UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
_ DE MEXICO

A/TNMA DE MEXK®

INMOVILIZACION DE UNA LACTASA COMERCIAL EN CLORURO DE
POLIVINILO (PVC) POR ENLACE COVALENTE

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO DE ALIMENTOS
P R E S E N T A
EDGAR JAIME VILLAR

MEXICO, D. F. 2007




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado:

Presidente ~ Prof. Eduardo Bérzana Garcia.

Vocal Prof. Zoila Nieto Villalobos.

Secretario Prof. Amelia Maria de Guadalupe Farrés Gonzélez Saravia.
ler. Suplente Prof. Agustin Reyo Herrera.

2°. Suplente Prof. Maricarmen Quirasco Baruch.

Sitio en donde se desarrollo el tema:

Laboratorio 314, Departamento de Alimentos y Biotecnologia, Edificio E, Facultad de
Quimica, UNAM.

[Nog”

Dr. Eduardo Barzana Garcia.

'/
Sustentante

Edg}@; Jaime Villar,



A MIS PADRES

Don Pascual y Dofa Edith, les agradezco demasiado todo el carifio,
apoyo y paciencia que me han brindado, este es un logro que nunca
hubiese alcanzado sin su ayuda y por eso.... Muchas gracias.

A MI ESPOSA

A Cesilia, mi amiga, companera, confidente, apoyo y todos los demas
términos que encierra la palabra esposa, muchas gracias por tu apoyo y
comprensidén en estos momentos.

A MI HIJO

A Edgar, mi alegria y mi devocidn. Sigue creciendo y haciendo felices a
tu madre y a mi, gracias por esas sonrisas inocentes y gracias
simplemente por existir.

A MIS HERMANOS
A Juan Carlos, Saul Ali y Alberto, gracias por su apoyo y amistad que me
han acompafiado y acompafaran durante toda la vida.

AL DR. EDUARDO BARZANA GARCIA
Eduardo, te agradezco mucho tu apoyo desde el principio de este
proyecto hasta el fin y sobre todo el haberme dado un segundo hogar en
tu laboratorio E314, muchas gracias.

A ZOILA NIETO VILLALOBOS

Maestra, muchas gracias por haber dedicado su tiempo no solo a la
revision de esta tesis sino a mi ensefanza en el laboratorio de lacteos y
gracias por su amistad.

AL QFB AGUSTIN REYO
Reyo, te agradezco tu ayuda, sin ella no hubiese acabado los resultados
de HPLC, gracias por ser tan buen amigo.

A LA DRA. AMELIA FARRES Y MARICARMEN QUIRASCO
Les agradezco su participacidén y su tiempo asi como su buena voluntad
para con migo y este trabajo que esta llegando a su fin.

A MIS AMIGOS
Gracias por haberme apoyado en las buenas y las malas



INDICE

indice - - - - - - - - - -

indice de tablas

indice de figuras
Resumen. - - - - - - - - - -
Introduccién. -

Objetivos. - - - - - - - - - -

Antecedentes -

Enzimas. - - - - - - - - -

1
I
1
I
1
I
1
1
1
= 00 00 N O u1 A MW

1

Inmovilizacion enzimatica. - - - - - - 17

Cinética enzimatica.

Lactosa en la leche. - - - - - - - 34

Lactasa. - - - - - - - - - 36
Metodologia. - - - - - - - - - - 41

Activacién del polimero PVC (Cloruro de polivinilo)

con alquildiaminas.- - - - - - - - 41

Inmovilizacién de la proteina BSA (Albumina Sérica Bovina). 42

Inmovilizacidon de lactasa comercial marca Lactozym®. - 42

Hidrolisis de lactosa con la enzima libre

y el complejo PVC-Lactasa. - - - - - - 44
Obtencidon de los parametros cinéticos. - - - - 45
Actividades hidroliticas de la enzima libre e inmovilizada. - 45
Resultados y discusion. - - - - - - - - 47
Cinética de formacion de glucosa con la enzima libre. - 50
Evaluacion del biocatalizador PVC-ENZIMA. - - - 52
Parametros cinéticos. - - - - - - - 54
Conclusiones. - - - - - - - - - 56

Bibliograffa. - - - - - - - - - - 58



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Ejemplo de las 6 clases diferentes de enzima. - - 10
Tabla 2. Comparacion de diferentes métodos de inmovilizacién. - 28
Tabla 3. Criterios para caracterizar un derivado inmovilizado. - 29

Tabla 4. Contenido de lactosa en leche de diferentes especies de
mamiferos. - - - - - - - - - - 35
Tabla 5. Origen, pH y temperatura 6ptimos para diferentes tipos de
lactasas. - - - - - - - - - - 37
Tabla 6. Velocidades iniciales de formacion de glucosa en funciéon de

la concentracion inicial de lactosa. - - - - - - 54

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Gréafica de velocidad inicial vs. concentracidn inicial de

sustrato. - - - - - - - - - - 12
Figura 2. Gréafica de Lineweaver-Burk - - - - - 13
Figura 3. Gréfica de Eadie. - - - - - - - 13
Figura 4. Gréafica de Hanes. - - - - - - - 14

Figura 5. Obtencidn de Km y Vmax por el método “Direct Linear Plot”15
Figura 6. Aminacién del PVC con 1,4-diaminobutano. - - 41
Figura 7. Diagrama de las reacciones quimicas para inmovilizar

una proteina. - - - - - - - - - 48
Figura 8. Espectros de infrarrojo de las muestras de PVC, PVC con
tratamiento térmico y PVC aminado. - - - - - 49
Figura 9. Esquema de los resultados de hidrdlisis de lactosa por TLC. 50
Figura 10. Cinética de formacion de glucosa con la enzima libre. - 51
Figura 11. Cinética de hidrdlisis de lactosa con el complejo PVC-ENZ. 53
Figura 12. Determinacion de los pardametros cinéticos del complejo PVC-

ENZ con el método “Direct Linear Plot” - - - - - 55



RESUMEN

En este trabajo se inmovilizd una lactasa comercial mediante la
derivatizacion del polimero cloruro de polivinilo (PVC) con 1,4-
Diaminobutano para su posterior reaccién con los grupos amino de las
lisinas presentes en la enzima con ayuda de un ligante dialdehidico
(glutaraldehido). Se inicié con Albumina Sérica Bovina como sistema
modelo para probar el método y posteriormente se utilizd la enzima B-
d-galactosidasa marca Lactozym® para asi obtener un biocatalizador
reutilizable capaz de hidrolizar la lactosa en solucion. La activacién del
PVC se comprobd con espectroscopia de infrarrojo y se cuantificd por el
método de ninhidrina. La actividad lactasica del PVC-Enzima se
comprobd con cromatografia en capa fina mientras que la evolucion de
la hidrodlisis de lactosa se midié por HPLC. El PVC-Enzima obtenido posee
una Ky de 33 mM y una Vmax de 0.39mM/min. Ademas el PVC-Enzima
posee mayor resistencia a un tratamiento térmico que la enzima libre. El
PVC-Enzima puede ser reutilizado con una actividad residual del 79%

comparada con su primer uso.



INTRODUCCION

La lactosa o azucar de leche es un disacarido formado por una
unidad de galactosa y una de glucosa unidas por un enlace glicosidico
B(1—4)!, enlace que se puede hidrolizar en condiciones &cidas o bien con
ayuda de una enzima llamada lactasa o B-D-galactosidasal?>. La lactosa
puede causar problemas en ciertos alimentos que la contienen por su
baja solubilidad, bajo poder edulcorante y problemas de intolerancia en

algunas personas®.

La inmovilizacién de enzimas es un area de estudio de las ultimas
décadas, con el propédsito de ahorrar la cantidad de enzima a emplear
haciéndola reutilizable. En los procesos donde se usan las enzimas libres
es mas costoso separarla para su reuso que utilizar una cantidad nueva.
Es por ello que se han desarrollado varias técnicas de inmovilizacién

fisica o quimica.

En este trabajo se utilizaron 1,4 diaminobutano y glutaraldehido,
ligados covalentemente a particulas de PVC en polvo, con el fin de
obtener un soporte activado donde se inmovilizd la lactasa de
Lactozym® para su posterior uso en la hidrélisis de lactosa en solucién.
La actividad lactasica se comprobd en una solucion de lactosa, midiendo

su disminucién por HPLC*.



OBJETIVOS

General:

Inmovilizar una lactasa en cloruro de polivinilo para su uso en la

hidrodlisis de lactosa en solucion.

Particulares:

Obtener un derivado aminado del PVC con 1,4-diaminobutano.

- Obtener un biocatalizador con el derivado del PVC-NH2 y la

enzima lactasa Lactozym?®.

- Utilizar el biocatalizador con actividad lactasica en la hidrdlisis de

lactosa en solucion.

