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Summary : Five strains of Kluyveromyces marxianus a one of Candida pseudotropicalis were
cultured in medium M-I for production of 8- galactosidasa (E.C: 3:2:1:23). The strain Kiuyveromyces
manxianus NRRL-Y - 1108 was selecteed for the best production of enzyme and the raximum yield
of enzyme was obtained on 5% of lactose supplemented with 0.5% yeast extract , 0.75% (NH4), SO, vy
0.45% KoHPO4 (wiv). It obtained a yield of 5.43 U/mg of protein and 1.31 A, UONPG/ mg of dry weight. The
extraction of the enzyme from viable cells was performed by toluene 2% (v/v), during 15 hours of
treatment at 30°C, in 0.1 M potassium phosphate buffer, pH 7.0 + 0.1, supplemented with 1 mM
magnesium and 0.1 mM manganese sulfate. The yield of immobilization of enzyme on chitin treated
with glutaraldehide was 41%, being the optimum pH of 6.6 + 0.1. The values of Km and Vm for
immobilized using lactose as substrate were 49 mM y 161 micromole/mim/ g of support respectivelity.
The Ki by galactose was 44 mM. The half- hfe of immobilized enzyme at 40 °C was 176 min,
maintaining 99% of activity for 3 months at 4°C and retained 64 % of original activity even after being
used for 20 times.
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Resumen : Cinco cepas de levadura de Kiuyveromyces marxianus vy una cepa de Candida
pseudotropicalis fueron cultivadas en medio M -l, para la produccién de B- galactosidasa (E.C.
3.2.1.23). La cepa Kluyveromyces marxianus NRRL-Y - 1109 fue seleccionada por obtenerse mayor
produccion de la enzima y el maximo rendimiento de la enzima se obtuvo con 5% de lactosa
suplementado con extracto de levadura 0.5%, (NH4)2 SO4 0.75% y KoHPO4 0.45% (p/v),obteniéndose un
rendimiento de 543 U/mg de proteina y 1.31 U.Aones/ mg de peso seco. La extraccion de la enZIma a
partir de células viables se realiz6 con tolueno 2% (v/v), durante 15 horas de tratamiento, a 30°C, en .
tampon fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.0 £ 0.1, suplementado con 1 mM de sulfato de magnesio y 0.1
mM de suifato de manganeso. El rendimiento de inmovilizacion de la enzima sobre quitina tratada con
glutaraldéhido fue de 41%, siendo el pH dptimo de 6.6 = 0.1. Los valores de Km y Vm para la enzima
inmovilizada utilizando lactosa como substrato fueron 49 mM y 161 micromoles/mim/g de soporte. El Ki
para galactosa fue de 44 mM. La vida media a 40 °C de la enzima inmovilizada fue de 176 min,
manteniendo 99% de su actividad durante 3 meses a 4°C y reteniendo hasta el 64% de su actividad
original auin después de ser usada 20 veces.
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INTRODUCCION contenido de lactosa en leche vy
subproductos lacticos. Esta accion es

Una de las aplicaciones mas realizada mediante una hidrolisis
promisorias para el fratamiento en la - enzimatica utilizando la R-D-galactosido
industria lactica es la aplicacién de la galactohidrolasa (E.C. 3.2.1.23), la cual
tecnologia enzimatica para la reduccion del transforma la lactosa en galactosa vy
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glucosa teniendo este Gitimo mas poder
edulcorante que Ila lactosa(4). Esta
transformacion enzimatica mejora los
problemas de insolubilidad y de baja
dulzura del producto. Este tratamiento
hace, a la leche un alimento mas nutritivo y
aprovechable (31). La hidrélisis enzimatica
de la lactosa en suero lacteo permite la
recuperacion de los subproductos de la
industria lactea y disminuir los niveles de
contaminacion (17).

Las levaduras lactosa fermentativas,
tales como Kluyveromyces fragilis,
Kluyveromyces lactis y  Candida
pseudotropicalis y los hongos
Aspergillus niger y Aspergillus oryzae,
son las principales fuentes de enzima y las
mas usadas comunmente para su
preparacion (37).

