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Empleo de una f3-galactosidasa comercial de
Kluyveromyces lactis en la hidrolisis de lactosuero

Usage of a commercial 3-galactosidase from Kluyveromyces lactis in the hydrolysis of whey

Laura Julliet Beltran F.*, Alejandro Acosta C.*

RESUMEN

INTRODUCCION

El lactosuero es el mayor subproducto de desecho de la industria lactea. Por sus elevados valores de DBO se considera
un foco de contaminacién de aguas y suelo cuando se descarta sin ningin tratamiento. Una alternativa para la disposicién
final de este residuo agroindustrial, es su utilizacién como medio de cultivo para varios procesos fermentativos, después de
una hidrolisis enzimatica, de esta manera garantizar una mayor disponibilidad de azucares fermentables, para su postetior
aplicacion en biotecnologia, medio ambiente y/o alimentos.

OBJETIVO
Evaluar los efectos del pH, temperatura y concentracién de la enzima sobre lactosuero empleando una B-galactosidasa
comercial de Kluyveromyces lactis y determinar los parametros cinéticos de la enzima.

MATERIALES Y METODOS

La hidrélisis de la lactosa se desarroll6 tanto en soluciones tamponadas de lactosa como en lactosuero, se evaluaron 5 nive-
les para el pH (4,5 - 8,5), temperatura (25°C-65°C) y concentracién de enzima (0,025 g/L - 0,5 g/L), todos los experimen-
tos se realizaron por triplicado en matraz de 100 mL y los datos fueron analizados empleando el software GraphPad Prism.

REesuLtADOS

A un pH de 6,5 y una temperatura de 45°C, se alcanzaron las mejotes condiciones de hidrolisis del lactosuero. De acuerdo
a los resultados cinéticos, la enzima presenté inhibicién competitiva por galactosa con un K igual a 8,01x10°M, K de
6,85x10°M y V_ de 1,86x10°molmg'min".

CoNncLusION
Las mejores condiciones de temperatura y pH fueron de 6,5°C y 45°C respectivamente, se alcanzé un 100% de hidr6lisis en
una hora con 0,1 g/L de enzima. Ademis, se evidenci6 que la velocidad de reaccion de la enzima fue inhibida por galactosa.

PALABRAS CLAVES
Hidrolisis enzimatica, lactosuero, 8-galactosidasa, parametros cinéticos, Kiuyveromyces lactis.
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ABSTRACT

INTRODUCCION

INTRODUCTION

The whey is the largest waste subproduct of the
dairy industry. Due to its high values of BOD is
considered a source of water and soil contamination
when discarded without any treatment. An alternati-
ve for the disposal of this agroindustrial waste is its
application as a culture medium for various fermen-
tation processes after an enzymatic hydrolysis thus
ensuring a greater availability of fermentable sugars
for subsequent application in biotechnology, envi-
ronment and / or food.

OBJECTIVE

To evaluate the effects of pH, temperature and en-
zyme concentration on whey using a commercial
B-galactosidase from Kiuyveromyces lactis, and determi-
ne the kinetic parameters of the enzyme.

MATERIALS AND METHODS

The hydrolysis of lactose was performed in buffered
solutions of lactose and in whey as well, 5 levels were
evaluated for pH (4.5-8.5), temperature (25°C-65°C)
and enzyme concentration (0.025 g/L to 0.5 g/L), all
the experiments were performed in triplicate in Er-
lenmeyer flask (100 mL) and analyzed using the Gra-
phPad Prism software.

ResuLts

We found that the best conditions of pH and tempe-
rature for the whey hydrolysis were at 6,5°C and 45°C
respectively. According to the kinetic results, the en-
zyme presented competitive inhibition for galactose
with a K equal to 8.01x10* M, K of 6.85x10* M and
V,_of 1.86x10* molmg'min™.

CONCLUSIONS

The best conditions of pH and temperature were
6.5°C and 45°C respectively, a 100% of hydrolysis
was achieved in one hour with 0.1 g/L of enzyme.
Furthermore, it was shown that the reaction rate of
the enzyme is inhibited by galactose.