- Determinar la capacidad de reutilizacién del biocatalizador.



ANTECEDENTES

Enzimas.

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas; son
catalizadores bioldgicos de una alta eficiencia y especificidad y suelen
ser 103 a 107 veces mas rapidas que las reacciones correspondientes no

catalizadas®.

Algunas enzimas pueden reaccionar con un grupo de moléculas
con estructuras estrechamente relacionadas mientras que otras sélo
actlan sobre un compuesto molecular Unico. Por ejemplo, algunas
lipasas reaccionan con cualquier lipido sin importar el tamafo del acido
graso contenido en este lipido mientras otras sélo reaccionan en ciertas
posiciones del triacilglicerol. Otro ejemplo resulta de algunas proteasas
gue hidrolizan cualquier enlace peptidico mientras que otras son

especificas dependiendo de los aminoacidos que formen ese enlace.

Muchas enzimas poseen estereoespecificidad, lo cual significa que
actuan sobre un solo estereoisémero del sustrato. Una gran ventaja de
las reacciones enzimaticas es que no generan subproductos de reaccion.

Un comité de la Unidon Internacional de Bioquimica publicé un
esquema de clasificacibn que asigna un numero a cada enzima,
clasificandolas en seis grupos importantes de acuerdo a la clase general

de reaccion que efectuan:

1.- Las oxidoreductasas catalizan reacciones de oxidacion-reducciéon. La

mayor parte de estas enzimas se conocen como deshidrogenasas, pero



otras reciben el nombre de oxidasas, peroxidasas, oxigenasas o
reductasas.

2.- Las transferasas catalizan reacciones de transferencia de grupos.
Muchas de ellas requieren la existencia de coenzimas.

3.- Las hidrolasas catalizan reacciones de hidrdlisis. Son una clase
especial de transferasas donde el agua les sirve como un aceptor del
grupo transferido.

4.- Las liasas catalizan las reacciones de eliminacidn no hidrolitica, no
oxidante, o la lisis de un sustrato en reacciones que generan un enlace
doble. En la direccion inversa, una liasa cataliza la adicién de un
sustrato a un doble enlace de otro sustrato. Cuando una liasa cataliza
una reaccion de adiciéon se denomina frecuentemente cinasa.

5.- Las isomerasas catalizan reacciones de isomerizacion.

6.- Las ligasas catalizan la unidén de dos sustratos en reacciones que
necesitan el suministro de energia potencial de una molécula de

nucledsido trifosfato como el ATP. Se les da el nombre de sintetasas®.

En la siguiente tabla (Tabla 1) se muestra un ejemplo de cada una

de las clases de enzimas que se explicaron anteriormente®.



Tabla 1: Ejemplo de las 6 clases principales de enzimas’.

CLASE ENZIMA DESCRIPCION DE
PRINCIPAL LA REACCION
1.- Lactato Oxidacion del alcohol

Oxidoreductasa.

2.- Transferasa

3.- Hidrolasa

4.- Liasa

5.- Isomerasa

6.- Ligasa

deshidrogenasa

Alanina
transaminasa

(Alanina

aminotranferasa)

Tripsina

Piruvato

descarboxilasa

Alanina racemasa

Glutamina

sintetasa

secundario, L-Lactato
a piruvato

(cetdnico).

Transferencia de un

grupo amino.

Hidrélisis de enlaces
peptidicos Lis-Y o
Arg-Y.

Descarboxilacion del

piruvato.

Interconversion de
isdbmeros de L- y D-

alanina.

Sintesis de L-
glutamina
dependiente de ATP.



Cinética enzimatica.

En términos generales la velocidad de reaccién es el cambio en la
concentracion de producto respecto al tiempo y a su vez es proporcional

a la concentracion de sustrato:

AP
= - = ksn
At

Donde V es la velocidad de reacciéon, AP es el incremento en la
concentracion de producto, At es el intervalo de tiempo, k es la
constante de velocidad, S es la concentracidon de sustrato en el tiempo t

y n es el orden de la reaccidn.

En las reacciones enzimaticas, la velocidad de reaccion, a una
concentracion de saturacion de sustrato, depende de la concentracion de
enzima pero no asi de la concentracion del sustrato, pues S se hace de

orden cero.

El modelo de las reacciones enzimaticas comprende la enzima E, el
sustrato S, el complejo enzima-sustrato que se forma como paso previo

a la transformacién y liberacion del producto P, por lo que tenemos:

kl kcat
&



Que puede ser modelada mediante la ecuacion de Michaelis-

Menten.

Vuax (S)
Km + (S)

Su expresion grafica se presenta en la figura 1.

Vo 5
MAX Figura 1. Grifica de velocidad
inicial (Vo) vs. concentracién
inicial de sustrato (So).
Vmax
So

Para determinar los valores de Km, Kcat y Vmax, los métodos
comUnmente usados son el de Lineweaver-Burk®, el de Eadie’ y el de
Hanes®. Todos ellos consisten en linealizar la ecuacién de Michaelis-

Menten seguido de graficar las variables transformadas.

El método de Lineweaver-Burk® consiste en graficar 1/Vo contra
1/Vmax, como se muestra en la figura 2. Esta expresion matematica se
obtiene con una transformacion de la ecuacion de Michaelis-Menten, de

tal forma que:

1 Km f 1 1
= +
Vo Vmax LSO Vmax



1/Vo

m = KM/VMAX

1/Vmax

Figura 2. Grifica de Lineweaver-Burk
(1/Vo vs. 1/So)

1/So

Dando asi una linea recta de la forma Y = mX + b donde la

ordenada es el inverso de la Velocidad maxima y la pendiente es

Km/Vmax.

El método de Eadie’ consiste en graficar Vo contra Vo/So (Figura

3) y el de Hanes® (Figura 4) So/Vo contra So.

Vo

Vo/So

Figura 3. Griéfica de Eadie. Vo vs. Vo /So.



So/Vo
Figura 4. Gréfica de Hanes. So /Vo vs. So.

m = 1/Vmax

Km/Vmax

So

Fue el mismo Hanes® en 1932 quien puso atencién a los riesgos
estadisticos que acompanan a cualquier transformacién de la ecuacion
de Michaelis- Menten. Dichas observaciones no fueron tomadas en
cuenta hasta que Johansen y Limry en 1961 y Wilkinson en el mismo
afio examinaron las propiedades estadisticas de las graficas lineales,
observando, igual que Bowd y Riggsen (1965), que los 3 métodos son
estadisticamente objetables y el de los reciprocos (Lineweaver-Burk) es

por mucho el peor®.

Existe otro método conocido en ingles como “THE DIRECT LINEAR
PLOT®” o graficado directo de lineas que consiste en utilizar los ejes Km
y Vmax correspondientes a los ejes X y Y respectivamente. Por cada
observacién (So, Vo) se marca un punto en Km = -So en el eje Km y
Vmax= Vo en el eje Vmax. Se traza una linea con estos dos puntos y se
prolonga hasta el primer cuadrante; esto se hace para cada observacion
de So y Vo. Todas estas lineas convergen en un punto cuyas

coordenadas son Km, Vmax.



La teoria que soporta este método dice que la ecuacién de

Michaelis-Menten

Vi — VMax Si

Se puede ordenar:
Vmax , Km _;
Vo -So

Analogo a la ecuacidn de una hipérbola:

Esto es la ecuacion de una linea recta en el espacio XY con
interceptos “a” en el eje X y *b” en el eje Y. Andlogamente en el espacio
VmaxKm cada observacion (So, Vo) tendra una recta en los puntos (0,
Vo) y (-So, 0). Para un conjunto de observaciones So, Vo existe un
punto de convergencia cuyas coordenadas seran Km, Vmax. Esto se

muestra en la figura 5.



VMAX Figura 5. Obtencién de Km y
Vmax por el metodo “Direct
Linear Plot”, graficando una recta
desde -So a Vo y proyectdndola.

Kum, VMmax El punto donde todas las
observaciones convergen tiene
por coordenadas Km, Vmax.

-S4 -S3 -S, -Si

La ventaja de este método sobre el de los inversos es que no
utiliza regresiones lineales que pueden incluir un punto malo, sino que
utiliza la convergencia en un punto de una serie de rectas. Ademas, el
método de los inversos es utilizado en bajas concentraciones de
sustrato, condicion donde los problemas de difusion se hacen mas
notorios en el caso de enzimas inmovilizadas. Ademas, los errores
experimentales son frecuentemente mas grandes a bajas
concentraciones de sustrato y bajas velocidades de reaccion. En el
método de Eadie existe el problema de que la variable Vo aparece en
ambos ejes y que So es un reciproco en el eje X. Estas desventajas son
parcialmente minimizadas en el método de Hanes. Una ventaja adicional
de este método (Direct Linear Plot) es que es facil ver qué punto se
desvia considerablemente de la tendencia de todas las demas lineas a
converger en Km, Vmax. Por lo tanto esta es la mejor opcidén en cuanto

a elegir para determinar las constantes cinéticas®.



