476 -0.3491

25




TABLA Nc. 6-.ENERGIA DE ACTIVACION DEL LACTOZYM

TEMPERATURA (1/T) VELOCIDAL INICIAL Log Vo
(T) (Vo)
(GK) (1/9K) (mg ONP/min)
298.95 3.35x 10-3 0.1803 ~-0.74%
30Z.03 Z.20% 10-3 0.2080 -0.681
-3
207 .69 z.,25x 10 0.2500 -0,602
I1Z.47 Z.19% 10 0.2910 -0.535




TABLA No 7-.ESTABILIDAD DE ALMACENAMIENTO DEL EXTRACTO

A DIFERENTES TEMPERATURAS.

% ACTIVIDAD ENZIMATICA RESIDUAL

TEMPERATURA TIEMPO- (Hr.)
(ec) 0] 5 10 15 20 25
3 100,00 100,00 98,58 992.29 96.44 97.51
25 100.00 100,00 100,00 1006.00 24.73 28.00
40 100.00 99.32 96.94 98.64 8.3 91.16
50 100.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

27
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TABLA No 8-.ESTABILIDAD DE ALMACENAMIENTO DEL LACTOZYM
A DIFERENTES TEMPERATURAS.

% ACTIVIDAD ENZIMATICA RESIDUAL

TEMPERATURA TIEMPO (Hr.)
(2C) 0 S 10 13 25
4 100,00 100,00 98,26 95.72 35.72
27 100.00 94.77 <24.77 4.77 92.12
30 100,00 99.12 82.35 74.50 60.01
45 100.00 49.02 r2.68 16.33 12.10




TABLA No. 9-.pH OPTIMO DEL EXTRACTO

pH ACTIVIDAD ENZIMATICA TOTAL Z
(pmol ONP/min.)

4.8 . 0.000 o

5.6 0.032 - 11.8

;?6 o 0.201 ) 74.1

7.0 T 0.271 100.0

8.4 ) N o —_0.1;; ————————— 40.9

29
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TABLA No. 10-.pH OPTIMO DEL LACTOZYM

pH ACTIVIDAD ENZIMATICA TOTAL 4
(pmol ONP/min.)
4.8 0.7159 39.61
5.6 0.4541 82.31
;t; o 0.5354 - 98.22
;j;_ 0.5781 98.71
;j; ______ o N 0.5451 o 100.00




TABLA No 11-. ESTABILIDAD DE ALMACENAMIENTO DEL EXTRACTO BAJO
DIFERENTES VALORES DE pH.

ACTIVIDAD ENZIMATICA

(pmol ONP/min).
TIEMPO (Hr.)
pH 0 5 10 15 20 25

4.8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5.6 0.032 0.035 0.033 0.027 0.026 0.025
b6.6 0.201 0.183 0.194 0.194 0.201 0.203
7.0 0.271 0.281 0.277 0.279 0.271 0.274
8.4 0.111 0.132 0.110 0.108 0.125 0.118
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TABLA No 12-.ESTABILIDAD DE ALMACENAMIENTO DEL LACTOZYM
A DIFERENTES pH.

%4 ACTIVIDAD ENZIMATICA RESIDUAL

pH TIEMPO (Hr.)

o S 10 15 . 23
4.8 100,00 64.28 57.89 0.00 0.00
5.6 100.00 90.97 44.04 47.06 53.66
&.5 100.00 77.54 50.57 51.86 19.57
7.0 100.00 100.00 98.06 94.16 99.79
e.4 100.00 78.33 57.32 49 .67 47 .12
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