Key worps
Enzymatic hydrolysis, lactose, 3-galactosidase, kinetic
parameters, Kiuyveronyceslactis.
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La industria lactea genera cantidades significativas de
residuos liquidos, mayormente lactosuero. Se estima
que a partir de 10 litros de leche de vaca se puede
producir de 1 a 2 kg de queso y un promedio de 8 a 9
kg de suero. Al representar cerca del 90% del volumen
de la leche, contiene la mayor parte de los compuestos
hidrosolubles, incluyendo el 95% de la lactosa.'

Los elevados valores de DBO del lactosuero, es-
tin en un rango de 30-60 kg/m’, resultante de sus
altos contenidos de lactosa? aumentando considera-
blemente la carga contaminante del vertido final.!
En Colombia, se presenta una gran proporcién de
estos vertidos debido a la baja tecnificacién que se
tiene en la produccién de derivados lacteos. Por
ejemplo, solo en el oriente de Antioquia registrados
en la Camara de Comercio del Oriente Antioquefio,
se tiene conocimiento de 11 empresas pertenecien-
tes al sector lacteo, donde dos de ellas productoras
de queso requieren 30.000 litros/dfa de leche, por
lo tanto se pueden estar produciendo unos 27.000
litros/dia de suero. Diferentes aplicaciones pata el
lactosuero han sido desarrolladas en un esfuerzo
por solucionar el problema de su disposicién. Una
alternativa es el uso de lactosuero como sustrato
para varios procesos fermentativos incluyendo la
produccién de etanol, metanol, proteina de leva-
dura, goma xantano® o icidos organicos tales como
lactato, propionato o acetato.*

Sin embargo, la lactosa es uno de los azucates
mas dificilmente fermentados, el nimero de microot-
ganismos fermentadores es limitado y el uso de mi-
croorganismos genéticamente modificados para su
bioconversion incrementa los costos del proceso.” Su
hidrélisis da como resultado sus monosacaridos cons-
tituyentes: glucosa y galactosa, facilitando asf sus pro-
cesos fermetativos.®

La hidrolisis de la lactosa se puede obtener por
medio de tratamiento 4dcido o enzimatico. El primer
método, se caracteriza por el uso de 4cidos concen-
trados y altas temperaturas (150°C);los productos de
la hidroélisis, (glucosa y galactosa) no son generados
en cantidades equimolares, pero un numero de sub-
productos indeseados también se forma.® El segundo
método, emplea enzimas bajo condiciones de tempe-
raturas moderadas y pH especificos, no desnaturaliza
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la proteina del lactosuero, no produce color marrén
en la solucién, y no genera subproductos indeseados.®

Hay varias fuentes de B-galactosidasas, no todas
son aceptadas o recomendadas como seguras. La lac-
tasa de Escherichia coli, aunque sea una especie bastante
estudiada, no se utiliza en el procesamiento de alimen-
tos debido a su alto costo y provoca problemas de
toxicidad cuando se usan extractos crudos de colifor-
mes. Las producidas de Aspergillus niger, Aspergillus ory-
zaey Kluyveromyces sp., (lastis o fragilis) son consideradas
fuentes seguras de utilizacion.”™ Generalmente, las
preparaciones comerciales de lactasas de origen fun-
gico, especialmente Aspergillus niger y Aspergillus oryzae,
son de gran importancia, cuando las condiciones de
operacion estan en un rango de pH dcido (2,5-4,5),
siendo apropiadas para la hidrélisis del suero acido.
Las B-galactosidasas provenientes de levaduras, Kiu-
yveromyees fragilis, Kluyveromyces lactis y Kinyveromyces mar-
xianus, tienen un pH éptimo concentrado en la region
neutra, son bien aceptadas para la hidrolisis de la lac-
tosa de la leche y del suero dulce. Entre tanto, estas
ultimas son fuertemente inhibidas por alta concentra-
ci6én de calcio en la leche y pequefias concentraciones
de sodio. Son también inhibidas por la presencia de
galactosa y glucosa."™ Presentan temperatura 6ptima

de actividad entre 30°C y 40°C, lo que representa una
desventaja, pues facilita la contaminacién microbiana,
siendo aconsejable, un periodo corto de hidrolisis, de
2 a 3 horas.”®