Inmovilizacion enzimatica

La inmovilizacidon de enzimas es un proceso en el que se ubica a la
enzima en una posicién definida en un aglomerado insoluble que la hace

recuperable, reteniendo su actividad catalitica y su estereoespecificidad.

Algunas de las ventajas de utilizar enzimas inmovilizadas son'*:

- El aumento de la estabilidad de la enzima.

- La recuperacién del derivado para su almacenamiento o reuso.

Algunos inconvenientes son?:

- La velocidad de reaccién es modificada por el efecto de difusion
del sustrato a la enzima y del producto al medio de reaccién.

- Siempre suele haber pérdida de actividad en el proceso de
inmovilizacion.

- El biocatalizador es mas caro que la enzima nativa.

- El soporte puede requerir un tratamiento quimico previo para

hacerlo susceptible a reaccionar con la enzima.

En general los métodos de inmovilizacién se clasifican en dos

grandes categorias!®: retencidn fisica y unién quimica.

En el caso de la retencién fisical®, ésta puede ser por
atrapamiento en geles o fibras o inclusion en membranas. El
atrapamiento consiste en la retencién fisica de la enzima en las
cavidades internas de una matriz sélida porosa, normalmente polimeros
como la poliacrilamida, colageno, alginatos, carrageninas, resinas de

poliuretano, o bien por mondmeros polimerizables que dan origen a



matrices porosas. La inmovilizacion se lleva a cabo mediante la
suspension de la enzima con el mondmero, seguido de la polimerizacion
de éste por un cambio de temperatura o la adicién de un reactivo
guimico (copolimero) dando asi geles o bien fibras que son mas
resistentes que los geles. En el caso de los geles la enzima se encuentra
en su interior mientras que en el caso de las fibras se encuentra ocluida
en las microcavidades. Este proceso requiere poca cantidad de enzima
para obtener derivados activos y tiene la ventaja de que la enzima no
sufre alteraciones en su estructura, siempre y cuando la naturaleza del

proceso no implique reacciones con los sitios activos de la enzima.

La inclusibn en membranas se divide en dos tipos':
microencapsulacion vy reactores de membrana. En la
microencapsulacion, las enzimas estdan rodeadas de membranas
semipermeables que permiten el paso de sustrato y producto pero no
asi de la enzima. Estas membranas pueden ser permanentes (generadas
por polimerizacion interfacial) o no permanentes (generadas por
surfactantes, también llamadas micelas inversas). Las microcapsulas
formadas son de forma esférica con tamafios de 1 a 100 micras de
diametro. Este meétodo sirve para encapsular enzimas, células y
biomoleculas. Por otro lado los reactores de membrana utilizan
membranas permeables al producto final, permeables o no al sustrato e
impermeables a la enzima. Usualmente la enzima se encuentra

adsorbida a un soporte.

En el caso de la inmovilizacién por unién quimical® podemos
hablar de dos grandes grupos, la unién a soportes (i6nica o covalente)

y el reticulado.



La unidén a soportes es uno de los métodos mas empleados. Este
debe tener resistencia mecanica adecuada a las condiciones del reactor
y ser facilmente separable del medio de reaccién para su posterior
reuso. Claramente la reaccidn entre el soporte y la enzima no debe
dafar el sitio activo. Aunque la forma y estructura de los soportes puede
variar de muchas maneras, los soportes pueden clasificarse en dos
grandes grupos: soportes organicos y soportes inorganicos. Entre estos
ultimos se cuenta con soportes naturales como las arcillas, bentonita,
piedra pomez, silice, etc, o productos manufacturados como O6xidos de
metales, vidrio de tamafo de poro controlado, vidrio no poroso,
alumina, ceramicas, gel de silice, etc. El grupo de soportes organicos se
divide en dos, polimeros naturales como son polisacaridos (celulosa,
almidon, dextranos, agar, agarosa, alginatos, quitina, quitosano, etc) y
proteinas fibrosas (colageno queratina, etc.) y polimeros sintéticos como
son poliolefinas (poliestireno), polimeros acrilicos (poliacrilatos,
poliacrilamidas, polimetacrilatos, etc.) y otros como poliamidas, polivinil

alcohol, cloruro de polivinilo, etc.

En las uniones no covalentes, la enzima se une al soporte sin
derivatizar mediante interacciones idnicas, fuerzas de Van der Waals y
por puentes de hidrégeno. Los principales factores que influyen en esta

inmovilizacion son:

- El pH del medio controla el nUmero y la naturaleza de las cargas
presentes en la enzima y el soporte.

- La fuerza idnica: al aumentar la fuerza idénica se produce la
desorcién de la enzima. Didmetro del poro: es recomendado que

sea por lo menos dos veces el eje mayor de la enzima.



Las ventajas de los métodos no covalentes son:

- Facil preparacién.
- Bajo costo.
- No hay cambios de especificidad de la enzima.

- Los derivados son estables en medios con bajo contenido de agua.
Las desventajas son:

- Los derivados son poco estables mecanicamente.

- La unién al soporte es débil.

Una variante en este tipo de técnica es la utilizaciéon de resinas de
intercambio idnico, que contienen grupos funcionales y contraiones
moviles que son intercambiados por la enzima sin producir cambios en

la matriz insoluble.

La inmovilizacion por enlace covalente se basa en la derivatizacion
guimica del soporte para hacerlo reaccionar con alguno de los
aminoacidos de las proteinas, o bien, con ayuda de agentes
entrecruzantes, hacer que las proteinas reaccionen con el soporte o con
ellas mismas'®. De los 20 aminodcidos que conforman a las proteinas
los mas empleados son lisina, cisteina, tirosina, histidina, y en menor
grado la metionina, triptofano, arginina, acido aspartico y glutdmico®>.
El resto de los aminoacidos debido a su caracter hidrofébico no se
encuentran expuestos hacia el exterior de la superficie proteica y por lo

tanto no estan disponibles para reacciones de inmovilizacién.



Los métodos covalentes presentan las siguientes ventajas:

- La manipulacién de los derivados inmovilizados es sencilla.

- La cantidad de enzima inmovilizada es constante.

- Los derivados pueden usarse en cualquier reactor.

- Se tiene una estructura terciaria inmovilizada mas rigida que
resulta en mayor estabilidad a cambios en la temperatura, pH y

presencia de solventes organicos.

Las desventajas son:

- Se pueden obtener derivados inactivos por la presencia de muchos
puntos de unién que deforman la estructura terciaria.
- Se puede afectar el sitio activo.

- No se aconseja en enzimas muy sensibles a pH, fuerza idnica, etc.

En el caso del entrecruzamiento o reticulado (cross-linking)!* se
ocupan reactivos bifuncionales que originan uniones quimicas
intermoléculas en las enzimas. Como reactivos bifuncionales tenemos:
dialdehidos, diiminoesteres, diisocianatos, sales de bisdiazonio, diaminas
activadas con carbodiimida. El resultado son enzimas con enlaces
intermoleculares irreversibles capaces de resistir condiciones extremas
de pH y temperatura. El co-reticulado ayuda a evitar perdidas de la
actividad enzimatica por difusion mediante el entrecruzamiento de
moléculas de enzima con moléculas de proteina sin actividad enzimatica

y rica en residuos de lisina como la albiumina bovina.

Actualmente el método mas novedoso de inmovilizar por

entrecruzamiento es la “cristalizacion por entrecruzamiento enzimatico”



gue consiste en la cristalizacion de las enzimas y su posterior reticulado
con glutaraldehido'* (CLECs Cross Linked Enzyme Crystal). El aumento
de estabilidad se basa en obtener un entramado cristalino donde las
moléculas de enzima estan rodeadas Unicamente por mas moléculas de
proteina. De esta manera la enzima actla como soporte y se estabiliza
intermolecularmente con las demas enzimas; la estructura cristalina
posee canales de 20 a 50 A que permiten el paso del sustrato al centro
activo de la enzima y la salida del producto o productos al medio
circundante. Estos cristales soportan altas temperaturas y pH extremos

ademas de la accidn de las proteasas.

Como se menciond anteriormente, la inmovilizacion tiene varios
efectos en el comportamiento de la enzima. En primer lugar se
producen cambios en su estabilidad, en segundo la enzima es un
sistema heterogéneo en el que todos los componentes que actian en el
proceso (pH, sustratos, inhibidores, cofactores, activadores, etc.) se
ubican en la interfase por lo que la actividad enzimatica se ve afectada

por efectos de tipo estérico, difusional y de microentorno?!>.

