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SUMARIO 

En este document a ~e 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 tecnol09ia que permita la 
obtenci6n de una enzima que hidrolice la lactosa de la leche y el 
s1 ~ro. 

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

1-.0ptimizaci6n del media de crecimiento 
constantes cin•ticas del cultivo <Ks, 
fragilis, en cultivos por carga. 

y determinaci6n de las 
µmax> de Klyveromyces 

2-.Inmovilizaci6n 
nylon. 

B-galactosidasa comercial ("Lactzoy~"> en 

3-.Caracterizacion 
y la producida 

de la G-galactosidasa comercial <"Lactozym") 
por Klyveramyces fragilis. 

La primera secci6n arriba indicada, fue necesaria 
para poder planificar las e~perimentos de fermentaci6n continua 
previstos en el contrato, y que no se han ejecutado para esta 
fecha, dado que no se ha recibido aun el equipo necesario, a 
pe&ar de haberlo ordenado a finales de 1989. Dentro de las 
resultados obtenidos, destacan las relatives a la aptimizaci6n 
d~l media de cultivo, tomando en consideraci6n las 
disponibilidades en el mercado venezolano. En ellos se demuestra, 
que es posible la sustituci6n de l~ 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 las costos de 
formulaci6n del media de cultivo. 

En la segunda parte, se presentan los resultados 
obtenidos en la inmovilizaci6n de la enzima comercial Lactozym 
Csuministrada par la empresa NOVO Enzyme> sobre nylon. Estos 
cxperimentos 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 comparaci6n se hace necesaria para 
determinar la influencia de las costos de producci6n, 
inmovilizaciOn y viabilidad del catalizador biol6gico obtenido. 
Cabe destacar que el tiempo de vida medic de la preparaci6n, en 
almacenamiento con reutilizaciones sucesivas, fu~ de 
aproximadamente cuatro dias para uno de los tipos de preparaci6n 
obtenido~. 
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En la tercera secci6n se comparan las constantes 
cir.~ticas <Km, Vmax) de las enzimas solubles, asi· como su9 
energias de activaci6n, pH y temperatura 6ptimas de operaci6n; 
parametros que es necesario comparar con las correspondientes • 
las preparaciones inmovilizadas. 
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OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CRECIMIENTO Y DETERMINACION DE LAS 
CONSTANTES CINETICAS K5 Y µmax DE Kluveromyces fragilis. 
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1-.INTRODUCCION 

Esta secci6n contiene los resultados relatives a 

la determinaci6n de las constantes cin~ticas del cultivo. Las 

l experiencias fueron necesarias para poder planif icar las 

experimentos de fermentaci6n continua previstos en el contr•tc, y 

J que no se han ejecutado para esta fecha, dado que no se ha 

recibido a6n el equipo necesarios a pesar de haberlo ordenado a 

\ fina.les de 1989. Dentro de los resultadcs obtenidos, destacan lo~ 

relatives a la optimizaci6n del media de cultivo, tomando en 

consideraci6n las disponibilidades en el mercado venezolano. En 

J ellos se demuestra, que es posible la sustituci6n de la lactosa 

l 
<de origen comercial> y el extracto de levadura, por suero de 

leche hidrolizado y licor de remojado de mdiz, con la finalidad 

de disminuir las costos de formulaci6n del media de cultivo. 
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.-, 
MATERI~LES Y METODOS 

-1 

2.1 MATERIAS PRIMAS ~MPLEADAS EN LOS EXPERIMENTOS. 

Se utiliz6 como fuente de lactosa suero de ~eche 

suministrado par Industr:as L~cteas, Torondoy C. A. y coma fuente 

de nitrOgeno, licor de r~mojado de Maiz suministrado por Alfonzo 

) Rivas & Cia. C.A .. 

J 2.2 ANALISIS DE LA MATERIA PRIMA. 

_) 2.2.1 DETERMINACION DE LA COMPOSICION DEL SUERO DE 

LECHE . 

.J Con el propc51to de conocer la composicion d8l 5uero 

de leche empleado en lcs experimentos se determinO el contenica 

] 
) 

de lactosa, proteina sol~~le. humedad, cenizas v la presenc~a ca 

elementos de Na, K. v La . 

. J 
2.2.1.1 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE 

LACTUSA. 

_J 
El c~ntenido de lactosa del suero Je tecne ;~ 

I determin6 msdiante el m~todo del ~cido Dinitros~licil ~~o !DNS;. 

det.alladn pre·-.1.iamer1te ~n el H\forme elf' avanc:P Nol. 

J 
_J 



2 • ·z • 1 • . : DETER I NACION DEL CONTEN I DO DE PROTEINA 

SOLUBLE. 

El contenido de proteina soluble del suero de 

leche se determine por el metodo de Lowry ( .;..951) detallad;:: 

J 
previamente en el informe de avance No 1. 

l 2.2.1.3 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD. 

P3ra determinar el contenido de humedad del 

suero de leche en polvo, se colccaron 2 gramos de la muestr~ en 

J c~psulas de aluminio previamente ~esadas. Sec-_ i.da.r1ente las 

se calentaron hasta 100 QC durante un 
.-. ,, , ..... 

hora~. Al f tnal del periodo, y u~a vez alcanzada 

calcul~ el contenido de humedad (A.O.A.C~. 

J 
. .:. . 7 . 1 . 4 DE TERM I NACION DEL CONTEN I DO DE CEN I .7 AS 

J 
Par~ determinar el conten1da de cenizas del ~uerJ de leche 8n 

polvo • se colocan de 2 a 3 gramos de la muestra 2n cr~soles do 

. I porcelana previ~mente pesado~. Segu1damente se somete l~ mue~tra 

. J 1.1n pf·}r·i(j,jn df.l 4 horas. Finalmente. se pesan los c:1-::soles v por 

I 
difE·n:ncia ;;,"? nbtu?ne el contenido de cenizas. 

) 

J 
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2. 2. l. 5 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE Na, K, Y Ca. 

La determ1nac1on del contenido de Na, K y Ca 

presente en el suero de leche. se realizO utilizando la t~cn1ca 

de absorciOn atOmica. Las muestras de suero hidrol1zado (ver 

secciOn 2.3) fueron aoropiadamente diluidas en agua destilada y 

posteriormente. se emplearon en la determinaci6n de los elementos 

indicados. 

2.2.2 ANALISIS EFECTUADOS AL LICOR DE REMOJADO DE MAIZ. 

Al Licor de remoJado de maiz se le determin6 el 

contenido de nitr69~no. fosforo. az(1cares totale·:;. az(1c.-:\res 

reductores. humedad ~ cenizas. 

2.2.2.1 DETERMINACION D~L CONTENIDO DE NITROGENO. 

Se determinO el contenido de nitr-ogeno del 

Licor de de maiz por el iTu?todo Cle 

Kjeldahl. En esta metadologia se prevee: 1) la digest1bn de la 

materia orq~nica oresente en la muestra con ~c1do sulf8r1co 

concentrado. 2) la dest1laciOn del amoni~co liberado ~ partir del 

sulfate de amonio en 5oluc16n alcalina v 3) titulaciOn del aci.do 

sulf~r1co en exceso c~n una' soluciOn valorada de NaOH. 

El procedimtRnto a sRqu~r es el siguiente: 



\ 
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I 

~ ml de la muestra en LJn bal6n de 

dioe5ti6n. Se ~~ad2n entr2 1~ y 18 gramos de sulfato de potasia. 

0,5 gramo5 de sulfate c6pr1co y 25 ml de ~cido sulf~rico 

concentrado. Se calienta la ~uestra durante un periodo de 4 

horas. 

Destilaci6n: Se enfria el balOn y se aRaden cuidadosamente 

200 ml de aqua destilada. Se mezcla el contenido y se coloca en 

el talon una tira de papel t0rnasol alcalino. Con el balun 

inclinado. se agregan de 50 a 75 ml de soluci6n de hidrOxido de 

sodio al 50%. Se ccnecta el bal6n al condensador y se de5tilan 

entre 150 y 200 ml manteniendo sumerqido el extrema de salida del 

condensador en 50 ml de una soluci6n de H2S04 0,1 N a la cual se 

le a~aden un~s aotas de ra10 ce metilo como indicador. 

Titula.-.:i6n el exceso de ~cido sulf~rico se tit~la con una 

soluc1on valorada d2 NaOH 0.1 N. 

.: . 2 . ,: . 2 DE TERM I NACION DEL CONTEN I DO DE FOSFORO. 

En la determ1naci6n del contenido ae rosforo 

descritn en la A.O.r.:..C. i 1'F/5J, r:l cur.d se fundament~ Rn 

formaciOn de un complPJO coloreado entre el f6sforo ~resente en 

(" 
.,I 

la 



la muestra y el vanodomolibdato. Previo al 

prepararse una soluci6n de cenizas de la muestra. incinerando e. 

material segun lo establecido en la secci6n (2.2.1.4). 

Obtenidas las cenizas, ~stas se humedecen con 5 ml de HCl 1:1 

y se calientan hasta sequedad. Posteriomente se adicionan 5 ml d2 

HCl 1:1 y se calienta por un periodo de 30 minutes. Finalizado 

este tiempo se filtra la soluci6n a trav~s de papel de filtro siG 

_J 
) ceniz~s y se racoge el filtrado en un matraz aforado de 250 ml. 

Posteriormente el papel con las cenizas insolubles se inc1nera 

J (2.2.1.4). A las cenizas obtenidas se le a~aden de HCl 

1:1 y se calienta por un periodo de 5 minutes en ba~o de maria. 

Al cabo de este tiempo se fil~ra el contenido y se adiciona ~l 

~ismo matraz aforado de 250 ml v se lleva a volumen. 

Se transfiere un mililitro de la soluci6n obten1da a un 

matraz afora~0 ~~ 100 ml y se a~aden 2,5 ml de SO 1 LIC i.:.;-1 

I 
vanadomolibdica y se completa con agL1a destilada c.:;;.p. 11.H.1 .nl. 

.I 
Finalmente, se determina la dens1dad Optica a 420 nm habiendo 

preparado con anterior1ddd una curva de cal1Lrac10n 

J 
diferentes concentrac1ones de fOsforo comprendidas entre 20-100 

µq por 10(> ml. 

J 
) 

SoluciOn V~nadomolibd1ca: Se disuelven 1.2 gramos de 

Monovanadato de dmon~o en 300 ml de aqua destilade1 .a 

) 

J 



..--------------------~- ---------- -

J 

) 

tempera tur-r.i de 8(•-9(l QC. (:rd(ll·' ~.n2nte se anaden 17(1 ml de ac LdO 

nltri.co. se agregdn 8.3j cramos de molibdato de amonio 

tetrahidratado y se comple~~ hasta 5UO ml. 

2.2.2.3 DETERl'IINACION DEL CONTENIDO DE 

TOTALES. 

Los azt:1cares totales :res2~t2s en el licor de 

AZUCARES 

remojado de 

maiz se determinaron color1~etricaraente eillpleando el metodo de 

Antron.;:.. descrito par Seo:: v ~~lv1n (1953!~ seg0n el c;..1al se 

ge;·,~r-a un compuesto colore~:!o. ::r-oducto de la condensacian de la 

con el furfural 

A un tubo de ensavo su~~rg1~~ en ba~o de hielo~ con 5 ml del 

reac ti vo dP Antrona. 52 l~ adicionan 1 ml del cultivo 

apropiadamente diluid~. Seguiaamente~ se mezcla rapidamente Pn 

vortex y s0 calienta a 100 ~~ ~~r6nte tu minutos. Al cabo de este 

se sumerqe el bar.o de hie lo. 

