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RESUMEN

Este trabajo se realizé dentro del proyecto de investigacion
“Desarrollo tecnolégico para la obtencién de una enzima que
hidrolice la lactosa de leche y suero”. Consiste en el estudio
preliminar de los métodos para la obtencién de extracto
enzimadtico de labeta - D - Galactosidasa (Lactasa). Laenzima
fué obtenida por la fermentacién sumergida de la levadura
Kluyveromyces fragilis. Para su extraccion se realizaron los
siguientes procesos: congelamiento, calentamiento, secado al
vacio, abrasidn, tratamientos con alcohol isoamilico y buffer
de fosfatos de potasio (KH,PO, y K,HPO,). Se calculf el
porcentaje de extraccién de cada proceso y se determin el
rendimiento como actividad total recuperada.

Del estudio comparativo de los diferentes métodos se
concluye que las mejores técnicas de extraccidén son:
Congelamiento a -25°C 7 dfas con recuperacién de 4750 U/g,
calentamiento en estufa a 40°C por 18 horas con recuperacién
de 4474 U/g, secado al vacfo a 40°C por 4 horas con recupe-
raciéon de 4054 U/g y abrasién con arena por 3 horas con
recuperaciénde 2918 U/g. Serecomienda efectuar un estudio
de costos para seleccionar la técnica méasadecuada con el fin
de escalar el proceso.

SUMMARY

This work is partof the project “Technological development
to obtain a microbial enzyme to hidrolize lactose in milk and
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whey”. The present work deals with the preliminary study of
the methods for the obtention of the enzimatic extract ol beta
- D - Galactosidase. The enzyme was goticn by lermentation
from Kluyveromyces fragilis yeast. To obtain the enzy matic
extract the following breakdown processes were carried out:
freezing, heating, vacuum drying, freeze drying and treatments
with abrassive substances and buffer solutions of potasium
phosphates (pH: 6.6).

The breakdown process was pursuit by mcans of the
determination of the enzymatic activity inthe extractand inthe
celular residue in terms of porcentage against a comparative
pattern. The profit was determined as atotal recovered activity.
From the comparative study of different methods is concluded
that the best techniques are: Freezing (-25°C) during 7 days
let to get 4.750 U/g; heating (40°C) during 8 hours; 4.474 U/
g; vacuum drying (4°C) during 4 hours; 4.054 U/g and using
sand as abrassive agent 4 hours 2.918; U/g. A cost study to
scale up the process is highly recommended.

INTRODUCCION

La enzima beta - D - galactosidasa (Lactasa) se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza en plantas,
microorganismos como bacterias, hongos, levaduras y en
organismos superiores como el hombre y demas mamiferos (1,
2). En estos tltimos se encuentra localizada en las células
epitelialesdelintestinodelgado. Laenzima catalizala hidrélisis
de la lactosa de la leche en glucosa y galactosa, facilmente
asimilables porel organismo. Cuando hay carencia o deficien-
cia de la enzima lactasa, la lactosa no se hidroliza completa-
mente y puesto que no puede absorberse, avanza hasta el
intestino grueso produciendo flatulencia, calambres abdomi-
nales, dolor, diarrea, sindrome conocido como “Intolerancia a
la lactosa” (3, 4).

La hidrélisis enzimdtica de la lactosa presenta ventajas
desde el punto de vista nutricional, por lo anteriormente
mencionado y porque dada su baja solubilidad puede cristali-
zarse en productos lacteos concentrados como helados, confi-
tes, cremas, arequipes, etc., produciendo una textura arenosa
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que baja la calidad de los mismos. En los sueros, principal
subproducto de la manufactura del queso, se emplea en la
produccién de jarabes edulcolorantes para la industria alimen-
ticia reduciéndose asi la contaminacién por eliminacién de
resiudos (5). El proceso de obtencién de la enzima beta - D -
galactosidasa a partir de Kluyveromyces fragilis, comienza
con la fermentacion seguida de la extraccién; puesto que es
una enzima intracelular requiere de la ruptura o
permeabilizacidn de la pared y membrana celulares (6, 1).

Por cuanto no existe una técnica de extraccién enzimdtica
universal es necesario establecer métodos de extraccién
enzimdtica apropiados que garanticen inocuidad, alto rendi-
miento, buena estabilidad y bajo costo. El propdsito de este
trabajo es realizar in estudio preliminar de la extraccién de la
enzima, aplicando diferentes métodos y técnicas de posible
aplicacidn industrial.