Un proceso eficiente y econdmicamente viable
de la hidrdlisis de la lactosa del suero depende del
costo de la produccién de la enzima en combina-
cién con una cinética favorable y las propiedades de
estabilidad. La cinética determina los factores que
afectan la velocidad de las reacciones catalizadas por
enzimas. Los factores mas importantes son: la con-
centracion de enzima, la concentracioén de sustratos,
inhibidores y activadores, pH, fuerza iénica y tem-
peratura. El andlisis de estos factores es importante
en el conocimiento de la naturaleza de la reaccion
enzimatica.? Varios autores han modelado la hidro-
lisis de la lactosa usando enzimas de varias fuen-
tes. Las ecuaciones y mecanismos enzimaticos para
estos modelos cinéticos se describen en la Tabla 1.
Dependiendo de la fuente de la enzima ésta seguira
un modelo cinético especifico.

En este trabajo, se evalud el efecto de la tempe-
ratura, el pH y la concentracién de enzima sobre la
actividad de B-galactosidasa de K. /actis. Se ajustaron
cuatro modelos diferentes de la hidrélisis de 1a lactosa

Tabla 1. Modelos enziméticos considerados para la determinacién de los parametros cinéticos.

Modelo cinético Mecanismo enzimatico Ecuacion
k] kz Vmax CS
1 | Michaelis-Menten sin inhibicién. E+S <> ES — E+P V=
k Km+CS
-1
k k k Vmax CS
. e Ao 2 3 V=
2 Mlchael.ls. Menten con inhibicion E+S<—1> ES _2) E4p E+P < EP ‘ Cp o
competitiva por producto. k, a4 e s
-1 - "
V_C
Michaelis-Menten con inhibicion k, 2 ky V= o
3 . E+S<«>ES —E+P  ES+P < ESP K +C .
acompetitiva por producto. K k, ntGs 1+ 2=
-1 - .
. . g oG a4 k1 k2 k3 k4 V= Vmax CS
4 Mlchaells-N.le.nten coninhibicion |c o L Es A ELp  E4P <> EP ES+P <> ESP C p
no-competitiva por producto. k. . ) K. (1 aF T) #C (1 + —>

Tomado y modificado de: !
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basados en diferentes mecanismos enzimaticos para
determinar los pardmetros cinéticos de la enzima. Se
estudiaron diferentes concentraciones de galactosa
para analizar efectos inhibitorios por producto y la
discriminacién de los modelos cinéticos se hizo me-

diante criterios estadisticos.!*'

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

La enzima, GODO-YNIL2 es un extracto enzimatico
de K. /actis suplido por Godo Shusei Co., Ltd. (To-
kio, Japon). Algunas caracteristicas de la enzima son
mostradas en la Tabla 2. La lactosa y la galactosa de
las soluciones tamponadas son grado reactivo. Se usé
una buffer BM (Buffer Milk)® con una composicion
de sales similar a las sales en el lactosuero y un pH
de 6,5, su composiciéon se muestra en la Tabla 3. El
lactosuero concentrado (permeado de lactosuero)
fue suministrado por COLANTA® (Medellin, Co-
lombia), se pasteutizé a 72°C y luego se analizo6 la
concentraciéon de lactosa, glucosa, galactosa y acido
lactico, por medio de cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC) empleando una cromatégrafo
AGILENT TECHNOGIES 1200 con una columna
de intercambio i6nico AMINEX HPX-87H (300x7,8
mm), se empled como fase mévil H,SO, 0,008N, un
flujo de 0,6 mI./min, la temperatura de la columna
fue 35°C utilizando Detector de Indice de Refraccion
AGILENT TECHNOLOGIES. La concentracion de
proteina se determiné por el método de Bradford.
Se realizé un analisis microbiolégico de mesofilos
en medio PCA (Plate Count Agar) segin el método

oficial AOAC 966.23" y mohos y levaduras en medio
OGY (Oxytetracycline-Glucose-Yeast) suplementa-
do con gentamicina segun el método oficial AOAC
997.02."7 En la Tabla 4, se muestran las caracteristicas
del lactosuero empleado.