Generalmente se observa un incremento en la estabilidad de las
enzimas después de su inmovilizacidon, que se asocia a las siguientes

razones!’:

- Estabilizacion conformacional de la enzima debido a la existencia
de uniones multipuntuales enzima-soporte. La estructura terciaria
de la enzima adquiere una mayor rigidez y se hace mas resistente
a la desactivacién térmica o quimica. Esta estabilizacion se obtiene
principalmente en los métodos de inmovilizacion por enlaces
covalentes, como son la reticulacion y la unién a soportes. La

inmovilizacién covalente multipuntual se puede combinar con la



adicion de reactivos bifuncionales que den mayor rigidez a la
estructura de la enzima.

Proteccidn frente a proteasas en el medio, ya que se ha visto que
la union de proteasas a soportes evita su autdlisis. Para el caso de
otras enzimas, la baja difusion de proteasas reduce su accién
hidrolitica.

Se evita la agregacion intermolecular al mantener las moléculas
de enzima retenidas en una determinada regién en el espacio.
Existe una alteracién del microentorno de la enzima debida a la
interaccién de la enzima con el soporte; por ejemplo si una
enzima sensible al oxigeno (como las nitrogenasas, hidrogenasas,
etc.) se sitlua en la superficie de un soporte cargado, la fuerza
idnica efectiva en el microentorno de la enzima sera muy alta y la
concentracidon de oxigeno disuelto sera mucho menor en esa zona
que en el medio de reaccion'>. En otros casos el soporte tiene un
efecto amortiguador de tal manera que mantiene el pH dptimo de
la enzima en su microentorno aunque en la solucién se produzcan
cambios importantes en el pH. Por otra parte, en aquellas
reacciones catalizadas por enzimas inmovilizadas en presencia de
solventes organicos, la polaridad del soporte o su capacidad para
retener agua sera el regulador de la actividad enzimatica cuanta
mayor es la afinidad del soporte al agua o mayor su capacidad de
retencidon de agua. Asi la enzima tendra la cantidad de agua
necesaria en su microentorno para mantener su conformacion

activa.

También la actividad enzimatica es afectada por el proceso de
inmovilizacidon, ya que en muchas ocasiones la actividad se ve
disminuida incluso hasta su perdida por razones como las

siguientes:



- La unién de la enzima con el soporte se produce de forma que el
sustrato literalmente no puede llegar al sitio activo de la enzima.

- Durante el proceso de inmovilizaciéon, el soporte reacciona con
alguno de los aminoacidos del sitio activo de la enzima o bien con
algln aminoacido esencial para mantener la actividad enzimatica.

- La inmovilizacion da lugar a un cambio conformacional en Ia
estructura de la proteina produciendo un derivado con forma
inactiva.

- Las condiciones experimentales del proceso causan |la

desnaturalizacion o desactivacion de la enzima.

Si la pérdida de actividad no es total después de la inmovilizacion,
entonces los cambios en la actividad enzimatica, ya sea aumento o
disminucion, pueden deberse a efectos difusionales, electrostaticos,

estéricos y/o del microentorno.

Debido a que la enzima estd inmovilizada'®, la difusién de los
sustratos hacia el centro activo de la enzima puede ser impedida por
resistencias internas y externas; las resistencias difusionales externas se
dan porque el soporte es insoluble en el medio de reaccién y el sustrato
debe atravesar la pelicula liquida estacionaria (capa de Nernst o de
difusidon) que rodea al soporte. En las proximidades de un soporte no
cargado, la concentracion del sustrato es menor que en toda la
disolucion, puesto que existe un gradiente de concentracién a través de
la zona de difusién. Por tanto, los valores de Km de las enzimas
inmovilizadas son siempre aparentes (Km’). Las resistencias
difusionales internas se dan cuando el sustrato debe atravesar el interior
del gel, microcapsula, fibra o poro del soporte donde se encuentra la
enzima inmovilizada. Existen varias formas de minimizar los efectos

difusionales interno y externos, como por ejemplo: disminuir el tamafo



del biocatalizador, aumentar la concentracion del sustrato, incrementar
la velocidad de agitacion, o el flujo en el reactor. Con estas medidas se
logra reducir el grosor de la capa de Nernst y como consecuencia, el

valor de Km’~ disminuye.

Los efectos electroestaticos entre el sustrato y el soporte también
interfieren en la pérdida de actividad, de tal forma que si estos tienen la
misma carga eléctrica entonces la repulsion sera la responsable.
Mientras que si las cargas eléctricas son opuestas sera entonces la
atraccion hacia el soporte y no asi a la enzima. Cuando el sustrato y el
soporte tienen cargas opuestas, el valor de Km~ aparente puede verse
hasta varias veces por debajo del obtenido en disolucién. Hornby et.
al.'” desarrollaron una expresién matematica que permite calcular la
actividad de las enzimas inmovilizadas, teniendo en cuenta los factores
de caracter difusional y los del tipo electroestatico, quedando Ila

ecuacion de Michaelis Menten como sigue:

Vmax :[S] donde K'm= (Km + x-Vmax) RT
K'm + [S] D RT- x.z.F.V

Km + (x:-Vmax)/D  Es el termino de Difusion.

RT/ (RT- x.z.F.V) Es el termino electroestatico.
X Espesor de la capa de Nernst.

D Coeficiente de difusion.

T Temperatura °K.

Valencia del sustrato.
Constante de Faraday.

Constante universal de los gases.

< X®® M N

Gradiente de potencial en el soporte.



Se puede disminuir el valor de K'm variando tanto el término de
difusion como el electrostatico. En el primer caso, la disminucion del
valor de K'm se consigue al disminuir el tamafo del soporte o al
aumentar el flujo o la agitacién. En el término electrostatico, si “z" y “V”
tienen el mismo signo, es decir si el soporte y el sustrato tienen la
misma carga, el termino electrostatico es mayor de 1 y K'm aumenta,
si tienen cargas opuestas disminuye y si carecen de carga entonces K'm

solo depende del término de difusidn®’.

Por otro lado los factores estéricos también son responsables de la
disminucidon de la actividad enzimatica; en un principio cualquier enzima
puede ser inmovilizada sin que haya un cambio considerable en su
actividad, siempre y cuando el sustrato sea de bajo peso molecular. Sin
embargo, no es el caso para sustratos poliméricos como proteinas
hidrolizadas por proteasas o bien de acidos grasos de cadena larga ante
las lipasas. Este efecto esterico se puede evitar o minimizar al
inmovilizar covalentemente con un brazo espaciador largo entre el
soporte y la enzima, ya que en el microespacio la enzima queda

relativamente mas libre con un brazo quimico largo.

La actividad enzimatica también depende del microentorno que la
rodea ya que la enzima inmovilizada se encuentra en un entorno
diferente al habitual, especialmente cuando el soporte contiene grupos
con carga eléctrica. El efecto observado suele ser un desplazamiento en
el valor de pH 6ptimo de la catdlisis enzimatica y, muchas veces, un
ensanchamiento en el intervalo de pH en el cual la enzima es activa.
Por ejemplo una enzima unida a un soporte cargado negativamente (v.
g. CM-sephadex) tendra en su microentorno una concentracion mayor
de iones hidrégeno (H") que en el medio de reaccidon. Como resultado la

enzima seria mas activa a un pH mas alcalino que el normal. La enzima



seria mas activa a un pH mas acido si estuviera unida a un soporte

cargado positivamente (v.g. DEAE-sephadex).

Aungque, se han desarrollado y aplicado muchas técnicas de
inmovilizacidn a numerosas enzimas, es facil de ver que no existe un
método universal para inmovilizar todas las enzimas en todos los casos
0 usos que se le quieran dar. Por ejemplo no es practico hacer una
inmovilizacién no covalente en un reactor empacado, en continuo y en
un medio acuoso ya que ésta con el tiempo serd removida por
solubilizacion provocando la perdida de la enzima. Sin embargo, con
toda la informacion disponible se pueden hacer ciertas generalizaciones
sobre cada método de inmovilizacion y asi poder elegir el mas adecuado
a nuestras necesidades en cada aplicacién especifica. Esta eleccién ha
de tener en cuenta las condiciones de la reaccidon a llevarse acabo, el
tipo de reactor a utilizar, el sustrato a ser procesado asi como el
producto formado, la sensibilidad de la enzima a las condiciones de
inmovilizaciéon, etc. A continuacidon se muestra la tabla 2 que resume en
forma general las condiciones de inmovilizacion para los 5 métodos ya

mencionados.
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Tabla 2: Comparacién de diferentes métodos de inmovilizacién'.

Método Inclusion en Atrapamiento. Reticulado. Adsorcion Unidn
membranas quimica. covalente.
Preparacion. Intermedia. Dificil. Intermedia. Sencilla. Dificil.
Fuerza de unién. Débil. Media. Débil- Media. Fuerte.
Media.
Actividad Media-Alta. Baja. Baja. Media Alta
enzimatica.