Po·:;t.erJ.ormente se lee la ,:;;:::.:;.-irba.-1cici ,':\ 62":· 1;m. Para !'inalizar~ ·:;e 

constr-uye una curva de empleando soluciones de 

qlu.-:o-;;a en un r,<nqo d2 c •. -, .~.::·r1~.t·.::.c10;1 comprendido er1trt0' ':":0-80 pg 

pc;r 1nl ('.:icot.. l~';:.:,) 
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Reactivo de Antrona: Se disuelJen 2~0 me de antron~ en 5 ml 

de etanol absolute en un erlenmeyer de 100 ml. Posteriormente, se 

agrega ~cido sulf~rico al 75% hasta obtener un volumen final de 

100 ml. 

2.2.2.4 DETERMINACION DEL CONTENIOO DE 

REDUCTORES. 

AZUCARES 

El contenido de azGcares reductores del licor 

de remojado de maiz se determino empleando el metodo del cicido 

dinitrosalicilico descrito en la seccion (2.2.1.1). 

2.2.2.5 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD. 

En la determinacibn de humedad del licor de 

remojado de maiz se utilizO el proced1miento descrito en 

seccion (2.2.1.3). 

la 

2.2.2.b DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CENIZAS . 

Se determinO de igual forma que en la seccion 

(2.2.1.4). 

B 



2.~ HIDROLISIS Y SEPARACION DE PROTEINAS DEL SUERO DE LEC~E. 

Con la finalidad de remover las proteinas del suero de 

leche. se empleO una hidrOlisis ~cida segdn la metodologia 

descrita par Bahar, S. (comunicac10n personal). Para ello. 

depenoiendo de la concentrac10n de lactosa requerida en el 

hidrolizado, se disuelve un peso de suero en polvo, en agua 

destilada v se ajusta el pH d~ la solucion obtenida a un valor de 

4 ~uG H2S04 2N. Seguidamente, se somate la preparaci6n a 121 2C 

por ~·· periodo de 15 minutes. Posteriormente, finalizadc el 

l _J trata~1ent~ t~rmico, se filtra la soluciOn de suero hidroli~~do 

a traves de papel Whatman No 1 y ~e almacena bajo refrigeraci~~-

EXPERIMENTOS REALIZADOS 

2.4.1 CRECIMIENTO A NIVEL DE FERMENTADOR DE 7 LITROS 

EMPLEANDO COMO FUENTE DE LACTOSA SUERO DE LECHE EN 

POLVO AL 57. (P/V). 

MerJio de cult1vc, emple.=:,do ,, condiciones de proceso: 

Su~ro de leche en polvo •..•••..•....•.••••••••••••••• 5,00% 

E·.,t.racto do::- Levadur.=-1 •••••••••••• • •••••••••••••••••••• • 1),1~1. 

Sul~dto dP. Amon.10 ....•..............•..•••••..•••.•.•• 0.0~·1. 

Sul fc.\to de Magnes10 ...•.........•.•.•...•••••••.•..••. (l,1_1:-.1. 

F o s : ,_.to r1 "? pr., tac; 1. o o1 l b ,t. <~ 1 c r,. .••...•.•..••••.•••••••••• i) • 4 ~. 'l. 

I 
. : 
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En el e:-~per:;.mE:rito se •.tti 1 iz6 un fe:r-mentador de 

litres de capacidad (marca l'Je~-.1 Brunswick Scientific, modelo Ma-

107)' empleando una agitaci6n de 198 rpm, una aireaci6n de 0,2 

'.J 
vvm, una temperatur~ de 30 QC, un pH inicial de 5,5 y un volumen 

de inOculo correspondiente al volumen final de 

] fermentaci6n. Se tomaron muestras a intervalos de 1 hara durante 

J 
un periodo total de fermentaci6n de 6 horas y se determine la 

actividad de la B-galactosidasa, el contenido de lactasa residual 

) y el crecimiento microbiano. de conformidad al procedimiento 

descrito en el primer ~nforme de avance de 1989. 

J 
] 

2.4.2 OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION 

DE B-GALACTOSIDASA. 

J 
Con la finalidad de disminuir los costos de operaci6n 

J en la producciOn de la enzima se estudiO la posible sustituci6n 

] 
de la lactosa y el extracto de levadura presentes en el media de 

) 
referencia par suero de leche hidrolizado y licor de remujado de 

J 
malz respectivamente. Los e,:;:;erimentos se l levaron .:. cabo por 

dupl1cado a nivel de frasc~s agitados de 250 ml con 100 ml dP. 

] media de cultivo a una tempera:ura de 30 QC, una agita~ion de 20U 

rpm. un pH inicidl de 5.5 y un ~olumen rle inOc~1lo equivalente al 

] lO'l. del 1 . .:1 

J 
composiciOn de los d1ferPnt~s med1Gs emplRados. 

) 

I 
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::'..4.2.1 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUSTITUCION DE 

LACTOSA POR st.ERO DE LECl-E HIDROLIZADO. 

Para determinar el efecto de la sustituc16n 

de lactosa por suero de leche hidrolizado sabre la praducci6n de 

la a-galactosidasa.se cultiv6 el microorganismo en las medias 1, 

2, y 3 (Tablas No. 2 y No. 3) y se determin6 la actividad de la 

enzima asi coma la biomasa obt~nida al cabo de 3 y 6 horas de 

fermentaci6n. 

2.4.2.2 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUSTITUCION DEL 

EXTRACTO DE LEVADURA V DEL SULFATO DE 

AMONIO POR LICOR DE REMOJADO DE MAIZ. 

Para determinar el efecto de la sustituci6n 

del extracto de levadura y el ~ulfato de amonio per li~or de 

remojado de maiz sabre la producc~6n de la enzima se cultivO el 

microorgan1·:;,no en los medias 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10. IgL1almente, 

se determ1nO la actividad de la enzima asi come la biomasa 

obtenida al cabo de 3 y 6 horas de :ermentacion . 

2.4.3 DETERMINACION DE !_AS CONSTANTES CINETICAS DE Kluyveromyces 

fragilis EMPLEANDO LACTOSA COMO FUENTE DE CARBONO. 

Las ~onstantes cin~ticas K5 y µmax de Kluyveromyces 

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

11 



10 (Tabla No. 3) que ccntiene en su formulaci6n suero hidrolizado 

de leche y licor de remojado de maiz. A continuaciOn se describe 

!a metodologia desarrcllada para la obtenciOn de las constantes 

cin~ticas de la levadura en ambos medias. 

] 
2.4.3.1 DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS EN EL 

MEDIO DE REFERENCIA. 

Para determ1nar las constantes cin~ticas K5 Y µmax 

] 
levadura, se evaluaron lds cin~ticas de crecimiento en el 

media 1ndicado (medio de referencia-M~xico), usando para ello 

diferentes concentracicnes de lactosa v manteniendo"constantes la 

c;:mce11tr-ac i6n de 1 :--2:. t~ ,je l •-::is componente·5 del media de cul ti vo. 

El 1n6culo inicial se obtuvo mediante el cultivo de ~ asadas de 

. I 
la levadura en 100 ~1 ~e med10 de referencia (M~xico) conteniendo 

lactosa al 2% (p/v;. Posteriormente. el cultivo pr1m2rio asi 

.::ibte:iid.-i, ·:;e incut .. .:. .. ~ ."29 Q:~ dLn>.•nte 18 h ..; 200 rpm en 
__ , 
(~~ J. mi5mo 

F'at-d le.~ obtenci;"jn de :c:.s ·=ur·vas de cr-ecimiento, se ad1::ionc3ron 

. I 10 ml de r:ultivo pr·ima;-J..•.) ._, 1_1n volL1men de medio de referencia de 

tal cJe 

cuitivo l ci ;=; s l ;~I.: l. en !:PS concentritc i1:ines de l•lC tosa: 

ha.10 •.• git·,_,,-; u'.:in cir bl ta l a 200 rpm y a una 

J L: 



l 

temperatura de 30 QC. 

J A lo largo de la fermentaci6n y a di fer2r.tes 

J intervalos ce tiempo se extrajeron 2 ml del cultivo microbiano de 

cada uno de los frascos correspondientes a cada concentracion de 

] lactosa (en condiciones de esterilidad). Seguidamente, cad a 

J 
muestra se diluy6 1/50 con agua destilada y se determin6 la 

densidad optica de la suspension microbiana a 650 nm. (seg~n el 

] ) procedimiente descrito en el primer informe de avance, 1989). 

] La velocidad especifica de crecimiento correspondiente 

a cada concertraci6n de lactosa, se calculO considerando el 

] t:empo comprendide entre las 2 y 3,5 horas de fermentaciOn dada 

12 existencia de la fase de crecimiento exponencial en todas las 

cin~ticas consideradas de conformidad con la siguiente expresiOn 

J m.atemtttica. 

J Ln (Biomasa final)-Ln (Biomasa inicial) 

) 
µ = 

. ) 
Tiempo final- Tiempe inicial 

J Las constantes cin~ticas K5 Y µmax calculada.s 

g-aficando los inverses de la velocidad especifica de crecimiento 

] contra los inverses de ~a concentracion de sustrato. 

1 
] 

1 
1 ~~ . ·-' 



2.4.2.2 DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS EN EL 

. I 
MEDIO FORMULADO No 10 • 

Con la f inalidad de obtener difer12ntes 

concentraciones de lactosa se realizaron diluciones apropiadas 

] del suero de leche hidrolizado. (seg~n descrito en la secci6n 

1 
2.3~. Poster-iormente a cada una de las concentracio1"es de lactosa 

utilizadas (>. ~. '." 1' 
.--. 
.a:." 3, 4, y 5%) le anadier-on las 

) componentes indicadas oara el medio No 10. (ver tabla No ~. ·-•I 

] El in6culc empleado se obtuvo mediante la adiciOn de 

dos aS<="ldas de la ievadura en 100 ml de media ~Jo 1 o. 

J F'oster1ormente, se ~ncub6 por un periodo de 18 horas a una 

temperatura de 29 QC • Jna ag1tacibn orbital de 200 rpm. 

J El volume~ de inoculaci6n empleado, as..i. como la 

determinacibn de la bi.omasa obtenida p;u-a cada concenlraci6n de 

] lac:tosa, durante l~ ~et-.nentac.1un, se realizO de igual foriT.a que 

en la secc16n 2.4.3.1. 

J La ve.Lacidr..d esp":c.::.1. f .i.ca de cr-ecimiento cor-r-esoondiente 

a cada concentrac16n dR lactosa se ~alculO consider-ando el 

J .in ter-·-1a lo de compr-end1do entr-e y de 

I 
fermentaci6n dada 12 £·::.1stencia~ dur-ante este pE~r-iodo, de una 

J 
] 

14 
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3_RESULTADOS Y DISCUSION 

~-1 COl"IPOSICION DE LA MATERIA PRIMA 

Los resultados obtenidos e~ el analisi~ de ia composici6n del 

suero de leche y el licor de remojado de maiz se especifican en 

la tabla No 1. 

Los valores num~ricos obtenidos en el desarrollo de cada 

e:·:perimento se encuentran indicados er1 el aper.ai.ce A. 

3.2 CRECIMIENTO DE K.fragilis EN FERMENTADOR DE 7 LITROS 

EMPLEANDO COMO FUENTE DE LACTOSA SUERO DE LECHE EN POLVO AL 

5% 

Como puede observarse en las figuras No 1 v No 2, al emplear 

5'l. (p/v) de suero de leche come sustituto aa la lactosa se 

obtiene un menor crecimiento de la levadura, alcanzAndose un 

m~ximo de 3,745 mg/ml en comparac10n al mayor ~alor de biomasa 

obtenido al emplear lactosa comercial (5,931 mgtml). 