Tabla 3. Composicion de la buffer BM.

T T

Citrato de Na,.2H,0 2,70
Acido citrico. H,0 7,91

K,SO, 1,03
K,HPO, 2,99
KH,PO, 10,80
KOH 14,93
MgCl,.6H,0 4,08
CaCl,.6H,0 5,10
Solucion 4N de NaOH 2,5

NaHCO, 10,00
NaNO, 48,27

Tomado de:®!

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas 'y
microbioldgicas del lactosuero concentrado
después de pasteurizado.

Componente Concentracion o valor

Lactosa. 128 g/L
Tabla 2. Caracteristicas del extracto enzimatico Glucosa. 2,55g/L
de Kluyveromyces lactis GODO-YNL2. o 267 g/l
Presentacion. Liquida color ambar. Acido lactico. 2,56 g/L
Concentracion de proteina.* 46,52 g/L pH. 57
Densidad. 1,1 g/cm? Microorganismos mesdfilos. 38x10° UFC/g
Actividad. 50000 GU/g Mohos y levaduras. 59x10% UFC/g

*Valor determinado experimentalmente.

Fuente: datos experimentales.
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EFECTO DE LA TEMPERATURA, EL PH Y LA CONCENTRACION

DE ENZIMA SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Los ensayos fueron llevados a cabo por triplica-
do en Erlenmeyers de 100 mL con un volumen de
50 mL, situados en un shaker (agitador orbital) con
control de pH y temperatura. Se tomé muestra de
1 ml cada minuto hasta finalizar la hidrdlisis y la
reaccién fue detenida mezclando la muestra con
1 mL de H,SO,0,5N.

La hidrolisis de la lactosa fue llevada a cabo, tan-
to en soluciones tamponadas de 128 g/L de lactosa
como en lactosuero concentrado pasteurizado, a tem-
peraturas entre 25°C-65°C ajustando el pH a 6,5 con
NaOH 4N, y pH entre 4,5-8,5 fijando la temperatura
en 45°C. El efecto de la concentracién de enzima se
evalu6 empleando lactosuero como sustrato y pro-
bando concentraciones de enzima entre 0,025 g/I-
0,5 g/LapH 6,5°C y 45°C. La produccion de glucosa
en el tiempo fue analizada pot el método GOD-PAD™
empleando un espectrofotometro UV visible GE-
NESYS 20 y la actividad enzimatica fue determinada
segun el método de velocidades cataliticas iniciales.”

AJUSTE DE LOS MODELOS CINETICOS
Los ensayos fueron realizados en soluciones tam-
ponadas con concentraciones de lactosa en un ran-
go de 16-128 g/L, concentraciones de galactosa en
un rango de 0-15 g/L, pH 6,5, temperatura de 45°C
y concentracién de enzima de 0,1 g/L. La toma de
muestra, concentraciéon de glucosa y determinacién
de la actividad enzimatica se realiz6 como se descri-
bi6é anteriormente. Los modelos cinéticos ajustados
se muestran en la Tabla 1.

Los datos fueron ajustados a través de un analisis
de regresion no-lineal empleando GraphPad Prism 5
(Software libre).

RESULTADOS

EFECTO DE LA TEMPERATURA, EL PH Y LA CONCENTRACION

DE ENZIMA SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

El estudio del efecto de la temperatura y el pH so-
bre la actividad de la enzima fue necesatrio, no solo
para determinar las condiciones de maxima actividad
enzimatica, sino también para eliminar la inactivacién
de la enzima debido a estas dos variables al hacer los
estudios cinéticos.
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El efecto del pH sobre la actividad enzimatica es
mostrado en la Figura 1, donde se graficé actividad
especifica vs. pH. Como se puede observat, el pH de
maxima actividad enzimatica fue de 6,5; usando tanto
lactosuero como soluciones de lactosa como sustrato.
La enzima fue un poco mas activa en lactosuero que
en la solucién tamponada (BM) de lactosa.