Regeneracion del Posible. Posible. Imposible Posible Dificil.

soporte.

Costo del proceso. Medio-alto. Medio. Medio. Bajo. Variable.
Estabilidad. Media. Alta. Baja. Alta Alta
Validez para

cualquier enzima. General General Limitada General Limitada

Resistencia al Si No. No. No No

ataque

microbiano.

En general, los métodos de preparacion dificil y de mayor costo

proporcionan biocatalizadores mas estables y duraderos; en cambio

agquellos métodos mas sencillos como el atrapamiento o la adsorcién,

donde la unién con la enzima al soporte es débil, originan derivados

inmovilizados que presentan pérdidas de actividad y que deben ser

repuestos continuamente. Una vez elegido el método mas conveniente

es necesario caracterizarlos segln se requiera apegandose a

siguientes criterios (Tabla 3):

los
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Tabla 3: Criterios para caracterizar un derivado inmovilizado

CARACTERIZACION DE

UN DERIVADO

INMOVILIZADO

Descripcidn

general.

1. Esquema de reaccion.
2. Enzima a inmovilizar.
3. Tipo de soporte
empleado.

4. Método de

inmovilizacion.

Preparacion.

1. Condiciones de reaccion.
2. Rendimiento en peso
seco.

3. Actividad residual del

sobrenadante.

Caracterizacion

Fisico Quimica.

1. Configuracion del
biocatalizador.

2. Grado de hinchamiento.
3. Grado de compresibilidad
en columna.

4. Atricidén en sistemas de
agitacion.

5. Velocidad minima de

fluidizacion.

Cinética.

1. Estabilidad de la enzima
almacenada.

2. Estabilidad operacional.
3. Posibilidad de
reutilizacion.

4. Grado de conversion.

5. Limitaciones

difusionales.




Después de ver un poco de los métodos de inmovilizacion de
enzimas es prudente ver algunas de las aplicaciones mas importantes de

las enzimas, que se pueden clasificar en:

1.- Aplicaciones analiticas: biosensores'®.
2.- Aplicaciones medicas: Tratamientos con enzimas inmovilizadas.
3.- Aplicaciones industriales: Industria quimica, farmacéutica, de

tratamiento de residuos, alimentaria, etc.

Los biosensores se estan convirtiendo en una herramienta
imprescindible en medicina, en el control de calidad de alimentos y
farmacos y en el cuidado del medio ambiente. En principio se puede
disefiar un biosensor para cualquier compuesto que sea capaz de
interaccionar especificamente con un sistema bioldgico'®. Normalmente
el biosensor contiene una molécula bioldgica inmovilizada, por ejemplo:
enzimas, células, anticuerpos, antigenos, etc. Esta a su vez esta
proxima a un transductor (el que traduce el evento biolégico a un
elemento eléctrico, 6ptico, calorimétrico, etc capaz de ser medido)
posteriormente un amplificador de sefal y por ultimo un resultado el

cual puede o no ser directo.

El empleo del los biosensores presenta las siguientes ventajas:

1. Los instrumentos requeridos son baratos y sencillos.
2. El andlisis es muy sensible.
3. Permite el uso de muestras coloridas o turbias que no se

pueden analizar por métodos colorimétricos.



Los métodos de inmovilizacion mas usados en el disefio de los
biosensores son la inclusién en membranas semipermeables y la union
covalente a membranas. En ambos casos, las enzimas inmovilizadas

van adheridas a la superficie sensible del electrodo.

Algunas aplicaciones de los biosensores son:

- Diagnostico clinico. Los niveles séricos de lactato, acido urico y
glucosa se pueden detectar mediante electrodos sensibles
enzimaticos disponibles comercialmente. Actualmente, el
desarrollo de nuevos biosensores va orientado a la deteccién de
farmacos, células y virus patoégenos.

- Determinacion de urea con ureasa inmovilizada y adaptada a un
electrodo se puede determinar la concentraciéon de urea en una
soluciéon®°.

- Determinacion de la concentracién de penicilina en solucion
mediante el uso de la penicilinasa capaz de hidrolizar el anillo B-
lactamico de la estructura de la penicilina®..

- Control de calidad: en las industrias alimentaria y farmacéutica los
biosensores pueden determinar el grado de contaminacion
microbiana de un producto o por ejemplo cuantificar el azucar
presente en una bebida o una solucidn inyectable en caso de
farmacia.

- Medioambiente: los biosensores pueden medir el nivel de
contaminacidon ambiental, asi como los contaminantes y su
concentracion en aguas tanto de riego, como para consumo
humano o industrial asi como las aguas de desecho industrial y
humano; se pueden medir pesticidas, residuos toxicos, herbicidas

e incluso microorganismos.



En el caso de las aplicaciones médicas, existen muchas enfermedades
causadas por alteracion o carencia de una determinada enzima.
También hay enzimas con actividad antitumoral cicatrizante y con otras
aplicaciones terapéuticas. El tratamiento con estas enzimas
inmovilizadas permitiria una accion mas prolongada ya que serian mas
resistentes a la accion de las proteasas. Por ejemplo la L-asparaginasa
se utiliza en el tratamiento de leucemias y canceres diseminados que
requieren asparagina para desarrollarse. En la actualidad se ha
desarrollado un hemodializador de fibra hueca que contiene
asparaginasa inmovilizada. La tripsina'® o la colagenasa se utilizan para
eliminar los tejidos muertos de heridas, quemaduras, Ulceras, etc.; para
acelerar el crecimiento de nuevos tejidos e injertos de piel y también
para inhibir el crecimiento de algunos agentes contaminantes. Este tipo
de enzimas se puede inmovilizar en celulosas o fibras que formaran

parte del tejido de los apdsitos y vendas.

La industria farmacéutica trabaja con moléculas labiles, y en muchos
casos con moléculas quirales. El empleo de enzimas inmovilizadas es
una alternativa seria a la sintesis quimica en puntos clave del proceso,
donde no conviene trabajar a temperaturas altas o se requiere una
elevada especificidad de sustrato. Las enzimas son unos reactivos
quirales estrictos, es decir, biocatalizadores con una estructura
tridimensional asimétrica definida que permiten Ila obtencion de
productos de alta pureza. Esta es una ventaja fundamental cuando las
normas asi lo establecen ya sea para la produccion de farmacos,

hormonas o antibioticos.

En la industria alimentaria se ocupan muchas enzimas ya sea en el
proceso, preparacion y conservacion de los alimentos. Normalmente

estas enzimas solubles afiadidas son inactivadas por calentamiento una



vez que el tratamiento ha concluido; aunque en ocasiones se permite

gue continlen su actividad para que los alimentos desarrollen el aroma

y la textura deseados, pero en ningun caso la enzima se reutiliza. La

inmovilizacion permite que las enzimas puedan ser reutilizadas

repetidamente en operaciones continuas o por lote. Sin embargo existen

limitaciones a su empleo relacionado con los requisitos econdmicos y

sanitarios inherentes al procesado de los alimentos. Algunos ejemplos

de sus aplicaciones se muestran a continuaciéon®>.

Hidrdlisis de proteinas: las enzimas proteoliticas se emplean en la
modificacién del contenido proteico de los alimentos. De esta
forma se han conseguido hidrolizados de proteina de trigo
mediante el uso de pepsina y otras proteasas coinmovilizadas en
quitosan. Otras proteasas inmovilizadas han sido empleadas en la
disminucion del contenido de lactoglobulina en la leche en el caso
de la industria quesera y en la solubilizacion de concentrados

proteicos de pescado.

En la hidrélisis de hidratos de carbono: como en el caso de la
presencia de lactosa en la leche y en algunos derivados lacteos
que es perjudicial para aquellas personas que carecen de lactasa
intestinal??2. El proceso de degradacién del almidén procedente de
diversas fuentes vegetales como el maiz, se realiza mediante la
utilizacion de amilasa, glucoamilasa y glucoisomerasa
inmovilizadas, obteniéndose un jarabe enriquecido en fructosa que
sirve como edulcorante en algunas bebidas?®. Para la obtencidn
de extractos o zumos de frutas y verduras se emplea la pectinasa
que ayuda a hidrolizar la pectina, la cual es un componente

estructural de las mismas, obteniendo un producto menos viscoso



y mas concentrado. Esta enzima se emplea inmovilizada en

diferentes soportes (poliésteres, poliacrilamidas, alimina, etc.)

- En la mejora de las caracteristicas organolépticas de algunos

alimentos'®: el empleo de células de Arthobacter globilis atrapadas

en poliacrilamida permite eliminar el sabor amargo de los jugos

citricos. Por otra parte las células de Leuconostoc  oenos

inmovilizadas en alginato se han empleado en la desacidificacion
de vinos. Endo-B-glucosidasas inmovilizadas en esferas acrilicas
permiten incrementar el aroma de vinos y zumos. Finalmente
ciertas lipasas y proteasas encapsuladas se estan aplicando en la

maduracion de quesos.