En la actualidad la hidrolisis enzimatica
es realizada con enzima soluble; pero
presenta el inconveniente de no poder
ser recuperada. De ahi que la inmovili-
zacibn de la enzima es una buena
alternativa, presentando la ventaja de poder
ser reutilizadas permitiendo abaratar los
costos de produccion y separacion.

La quitina posee buenas propiedades
mecanicas, elevada estabilidad quimica y
biolégica y una adecuada reactividad hacia
agentes bifuncionales (19).

Lactasa de Kluyveromyces fragilis,
(sinénimo de Kluyveromyces marxianus)
y Aspergillus oryzae han sido
inmovilizada en quitina tratada con
glutaraldéhido por (19, 20, 21, 22, 23, 24).
Lactasa de Kluyveromyces marxianus
ha sido inmovilizada en quitosano (7), en
soporte magnético no poroso (16), en
moyuelo de maiz (14).

El presente estudio tuvo como propdsito
determinar  las condiciones operativas
optimas para la produccion y extraccion de
R-galactosidasa a partir de cinco cepas de
Kluyveromyces  marxianus  NRRL-Y-
1109, 1207, 1151, 1175 y 1196 y una cepa
de Candida pseudotropicalis NRRL-Y-
329, en medios quimicamente formulados.
Establecer las bases para el disefio de un
proceso tecnolégico para inmovilizar la
enzima.Determinar el perfil térmico, pH
optimo, constantes cinéticas, vida media y
determinar su capacidad de hidrolizar la
lactosa presente en leche y suero lacteo.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y medio de
mantenimiento. Se utilizaron 6 cepas de
levaduras con capacidad de utilizar lactosa
como fuente de carbono: 5 cepas de
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1109,
1175, 1151, 1207, 1196 y una cepa de
Candida pseudotropicalis NRRL-Y-329,
procedentes de la Northern Regional
Research Laboratory (NRRL),
pertenecientes a la colecciéon de levaduras
del laboratorio de Microbiologia Ambiental y
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas Universidad Nacional Mayor de
San Marcos.Las levaduras  fueron
mantenidas sobre Agar Y.P.L (29) con la
siguiente  composicion:  Lactosa  1%;
Peptona de Caseina 1%; Extracto de
levadura 0.3% y Agar 1.5% (Sigma vy
Merck), y conservados a 4°C, transferidos
mensualmente y verificados en su pureza.

Selecciéon de cepas de levaduras con
potencial de produccién de
R—galactosidasa. Los inéculos fueron
preparados en matraces de 500 ml con 50
ml de caldo Y.P.L con la siguiente
composicién: Lactosa 2%; Extracto de
levadura 0.3%, Peptona de caseina 1%;
(NH4).S0O, 0.5%; K,HPO, 0.5% y MgSO,
0.05%. a pH 5.5 e incubados a 30°C por 15
horas. Matraces de un litro con 90 ml de
caldo Y.P.L fueron inéculados con 10%
(v/v) del caldo Y.P.L e incubados a 30°C
con agitacion constante (150
strokes/minuto). La pureza de los in6culos
se verificd por microscopia.

La actividad hidrolitica de la lactasa de
las levaduras fue determinada en medio M-
(13); con la siguiente composicién: Lactosa
5%, Extracto de levadura 0.75%; (NH,)>SO,
0.84%,; K,HPO, 0.45% y MgSO, 0.05%.
Matraces de un litro con 90 ml del medio M-
I, @ pH 5.5 fueron inéculados con 10%
(viv) del caldo Y.P.L e incubados a 30°C
por 12 horas con agitacion constante (150
strokes/minuto).

Extraccion de la enzima. Para la
extraccion de la enzima se siguid el
procedimiento descrito por Mahoney vy
Fenton (27, 11). Células frescas de un
cultivo fueron centrifugadas a 20,000 rpm
por 20 minutos en wuna centrifuga
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refrigerada MIKRO RAPID a 4°C. Las
células lavadas fueron tratadas con 1 a 3%
de tolueno (Sigma) (v/v) bajo agitacion por
90 minutos a 30°C. La extraccion de la
enzima se realizé en tampodn fosfato de
potasio a concentraciones de 0.001 M a 1
M, a pH 6.0-8.0 suplementado con 1
mM de sulfato de magnesio y 0.1 mM de
sulfatoc de manganeso. E! tiempo de
extraccion fue de 15 a 20 horas, a
temperaturas de 22 a 37°C. Las células
fueron removidas por centrifugacion vy
parcialmente purificada con acetona a 4°C
(vIv).