El efecto de la temperatura sobre la actividad
enzimatica es representado en la Figura 2, donde se
graficé Actividad especifica vs. Temperatura. Los re-
sultados mostraron que la temperatura de maxima ac-
tividad enzimatica fue de 45°C igual que en el caso del
pH, la enzima es mds activa en lactosuero que en las
soluciones tamponadas de lactosa.

El efecto de la concentracién de enzima sobre la
actividad se representa en la Figura 3, donde se graficd
el Porcentaje de sustrato hidrolizado vs. Tiempo.

Teniendo en cuenta los modelos cinéticos de la
Tabla 1, donde hay una tendencia lineal de la veloci-
dad de hidrélisis con la concentracién de enzima, se
corroboré la tendencia de los resultados esperados,
donde la velocidad de hidrdlisis aumenté con la con-
centracion de enzima, por lo tanto, la hidrdlisis total
del sustrato se alcanzé mas rapidamente al aumentar
la concentracién de enzima en el proceso. Segun los
resultados, la concentracién minima de enzima a utili-
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Figura 1. Efecto del pH sobre la actividad
enzimatica de la B-galactosidasa de Kluyveromyces
lactis GODO-YNL2 a 45°C empleando una
concentracion de lactosa de 128 g/L.
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zar es de 0,1 g/L,, se obtuvo un porcentaje de sustra-
to hidrolizado del 100% en una hora, al igual que las
concentraciones superiores.
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Figura 2. Efecto de la temperatura sobre la
actividad enzimatica de la $-galactosidasa de
Kluyveromyces lactis GODO-YNL2 a pH 6,5 empleando
una concentracion de lactosa de 128 g/L.

Se podria alcanzar una mayor velocidad de hidré-
lisis con concentraciones mas altas de enzima, pero
la diferencia no es significativa. Concentraciones de
enzima por debajo de 0,05 g/1. requeririn tiempos de
hidrolisis mayores de 2 horas para alcanzar la transfor-
macién total del sustrato.

PARAMETROS CINETICOS

Los modelos cinéticos considerados en la Tabla 1, con
galactosa como el producto inhibidor (modelos 2, 3
y 4) y evaluados a pH 6,5°C y 45°C son presentados
en Tabla 5, estos son el resultado de graficar la velo-
cidad de hidrodlisis (V) vs. Concentracién de sustrato
(S) para cada concentracién de galactosa estudiada. La
técnica matematica de ajuste fue regresion no lineal.
Como se puede observar en la Tabla 5, para los mo-
delos 1y 2, el valor de V__y KK son similares, (Mo-
delo 1. V_ : 1,87x10? molmg'min"y K _: 8,09x10?
M, Modelo 2. V_ :1,86x10” molmg'min"y K _:8,01x
10°M), al igual que el grado de ajuste (0,973 y 0,9746
modelo 1 y 2 respectivamente). En comparaciéon con
los modelos 3 y 4, los modelos 1 y 2 se ajustaron me-
jot, teniendo el modelo 2 el mayor grado de ajuste
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Figura 3. Efecto de la concentracién de enzima sobre el porcentaje de sustrato hidrolizado
por unidad de tiempo empleando lactosuero como sustrato a 45°Cy pH = 6,5.
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Tabla 5. Parametros cinéticos obtenidos
con cada modelo ajustado.

V. 1,87x102+4,32x10*

1 K, 8,09x 102+ 6,01 x 10°
R? 0,9730

v 1,86x102+3,36x 10*

K, 8,01x102+4,88x 10°

’ K, 6,85x102+5.25x10°
R? 0,9746

v 2,12x102+6,98x 10*

K., 1,23x107+9,93x 10°

: K, 1,68x 107 £1,68x 102
R? 0,9428

v 2,04x 102 +4,79x 10*

K, 1,08x 10" £6,77x 10°

: K, 2,48x 10" +1,79x 102
R? 09617

de todos los modelos evaluados. Pero al tener el R
valores con diferencias tan poco significativas, se hace
necesario linealizar la grafica de Sustrato vs. Velocidad
calculando el inverso de ambas variables, y graficando
1/S vs. 1/V, a esto se le conoce como linealizacion de
Lineweaver-Burk.® Mediante este procedimiento se
evidenci6 con mayor certeza el tipo de inhibicién que
presenta la enzima.