- En la obtencidn de edulcorantes y aditivos alimentarios®*: en la
obtencion industrial del acido L-malico interviene la fumarasa de

Brevibacterium flavum atrapada en k-carragenato. Este aditivo es

importante en la elaboracion de zumos de frutas, refrescos,
mermeladas y dulces. También, las enzimas inmovilizadas
permiten la obtencion industrial de edulcorantes alimentarios

como el aspartame, fructooligosacaridos, diversos péptidos, etc.

Lactosa en la leche.

La lactosa, disacarido formado por glucosa y galactosa, es
practicamente el Unico carbohidrato presente en la leche y se encuentra
en una concentracion de 4.7 a 5.2% en el caso de la leche de vaca'. En
la siguiente tabla (tabla 4) se muestran los contenidos de lactosa de

algunas especies®>.



Tabla 4: Contenido de lactosa en la leche de diferentes especies de mamiferos™.

Especie Concentracion
productora (%)
Humana 6.5
Equidos
Yegua 5.9
Burra 6.2

Rumiantes

Vaca 4.7
Cabra 4.7
Oveja 4.5
Bufala 4.7
Reno 2.5
Suidos
Cerda 5.4
Carnivoros y
roedores
Gata 5.0
Perra 3.0
Coneja 1.8
Cetaceos
Marsopa 1.3
Ballena 0.8

La sintesis de lactosa en la glandula mamaria se lleva a cabo
cuando una molécula de glucosa se transforma en galactosa, la cual se

une con otra molécula de glucosa formando asi la lactosa.



Aproximadamente el 50 % de la glucosa que penetra la glandula
mamaria se utiliza en la formacién de lactosa, mientras que el resto se
utiliza en la formacion de energia. La enzima que cataliza la Ultima
etapa de la formacion de lactosa es la lactosa sintetasa, que estd
formada por dos subunidades, una de las cuales es la a-lactoalbumina,
gue es una proteina normal en la leche. La formacién de lactosa tiene
lugar aparentemente en el aparato de Golgi; la a-lactoalbumina se
sintetiza en los ribosomas y se mueve a través del reticulo endoplasmico
hasta el aparato de Golgi, donde esta presente la segunda subunidad
(galactosiltransferasa). Se considera que la lactosa es liberada de la

célula junto con las particulas de proteinas a través de las vacuolas?®.

La lactosa contenida en la leche es el principal componente
responsable de la presién osmotica de la leche, aungue los iones cloro,
sodio y potasio también juegan un papel importante. El agua pasa al
lumen del alveolo por dsmosis hasta que la presién osmética de la leche

es similar a la del plasmaZ®®.

Lactasa.

Algunos organismos productores de lactasa son: todos los
mamiferos (intestinal, principalmente las células con borde de cepillo del
duodeno), hongos (Aspergillus niger, Aspergillus oryzae), bacterias (E. coli,
Streptococcus thermophilus) Yy levaduras (Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces

marxianus, Candida kefyr).

En general las lactasas se dividen en lactasas acidas (de hongos) y
lactasas neutras (de levaduras y bacterias), que tienen diferentes

condiciones optimas de reaccién, como se muestra en la tabla 5.



Tabla 5: Origen, pH y temperatura optimos para diferentes lactasas'.

Origen pH 6ptimo | Temperatura éptima
(°C)
Aspergillus niger 3.0-4.0 55-60
Aspergillus oryzae 5.0 50-55
Kluyveromyces lactis 6.5-7.3 35
Kluyveromyces marxianus 6.6 37
Candida kefyr 6.2 45-47
Escherichia coli 7.0 37
Streptococcus thermophilus 7.1 55

La lactasa (B-D-galactosidasa E. C. 3.2.1.23 ) es la enzima
responsable de la hidrdlisis de la lactosa a glucosa y galactosa. La
lactosa pese a sus propiedades nutrimentales también acarrea
problemas a los productos que la contienen, debido a su poca
solubilidad, poco poder edulcorante, formacion de cristales muy duros
de lactosa y sobretodo los problemas de intolerancia®. Industrialmente,
la lactosa también presenta problemas; en este caso, en la elaboracién
de productos lacteos como arequipe, manjar blanco y leche condensada,
pues tiende a formar arenosidades vy cristales?’. Los mamiferos
producen la lactasa en el intestino delgado, principalmente en el
yeyuno, donde la lactosa se hidroliza resultando la absorcidon de glucosa
y galactosa. Si las células de esta parte del intestino no producen la
lactasa se presentan los problemas de intolerancia a la lactosa. Existen
dos tipos de deficiencia de lactasa, la primaria y la secundaria. La
deficiencia secundaria se da cuando la incapacidad de producir lactasa
se debe a causas no hereditarias. Esto es alguna patologia temporal,

como diarrea y desnutricion. La deficiencia primaria se debe a que la



actividad lactasica se va perdiendo con la madurez dependiendo de la

raza debido a causas de evolucion y herencia.

La intolerancia a la lactosa se presenta cuando la lactosa no se
hidroliza en el yeyuno y llega al colon donde su fermentacion bacteriana
produce grandes cantidades de CO,, H,, CH,4, otros gases, acidos
organicos irritantes, cristalizacion de lactosa por altas concentraciones y
por ende extraccion de agua del cuerpo (diarrea), ello ocasiona
problemas digestivos dolorosos que pueden incluso (en casos extremos)

provocar la muerte por deshidrataciéon®* %8

La actividad lactasica es alta al nacer, declina a valores bajos en la
infancia y permanece asi durante la madurez. Si la actividad lactasica
residual no es suficiente, entonces se presentan los problemas de
intolerancia por deficiencia primaria como se mencionaba®’. La mayor
parte de los europeos, y sus descendientes norteamericanos retienen su
actividad de lactasa en la edad adulta. La incidencia de intolerantes a la
lactosa en europeos del norte y occidente es del 15%, sin embargo en
negros, indios americanos, orientales y mediterrdneos es del 70 al
100%%.

Debido principalmente a los problemas de salud ya mencionados,
y a la existencia de dicho sector intolerante a la lactosa que puede ser
explotado econdmicamente, el desarrollo de técnicas para deslactosar
leche y sus derivados fueron estudiadas e industrializadas. Hay dos
formas de deslactosar con -galactosidasas. El uso de la enzima soluble
en procesos por lote y el uso de enzima inmovilizada que se usa en
procesos continuos>®. Debido a que el pH de la leche y el suero dulce es
practicamente neutro, las lactasas utilizadas normalmente son de

levadura.



El proceso de la hidrodlisis de la enzima libre consiste en agregar
lactasa de levadura a la leche previamente pasteurizada. La leche se
deja incubar con la enzima de 4 a 6°C durante aproximadamente 8
horas o bien a 35°C de 2 a 3 horas pero con mayor cantidad de enzima.
Después de la incubacion la leche puede o no ser pasteurizada para
detener la reaccion de la enzima antes de envasar?’. Es importante no
tener actividad proteolitica debido a que el tiempo de incubacion es el

suficiente para coagular la leche®.

La empresa Tetra-Pack desarrollé un proceso en que la enzima es
agregada en el momento de envasar, previamente filtrada para evitar
contaminacidn, permitiendo asi un tiempo de residencia mayor, tiempos
de hidrodlisis mas largos y el uso de menos enzima, ya que la hidrélisis
se realiza en el envase y se dejan en una especie de cuarentena antes
de salir al mercado. Se estima que la hidrdlisis se completa en un
periodo de 7 a 10 dias a temperatura ambiente y debe estar libre de

actividad proteolitica??.

En cuanto al uso de la enzima inmovilizada solo hay un proceso
aplicado en el mundo y se realiza en Italia, pese a los innumerables
trabajos de inmovilizacién. Esto se debe principalmente a la
contaminacidon microbiana del reactor y a la susceptibilidad de la lactasa
a ser inmovilizada. Este proceso desarrollado por Pastore y col®.
Consiste en un reactor de columna empacado con fibras de triacetato de
celulosa con B-galactosidasa de levadura inmovilizada por
entrampamiento. Este sistema trabaja por lotes, con leche descremada
estéril, a una temperatura de 7°C hasta lograr una hidrélisis del 70% de
la lactosa. Después de cada operacidon se lava con una sal cuaternaria de

amonio?3.