Inmovilizacion de la enzima. Para la
inmovilizacion de la enzima sobre quitina se
sigui6 el procedimiento disefiado por lllanés
y col. (18, 21), que comprende dos etapas.
En la primera, la quitina (Sigma) es tratada
con acido acético 5% (v/v) por 30 minutos a
50°C y activada con glutaraldéhido al 25%
(Sigma), dejandose reposar por 16 horas a
pH 4.5 y temperatura ambiente. En la
segunda el soporte activado es contactado
con las diferentes concentraciones de
enzima, en tampén fosfato de potasio 0.1
M, pH 8.5, dejandose reposar en
refrigeracion por 20 horas. Se lavo con
tampon fosfato de potasio 0.1 M diluido
1/10, pH 6.6. La enzima se almacend en
refrigeracion en una solucién 1 mM de
ditioeritritol (Sigma) preparado en tampon
fosfato de potasio 0.1 M, pH 66
suplementado con 1 mM de sulfato de
magnesio y 0.1mM de sulfato de
manganeso hasta su uso.

Determinacion del rendimiento de
inmovilizacién y capacidad de carga.
Para la determinacidon del rendimiento de
inmovilizacion y capacidad de carga se
trabajé con concentraciones de la enzima:
entre 110 a 880 Unidades por gramo de
quitina. Se define el rendimiento de
inmovilizacién como el porcentaje de la
actividad original contactada que es
expresada en el catalizador sélido y la
capacidad de carga como la actividad
especifica cargada por unidad de peso
seco de soporte.

Propiedades de la enzima soluble e
inmovilizada. El pH 6ptimo y temperatura
para la actividad de la enzima soluble e
inmovilizada fueron determinados,

midiendo la actividad especifica en un
rango de pH de 5.8 - 8.0 a 40°C y para la
temperatura un rango de 25 a 65°C, usando
lactosa preparada en tampdn fosfato de
potasio 0.1M, pH 6.6.

La estabiidad de la enzima a la
temperatura se determiné a 40°C para la
enzima soluble y 25, 30 y 40°C para la
enzima inmovilizada. Para los ensayos
respectivos se mantuvo las muestras
de enzima a las temperaturas escogidas
en tampon fosfato de potasio. En el caso de
la enzima soluble por 4 horas y por 12
horas la enzima inmovilizada extrayendo
muestras para los ensayos correspon-
dientes La actividad residual de la enzima
sobre lactosa fue medida como funcion del
tiempo y usada para calcular la vida media
de la enzima.

La estabilidad de la enzima inmovilizada
a 4°C en una solucién de tampon fosfato de
potasio 0.1 M, pH 6.6, complementado y
ditioeritritol 1mM como estabilizador fue
determinada, tomandose muestras para los
analisis respectivos en un periodo de 90
dias.

Parametros cinéticos. Los valores de Km
y Vm para concentraciones de lactosa entre
5-100 mMy 146 - 292 mM, para la
enzima soluble e inmovilizada fueron
determinades por el meétodo de
Lineweaver-Burk.

Para la constante de inhibicion Ki se
utilizaron las mismas concentraciones
utilizadas para la determinaciéon.de Vm y
Km adicionandole a cada concentracion
galactosa 27.7 mM y 75, 100, 150 y 200
mM. para la enzima soluble e inmovilizada
respectivamente.