PARTE EXPERIMENTAL

La cepa de Kluyveromyces fragilis empleada, procede del
cepariodel Centrode InvestigacionGenéticay de Biotecno-logia
de la Universidad Nacional Auténoma de México (CEINGEBI)
enCuernavaca. Laproducciéndelascélulasde K. fragilis sellevo
a cabo mediante procesos de fermentacién sumergida (8). Para
obtener células activadas se sembré en estria una asada de cepa
madre en cajas de Petri con medio de mantenimiento constituido
por: agar 2%, extracto de malta 0,3%, extractode levadura 0,3%,
peptona 0,5%. Se incubé a 30°C por 24 horas haciendo repiques
durante tres dias consecutivos.

Para la obtencidn del preinéculo fueron transferidas 3

asadas de cultivo de células activadas a erlenmeyers con 100

ml del medio de mantenimiento liquido de composicién igual
a la anterior (excepto el agar), se incub6 a 30°C por 12 horas
agitando a 100 rpm. De este cultivo se tomé una alicuota de
10 ml y se transfirié a un erlenmeyer con 90 ml del medio de
produccién con la siguiente composicion: lactosa 6%, extrac-
tode levadura 3%, sulfato de amonio 1,7%, fosfatodibdsicode
potasio 0,45%, mezcla de minerales 0,5% y se ajusté el pH a
5.5; se incubd a 30°C por 12 horas con agitacién de 100 rpm.

La fermentacién se efectué en un microfermentador de un
litrode capacidad, se inoculé una alicuota de 100 mldel cultivo
anterior en un litro de medio de produccién de composicién
igual al anterior, a excepcion de la lactosa que se aumentd al
10%. Se incubd a 30°C con agitacién de 100 rpm y aireacién
de 12 vvm por 13 horas.

Debido a la gran cantidad de biomasa requerida en los
ensayos, se utilizé cada vez el producto de una fermentacion,
con el fin de establecer las mejores condiciones de cada uno.
El producto de la fermentacién se centrifugé a SO00 rpm por

20 minutos, el precipitado se lavé sucesivamente con bufferde
fosfato de potasio (KH,PO,y K,HPO,)0.1M, 0.1 mM enMn**
y 1.0mM en Mg**; pH 6.6.

Las células obtenidas se llevaron a un volumen de 100 ml
con el buffer anterior. Para obtener las muestras de trabajo se
colocaron en frascos viales los volimenes de suspension
equivalentes a 100 mg de biomasa, se centrifugaron a 5.000
rpm durante 20 minutos desechando el sobrenadante y se
conservaron en nevera a 4°C para posteriormente ser someti-
dos a los diferentes tratamientos de extraccion enzimdtica.
Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

Extraccion enzimdtica por congelamiento . Se colocaron
las muestras a -25°C por tiempos de 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0,
6.0, 7.0, 15.0, 30.0 dfas.

Extraccion enzimdtica por calentamiento . Se colocaron
las muestras en estufa a las temperaturas dadas en la siguiente
tabla y se retiraron a los tiempos preestablecidos.

Temperatura (°C) Tiempo de calentamiento (horas)

30 12.0 180 240 480 720
40 3.0 6.0 9.0 120 18.0
50 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
60 0.5 1.0 1.5 2.0 3.0

Extraccionenzimdticapor secado alvacio . Se secaron las
muestras a 35, 40 y 45°C inicialmente en un evaporador
rotatorio R-110 BUCHI por 10 minutos hasta un contenido de
humedad del 5%, con un vacio dado por una bombade 1 HP.
Se completé el proceso de estufaal vacioa 25 mm de Hg alas
temperaturas anteriormente anotadas. El tiempo paralos ensa-
yos fué de 1,2, 3,4 y 5 horas.

Extraccion enzimdtica por abrasion . A las muestras seles
adiciond 4 veces su peso en arena de rio lavada con agua
destilada. Sc tritur6é homogéneamente en mortero de porcela-
na, retirando muestras cada hora durante 4 horas.

Extraccion enzimdtica por tratamiento con alcohol
isoamilico. Las muestras se sometieron a agitacién en solucio-
nes de alcohol isoamilico al 20, 30 y 40 % en agua a 200 rpm
por 1,2,3,4 y 5 horas, a temperatura ambiente (20°C).

Extraccion enzimdtica por tratamiento con fosfatos. Se
colocaron las muestras en 400 ml de soluciones buffer de
fosfato de potasio, (KH,PO, y K,HPO,) de concentraciones
0.1,0.3,0.5y 1.0M, a pH 6.6, a los tiempos de 30, 60, 90, 120
y 150 minutos. Seempled un microfermentadorde unlitro de
capacidad a 250 rpm y 40°C. Una vez terminado el proceso
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cada muestra se sometio a agitacién por una hora en el buffer
de trabajo a 200 rpm para liberar la enzima de los restos
celulares; seguidamente se separd la enzima soluble en el
sobrenadante (extracto enzimatico) de los restos celulares por
centrifugacién a 5000 rpm durante 20 minutos y se determind
laactividad enziméticaencadaunodeellos. Entodosloscasos
se empleé como sustrato artificial ortonitrofenil - beta - D -
galactopiranésido (ONPG) (9) en el buffer de trabajo. Una
unidad de actividad enzimatica estd definida como la cantidad
de enzima que cataliza la transformacién de un mmol de
sustrato por minuto, medido como los mmoles de ONP libera-
dos a 40°C a pH 6.6.