El menor crecim.iento de la levadur2. al 2iT•Plear j'l. d~ s•.1ero 

de leche en polvo probablemente se debi a la ~e~or concentr·aciOn 

de lactosa 

cultivo 5% de suero de leche en polvo (Ver tatl~ No. 1. Fios. la 

y lb). 

15 
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TABLA t·~o 1 COMPOSICION DE LA MATERIA PRIMA 

SUERO DE LECHE EN POLVO 

================================================================== 
HUME DAD 3. 21. ( P/P) 

CONTENIDO DE LACTOSA 63,6/. (P/P) 

PROTEINA SOLUBLE 

CENIZAS 

SOLUCION DE SUERO DE LECHE HIDROLIZADO 
UTILIZADA EN LOS EXPERIMENTOS 

,CONTENIDO DE LACTOSA 5% (P/V) 

PROTEINA SOLUBLE 2,48 mg/ml 

CONTENIDO DE K 1480 +/- 10 ppm 

CONTENIDO DE Na 654 +/- 6 ppm 

CONTENIDO DE Ca 200 + 4 ppm 

LICOR DE REMOJADO DE MAIZ 

CONTENIDO DE NITROGENO 3,21. (P/V) 

CONTENIDO DE FOSFORO O, 8% ( P /V) 

COtffEIHDO DE AZUCARES TDTALES 

CONTENIDO DE AZUCARES REDUCTORES 

CONTENIDO DE HUMEDAD 6.3,3/. <PIV) 

CONTENIDO DE CENI LAS 1, 7% (P/V) 

16 
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Al exist1r u~a me~or concentraciOn de la fuente de 

carbono, el contenido de energia es limitado y esto sc traduce en 

un menor crecimiento del microorganismo durante la fermentaci6n. 

Por otra parte, tampo~~ se observ6 (Figuras No. le, 2, 3, y 

4) una disminuci6n en los niveles de actividad enzimatica/celula 

al emplear suera de leche en polvo en el media de cultivo. 

...,,. ""!' 

.._ .... ·-· OPTil'UZACION DEL l'EDIO DE Cl.LTIVO PARA LA PRODUCCION DE B-

GALACTOSIDASA. 

3.3.1 EFECTO DE LA SUSTITOCION DE LACTOSA POR SUERO DE LECtE 

HIDROLIZADO 

Con la finalij~d de e5tudiar la posible sustituciOn 

de la lactosa presente en el medic de referencia por un ccmpue5to 

mas econ6mico, y tome? ·_,j~ en con5ideracion las 

obten.idos en la seccic~ orecedente. se emple6 

t"1idrol i zado de leche en l~ for~ulaciOn de las medias 

No 2 donde se especif~ca 

cultiva en est~dio). 

~.,.. 

L·-• 

la for;nu 1 de i.:),i de las 

r-esu 1 tad a;; 

el 

(ver tabla 

medios de 
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TABLA 2 COMPOS IC I ON DE LOS MED I OS DE C:.JL T ! '..'O 

MED IO 

SUERO 
DE LECHE 
HIDROL!ZADO 
57. DE 
LACTOS.4 

LICOR DE 
REMOJA~O 

DE MAL'.'. 

LACTOSA 
COMERCIAL 
5'l. 

EXTRA:=~·o DE 
!_EVADURA 

1 

0,757. 

O,OSi. 

2 3 

* 

(I. :34'i. 

o. 05/. 

2 I; 

4 

* 

0,84% 

0.4S'l. 

0. 05% 
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TABLA No 3 COMPOSICION DE LOS MEDICS DE CULTIVO 
(CONTINUACION) 

MED IO 

SUERO DE 
LE CHE 
HIDROLIZADO 
5% DE 
LACTOSA 

LICOR DE 
REMOJADO DE 
MAIZ 

LACTOSA 
COMERCIAL 
51. 

EXTRACTO DE 
LEVADURA 

5 

* 

O'l. 0, S'l. 

0,45% 

o, 051. o, (151. 

7 g 9 

l'l. 2,51. 

(·. 45/. 

0,05% (>' (>51. (I. 05/. 

25 

10 

1% 

0.42% 

1). 45% 

0 '05/. 



A manera de control. se realizO el cre:imiento de K. 

fragilis en suero de leche hidrolizado con una cc,centraciOn de 

lac:tosa al 5% (F'/V) como (mica c:onsti tuyente del ;~dio de c:ul tivo 

J 

(media No 3). 

] Al emplear el media de cultivo No 3 :~s valores de 

actividad enzimatica por gramo de celula y por lit-a de c:ultivo a 

J las 6 horas de fermentaciOn son inferiores (3465 U/g y 10.906 

J 

U/l) a los obtenidos cuando se suplementa el S<...ero de lee he 

hidr-olizado 

J (3755 U/g y 14.222 U/l) correspondiente a la ~=moosic:icn del 

media No 2. 

_] 
El suer-a de leche hidrolizado par- =i solo no es 

suficiente par-a un buen crecimiento de la levadLlr; y pr-oducciOn 

de la enz1ma. Por el contrario los resultados at~anidos indican 

la necesidad de la incar-por-acion de fuentes ~dicionales de 

J nitr-Ogeno y tosforo al media de cu!tivo ~a~a abtener un 

) inc r-emen t·:. en los valores de actividad enz1matic6 corapar-ables 

J las que se obtienen al emplear el media de refere~=ia. 

] 
DadG que el suer-a de leche hidrolizaco coma ~nico 

] constituyente del media de c~ltivo no es suficiente para obtener 

resultados satisfactorios, se fcrmulO el media ~e =•Jlt1vo No 

J que contiene suera hidr-olizado de leche coma tuente de lactosa y 

J 
] 26 
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el las constituventes presentes en el media de 

refe~encia. CVer tabla No 2). 

Al comparar el medio formulado No. 2 con el media de 

refer-encia (media No.1 figura No 5 ) se observa un valor 

inferior de actividad enzimatica por qramo de c~lula a las tres 

horas de fermentaci6n (4759 U/g) en comparaci6n a la actividad 

obtenida al utilizar el media No. 1 durante el mismo periodc 

(7110 U/g). Sin embargo, a las 6 horas de fermentacion la 

actividad enzimAtica por gramo de c~lula es similar al emplear 

ambos meaios ( 4160 U/g y 3 7 55 Ulq respectivamente). 

Por otra parte. al emplear el media No. 2 la actividad 

enzim~tica par litro de c~ltivo (figura No 7) es similar a la 

obtenida cuando se utiliza lactosa comercial a las tres horas de 

fermentaci6n (5808 U/l v ~.7,_11 U/l respectivamente). En cambio, a 

las 6 horas de fermentaciOn al emplear suero de lech~ hidrolizado 

se obtiene una a~tividad por litre de cultivo superior de 14.222 

U/l en comparaciOn al uso de ldctosa ~omercial para la cual se 

obtiene 12.604 U/l ~e culti~o. 

Estos n=·c;1llt~dns ind1can que la sustitucion dee- lactosa 

por suero hidrolizado de lache es apropiada, debido a que se 

obtiene un mayor creciminnto del microorganismo durante 

-fertr.en tac i6n (Ver f iqLir«:.' 6) lo que qenera un incr-emento en 

art.i.v1de1d enzi.mAti.c<1 por· litni de cult1.vo. 

la 

la 
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El uso del s~ero de leche hidrolizado permite no s6lo 

] disminuir las castes de operaci6n durante el proceso si no 

tambi~n el aprovechamiento de un producto, el cual en gran parte 

~1 .. 
.. 

es en la actualidad descargado a corrientes aqua, ocasi.onando 

problemas de contaminaciOn ambiental. 

] 
3. :3. 2 EFECTO DE LA SUSTITUCION DEL EXTRACTO DE LEVADURA 

!] Y EL SULFATO DE AMONIO POR LICOR DE REl"IOJADO DE MAIZ • 

.... 

.. I ) En base a :os resultados obtenidos la secciOn (3.3.1) 

resulta favorable en t~rminos de actividad enzim~tica por litre 

] de culti.vo, la sustituciOn de la lactosa comercial por sue~o de 

J 
leche hidrolizado debido a que se favorece un mayor crecimiento 

de la levadura. Sin e~Dargo, aunque la bicmasa obtenida durante 

.) la fermentaci6n es ~ayer~ no se observa un inct-emento en la 

actividad por gramo de c~lula al utilizar este producto. 

] Probablemente sea necesario la incorporaci6n de nuevas fuentes de 

J 
) 

nitr6geno v f6sforo en el media de cultivo que estimulen adem~s 

del crecimiento micrcoiano la producciOn enzim~tica por c~l~la. 

..J 
Por esta raz6n, se 2studi6 el efecto de la sustituc10n del 

extracto de levadura ~ el sulfate de amonio par licor de remoJado 

J de maiz. 

J 
Como se obs2rva en la figuras No. 5 y 7. al sustituir 

el extracto de levadura por el licor de remojado de maiz Cmedios 

J 
de cultjvo 6,7,B,9 y 10) existe un incremento en 1 a ac ti v idc"3d 

enzim~tica por c~lula y por litre de cultivo en comparaci.On ~ la 

J actividad obtenida en el media No 

] 31 
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lgualment2. I.-
.&. '-"~ valores de actividad eGz1m~tica 

qrama de c~lula al emple~r las medias 6,7,8,9 y 10 son similares 

v en algunos casos superiores a los abtenidos cuando se emplea el 

media de referenc1a (med io 1-.lo 1 ' 

.L ' 

independientemente de la 

concentraciOn de licor de remoJado de maiz utilizada. 

Cabe de~tacar, que si bi?n se obtuvo en promedio un 

aumento en la actividad enzim~tica par gramo de c~lula al emolear 

1% (v/v) de licor de re~oJado de maiz (figura No 5l con rescecto 

al medi2 de cult~~o l_tre ~e este producto, no se observ~ ~n 

( v j ., ... 

ce i a 

au.1TiEn tar 

f~ente d2 nitrOgeno en un rango de 1 a c•' 
..... • 1. 

Dado q_:e =.e .::;ot i ent?,-. ·.ta lores simi la res de act i .11da;j 

enzim~tica par litre de ~0ltiva al emplear 1 y 5% (v/v) de 11cor 

como 1.:1 

se 

1 -... ~ ""c:.rm•.ll.:<c1cn del media de cult:.iso. 

;:;r-einunciada de la 

1 ... ,. 

l;t.ro d•"' c:ultivo a las 6 horas de 

lnd1.c ... 11 que resulta f.:\vor-able en 

d0 t.-~ f='·1.:11r . .:. •. :d 2.nplf,·O de el merJio de cLtltivo tJo 1 u. 

!' .. 



J 

J 

) 

J 
] 

J 

J 
J ) 

.I 

J 
] 

.] 

] 

J 

en el cual se sustituye el extract3 de levadura licor de 

remojado de maiz a una concentraciOn jel 1% (v/v) y se reduce la 

concentraci6n de sulfate de amonio desde 0,84 a 0,42% (p/v). 

E:{isten varias ventajas en el uso del media No. 10 

para la producci6n ~e la enzima: 

-.En primer lugar, al emolear licor de remojado de maiz en una 

concentraci6n de 1% (v/v), se obtienen valores de actividad 

enzimAtica por celula similar-es a los obtenidos empleando el 

~edio de referencia; 

- . SegLmdo, al utilizar el licor de reffioiado de maiz e:·:iste un 

incremento en las valores de actividad enzimatica par litro de 

cLiltivo debido a un ~aver crecimiento de 

al~anz~ndose un valor m~ximo de 

U/l 

- • T erce1-o ~ 

.ni tad la 

v· .· . 
al emr.-lear licor 

concentraciOn de 

de re~oJ~do de mai2 

sulfat~ de amonio 

la levadura, 

y re,:;uci:- a la 

::;e lGgra una 

disminucicm en las castes de operaci.:':in durante el pr-oceso. 
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3.t. DETERt1INACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS K5 Y µmax DE ~ 

fragi lis. 