Determinacion de la actividad
enzimatica. La actividad enzimatica fue
determinada espectrofotométricamente en
un espectrofotometro SPECTRONIC 20D
MILTON ROY, siguiendo el procedimiento
descrito por Mahoney y col. (27), utilizando
como substrato 1.25 mM de
O-Nitrofenil 3-D-galactopirandsido (ONPG)
en tampén fosfato de potasio 0.1 M, pH 6.6
suplementado con 1 mM de sulfato de
magnesio y 0.1 mM de sulfato de
manganeso. Tampoéon que se utilizara en
todas las determinaciones de actividad
enzimatica. La mezcla de  reaccion



contenia 2 ml de ONPG y 0.1 ml del
extracto enzimatico (dilucion apropiada),
luego se incubd a 40°C durante 2 minutos,
la reaccion fue detenida con 0.9 ml de
Na,CO; 05 M y se leyo a 420 nm
comparandose los resultados con una
curva estandar de O-Nitrofenol (Sigma).

La actividad de la enzima también fue
determinada con lactosa (Sigma), a
concentraciones de 20 y 200 g/l en tampon
fosfato de potasio. para la enzima soluble e
inmovilizada respectivamente. La mezcla
de reaccién contenia 2 ml de la solucion de
lactosa y 0.1 ml de la enzima soluble y
cantidades de enzima inmovilizada entre
0.001 y 0.005 g, luego se incubd durante 2
minutos a 40°C, bajo agitacion suave en el
caso de la enzima inmovilizada, y la
reaccion fue detenida con 0.9 ml de
carbonato de sodio 0.5M.

La glucosa liberada fue determinada por
el método de la glucosa oxidasa (Sigma) .
En el caso de la enzima inmovilizada se
determiné por secado en la estufa
MEMMERT S 30 toda la noche a 60°C, la
cantidad de enzima inmovilizada
contactada con el substrato. La unidad de
actividad de R-galactosidasa es definida
como la cantidad de enzima que libera un
micromol de O-Nitrofenol o glucosa por
minuto por miligramo de proteina o por
gramo de soporte en la enzima
inmovilizada. La actividad de la enzima
inmovilizada también fue determinada con
leche entera en polvo reconstituida a una
concentracion de 130 g/l (130.26 mM de
lactosa). La leche descremada se prepard
de la leche reconstituida entera por
centrifugacion a 10,000 rpm por 20 minutos
a 4°C extrayéndose la grasa. El suero
lacteo fue preparado a partir de la leche
descremada por acidificacion con HCI 0.1 N
y removida la caseina por centrifugacion.
La solucion de lactosa se prepardé a una
concentracion de 4.5% en tampén fosfato
de potasio. Las muestras contenian 25 ml
de leche entera y descremada, suero
lacteo y lactosa ensayo y cantidades de
enzima entre 0.02 a 0.024 g, muestras de
cada ensayo fueron extraidas a intervalos
de 10 minutos para el analisis de la glucosa
liberada.

Reutilizacion de la enzima inmovilizada.

La estabilidad de la enzima inmovilizada en
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repetidos usos fue examinado midiendo la
actividad de la hidrélisis de lactosa en
leche Se prepar6 leche entera en polvo
130 g/l (4.5 - 49% p/v de lactosa), se
ajusté el pH a 6.6 Muestras de 25 mly
cantidades entre 0.023 a 0.025 g de la
enzima inmovilizada e incubadas por una
hora a 40°C con agitacion. Al final de la
reaccion, la enzima era recuperada vy
lavada en tampoén fosfato de potasio, bajo
agitacion por 15 minutos y utilizada en
otro ensayo, sino era mantenida en
refrigeracion  en tampoén fosfato vy
ditioeritritol 1 mM.

Analisis. El peso seco de las levaduras fue
determinado gravimétricamente para lo cual
se extrajeron muestras del cultivo de 5 ml
las cuales fueron centrifugadas a 10,000
r.p.m. por 20 minutos a 4°C y lavadas dos
veces con agua destilada y transferidas a
placas petri de 10X75 mm previamente
pesadas, dejadas secar toda la noche en la
estufa a 100°C MEMMERT S 30 y pesados
en una balanza analitica SARTORIUS.

La lactosa se determind de
acuerdo al metodo de Miller (30)
empleando el acido 3,5 Dinitrosalicilico
(Sigma).