El 100% de actividad enzimética se determiné permeando
las células por el método del alcohol isoamilico en solucién
acuosa al 20% (9).

Seleccionados los métodos y establecidas las condiciones
de rompimiento celular en cada proceso se realiz6 un estudio
comparativo de rendimiento de todos los procesos con células
provenientes de la misma fermentacién.

Los resultados fueron reportados en términos de unidades
de actividad enzimadtica en cada uno de los procesos, tanto en
el extracto enzimatico como en los restos celulares, cuya suma

GRAFICA 1
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE B-D-GALACTOSIDASA
EXTRAIDA POR CONGELAMIENTO
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corresponde a la actividad total y en porcentaje de actividad
comparada contra un patrén de células permeadas con alcohol
isoamilico al 20% en agua (9).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la grafica N° 1 que ilustra la extraccion enzimdtica por
congelamiento a-25°C se observa una velocidad de extraccién
enzimdtica relativamente alta hasta el séptimo dia, en el
periodo comprendido entre 7 y 30 dias la curva presenta una
pendiente minima. Al final de la primera semana se extraen
4446U/g, equivalentes al 115% frente al patrén del 100%.

El seguimiento del proceso de extraccion enzimdtica por
calentamiento, grafica N° 2, muestra que a 50°C la actividad
enzimdtica extraida decrece y la enzima es inactivada en corto
tiempo. Las mejores condiciones de recuperacion se obtienen
a40°C por 18 horas con una actividad de 4817 U/g (127%) y
a 30°C por 72 horas con recuperacion de 4700 U/g (124%).

Enlaextraccion enzimdtica por secado con calor al vacio,
grafica N° 3, se observa a todas las temperaturas ensayadas
una mayor extracciéon que en el proceso de calentamiento,
graficaN°2. Las mejores condiciones obtenidas son 40°C por
4 horas con una actividad de 3952 U/g (117.8%).

GRAFICA 2
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE B-D-GALACTOSIDASA
EXTRAIDA POR CALENTAMIENTO
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GRAFICA 3
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE B-D-GALACTOSIDASA
EXTRAIDA POR SECADO A VACIO
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GRAFICA §
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE B-D-GALACTOSIDASA
EXTRAIDA POR ALCOHOL ISOAMILICO
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Enla extraccion enzimdtica por abrasion, grificaN° 4, se
logré una buena extraccién a las 3 horas alcanzando una
actividad de 3333 U/g (99%).

Utilizando los métodos de extraccion enzimdtica por
tratamiento con alcohol isoamilicoy con buffer de fosfatos de

GRAFICA 4
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE B-D-GALACTOSIDASA
EXTRAIDA POR MORTERO
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potasio, grafica N° 5, se observa que aunque no inactivan la
enzima a las concentraciones de prueba, los valores de
actividad enzimdtica en el extracto son tan bajos que no
muestran utilidad al compararlos con los demds métodos de
extraccién, por lo que no fueron considerados en el estudio
comparativo.
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Al hacer la comparacién de los métodos de extraccién
enzimética, empleando células provenientes de la misma fer-
mentacién y teniendo en cuenta tanto el rendimiento del
proceso como la recuperacién de la enzima, se obtuvieron los
siguientes resultados: Congelamiento a -25°C por 7 dias con
una actividad en el extracto enzimdtico de 4750 U/g (139%),
calentamiento en estufa a 40°C por 18 horas, 4474 U/g
(130%), secado al vacio a 40°C por 4 horas, 4054U/g (119%)
y rompimiento celular con abrasivo arena por 3 horas, 2918 U/
g (85%) frente a un patrén de 3419 U/g (100%). Grafica N°6.

Los resultados obtenidos permitieron hacer una seleccién
primariade los métodos de rompimiento celular. Se recomien-
da efectuar un estudio de factibilidad técnico-econ6mico de
los procesos de extraccién empleando técnicas de
congelamiento, tratamiento térmico con y sin vacio, abrasién
con arenaasicomo los estudios de purezay estabilidad de cada
una de las preparaciones obtenidas. Por otra parte ofrece la
posibilidad de estudiar la combinacién de los métodos ante-
riormente anotados y optimizar el proceso de extraccién
enzimadtica.
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