3.~.l DETERl"llNACION DE LAS CONSTANTES CillETICAS DE LA 

LEVADURA EN EL l'EDIO DE REFERENCIA. 

figura No 8 muestra las cineticas de 

crecim1entc obtenidas para K. fragilis al e~plear diferentes 

de lactosa en el media de referencia. 

Experiencias previas demostraron que ~l Lttilizar 

cancer.:;-'"°':1..:.•1e·;; de lactosa superiore·::; al 1% (p/•..r), s2 inc:re.nenta 

le.. du,,-~:;_,~.r. de la fase e:-:ponencial de crE:c1miento alcanzandose 

lqualmente, se obser~a que bajo estas 

ccn.j _; c ._ :. -.t= =. ...-elocidad especif ica de cr~cimi2ntc es muy 

cer-c :.,-,Ct ~ ,~ ve~0ci~ad m~xima. Par esta razOn. se seleccionaron 

oara l~ ~2~ermindci6n de las constantes ci~nticas concent~aciones 

la~~~~~ Lnferiore::> al 1% (P/V). 

el .:-nA l i si::; de las cur~as de crecimiento. se 

~~dep2~diantementa de lactosa 

11ti l i;·~.:;d. la ~••1sencia de un perj_odo d:;. lc.tenc:ia. De manera 

la b1omasa final obtenida 

la t~rn2~taci.On incrementa al aumentar la concentraci.On 

de d l 1:: i?.fi ;: .~.ldO UI I v~lor m~x1mo de 

conr·.-~nt:·.,...~::: . .-, dP lactosC1 d2 0,7/. 

·=.n 1 " 9 se p• 1ede obser·.1ar-

durante 

i.nici.al 

._, una 

que la 



1 
FIGURA No 8. C ineticas de crec.imiento p~ra Kluyveromyces 

f ragilis empleando diferentes concentraciones 

de lactosa comercial en el media de referen· 

2 

20.t.68mM 

1J.158mM 

10,234mM 

-., 386mM 

2, 193mM 

--'---- '-·-·---~L------
) 

Tiempo(h) 
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F IGUl1A No 1 O. Determinacion de las constantes cineticas 

K5 Y JJmax de Ji. f ragilis lJSci!".do lactosa 

comerc.ial co mo tu ente de carbon a. 
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concentraciOn de lactosa en un rango de 0 a 20.46 mM. 

Al graficar los inversos de la ~elocidad especifica 

de crecimiento contra el inverso de la concentraci6n de sustrato 

(Figura No 10)~ se obtiene un valor de K5 de 5,34 mM v umax d2 

3.4.2 DETERMINACION DE LAS CONSTANTES Cil'ETICAS DE LA 

LEVADURA EN EL MEDIO FORf'1ULADO No 10. 

La figura No 11. muestra las cir.eti.ca:. de 

crecimiento de K. fragilis -:\l emplear el media No ~O. 

evid£~ncia la pre:.encia de un pericjo de la ten.:: 1.0 

aproximadamente 2 horas para tadas las concentrac1ones a~ l~ctG~d 

consideradas. Igualm2nte se observa que la biomasa final cot2n1~a 

aumenta al incrementar la concentracion inicial 1 .:.c to;;a, 

alcanzando un valor m~ximo de 3900 mg/l al uti 1 i ;:ar· L~na 

concentr·aciOn de lactosa de P.1.7 mM. 

En la f .igura No 12. se puede observar ~u~ 

velocidad especifica de crecimiento (µ) aumenta al incrementar 'a 

concentraciOn de lactosa \proveniente de suero ~.idroli.;:ado) en un 

tntervalo ae 0 a 87.71 mM. 

:.n 
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-------~---~ I 
I 

1/M(h) 

1,0 

i 

' ... 

I 
·---r--~ ..... 

I 1.0 
·---+-----+-----+----+--- --r----+---

2,0 3,0 L.,0 5,0 6,0 7,0 

~/S x 10
2CmM) 1 
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Al graficar los inversos de la velocidad esoecifica 

d2 crecimienta contra las inversas de la concent~cciori de 

sustrato (figura No 13) se obtiene un valor de K5 de 7~30 y µmax 

-1 
de 0~697 horas. 
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CONCLUSIONES 

1-.Puede sustituirse. la lac to:;a pt-esen te en el me,j~o de 

n?ferenc ia, por sLero de leche coma dnica fuente de carbono, 

sin afectar de ~~nera significativa la masa mict-obiana 

producida y !a actividad enzimatica. Con esta sustituci6n se 

disminuyen las costas de f~rmulaci~n del media de cultivo . 

2-.La utilizaciOn del SLlero de l~che hidrolizado, come !.'.mi.co 

constituvente del ~ej~o de crecimiento de K. fragilis no e~ 

para w~ adecuado cr~c1m1ento y producci6n de la 

enzima 8-galactosi~~sa. 

range ~~ experimertaci~n estudiado, se detect6 J~e 

tiene la 

d2 lactosa (proveniente de 7.8% ( C·· .: J 

remojado de mai~ 1% (v/~;. C.42% (p/v) sulfate de d~On~o, 

0.45% (p/~) fosf~ta dtb~sic~ ~~ pot~sio, 0.05% de sul~ato de 

11.agnesio (Mt-dio :'k•. 1U). E.~lo es ;Josible~ dadc que: 

a-galactosidasa ES 

similar a la ott~nida con 21 medic de referencia. 

por litre de cult1~c. 

al 

sustituir el extr·d~to d2 lavaJura y al reducir a la mitad la 

cantidad de ·:;u 1 : -'<to dr· <11rinr. l ci. 

4 ', 
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4.-LG3 valores obtenidos para las constantes cin~ticas da k. 

5 . 

fragilis empleando media de refer-encia fueron: f=.: 5 = 5 ~ 34 y 

~Ima:-: = 0 ~ 63 
-1 

h • 

Al determinar las constantes cineticas de K. fragilis 

empleando el medic formulado No 10~ se encontrO un K5 de 7~30 

mM 
-1 

y un µmax de 0,697 h • 
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TABLA A.1 ACTIVIDAD DE LA B GALACTOSIDASA POR GRAMO DE CELULA. 

-----------------------------------------------------------------
MED IO ACTIVI::>AD A LAS 

~.HQRAS 

ACTIVIDAD A LAS 
6 HORAS 

----------------------------··------------------------------------

1 7110 416(: 

,... 475•:t 3755 .::. 

.3 ..;.~.45 3465 

4 5380 4405 

...= =--3~-0 3350 
~· 

b =·818 467(l 

~ ::i930 4690 J 

8 59(H) 506!) 

9 '1695 4335 

10 b319 5097 
-----------------------------------------------------------------
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TABLA A.2 ACTIVIDAD DE LA B GALACTOSIDASA POR LITRO ~E CULTIVO. 

MED IO 

1 

'> ..... 

.... 
-..:..· 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

ACTIVIDAD A LAS 
3 HORAS 

5808 

5701 

5358 

0364 

5524 

6504 

6611 

7311 

769'5 

7382 

ACTIVIi)~_: A LAS 
6 H,:.;:;:;:.S 

1 ~ 

=~=·4 .... . 
14.222 

i(•. -;; >6 

1 !. . .. 28 

12. -.-. . .1.:... 

14.::-.:::: 

13 .. =72 

~ .. -LH) ...... _,. 

1 ~' . . ··-.... I 

::c:i. '5 1)1 
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MED IO 

1 

'"'.' .... 

..,.. 
·-· 

4 

c -· 
'-..... 

7 

8 

9 

10 

TABLA A.3 BIOMASA OBTEl'.IDA DURANTE LA FERMENTACION 
EN mg/ml. 

BIOMASA A LAS 
3 HORAS 

c.817 

1 .1·:;;3 

1 . 17"7" 

1 1 o-,.. . ..L"-'·-· 

t . !:161 

<~ ~ ·=t~.4 

:),.9~14 

l .:>+.:; 

1 • (J(H) 

1 . :..~8 

BIOMASA A LAS 
6 HORAS 

3. 030 

4.229 

' 519 

2.977 

3.732 

3. 50.3 

3.351 

4.480 

4. (18(1 

4.,.(.122 
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TABLA A.4 RESULT~ros GBTENIDOS EN EL CRECIMIENTQ DE K. fragilis 
EN FERMENTADOR DE 7 Ll!ROS EMPLEANDO MEDIO DE 
REFERENCIA. 

TIEMPO 

( h) 

. (I 

1 

4 

c; 
~· 

6 

8 

10 

ACTIVIDAD 
ENZIMATICA 

U/g 

3060 

4050 

371.3 

4358 

264(> 

29 .:::o 

294:) 

LACTOSA 
RESIDUAL 

mg/ml 

49,72 

43,30 

39,66 

::;:.8,58 

2~-.46 

17 ~ (>2 

1. 21) 

BIOM14SA 

mg/ ml 

0,512 

0,955 

1,245 

2. 43.3 

3,.366 

4.2('5 

5. 90<) 
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TABLA A.5 RESULTADOS OBTENIDOS EN EL CRECIMIENTO DE K. fragilis 
EN FERMENTADOR OE 7 LITROS EMPLEANDO COMO FUENTE DE 
LACTOSA SLlERO DE LECHE EN POLVO AL 5X 

TIEMPO 

(h) 

(I 

1 

2 

3 

4 

c:: 
~· 

6 

ACTI\.'IDAD 
ENZIMATICA 

U/g 

269..:. 

3706 

3706 

4 .-40 

LACTOSA 
RESIDUAL 

mg/ml 

30,308 

11,490 

7,246 

4,565 

3,723 

BIOMASA 

mg/ml 

(l' 508 

0,888 

1,666 

2, 129 

.:., 745 
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TABLA No A.6 RESULTAnos OST~NIDUS EN LA DEfERMINACluN DE LAS 
CONSTANTES Cil'lETICAS DE Kluveromyces fragilis 
EMPLEAtmo LACTOSA COMERCIAL COMO FUErn E :JE CAR8uNll. 

CONCENTRACION DE 
LACTOSA 0,075% 

TIEMPO 
(h) 

0 

1,0 

1,5 

2,0 

3,5 

4,0 

4,5 

CONCENTRACION 
DE LACTOSA 

TIEMPO 
(h) 

0 

0,5 

1,0 

1,5 

3,5 

4,0 

4,5 

DO. B. 

o, 029 

0,032 359,2 

0,036 420,2 

0,039 466,0 

0,045 557,6 

0,057 740,8 

0,061 801,9 

771,3 

(>' 4~·'i. 

DO. 

o, 030 

o, (134 

0,037 

o. 04 ::. 

0.050 

0,093 

0.102 

DO.= DENSIDAO OPrICA A 650nm 
B. = BIOMASA (mg/I). 

DO. B. 

0,030 328,7 

0,030 328,7 

0,036 420,2 

O, 040 481,3 

0,042 

0,061 801,9 

0,070 

0,070 939,2 

B. 

328,7 

389,7 

435.5 

557.6 

633,9 

1290,3 

1427,7 

1443,0 

'" ------ ____ -.'..a....... _____ _...__ 

C) ~ 35~~ 

DO. B. 

0,029 311,4 

0,033 374,4 

0,037 435,5 

0.041 496,6 

0,046 ':·12' '=/ 

0,083 1137,7 

(> ~ t)8"7' 1229 ~ :. 

DO. B. 