Los resultados de la linealizacién se muestran en
la Figura 4, en eclla se observa, que se trata de una
inhibicién competitiva por producto, es decir, la en-
zima se comporta segin el modelo 2, el cual tuvo
el mayor grado de ajuste. Esto se dedujo porque las
lineas correspondientes a las corridas realizadas sin
galactosa y con galactosa convergen en un mismo
intercepto, aunque el producto inhibidor (galactosa)
redujo la velocidad de reaccion, la 'V sigui6 siendo
la misma, lo cual es tipico de un comportamiento
inhibitorio competitivo.
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Figura 4. Linealizacion de Lineweaver-Burk.

Tabla 6. Parametros cinéticos obtenidos
con la linealizacion de Lineweaver-Burk.

Parametro Valor

Vi 0,0186 molmg'min"’
K 0,08 M
Kmapp (0,028 MGa) 0,118 M
K napp 0,083 Maa) 0,172 M
K 6,92 M

Con la ecuacion de la Figura 4, se calcularon los
parametros V_ vy K para comprobar que sus valo-
res son similares a los calculados sin linealizacion de
las curvas, y se comprob6 que son similares, como se
muestra en la Tabla 6.

En la Tabla 6, se presenta el parametro K el

- mapp
cual aumenté con la concentracién de galactosa, esto

es tipico de un caso de inhibicién competitiva.

DISCUSION

Son muchas las variables que inciden de manera signi-
ficativa en la actividad de las enzimas sobte un sustrato,
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siendo el pH y la temperatura las de mayor relevancia,
estas dos variables presentaron un comportamiento
muy similar, formando una campana al graficarlas con
respecto a la actividad de la enzima como respuesta
en un intervalo determinado, donde la mayor activi-
dad correspondi6 al pico de la campana caracteristica
que se reprodujo con los resultados de las Figuras 1
y 2 evaluadas con una B-galactosidasa de Kiuyveromyces
lactis GODO-YNL?2 sobre lactosuero y soluciones de
lactosa. Esta 3-galactosidasa fue considerada mesofi-
lica, con una actividad maxima a una temperatura de
45°C aproximadamente, y pH 6ptimo cercano a 6,5.

La diversidad de B-galactosidasas es considerable
y sus propiedades varfan de una fuente a otra. La li-
teratura reporta 3-galactosidasas de microorganismos
mesofilos con temperaturas 6ptimas mds bajas, como
se muestra en la Tabla 7.

Los valores resultantes del estudio de la activi-
dad enzimitica bajo diferentes condiciones, varfan
dependiendo del sustrato empleado. Algunos au-
tores emplean sustratos cromatogénicos como ¢l
o-Nitrofenol-B-D-galactopiranosido (ONPG).? Asi
mismo, en cada trabajo los autores varfan el buffer
empleado para la reaccion de hidrolisis, tales como
buffer fosfato (BP),?%* buffer milk,® buffer de acido
lactico,* buffer Tris-maleato-NaOH,* entre otros. Es-
tas variaciones influyeron en los resultados obtenidos.
Los diferentes sustratos mediaron por las diferencias
en afinidad que tenga la enzima por cada uno de ellos.
Dependiendo del buffer empleado, se obtendran re-
sultados diferentes, dado que los iones presentes en el
medio y la concentracion de estos intervinieron en la

Tabla 7. Condiciones de temperaturay pH de
maxima actividad de enzimas 3-galactosidasa
de diferentes microorganismos.