La hidrdlisis de la lactosa lleva a varios beneficios y usos, ademas
de evitar el problema de intolerancia a la lactosa. La mezcla de glucosa
mas galactosa se puede usar como un sustituto de jarabe de maiz, en
bebidas fermentadas, y productos de confiteria?’. Ademas, incrementa
el poder edulcorante, debido a que la glucosa y la galactosa son mas
dulces que la lactosa, se evita la formacién de cristales de lactosa en
productos concentrados como son la cajeta o dulce de leche, y helados,
el uso de leches deslactosadas ahorraria el gasto en azlcares para las
leches evaporadas y concentradas. También permitiria producir bebidas
y productos fermentados de manera mas rapida, ya que la glucosa y la
galactosa se asimilan mas rapido que la lactosa por levaduras. Algunas
otras ventajas son el favorecimiento de las reacciones de Maillard y
caramelizacion en productos como la leche condensada, azucarada,
evaporada, la leche quemada y el pan que mejoran las propiedades

organolépticas.

La importancia de este trabajo radica en la reutilizacion de la
lactasa inmovilizada para la hidrdlisis de lactosa en solucion, utilizando
como soporte PVC el cual esta siendo utilizado hoy dia como material de
empaque en alimentos. Por ello se pueden realizar mas estudios para
sus aplicaciones practicas en la industria alimenticia para la obtencion

de productos con alto valor agregado, como puede ser el suero de leche.



METODOLOGIA:

Activacion del polimero PVC (Cloruro de polivinilo) con

alquildiaminas.

En un matraz balén de 100 mL se colocaron 300 mg de PVC en
polvo, 2.4 g de 1,4-diaminobutano, 1.0 mL de trietilamina, 8 a 10mL
de metanol que se sometieron a reflujo por 3.5 horas. El producto
obtenido fue lavado exhaustivamente con agua, metanol, HCI
concentrado, metanol y agua, de acuerdo a la metodologia de Ma. et.
al.3! con el fin de aminar el PVC al desplazar un &atomo de cloro con un
NH-R como se muestra en la figura 6:

Figura 6: Aminacién del PVC con 1,4-diaminobutano segtin Ma et al’’
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Para corroborar la aminacién la muestras se analizaron por
infrarrojo en la USAI (Unidad de Servicio y Apoyo a la Investigacién) de
la Facultad de Quimica de la UNAM, como control se analizaron
muestras sin aminar y con tratamiento térmico (PVC + metanol
sometidos durante 3.5 horas a reflujo). El pico de absorcion
caracteristico de los grupos -NH, en espectroscopia infrarroja ocurre
alrededor de 3430cm™ con el método de pastilla de bromuro de

potasio.

Una vez analizado el polimero y comprobada la existencia de
grupos amino se monté una técnica para la cuantificacién de grupos

amino con el reactivo de ninhidrina®? de la siguiente manera: en 2 mL



de buffer de fosfatos pH 7.2 se agregaron 20 mg de PVC aminado y 0.25
mL del reactivo de Ninhidrina. Se dejé ebullir por 20 minutos y se midid
absorbancia a 570 nm comparandose con un blanco de PVC sin aminar y
cuantificando con equivalentes de glicina a partir de una curva patron de
glicina previamente elaborada. Como se menciond en los antecedentes
es importante cuidar el pH, tiempo y temperatura de reaccion ya que el

color puede variar en funcion de estos factores.

Inmovilizacion de la proteina BSA (Albamina Sérica Bovina)

Con el fin de probar si el PVC-NH2 era capaz de reaccionar con
glutaraldehido®?® y éste a su vez con una proteina estdndar para lograr
su inmovilizacion por el método covalente, se utilizd albumina sérica
bovina (BSA) como proteina de prueba. Para ello se mezclaron 50 mg
de PVC-NH,, 3.6 mL buffer de fosfatos pH 7.2, 0.2 mL de glutaraldehido,
5 mL de solucion de BSA (1 mg/mL)y se dejaron en agitacién constante

toda la noche a 6 °C.

Se empleé el método de Lowry modificado®* para determinar
proteina, comparandose la concentracién de proteina en la solucién
después de la inmovilizacién con un blanco de PVC sin aminar. La
diferencia de las concentraciones en la solucion se calculd6 como

proteina inmovilizada covalentemente.
Inmovilizacion de lactasa comercial marca LACTOZYM®
Una vez verificada la inmovilizacion de BSA se inmovilizo la

enzima comercial lactasa marca LACTOZYM® (cortesia de Novozymes-

México). Para obtener mas informacién de las alternativas de



inmovilizacidon covalente se compard cualitativamente la inmovilizacién
en uno y dos pasos, con Y sin sitio activo protegido. Asi la inmovilizacion
en un paso se realizd como sigue: En un matraz erlenmeyer de 100 mL
se agregaron 100 mg de PVC aminado, 0.1 mL de glutaraldehido 2.5%
m/v, 0.5 mL de LACTOZYM® y buffer de fosfatos pH 7.2 (20 mM MgCl,)
hasta un volumen final de 10 mL. Se colocdé a 6 °C de temperatura con
una agitacion de 90 rpm y se dejo durante toda la noche. En el caso de
la enzima inmovilizada con el sitio activo protegido se agregd lactosa
previamente a la inmovilizacion. La inmovilizacion en dos pasos se
efectud de la siguiente manera: En un matraz erlenmeyer de 150 mL se
agregaron 400 mg de PVC aminado, 1 mL de glutaraldehido 2.5 % m/v
y 24 mL de buffer de fosfatos pH 7.2 con una agitacion de 100 rpm a 25
°C durante dos horas y se lavd el polimero con buffer. Se tomd una
muestra de 100 mg de PVC activado y se le agrego 0.5 mL de enzima y
9.5 mL de buffer pH 7.2 a 6°C de temperatura con una agitacion de 90
rom y se dejo durante toda la noche. En el caso de la enzima
inmovilizada con el sitio activo protegido se agregd lactosa al 1% en el
buffer.

A fin de comprobar que el polimero derivatizddo tenia enzima
activa, se incubd con una solucién de lactosa observando en una
cromatoplaca la glucosa y la galactosa obtenidas. De esta manera se
colocaron 100 mg del complejo PVC-Lactasa en 10 mL de buffer pH 7.2
y 100 mM de lactosa a 37 °C durante dos horas. Se tomo muestra y se
aplicd en una cromatoplaca eluyendo con CH,Cl,:metanol. Ac. Acético
10% 75:23:2.



Hidrolisis de lactosa con la enzima libre y el complejo PVC-

Lactasa.

Para tener una representacion grafica del comportamiento cinético
de la enzima libre asi como conocer su estabilidad térmica se preparé
una dilucién 1:100 de la enzima libre con 25 mL de buffer de fosfatos pH
7.2 50 mM (20 mM MgCly) y se incubd a 50°C durante 10 minutos.
Transcurrido este tiempo se enfrid el matraz con agua corriente hasta
temperatura ambiente y se llevd por ultimo a una temperatura de 37 °C
junto con otro matraz con las mismas caracteristicas y contenido pero
sin recibir un tratamiento térmico previo. Cuando los dos matraces
alcanzaron los 37 °C se les agregaron 25 mL de una solucion de lactosa
60 mM en buffer de fosfatos pH 7.2 50 mM (20 mM MgCl,) tomandose
este como tiempo cero y monitoreando la cinética de la reaccién durante

tres horas.

Una vez obtenida la cinética de la enzima libre fue necesario tener
un comparativo con el nuevo biocatalizador inmovilizado. De esta forma,
en un matraz erlenmeyer con rosca se agregaron 20 mL de buffer de
fosfatos pH 7.2 50 mM (20 mM de MgCly), 30mM de lactosa y se
incubd a 37 °C y 100 rpm. Una vez alcanzada esta temperatura se
agregaron 300 mg de PVC tomandose una alicuota cada 5 minutos
durante la primera media hora y a los 45, 60, 90, 120, 150 y 180
minutos. La reaccién fue detenida mediante calentamiento por ebullicién
5 minutos. Se graficd la formacion de glucosa obtenida en funcién del

tiempo.

Finalmente, una vez demostrado que la enzima estaba
inmovilizada y activa, se demostr6 que el nuevo biocatalizador es

reutilizable al igual que capaz de soportar un tratamiento térmico. Para



este fin se reutilizd el PVC del experimento anterior después de un
extenso lavado en buffer de fosfatos pH 7.2 50 mM (20 mM MgCl,)
incubandose en las mismas condiciones de trabajo (20 mL de buffer de
fosfatos pH 7.2 50 mM (20 mM de MgCl,), 30 mM de lactosa,
temperatura de 37 °C y una agitacién de 100 rpm). De igual forma, en
otro matraz se utilizd PVC nuevo con un tratamiento térmico de 50 °C
durante 10 minutos tomandose alicuotas a los 15, 30, 60, 90, 120, 150

y 180 minutos.

Obtencion de los parametros cinéticos.