0,035 41)5 '(l 

0,039 466.0 

0,046 512,9 

0,051 649,2 

0,100 1390.2 

')' 1:20 17(;2.5 

()' 123 l/48. ::;. 
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TABLA No A.7 DETERMINACION DE LA VELOCIDAD ESPECIF1CA 
CRECI~IENTO (µ) EMPLEANDO LACTOSA COMERCIAL. 

CONCENTRACION 
DE SUSTRATO. 

(mM) 

2, 193 

4,386 

10,234 

13,158 

20,463 

r= 0, 99'-7'5 

h:g= 5,3420 mM 

VEOCIDAD ESPECIFICA 
DE CREC!TIENTO (µ) 

( h ) 

o, 1894 

0,2994 

0.4206 

0,4738 

1/§1 
(mM ) 

0,2280 

0,0977 

0,0759 

0,0489 

( h) 

1/µ 

5,280 

3,34(> 

2,378 

=~111 

1,957 

DE 
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TABLA No A.8 CINETICA DE CRECIMIENTO DE K. fragilis 
SUERO HIDROLIZADO DE LECHE CON 
CONCENTRAClONES DE LACTOSA. 

EMPL:::..;tmo 
DIFERE~HES 

CONCENTRACION DE LACTOSA 

TIEMPO 
(h) 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

14,619 mM 29,239 mM 

DO. B. DO. B. DO. B. 

0,035 404,9 0,034 389,7 0,041 496,5 

0,031 343,9 0,036 420,2 0,035 404,9 

0,049 618,6 0,047 588,1 0,052 664,0 

0, 130 

0,110 

0,116 

0,131 1870,4 0,151 2175,6 0,229 3366,3 

DD.= DENSIDAD OPTICA A 650nm 

B -.- BIOMASA (mg/l). 

.. 

87,719 mM 

DO. B. 

0,030 328,6 

0,041 476.5 

0.141 2023,0 

0,157 22c7,3 

0,204 2984,7 

o, 264 :39,::0. 6 
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TABLA No A.9 DETERMINACION DE Ks Y µmax DE k. fragilis EMPLEANDO 
SUERO DE LECHE HIDROLIZADO. (MEDIO DE CULTIVO Gl 

CONCENTRACIDN DE 
LACTD:3A 
(mM) 

14 '61·::;> 

58,479 

87 ~ 71'7 

t::.3= 7, .3:)14 mM 

VELOCIDAD ESPECIFICA 
DE CRECit!IENTO 

( h ) 

0,4592 

0,5826 

0,6073 

<) ~ 6372 

. - . 6070 'h-1) 1-··ma;-:- u, 7 .._ ' ' 

1/S 

-1 
(mM ) 

0.0684 

O,C342 

0,0.!.71 

0,0114 

l/1-1 

{ h) 

2' 1777 

1.7164 

1.6466 

1,5694 
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TABLA No A.10 CONSTANTES CINETICAS DE ~ fr-agilis AL EMPLEAR 
MEDIO DE REFERENCIA Y EL MEDIO FORMULADO No 10 

... , .. ·:;. !-lma;.: 

(mM) (h-1) 

MEDIO DE REFERENCIA ~. ~ 34 

MEDIO FORMULADO No10 7,30 0,6972 
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1-.INTRODUCCION 

En esta secci6n, se presentan los resultados 

obtenidos en la inmovilizaci6n de la enzima comercial Lactozym 

<suministrada por la ~mpresa NOVO Enzyme> sobre nylon. Estes 

experimentos fueron necesarios, dado que se requiere comparar la 

actividad y estabilidad de la enzima inmovilizada de origen 

comerci~l con la enzima inomvilizadaJ proveniente del cultivo de 

Klyveromyces fragilis. Esta ccmparaci6n se hace necesaria para 

determinar la influencia de los costos de producci6n, 

inmovilizaciOn y viabilidad del catalizador biolOgico obtenido. 

Cabe destacar que el tiempo de vida me~~o de la preparaci6n, en 

almacenamiento con reutilizaciones sucesivas, fu~ de 

aproximadamente cuatro dias para uno de los tipo6 d~ preparaci6n 

obtenidos • 

1 
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2. MATERIALES Y METODOS 

2.1 MATERIALES. 

Acido Clorhidrico 37% de pureza, d= 1,19 glee. 

(Riedel de Haen). 

Glutaraldehido grado No 2 al 25% en soluciOn acuosa. 

(SIGMA Chemical Company). 

Polietilenimina al en solucion acuosa. 

(SIGMA Chemical Company). 

Ortanitrofenil S-D Galactopir~n~sido (SIGMA Chemical 

Company). 

2- Mercaptoetanol (Riedel de Haen). 

Nylon brillante. Suministr~~o por Hilados FLEXILON C.A. 

Balsas de di~lisis. 

6- galactosidasa marca Lactozym 3000 

(Suministrado par NOVO Industry A/S. 
Dinamarca) • 

2 • 1_ • 1 SOLUC JONES Y REACT I VOS EMPLEADOS 

L HP-G. 

Copenhagen-

-Soluci6n de Glutdraldehido al 18,5% (VIV) preparado 

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

- Soluci6n de Glutaraldehido al 5% (v/v) preparado en 

buffer borate 0,2M pH 8,~. 

SoluciOn de Polietilenimina a~ 10% (v/v) 

,., 
£.. 
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1 

J Buffer para determinaci6n de activida~ ~e la enzima 

I1 .... 

8-galactosidasa: Fcsfato de potasi~ =.lM pH 6,6 

conteniendo lmM de Mg i O,lmM de Mn 

n Buffer ~tilizado en el lavado y alnacenamiento de 

las biocatalizadores y en la dialisis v diluci6n 

}) de la enzima comercial: Buffer a2 fos'fato de . 

Il 
potasio 0, .lM pH 6,6 con O,lmM de Mm. 

Scluci6n 0,068 M de ONPG. 

' 

] 
) Soluci6n 0,036 M de 2-Mercaptoetanol. 

J 2. 1. 2 EOUIPOS. 

J Agitador orbital para tubos de ensa~~. 

1 
Platina con agitaciOn rnarca Corning~~:. PC-520 

Calentador de agua marca Tempette TE-7. 

J Molino de cuchillas Modelo Ne. i Artr1ur H. 

Thomas Co. Philadelphia P.A. USA). 

por New Brunswick Scientific Co .• re. Edison, N . 

] 
) 

.] 

Incubadora con agitaciOn Modelo G 24. 

,J. , USA. 

J 
] 

J 
] 

] 3 



2.2 INl'IOVILIZACION DE B-GALACTOSIDASA EN NYLON • 

2. 2. 1 l'IOLIENDA DEL NYLON. 

Con el prop6sito de disminuir el tamano de particula 

se coloco un peso de nylon en forma de "chips" E:•• un molino 

Arthur Thomas Mod No 4. Al f inalizar la molienda del nylon, el 

producto obtenido fue tamizo empleando una de malla de 1.55 mm. 

. , ) 
J Para la realiza~i6r. de los experimentos se util1zaron las 

J 
particLllas de nylon retenidas en la malla con un tamaAo minima de 

1,55 mm. 

] 
2.2.2 ACTIVACION DEL NYLON. 

J 
En la realizaci6n de los experimentos se usaron 

J 0,25; 0,50; 0,75; y 1 g de nylon. La activaciOn del nvlon molido 

] 
) 

(secciOn 2.2.1) se realizO seg~n la metodologia des~rita en el 

primer informe de avance (1989) • 

.J 
2.2.4 PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LA ENZIMA. 

] 

] La enzima comerc1al utilizada en las experimentos de 

inmovilizaciOn en nylon fue la Lactozym 3000 l HP-G. Con la 

] finalidad de ob ten er resultados comparativos c:cin la 

inmovilizaciOn de la enzima extraida por d1srupci6n celular. 

] 

] 
4 
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(informe de 1989). Se utilizO una diluciOn de Lactozym tal que la 

concentracion final fuese de 10 y 5 mg de proteina por ml 

(preparaciones No 1 y No 2). Igualmente, se ut1liz6 la 

preparaci6n comercial dializada, diluida hasta obtener 2· mg de 

proteina por ml (preparaci6n No 3). 

La dialisis de la enzima comercial, se llev6 a cabo 

de determinar el efecto del glicerol otros aditivos 

present2s en el productc } sabre la i•-,movilizacion y e:-:presi6n de 

la acti~idad enzim~tica. 

La dialisis de la 2n~ima comercial se rea1iz6 en 

bJffer da fc::;~2to de po~dsio 0,1 M pH 6.6 con 0.1 mM de Mn a una 

tempera~ura d~ 4 QL par un periodo de 24 h ccn agitaci6n ligera . 

ls determin6 el 

contt'?ni~o de pr-oteir1as solubles segl.'.111 el metodo de Lowry (1951) ·1 

la activ1dad enzimAt1ca empleando ONPG coma sustrato. La 

deter1oinr.ic16>1 de la actividad enzimt~tica se r2alizo conforme a la 

:? • ::: • ~. INMOVILIZACION DE LAS PREPARACIONES ENZ IMATICAS 

inmov i l i zac .16n de l..;. enzima comercial 

(prHparaciones Nos. l, ~ y 3) se real1zO mediante la exposiciOn 

5 
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j de 2.0 ml (par duplicado) de la enzima liquida con cada uno de 

] 
las pesos de soporte activados, usando para ello tubas de ensayo 

de 100x16 mm. La reacci6n de inmovilizaciOn se llevO a cabo 

l 
durante un periodo de 24 horas a una temperatura de 4QC y con 

agitaci6n orbital. 

] 
2. 2. 5 DETERi1 INAC ION DE LA CANT I DAD DL ENZ IMA 

l INMOVILIZADA. 

) 
) 

.; 

El contenido de proteina oresent2 en las 

] 
preparaciane~ enzim~ticas se determinO, med1ante el m~todo de 

Lowry (19571. La cantidad de enzima inmov1l1zada Cm~l se obtuvo 

] par diferencia algebraica entre la concentr~c1c~ d~ ~rote1nas al 

inicio d~ l~ r2acci0n de in~ov1l1zac16n y lb 0Dt2n1da al final de 

] la misma. 

] 2.~.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LACTASICA DE 

LOS BIOCATALIZADORES 

] 
) La actividad en= 11Tid~1ca de los 

] biocatal1~adore~ se determina uti.l1z:e.ndo el 

) 
cada 

En 

procedimi.ento: adic1ona de manera ind ... 1idu.;.l se 

erlenmeyer, un peso determino del biocata:i=adcr cotenido. 

] dicho recip1ente, previamente SR h~ colocado la mezcl.:. de 

reacc16n. constituida por 39,2 ml buffer ~Gsfata :: .1 M pH 6 • 6 

) con 1 mM de Mg y 0,1 mM de Mn) y 1.4 ml de soluciOn de 2-

mertc~ptoetanol. Sugu1damente se 1ncuba ld prep~rac1~n a 30QC por 

l 
6 



un periodo de 1~ •i::-.. _1to=:. al c.:;.oo del CLlcd ·;:;e ad;.c1on.-.. ~.4 .-:-.1 je 

soluciOn de ONPG o. =d M. Desou~s se adiciona el sustr~to. se 

extraen alicuotas ~~ 3 ml al cabo de O, 1, 2 y 4 minutes. y se 

someten a ebullic1:G por un periodo de 5 minutes. F1n~lm2nte se 

determina la densid~~ Optica (D.0.) de las alicuotas a 410 nm. 