Escherichia coli. 37 7-7,3

Aspergillus niger. 40-60 3,6

Kluyveromyces fragilis. 37-43 7

Kluyveromyces lactis. 34-40 7,5

Kluyveromyces lactis. 45 6,5
Modificada de:%1#-3

32

actividad de la enzima,” porque en algunos casos, son
cofactores necesarios patra inducir la reaccioén enzima-
tica. Para la mayorfa de las B-galactosidasas estudiadas,
los iones metalicos divalentes son importantes, en es-
pecial el Mg** es considerado el ion fisioldgico."-8%
Cuando el potencial magnesio (pMg) esta por debajo
de 7, la enzima es mas eficiente y tiene una afinidad
mas alta por el sustrato.””* Los iones divalentes Mn?*,
Mg** y Ca** son importantes para la actividad cata-
litica de muchas B-galactosidasas.’**** Hay estudios
que demuestran que los cationes monovalentes como
Na" y K son activadores de la enzima, mientras que
Hg**, Cu®" y Zn*" son inhibidores de la actividad de
algunas B-galactosidasas.?4%

Para este trabajo se eligié la buffer BM, porque
tiene una composiciéon de sales similar a la de la le-
che, y por ende a la del lactosuero, lo cual permitié
comparar la actividad en ambas matrices. La enzima
fue mas activa en lactosuero, pero por muy poca di-
ferencia frente a las soluciones de lactosa, por tanto
es necesario tener en cuenta esta pequefla diferencia,
al considerar que el comportamiento de la enzima en
un medio mas real como el lactosuero serd un poco
diferente en cuanto a sus parimetros cinéticos, ya que
la actividad de la enzima es mas alta en este medio.
También es valido aclarar, que la buffer BM en cuanto
a sales tuvo una composicion un poco diferente a la del
lactosuero, por que se asemeja mas a la leche, mientras
que el lactosuero tiene algunas sales como el NaCl, en
concentraciones mas altas que la leche, debido al proce-
samiento del queso. Esta sal aporta Na* a la solucion,
y este ion es un activador importante para algunas
B-galactosidasas, incluyendo la de Kiwyveromyces lactis.®

Para discriminar los modelos cinéticos, y elegir fi-
nalmente el modelo que representé mejor la cinética
de la enzima, se hizo necesario mas que el grado de
ajuste de cada modelo, una linealizacién de los resulta-
dos que hiciera posible evidenciar el tipo de inhibicién
por producto (galactosa) que se presenta en este caso,
y comparando los R* de los modelos, todos tienen
grados de ajuste muy similares, por lo cual no pueden
ser descartados solo por este criterio.

Luego de la linealizacién, mostrada en la Figura 4,
se determind que la enzima sigue un comportamiento
de inhibicién competitiva por galactosa, dado que la
linea de tendencia de los datos experimentales para
las corridas a diferentes concentraciones de galacto-
sa, convergen en un mismo punto, es decir, tienen
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el mismo intercepto, y por ello la V_ es constante
independientemente de la concentracion de galactosa
(inhibidor) en el medio.* En este tipo de inhibicion
la molécula de galactosa no resulta quimicamente
alterada por la enzima.

Siguiendo lo propuesto por Michaelis-Menten, la
constante del inhibidor K se define como la constante
de disociacion del complejo enzima-inhibidor.” K. es
comparable por tanto con K_, constante de disocia-
cién del complejo enzima sustrato (ES). Segun esto,
se puede explicar los valores de Ky K. encontrados
con el modelo elegido, donde se obtuvo un K_ de
8,01x10°M y un K, de 6,85x10”M. Como se puede
ver estos dos valores son muy similares, por lo cual se
puede decir que hay una inhibicién competitiva, dado
que tanto el complejo ES como el EP, se disocian de
forma similar. Sin embargo, KX  tiene un valor muy
inferior a la concentracion de sustrato mas alta em-
pleada, por lo tanto, el complejo ES esta muy fuerte-
mente unido y raramente se disocia sin que el sustrato
reaccione para dar producto, por tanto, se infitié que
la afinidad por el sustrato es alta. Con respecto a K,
su valor también es bajo, pero no tanto comparado
con las bajas concentraciones iniciales de galactosa,
pot tanto, si hay una inhibicién competitiva, pero no
es fuerte. Esto explico el hecho de que el modelo 1, el
cual no presenté inhibicién, también se haya ajustado
con R*aceptable, puesto que al ser la inhibicién poco
perceptible, afecta muy poco el grado de ajuste.