Debido a que el comportamiento de la reaccion de hidrélisis de
lactosa es practicamente lineal en las primeras dos horas, se
seleccionaron 4 concentraciones diferentes de lactosa inicial (20, 30, 40
y 50 mM) y se llevd la reaccién a 37 °C con 100mg de PVC-lactasa
durante 90 minutos. Transcurrido ese tiempo se calculd la cantidad de
glucosa formada por minuto. Con el método grafico “Direct Linear Plot®”
se obtuvieron los parametros cinéticos Km y Vmax del complejo PVC-

lactasa.

Actividades hidroliticas de la enzima libre e inmovilizada.

Para conocer las actividades hidroliticas de la enzima libre asi
como del biocatalizador de PVC, se colocaron 100 uL del concentrado
Lactozym® en 20 mL de buffer de fosfatos pH 7.2 50 mM (20 mM MgCl,)
y 5% de lactosa incubandose durante 15 minutos a 37 °C y 100 rpm.
Por otra parte se colocaron 100mg de PVC-lactasa con 10 mL de buffer
de fosfatos pH 7.2 50 mM (20 mM MgCl,) y 5% de lactosa incubandose

30 minutos a 37 °C 100 rpm. La razén por la cual los tiempos son



distintos es que en el caso del PVC-Lactasa puede haber problemas de
difusidon. Sin embargo para ambos casos se tomo un tiempo en el cual

la reaccion todavia es de seudo-primer orden.



RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 7 se muestran las reacciones de derivatizacién del
polimero hasta la inmovilizacidon de la enzima con el fin de esquematizar
los pasos seguidos quimicamente para formar el nuevo biocatalizador.
Las reacciones se pueden separar en dos reacciones: primero la
activacién del polimero al aminarlo con 1,4-Diaminubutano (n=4) y

después la inmovilizacion de la proteina P con ayuda del glutaraldehido

Para la reaccién de aminacidn de la primera etapa los espectros de
infrarrojo se muestran en la figura 8. Claramente alrededor de 3430cm™
se incrementa la absorcién del PVC NH2 debido a la presencia de grupos
-NH2, lo que pone de manifiesto la activacién del PVC con grupos -NH2

del 1,4-diaminobutano seglin Ma. et aL'°.

La cantidad de grupos amino en el PVC-NH, medida por el método
de ninhidrina fue de 0.160 microgramos de glicina por miligramo de
polimero. Para la reaccion de la segunda etapa se obtuvieron 9.82 mg

de ASB inmovilizada por gramo de PVC-NH2.



Figura 7: Diagrama de las reacciones quimicas del PVC para inmovilizar una proteina.
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Figura 8: Espectros de infrarrojo de a) PVC, b) PVC con tratamiento térmico y c) PVC aminado. El incremento del pico de absorcion a 3430cm’
refleja la obtencion del PVC NH2.



Una vez hecho el procedimiento de inmovilizacién con lactasa se
llevd a cabo una prueba de hidrélisis de lactosa para corroborar que el
biocatalizador retenia actividad enzimatica. En la figura 9 se
esquematizan los resultados obtenidos de la lactosa hidrolizada con los
biocatalizadores obtenidos, donde la mancha de glucosa refleja la
ocurrencia de la reaccién. También se observa que si la inmovilizacion
se lleva a cabo en uno o dos pasos de reaccién con o sin sitio activo

protegido, las muestras obtenidas son activas enzimaticamente.

Figura 9. Enzima inmovilizada en un paso L1, Enzima
inmovilizada en dos pasos L2, enzima inmovilizada en un
paso protegiendo el sitio activo LL1 y enzima inmovilizada
en 2 pasos con el sitio activo protegido LL2.El punto de
glucosa corresponde a los productos glucosa y galactosa.

esope] @

Cinética de formacion de glucosa con la enzima libre.

En la figura 10 se muestra la cinética de reaccién con una dilucion
1:100 de la lactasa Lactozym® en forma libre con y sin un tratamiento
térmico incubados a 37 °C y un pH de 7.2. Como se muestra en la figura
10 el tratamiento térmico de la enzima a 50 °C durante 10 minutos es
suficiente para inactivarla en su totalidad lo que nos habla de una

enzima muy sensible a temperaturas superiores a su optima (37 °QC).
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Evaluacion del biocatalizador PVC-ENZIMA

Se incubaron 300 mg de PVC-ENZ a 37°C con 30 mM de lactosa,
seguido de un lavado y posterior reutilizaciéon. Un segundo lote de 300
mg de PVC tratado térmicamente a 50 °C durante 10 minutos fue sujeto
a la misma condicién. Las cinéticas de reaccién de estos soportes se
muestran en la figura 11. Podemos observar que la enzima conserva un
61 % de su actividad relativa, lo cual demuestra que incluso en el caso
de enzimas muy sensibles térmicamente, la inmovilizacién les otorga
una buena termoestabilidad. Por otro lado en el caso de la reutilizacidén
observamos una pérdida del 20 % de su actividad inicial, lo cual
demuestra que el polimero es reutilizable con actividad lactasica, si bien
disminuida. En general observamos que a las 3 horas de reaccién el
PVC-E de primer uso alcanza el 80% de la hidrélisis de la lactosa,
mientras que el reutilizado y termo inactivado 63 y 49%

respectivamente.
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Parametros cinéticos:

Como se menciond en la metodologia, se incubaron 300 mg de
PVC-E con diferentes cantidades iniciales de lactosa (20, 30, 40 y 50
mM) durante 90 minutos a 37 °C determinandose la velocidad inicial de

formacién de glucosa, obteniéndose los siguientes resultados.

Tabla 6: Velocidades iniciales de formacion de glucosa en funcion de la concentracidn inicial de lactosa.

Condiciones: t=90 min, 300mg, PVC T=37°C
Lactosa inicial mM Vo mM/min
20 0.104
30 0.196
40 0.221
50 0.243

Con estos datos se determinaron los parametros cinéticos Km y
Vmax con el método de “Direct Linear Plot®”, obteniéndose valores de
Km = 33 mM y una Vmax = 0.39 mM/min segun el modelo de Michaelis
Menten. Cabe mencionar que la figura 12 presentada es una adaptacién
en computadora de los datos. También puede observarse que para una
concentracion inicial de lactosa de 20mM no existe una convergencia
con los demas puntos. Es posible que las cargas del PVC-E (negativas
por el cloro) produzcan una particion de la lactosa que disminuye su

concentracion efectiva ante el catalizador.

El biocatalizador asi preparado presenta una actividad de 37 pmol
Glucosa/min g PVC (3770 pmol/min g proteina) mientras que la enzima
libre muestra 21700 pmol/min g proteina. Por lo tanto tenemos un

recobro del 17.37 % de la actividad tedrica por gramo de proteina.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo un PVC aminado con alquildiaminas®!, comprobandose
por el incremento en los picos de absorcion del PVC en el area de los
grupos amino a 3430cm™ vy cuantificAndose con ayuda de la
ninhidrina32. Este polimero activado sirvi6 como soporte para la
inmovilizacién de dos proteinas, una de ellas albimina sérica bovina y la
otra una lactasa comercial de la marca Lactozym®. Este nuevo
biocatalizador presenté una actividad enzimatica de 37 pmol
Glucosa/min g PVC (3770 pmol/min g proteina) con un recobro del
17.37 % de la actividad teodrica, ademas de una Km = 33 mM y una
Vmax = 0.39 mM/min segiun el modelo de Michaelis Menten
determinados con el método de “Direct Linear Plot®”. Este biocatalizador
es reutilizable y capaz de soportar un tratamiento térmico de 50 °C por
10 minutos perdiendo solo 40% de su actividad inicial a diferencia de la

enzima libre que pierde toda su actividad en esas condiciones.

Este nuevo biocatalizador puede ser usado en la hidrélisis de
lactosa en suero de leche para obtener un jarabe con fines de uso
edulcorante. También este jarabe puede aplicarse en panaderia en la
superficie del pan antes de ser horneado para asi favorecer reacciones
de Maillard y dar mejor color en la superficie del pan. Por otro lado este
biocatalizador puede utilizarse en leche con el fin de producir leche
deslactosada para consumo de la gente con la patologia conocida como
intolerancia a la lactosa. Esta leche puede usarse, ademas, para
produccién de cajeta y helados sin tener el riesgo de presentar una
sensacion arenosa por la cristalizacién de lactosa. Puede acoplarse a una
membrana de PVC para fabricar un biosensor de lactosa con el fin de
monitorear la lactosa en una linea de proceso de deslactosado y si se

acopla a los aparatos y computadoras necesarios pueden obtenerse



graficas de control de la concentracion de lactosa durante todo el
proceso de deslactosado. También puede utilizarse en reacciones de
alcohdlisis y sintesis de biosurfactantes en medios no convencionales

por la estabilidad de la enzima al ser soportada en PVC.
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