_ l 
2.2.7 ESTABILIDAD DE AU'IACENAMIENTO DE LOS 

) 
BIOCATALIZADORES 

;_os biocatalizadores obtenidcs sacun la 

J metodoloqia e~pl1~~Jl en la s2cci6n 2.2.5 las 

preparac1ones No. 2 y No. 3, se almacenaron para su cons2~vaciOn a 

1 una teffiperatura de ~~c ~n buffer fosfato dq pot~s1~ O.: ~ ~H 6.6 

con mM de ... -' ... 

.J 
[:1ariamentP, acada mL«sstrc.. le 

determin6 la activi~ad lact~s1ca de los biocatal~zadore5 sequn ld 

J ) 
metodologia descrit3 en la 5ecci6n 2.2.J. 

) 

.J 

J 
J 

.l 
] 
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3. RESULTADOS Y DISCUSION 

3.1 INl10VILIZACION DE P-GALACTOSIDASA 

COVALENTE EN NYLON 

POR ACOPLA11IENTO 

3.1.1 CARACTERIZACION DE LAS PREPARACIONES ENZit'IATICAS. 

La tabla No. 1 muestra los resultados obtenidos en 

la caracterizaci6n de la enzima comercial no dializada y de la 

preparaciOn enzimatica dializada. En los resultados obtenidos se 

aprecia la influenc1a d2l oroceso de di~lisis sob re la 

concentr-aci6n de proteinas ~olubles y sobr-e la actividad 

especifica. La dismi~uciOn 2n la concentraciOn de oroteinas 

sol 1bles es una consec•.1er.cia direct.; ael proceso de diluci6n que 

ocurre en el inter-ior de la oolsa de ~i~lisis, ya que 1ncrementa 

la cantidad de buffer en cont3cto con la enzima. Par otr-a parte, 

la disminuci6n en la actividad especifica de L,;i. pr-epar-a.::i61l 

dializada sugier-e la presencia d2 compuestos o de sustancias 

(glicerol) en la pr-2paracion enzimat1ca original que estabiJi~dn 

la enzima en solucion e incrementan su actividad. 

La tabla No. 2 reswmP la concentraciOn de proteinas 

solubles pr-es~ntes en ld~ preparac1ones enz1m~ticas empleadas en 

la 1nmovilizaciOn. Estas dj_ luc1( ;,'""s fueron obtenidas usando 
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TABLA No 1 CONCENTRACION DE PROTEINAS SOLUBL~S Y ACTIVIDAD 
ESPECIFICA DEL~: PREPARACIONES ENZI~~TICAS 

PREPARACION 
ENZIMATICA 

CONCENTRACION DE 
PROTEINA SOLUBLE 

(mg/ m 1 ) 

ACTIVIDAD 
ESPECIFICA 

(L'mg de proteina) 

LACTOZYM 
3000L HP-G 

LACTOZYM 
3000L HP-G 
DIALIZADA 

TABLA No 2 CONCENTRACION 
PREPARAC I ONE:3 
INMOVILIZACION. 

LACTOZYM 
30)0L HP-G 

LACTOZYM 
30(><)L HP-iJ 
DIAL I ZADA 

PREPARACION 2 

F'REPARACIUN 3 

30,38 

12,68 

DE PROTEINAS SCL0BLES 
ENZIMATICAS UTILiZADAS 

169,35 

31~43 

DE 
EN 

LAS 
LA 

CONCENTRACION DE PROTEINAS 
SOLUBLES ( mg/ ml ). 

\. 
/ 

-_-.. 67 

.::. 04 



buf~er fosfato conteniendo 0,1 mM de Mn. el cual oresenta un 

] efecto positivo en el mantenimiento de la actividad enzim~tica. 

" ~l 3 .1. 2 INttOVILIZACION DE LACTOZYt1 3000L HP-6 

il Los resultados obtenidos en la inmovilizaci6n de 

~ 
Lactozim 3000 L HP-G (preparaciones 1 y 2) se muestran en las 

tablas Nos. 3 y 4. Para cada preparaci6n se estudi6 la inf luencia 

] ). del peso de soporte sabre la cantidad de enzima inm~vilizada. En 

ambos casos se aprecia que al incrementar el peso de soporte 

J aum~nta la cantidad (mg) de proteina inmovilizada. Asi, para las 

] 
preparaci-nes Ne. 1 y 2 el mayor porcentaje de protein a 

inmo.1ilizada (86,2% y 91,4%) se obtiene al emplear un peso de 

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

J Por otra parte, la concentraciOn inicial de enzima en 

J ) 

la reacciOn de inMovilizaciOn tiene influencia s~bre la cantidad 

(mg) de proteina inmovilizada. En efecto, al aL1mentar la 

J concentraciOn inicial de proteina de 3,67 a 9,92 mg/ ml en la 

reacciOn de inmovilizaciOn, incrementa la cantidad de proteina 

J inmovili~ada/g de soporte para cada uno de los pesos de soporta 

11tilizados. Asi, al emplear la preparaciOn No. 1 (9,92 mg/ml) se 

] obti8ne 55,2 , 29,4 , 20,92 y 17,10 mg de proteina 1nmoY1lizada/q 

] de soporte para las pesos 0,25 , 1 • (11) g 0' ::.o 

respectivamente, mientras que para la preparaciOn Na 2 

] 

] 
_l_~ 
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TF.E:LA ~:co 3 INMOVlLIZ..iCIO~; ~E L;::.P~:EPARACION ENZIMATCA 1 (LACTOZYM 
3000L HP-G CONC~~TRACION INICIAL DE ENZIMA DE 9,92 mg 
DE PROTEINA I ~:1. 

CANTIDAD DE PROTEINA 
ANTES DE LA 

i).25 

INMOVILIZACION (mg/2ml) :9.84 

CANTIDAD DE PROTEINA 
DESPUES DE LA 
INMOVILIZACION (mg/2ml) 

CANTIDAD DE PROTEINA 
INMOVILIZADA (m~} 

mg DE PROTEINA 
INMOVILIZADA/q DE 
SOPORT=: 

~'. PRO TE l NA 
I NMO'JI LIU.DA 

UNIDADES DE PROTEINA 
AL Ii\IICIO DE LA 
INMOVIL!ZACION 

UNIDADES DE 
PROTEINA 
INMOV IL I ZAD?l 

ACTIVIDAD TEORICA 
(mg ONF-'G/min) 

ACT IV IDAD REAL 
(mg ONPG/min) 

UNIDADES 
EXF'F\ESADAS 

I. DE UNIDADEf3 
EXPRES~1DAS 

t; '(>3 

..:·=-;.60 

23"38. 7:.:: 

0,040 

0,13 

0.01 

11 

PESO DE SOPORTE 

0,50 0,75 1 • 00 

2,74 

1~·.69 

29,42 ::2(1,92 

7'=/. 09 86, 18 

.3359. 9 3.359. 9 3359 .. 9 

2657,10 

80<), oo 872,53 

0,563 1. ::a1 

1,87 4,25 

0,07 0,07 o. 15 

-----·--------------
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TABL.:A No 4 INMOVILIZACION DE LA PREPARACION ENZIMATICA No 
(LACTOZYM 3000L HP-G CONCENTRACION INICIAL 
ENZIMA DE 3,67 mg DE PROTEINA I ml) 

DE 

CANTIDAD DE PROTEINA 
ANTES DE LA 
INMOVILIZACION (mg/2ml) 

CANTIDAD DE PROTEINA 
DESPUES DE LA 
INMOVILIZACION (mg/2ml) 

CANTITAD DE PROTEINA 
INMOVILIZADA. (mg) 

mg PROTEINA IMOVILIZADA 
POR GRAMO DE SOPORTE 

PROTEINA INMOVILIZADA 
( I. ) 

UNIDADES DE PROTEINA 
AL INICIO DE LA 
INMOVILIZACION 

UNIDADES DE PROTEINA 
INMOVILIZADA 

ACTIVIDAD TEDRICA 
( rr,g ONP I min) 

ACT IV I DAD f\EAL 
(mg ONP/ min) 

UNIDADES EXPRESADAS 

I. DE Ut-J I D?mES 
EXPRES?~DAB 

7,34 

·-=J,68 

32.97 

1243. o:!. 

123.48 

0.807 

O.b::. 

l 7 

PESO DE SOPORTE (g) 

0,50 0,75 1,00 

7,34 7,34 

2,32 0,63 

2,48 5,02 

6,69 

40,60 68,39 

1243,03 

504,66 s::.o, 14 1L!-6,34 

256,15 ~.42' 38 

2,053 4.252 

1, '26 1,24 
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mg/ml) los valores de proteina 1nmovilizada por gramo de soporte 

son inferiores a las que se obtienen al utiiizar la preparaciOn 

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 estos resultados se deriva que al ~umentar la 

concentraciOn enzimAtica enfrentada de 3,67 a 9,90 mg/ml se 

logt-an 

de mg 

(a excepci6n del obtenido para 1 gramo de soporte) valores 

de proteina par gramJ de soporte superiores al criteria 

Optima establecido ( 20 mg de proteina/ g de ~oprte) a pesar de 

que ~stos disminuyen al aumGntar los pesos de soporte y por ende 

la cantidad de proteina inmovilizada. lgualmente, 

independie1temente de las mg de proteina inmovilizada por gramo 

de soporte se obtuvieron bajos valor2s de uniaades expresadas 

(ver figurd 4). En este ca~o los resultad~s registrados para la 

enzima nu dializada sugieren un3 pos1ble relaciOn entre los bajos 

~alores de uniaades e~presadas y la presencia de elementos y 

compuestos estabilizantes en la preparaciOn original. 

En la figura No ~ se puede observar que al emplf?ar 

la preparaciOn No ::~. e::isle igualmentr~ un aumentr, de la cantidad 

ch? pr-oteina inmovilizadd dl inct·emenli1r !?l peso de soporte 

,·,lcc:rnzando un rnc':-o:imo de:- 4,07 mq dt! ~;roteina <:11 emplear un peso de 

soporte de 1 gramo. 

L 
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T~BLA No 5 INMOVILIZACION DE LA F'REPARACION ENZIMATICA No 3 
(LACYOZYM 3000L HP-G DIALIZADA). 

CANTIDAD DE PROTEINA 
ANTES DE LA 
INMOVILIZACION (mg/2ml) 

CANTIDAD DE PROTEINA 
DESPUES DE LA 
INMOVILIZACION (mg/2ml) 

CANTIDAD DE PROTEINA 
INMOVILIZADA (mg) 

mg DE PROTEINA 
INMOVILIZADA POR 
GRAMO DE SOF'ORTE 

% DE PROTEINA 
lt"'10VILI ZADA 

UNIDADES DE 
PROTEINA AL 
INICIO DE LA 
INMOVILIZAf':ION 

UNIDADES DE PROTEINA 
INMOVILIZADA 

ACTIVIDAD TEORICA 
(mg ONPG I min) 

ACTIVIDAD REAL 
(mg ONPG/ min) 

UNIDADES EXPRESADAS 

'l. DE UNIDADES 
EXPRESADAS 

0,25 

4,07 

2,54 

6,12 

37' ~"9 

127,92 

48,04 

14,49 

2 !I (>~3 

6,72 

14,01 

lG 

PESO DE SOPORTE 

0,50 0,75 1,00 

4,07 4,07 4,07 

1,47 o,73 o,oo 

2, l:>O 3,34 4.07 

=·, 2(> 4.07 

82,06 100.00 

127,92 127,92 127,92 

81,72 104,98 

24,62 31,63 38,54 

3, 4~S 5,99 B,31 

11, ::.9 19,87 21. 57 

18,94 21.56 
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Al emplear la preparaci6n ~G 3 (tabla No 5) se 

obtienen biocatalizadores con un mayGr % de unidades expresadas 

en comparaci6n a las obtenidos utilizando las preparaciones 

enzimaticas No.1 y No.2, alcanzando un valor maxima de 21,56% al 

emplear un peso de soporte de 1 g. Este resultado sugiere que el 

proceso de dialisis de la enzima previo a la reacci6n de 

inmovilizaci6n perm:ite incrementar la pro~orcion de proteina 

activa en relaciOn a la cantidad total de proteina inmovilizada, 

hecho que es respaldado par los mayores valores de actividad 

obtenidos ver tabla No 51. Si~ embargo. la cantidad de 

proteina inmovilizada por peso de ~oporte es menor al criteria 

Optimr; establecido. Esto se debe a la baja concentraci6n inicial 

de en=ima dializada empleada en el enfrenta~iento. 