La Tabla 0, presenta el parametro Kmapp, que hace
alusion a la variacion de la constante de disociacion
del complejo ES, como se puede ver este parametro
aument6 con la concentracion de galactosa, lo cual
quiere decir que, cuanto mas galactosa hay en el me-
dio, mas tiende a disociarse el complejo ES, y por tan-
to la afinidad de la enzima por el sustrato se vuelve
mas débil, ya que su sitio activo se encuentra reversi-
blemente ocupado por moléculas de galactosa.

En la literatura se han reportado estudios con
B-galactosidasas de diferentes fuentes, que presen-
tan asi mismo modelos de inhibicién diferentes. La
B-galactosidasa de E. c/i presenta inhibicién compe-
titiva por galactosa,” al igual que la de K. fragilis** y
A. niger** 1a B-galactosidasa de A. oryzae ha mos-
trado una inhibicién no competitiva por galactosa. Se
ha reportado también un comportamiento cinético de
inhibicién competitiva por galactosa y no competitiva
por glucosa para la B-galactosidasa de K. lactis.®
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Se han reportado también valores de los parime-
tros cinéticos de B-galactosidasas de diferentes fuen-
tes como lo muestra la Tabla 8, estos valores se en-
cuentran en diferentes concentraciones de enzima y
de proceso, lo cual hizo variar el valor de los pardme-
tros cinéticos de la enzima. Por ejemplo, en la Tabla
8 la enzima de K /lactis no presenté el mismo valor
reportado en este trabajo, porque los autores, deter-
minaron estos valores a 40°C y pH 7,2.% mientras que
en este trabajo se hizo a 45°Cy pH 6,5. Ademis, no se
tratd del mismo extracto enzimatico, as{ sea la enzima
aislada del mismo microorganismo.

Tabla 8. Parametros cinéticos Km y Ki para
[-galactosidasas de diferentes microorganismos.

Aspergillus oryzae. 0112 e

pergliius oryzae. 0,16 0,0105
Aspegillus niger. 0,0539 0,0109

. , 0,00298 0,034
Escherichia coli. 0,00373 0,082
Kluyveromyces fragilis. 0,0436 0,0519
Kluyveromyces lactis. 0,023 0,0153
Modificada de:®34244
CONCLUSIONES

El pH y la temperatura pueden ser fijados en 6,5 y
45°C respectivamente, porque fueron las mejores
condiciones de hidrolisis evaluadas, es decir, las con-
diciones bajo las cuales se obtuvo la mayor actividad
de la enzima. Sin embargo, la enzima puede seguir
hidrolizando exitosamente a temperaturas mas altas,
hasta 65°C, o mas altas, pero con una actividad mas
baja. Con respecto al pH, al parecer la enzima pre-
sentd gran sensibilidad a cambios en esta condicion,
porque se evidenci6 que al aumentar o disminuir este
valor en solo una unidad, la enzima pierde significati-
vamente gran parte de su actividad, y a pH extremos
la actividad es casi nula.

Se puede conseguir un 100% de hidrdlisis en alre-
dedor de una hora, empleando solo 0,1 g/L de enzi-
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ma. Adicionando mas enzima se obtendra en el mis-
mo tiempo el mismo porcentaje de hidrolisis, aunque
la velocidad se vera ligeramente incrementada.

La velocidad de reacciéon se ve inhibida por ga-
lactosa, tal como se ha reportado en la literatura.’>*
El modelo que mejor se ajusté a los datos expe-
rimentales fue Michaelis-Menten con inhibicién
competitiva por galactosa. Este modelo ha sido
discriminado mediante su R? y la linealizaciéon de
Lineweaver-Burk. Aunque es dificil la comparacién
de las constantes cinéticas obtenidas en los diversos
estudios realizados, debido a cambios en las condi-
ciones empleadas por los autores, en términos ge-
nerales, los valores de K, K.y V__encontrados en
este trabajo, son mas altos que los reportados por
otros autores para enzimas aisladas del mismo mi-
croorganismo. La siguiente ecuacion (7) se presenta
como el modelo predictivo que mejor representa
la hidrolisis de lactosa del lactosuero empleando la
B-galactosidasa de Kiuyveromyces lactis.

1,86x107C,

V= (7)

C
8,01x1 02 ('] +—p> +C
6,85x1072 :
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