En este proceso de 

inmovilizaciOn deberia ser orientado no scla~ente en t~rminos de 

la cantidad de mg. de proteina inmov1l1zad~ par gramo de soporte 

tambi~n con respecto al porcentaje de unidades expresadas, 

pur?,:;to qur~ los datn~; ·:;uqieren qL1e no 2;.:i:;t2 necesariamente una 

cor-r-espondenc i a entre ambos parAmetros, deoi~ndose procurar una 

tor·m;~ elf-.? inmov.il izaci6n que no afecte L.1 e:-;::iresion enzimtttica. 

Se h.::1 programc:1do real1L<1r- P.>:pt:-r 11rier.tus empleando una 

mayor con~entrac10n de la enzima dializad6 con la f in,.l l .idad de 

.incrE•ffifffll'.c·ll" ]OS mq cle r•rote:Jna ..lrlff1C1VJ l1;:ad,;. ;::ior gr-amo de SOporte. 

( tJl 1,1lm~--~ll1:P • de 



l 
] lactosa (durante la reacciOn de inmovilizaciOn) sob re la 

fijaci6n y expresion de la enzima. 

3.1.5 ESTABILIDAD . DE ALMACENAMIENTO · DE LOS 

BIOCATALIZADORES 

Los valores num~ricos obtenidos durante el estud.i.o 

de la estabilidad de los biocatalizadores se indican en las 

] ) tablas Nos. 6 y 7. 

] De las preparaciones enzim~ticas No. 1 (no 

] 
did!izadas; se seleccion6 la segunda por presentar mayor 

activjdad real (1.28 Vs. 4.25 mg ONPG/min, re3pectjvamente, para 

] el mdyor peso de soporte. 

Las figuras Nos. ~1 y 6 muestran los resultados 

] 
) 

] 

obtenidos en la determinaci6n de la estahilidad de almacenamiento 

de las biocatalizadores al emplear las preparaciones enzim,ticas 

Nos. '2 y 3, respectivamente. Para la l"?rl7tin<ii B-galacto·:;i,jasa no 

d1al1zada (preparaci6n No 2) l~ actividad enzim,tica mostr6 

estabilidad hasta los 4 dias de almacenamiento, a partjr del cual 

] 
dism.:inuye en un 50% aproximadarnente, independientemente del peso 

de l sopor-te; la preparac10n en~im~tica para 

1 dializada No 3 (figura No 5) se observO e! mismo comportamiento a 

partir del :;egundo dia de almacenam1ento. 

] 

J 
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TABLA ~K .:::. 

TIEMF'O { h) 

0 

24 

72 

96 

144 

168 

uE:t:::..;;r·HNrit..::Im; _E LA ESTABILIDAD DE ALMACENAMIENTC 
~E LOS sroc~-ALIZADORES OBTENIDOS AL USAR LA 
PREFARALIUN E~2IMATICA No 2. 

PESO DE SOF'ORTE ACTIVIDAD REAL 
(g) (mg ONPG/min) 

0,25 0,80 

'), 50 

1 '(l(l 

0'.'25 1,00 

0,50 1,79 

0,75 

1'00 2,41 

0,25 0,65 

o, 50 1,11 

0,75 

1 '(:(: 

0,78 

0,50 1,09 

1,98 

1.00 2,57 

0,22 

'.) • ~.(l o,t.7 

0. 7'5 0,97 

1,00 1,48 
-··-----

0,34 

0,70 

u.75 l,04 

t , (H) 

21 

ACTIVIDAD REAL 
( I.) 

100 

100 

100 

100 

87,32 

52,47 

56,71 

80,55 

54,15 

78,26 

53,17 

95,65 

60,47 

27,26 

32,68 

46,86 

34,82 

34' 15 

50,24 

44,24 
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TABLA No 7 DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD OE ALMACENAMIENTO ~E 

TIEMPO 
(h) 

0 

24 

7•""') 
·'..:.... 

LOS BIOCATALIZADORES OBTENIDOS AL 
PREPARACION ENZIMATICA 3. 

EMF'LEAR 

PESO DE SOPORTE 
(g) 

(>,25 

o, 50 

0,75 

1, (l(l 

0,25 

o, 50 

(> '7~· 

1,0 

(l' 2~· 

ACTIVIDAD REAL 
(mg ONFG/min) 

2!1l)3 

3,43 

1,00 

1.49 

2,45 

3,97 

1,10 

ACTI'JIDAO REAL 
(I.) 

100 

100 

100 

100 

49,06 

43,44 

.• 40' 90 

47,77 

57,19 

L.A 

-------------------------------------------------
(l' ~·(> 

0,75 

1,00 

• r. 
'.) 

1,82 . 

. 
45, Tl 

30,38 

42,48 
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4-.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

1-.F'uede i.nmovilizarse la enzima B-Galac•osidasa comercial 

(Lactozym 3000 L HP-G) sabre nylon. 

2-.La di~lisis previa, de la enzima cornercial, antes de la 

1d 
\ 
; 

reacci6n de inmovilizaciOn permi~e incrementar la 

de proteina activa en relaciOn a la cantidad total de proteina 

J inmovili::ada. 

] 
3-.La optimizaci6n del Ot-OCESO de inmovil::aci6n de be 

or ien tci.r:;2, no sOlarnente hacia la consecuciOn de elevados 

porcentaJes de mg de proteina inmovilizada =~r gramo de 

soporte. sino tambi~n hacia altos porcentajes de unidades 
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1-. INTRODUCCION 

J En esta secci6n del informe, se presentan los 

resultados correspondientes a la caracteriza~i6n de la enzima B-

1 galactosidasa proveniente: 

] 1-.del cultivo de K. fragilis, luego de etapas de extracci6n y 

purificaciOn, 

) 2-.de una preparaciOn enzimatica comercial (Lactozym), utilizada 

coma refe~encia (par Chile y Venezuela} en las experimentos de 

inmovilizaci6n. El uso de esta enzima, fue acordado durante la 

segunda reuniOn tecnica celebrada en Cuernavaca, Mexico, 

sabiendo de antemano que esta preparaci6n es producida por K. 

l lactis y tiene propiedades diferentes; sin embargo, constituye 

el producto que generalmente es utilizado en la industria de 

procesamiento de la leche. 

J En la caracterizaci6n, se estudiaron las constantes 

cineticas (Vmax, Km), pH y temperatura 6ptime, energia de 

J ) activaci6n, y estabilidad de almacenamiento a diferentes pH y 

temperaturas. 

Estos experimentos previos, fueron necesarios para la 

_j etapa de inmovilizaciOn, a fin de comparar las propiedades de 

la preparaci6n enzimatica inmovilizada con la enzima soluble • 
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2. MATERIALES Y METODOS 

2.1-.EXTRACCION y PURIFICACION DE LA ENZil'IA Q PARTIR DEL CUL.TIVO 
DE K.Fragilis 

El extracto enzimAtico, se obtuvo a partir de una 

fermentaci6n de K. fragilis, llevada a cabo, en un fermentador de 

4 litros de volumen efectivo. Se aisle la enzima utilizando el 

procedimiento de ex tr ace ion y purificacionn parcial, 

previamente indicado en el lnforme de avance (1989). 

2.2-.ENZIMA COMERCIAL: 

Se emple6 Lactozym, tipo L-3000, suministrada par la 

empresa NOVO ENZYME, Dinamarca • 

2.3-.DETERMINACION DE Km ~ Vmax 

Se determinaron las constantes cineticas del extracto 

enzim.1tico y la enzima comercial. Para cada caso se emplearon las 

siguientes concentraciones sustrat~ (ONPG) y enzima • 

2 .3.1- .EXTRACTO PlZ~l'1ATICO: 

-4 
Concentraciones de ONPG: 5.64x 10 M 

8.47x 10-4 M 
1.13x 10-3 M 
1.69x 10-3 M 
2.2bx 10-3 M 

ConcentraLi6n de la enzima: Enzima extraida, diluida 1/100 en 
buffer de fosf ato 

2 
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2.3.2-.LACTOZYM: 

-4 
Concentraciones de ONPG: 5.61x 10 M 

B.47x 10-4 M 
1.13x 10-3 M 
1.69x 10-3 M 

Concentraci6n de la enzima: Diluci6n 1/500 en buffer de fosfato 

2.4-.ESTABILIDAD LAS ENZIMAS SOLUBLES CON RESPECTO 

VARIACIONES DE ru:! Y TEMPERATURA 

2.4.1 EXTRACTO ENZIMATICO 

La estabilidad de esta preparaci6n, fue 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 y 

50 QC) manteniendo el pH de la soluci6n en 6.6 

Para analizar la influencia del pH sabre la actividad 

residual, se utilizaron soluciones a pH: 4.7, 5.4, 6.6, 7.0 y 

8.4. 

En todos los casos, la actividad enzimatica fue 

determinada empleando la metodologia descrita en el Informe de 

avance (1989), usando ONPG como sustrato, 0.1 ml de la enzima 

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

2.4.2-.LACTOZYM 

Tambien para esta preparaciOn comercial, se determin6 

lo actividad residual a diferentes temperaturas y pH. Lag 
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condiciones utilizadas fueron las siguientes: 

TEMPERATURAS (QC): 4, 27, 40, 45 (pH 6.6) 

pH : 4.8, 5.6, 6.6, 7.0, 8.4 (T=40 QC) 

empleando la tecnica antes descrita (lnforme 1989). 

2.5-.DETERMINACION DE LA TEMPERATURA Y i:1!:f OPTIMO DE LA~ ENZit1AS 

SOLUBLES 

2.5.1-.EXTRACTO ENZlt1ATICO 

Se estudi6 el efecto de estas variables scbre la 

actividad de la enzima, incubando muestras de la preparaci6n a 

diferentes ~emperaturas durante un lapse de 20 minutes. Al final 

de este periodo, y empleando la tecr.ica ya descrita, se evalu6 la 

ac:tividad. 

Las temperaturas empleadas fueron: 22, 33.5, 37, 40, 

45, 50, 55 y 60 QC. 

Para calcular la ener~ia de activaci6n, s6lamente se 

consider6 la porci6nn lineal del grafico que relaciona el 'l. de 

actividad enzimatica total con la temperatura (range 22-45 QC). 

2.5.2-.LACTOZYM 

En este caso se repitieron las experiencias antes 

senaladas, empleando la enzima comercial de acuerdo a las 

siguientes condiciones de operaciOn: 
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TEMPERATURA (QC): 4, 25, 30, 35, 40, 45, ~.o, 55 QC 
(Buffer fosfato, pH=6.6) 

pH: 4.8, 5.6, 6.6, 7.0, 8.4 
(Buffer fosfato, T=40 QC) 

La energia de activaci6n fue calculada en el rango de 

25-40 QC. 

2.6-.RESULTADOS ~ DISCUSION 

2.6.1-.Km y_ ~-

Tal coma indican las resultados (Ver Figs. No. 1 y 2, 

Tablas No. 1 y No.2), las constantes cineticas del extracto 

enzimatico obtenidas fueron Km=3.1 mM y Vma:-:=0.83 ONP/min, 

respectivamente. El primero de estos valores corresponde con el 

obtenido por el grupo de investigaci6n de Mexico (Km=3.4 mM, 

informe No. 1, pag.27), mientras que la Vmax es diferente, ya 

que, en dicho documento se indica que Vmax= 0.17 µmol ONP/min. 

En el caso de la preparaci6n comercial (Fig.2), las 

constantes son: Km= 3.29 mM y Vmax= 1.92 µmol ONP/min. 

Como puede observarse, los valores de Km son muy 

similares para las dos preparaciones, pero la velocidad m~xima de 

l~ enzima soluble comercial, es mayor que la obtenida del cultivo 

de K. fragilis. 
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2.~.2.TEMPERATURA OPTIMA DE LAS ENZIMAS SOLUBLES 

El an~lisis de las Figs. No. 3 y 4 (Tablas No. 3 y 4), 

permite visualizar la existencia de temperaturas 6pt~mas 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 QC; reientras que 

en la Fig. No. 4, obtenida empleando Lactozym, el maxima 

corresponde aproximadamente a 47.5 QC. 

La energia de activaci6n del extracto enzimatico (Fig. 

No. 5, Tabla No. 5) derivada de la porci6n lineal (comprendida 

entre 22-45 QC), result6 ser de 6.255,48 ca/mol, valor 

ligeramente superior al obtenido para el Lactozym (Ea= 6.067,86 

cal/mol) (Fig. No. 6, Tabla No. 6). Estes resultados, son muy 

similares a los valores experimentales obtenidos por el grupo de 

investigaci6n de Mexico (5.255 cal/mol). 

2. 6. 3- • EST AB IL I DAD DE LAS ENZ I MAS SOLL'BLES CCN RESPECTO ~ LA 
TEMPERATURA 

En las Figs. No. 7 y 8 (Tablas No. 7 y 8), se 

presentan los resultados correspondientes a la estabilidad del 

extracto enzimatico y la enzima comercia~, 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) QC y 40 QC. La discontinuidad obtenida a 25 QC, 

probablemente sea debida a la contaminaci6n microbiana, que 

8 
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repetidamente se presentaba durante los ensayos efectuados. 

Cuando en cambio, se llev~ a cabo la reacci6n a 50 QC, la enzima 

se deactiva al cabo de 5 horas de incubaci6n. 

Similar comportamiento se obtuvo para la enzima 

comercial. 

2.6.4-.EFECTO DEL Q.f:i DE REACCION SOBRE LA EXPRESION DE LA 

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE B-6ALACTOSIDA 

El pH 6ptimo del extracto enzimatico es cercano a 

pH=7 (Fig. 9, Tabla No. 9), mientras que el del Lactozym cubre el 

range entre pH=7 y pH=B (Fig. No. 10, Tabla No. 10). 

2.6.5-.ESTABILIDAD DE ALMACENAMIENTO DE 8-SALACTOSIDASA 

CON RESPECTO AL Qf::f 

La Figura No. 11 (Tabla No. 11) 12), indica que el 

pH 6ptimo para el alma~~namiento de la preparaci6n enzimatica 

cruda, es de pH=7.0, ya que en ese valor mantiene su maxima 

actividad catalitica, durante el periodo estudiado. Es~e 

resultado es de vital importancia, si se considera la 

comercializaci6n de la preparaci6n en presencia de aditivos 

quimicos. 

La Fig. No. 12 (Tabla No. 12), muestra que la 

preparacion comercial, es mas suceptible a cambios de pH, tanto 

hacia el lado alcalino, come el acido. 
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2.7-.CCNCLUSIONES 

-.El extracto enzimAtico tiene un Km= 3,1 mM ONPG y una Vmax= 

0,83 µmol ONP/min. La enzima comercial en cambio posee, un Km= 

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

-.La enzima cruda obtenida de K. fragilis tiene, una te•peratura 

6ptima de 45 QC; valor muy cercano al de la enzima comercial 

(47,5 QC). 

-.Las energia de activaci6n de ambas enzimas son 

similares (6.255,48 cal/mol para la enzima cruda 

para la enzima comercial). 

tambien muy 

y 6.067,86 

-.La deactivaciOn termica producida como resultado de prolongados 

periodos de incubaci6n a temperaturas comprendidas entre (-5 

QC) y 40 QC, responde a cineticas similares; manteniendo su 

actividad catalitica d temperaturas cercanas a la temperatura 

Optima. 

-.~a estabilidad del extracto enzimAtico crude, frente a cambios 

de pH, es ligeramEnte superior a la correspondiente propiedad 

de la enzima comercial. 

-.La enzima cruda, desde el punto de vista de sus caracteri§ticas 

cineticas y bioquimicas, se comp~ra favorablemente con la 

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

================================================================= 
CONCENTRACION DE ONP6 ACTIVIDAD ENZIMATICA 

CM) (µmol ONP/ min) 

-4 
5.66:< 10 0.1269 

-4 
8.47x 10 0.1771 

-3 
1.13x 10 0.2133 

-"T -· 1.41>: 10 0.2450 

-3 
1.69x 10 0.3073 

======================~========================================== 

K = 3.1 mM 
m 

V = 0.83 umol ONP/.min 
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TABLA No 2-.ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL LACTOZYM A DIFERENTES 
CONCENTRACIONES DE SUSTRATO.-

===============================~================================= 

CONCENTRACION DE ONPG ACT I VI DAD ENZIMATICA 
( M) (µmol ONP/ min) 

-4 
5.60x 10 0.2728 

-4 
8.50x 10 0.4022 

-3 
1.13X 10 0.'5277 

-3 
1.70x 10 0.6170 

-< ·-· 
2.26x 10 0.7560 

==================================================;=====~======== 

K = 3.29 mM 
m 

'J = 1.92 µmol ONP/ min 
ma}: 
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TABLA No 3-.TEMPERATURA OPTIMA DEL EXTRACTO ENZIMATICO 

================================================================= 
TEMPERATURA 

(QC) 

ACTIVIDAD ENZIMATICA 
(µmol. ONP/min.) 

-----------------------------------------------------------------
22 0.2011 46 

-----------------------------------------------------------------
33.5 0.3063 68 

-----------------------------------------------------------------
37 0.3398 76 

-----------------------------------------------------------------
40 0.3703 83 

-----------------------------------------------------------------
45 1). 4476 100 

-------------------------------------------------------------~---
50 0.4087 91 

-----------------------------------------------------------------
55 0.0453 10 

================================================================= 
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TABLA No. 4-.TEMPERATURA OPTIMA DEL LACTOZY~ 

====================================================== 
TEMPERATURA 

(QC) 
ACTIVIDAD ENZIMATICA 

(mg ONP/MIN) 
------------------------------------------------------

4 0.0752 
------------------------------------------------------

25 0.1805 
------------------------------------------------------

3<) 0.2083 
------------------------------------------------------

35 0.2500 
------------------------------------------------------

40 0.2916 
------------------------------------------------------

45 0.3125 
------------------------------------------------------

50 0.0940 
------------------------------------------------------

55 0.0000 
=============================================~======== 
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TABLA No. 5-.ENERGIA DE ACTIVACION DEL EXTRACTO 

================================================================= 
TEMPERATURA 

(T) 

(QK) 

295.8 

306.74 

310.55 

313.47 

318.47 

(1/T) 

(1/QK) 

3.3Bx 10-3 

3.26x 10-3 

-3 
3.22x 10 

-< ._. 

3.19:{ 10 

-3 
3.14x 10 

VELOCIDAD INICIAL 
(Vo) 

(mg ONP/min) 

0.2074 

0.3069 

0.3404 

0.3706 

0.4476 

Log Vo 

--0 .683 

-0.513 

-0.468 

-0.431 

-0.3491 

================================================================= 
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TABLA Ne. 6-.ENERGIA DE ACTIVACION DEL LACTOZYM 

=================7=======================~~====================== 

TEMPERATURA 
( T) 

( 1/T) VELOCIDAu INICIAL 
(Vo) 

Log Vo 

-----------------------·------------------------------------------
(QI<) (1/QK) (mg ONP/min) 

-----------------------------------------------------------------
298.5 3.35x 10-3 0.1805 -0.743 

------------------------------------------------------------------
3C>3. C>3 3.30x 10-3 0.2080 -0.681 

--------·---------------------------------------------------------
-3 

307.69 3. 25:..: 10 0.2500 -0.602 

-----------------------------------------------------------------
-3 

313.47 3.19:< 10 0.2910 -0. ::'S5 

====================~============================================ 
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TABLA No 7-.ESTABILIDAD DE ALMACENAMIENTO 
A DIFERENTES TEMPERATURAS. 

DEL EXTRACTO 

================================================================= 
% ACTIVIDAD ENZIMATICA RESIDUAL 

TEMPERATURA TI EMPCJ.. (Hr . ) 

(QC) 0 5 10 15 20 25 

5 100,00 100,00 98,58 99.29 96.44 97.51 

25 100.00 100,00 100,00 100.00 24.73 28.00 

40 100.00 99.32 96.94 98.64 98.30 91.16 

50 100.00 o.oo o.oo o.oo o.oo o.oo 

================================================================= 
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TABLA No 8-.ESTABILIDAD DE ALMACENAMIENTO D~L 

A DIFERENTES TEJ"IPERATURAS. 
LACTOZYM 

========================================================== 

% ACTIVIDAD ENZIMATICA RESIDUAL 

TEMPERATURA TIEMPO (Hr.) 

(QC) 0 s 10 15 25 

4 100,00 100,00 98,26 95.72 95.72 

27 100.00 94.77 94.77 94. / 7 92.12 

40 100.00 99.12 82.35 74.50 60.01 

45 100.00 49.02 32.68 16.33 12.10 

========================================================== 
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TABLA No. 9-.pH OPTIMO DEL EXTRACTO 

=========================================================== 
pH 

4.8 

5.6 

6.6 

7.0 

8.4 

ACTIVIDAD ENZIMATICA TOTAL 
(panel ONP/min.) 

0.000 

0.032 

0.201 . 

0.271 

0.111 

0 

11.8 

74.1 

100.0 

40.9 

=================================~-======================== 
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TABLA No. 10-.pH OPTIMO DEL LACTOZYM 

=========================================================== 
pH ACTIVIDAD ENZIMATICA TOTAL 

(µmol ONP/min.) 
------------------------------------·-----------------------
4.8 o.~159 39.61 

------------------------------------------------------------
5.6 0.4541 83.31 

-----------------------------------------------------------
6.6 0.5354 98.22 

-----------------------------------------------------------
7 .(_: 0.5381 98.71 

-----------------------------------------------------------
8.4 0.5451 100.00 

=========================~================================= 
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TABLA No 11-. ESTABILIDAD DE ALl1AC~NAMIENTO DEL EXTRACTO BAJO 

DIFERENTES VALORES DE pH. 

================================================================= 

pH 0 

4.B 0.000 

ACTIVIDAD ENZIMATICA 
(µmol ONP/min). 

TIEMPO (Hr.) 

10 15 

o.ooo 0.000 o.ooo 

20 25 

0.000 0.000 

-----------------------------------------------------------------
5.6 0.032 0.035 0.033 0.027 0.026 0.025 

-----------------------------------------------------------------
b.b 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 
A DIFERENTES pH. 

DEL LACTOZYM 

======================================================== 
X ACTIVIDAD ENZIMATICA RESIDUAL 

======================================================== 
pH TIEMPO (Hr.) 

0 5 10 15 . 25 

4.8 100,00 64.28 57.89 0.00 0.00 

5.6 100.00 90.97 44.04 47.06 53.66 

6.6 100.00 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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