La proteina fue determinada por el
método de Lowry (26) empleando el
reactivo Folin-Ciocalteau y seroalbumina
de bovino 0.1 mg/ml (Sigma) como
estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de las cepas de levaduras
con potencial de produccién de R-
galactosidasa. Los resultados de la
actividad especifica y de unidades de
actividad por miligramo de peso seco de
las  levaduras productoras de R-
galactosidasa en lactosa y ONPG como
substratos son mostrados en la Tabla 1.La
levadura  Kluyveromyces  marxianus
NRRL-Y-1109, maximiza la respuesta, en
relacion a la actividad especifica y a las
unidades de actividad por miligramo de
peso seco. Siendo estos valores de 14.5
U/mg de proteina y de 3.5 Unidades de
actividad pormg de peso seco para



TABLA 1. SELECCION DE CEPAS PRODUCTORAS DE R-GALACTOSIDASA EN MEDIO M-I

Actividad Enzimatica sobre Actividad Enzimatica sobre
ONPG como substrato Lactosa como substrato
Actividad | Unidades Actividad Unidades
Cepas Proteina § Especifica de Proteina | Especifica “ de
mgim} Uimg actividad/ mg/i Ulmg Actividad/
proteina mg peso proteina mg peso
seco seco
Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y-1109 215 14. 3.50 2.15 5.43 1.31
Kluyverpmyces marxianus
NRRL-Y-1151 1.91 3.58 2.92 1.91 5.07 1.09
Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y-1196 1.99 12.8 3.23 1.99 4.80 1:22
Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y-1175 1.91 12.2 2,53 1.91 4.53 0.94
Kiuyveromyces marxianus
NRRL-Y-1207 1.97 12.02 3.05 1.97 4.44 1.13
Candida pseudotropicalis
NRRL-Y- 329 1.84 11.00 2.68 1.84 4.05 0.99

lactosa y de 5.43 U/mg de proteina y de
1.31 Unidades de actividad/mg de peso
seco para ONPG, en contraste con los
valores obtenidos por Mahoney y Witaker
(28) de 8.39 U/mg proteina y 3.29 U.A/mg
peso seco y 3.11 U/ mg proteina y 1.22
U.A/mg peso seco para lactosa y ONPG
respectivamente.

Extraccion de la enzima.- Los resultados
se muestran en la Tabla 2. Las condiciones
Optimas fueron obtenidos cuando se
empleo 2% de tolueno, tampdn fosfato
de potasio 0.1 M, pH 7.0, suplementado
con 1 mM de sulfato de magnesio y 0.1 mM
de sulfato de manganeso, 30°C de
temperatura y 15 horas de extraccion.
Tiempos de 21 y 17 horas bajo condiciones
similares han sido reportados para
Kluyveromyces. Marxianus (11, 27). La
purificacion parcial de la enzima se realizd
con acetona obteniéndose una actividad
especifica de 73 U/mg de proteina y un
rendimiento de purificacién de 93%. Valores
de 89y 97% son reportados (15, 28).

Rendimiento de  inmovilizacién vy
actividad especifica. Los resultados para el
rendimiento de inmovilizacién y actividad

especifica se muestran en la figura 1 y
corresponden a aquellos obtenidos a la
razén Optima glutaraldehido / quitina de
0.4 g al 25% obtenida en la etapa de
activacion y muestran el efecto de la enzima
contactada/quitina en el rendimiento de
inmovilizacion y la actividad especifica del
catalizador obtenido, estos valores alcanzan
su punto de equilibrio entre los valores de
220 a 440 unidades por gramo de quitina. La
mayor carga proteica no incrementa el
rendimiento, lo cual podria deberse a una
sobresaturacion de la enzima en el
catalizador, y la actividad en éste no
pueda expresarse adecuadamente (18).
Los valores hallados fueron de 179 U/g
soporte de actividad especifica y 41% de
rendimiento. Este rendimiento es mayor al
15y 36% para lactasa de Kluyveromyces
marxianus y al 36% para lactasas de
Aspergillus niger y Aspergillus oryzae
reportados (18,19, 20, 22, 23).

Propiedades de la enzima soluble e
inmovilizada. Los resultados de los
analisis del perfil de pH a la temperatura de
40°C son mostrados en la figura 2. La
maxima actividad especifica de 68 U/mg



AE. (U/g SOPORTL

ACTIVIDAD RELATIVA (%

FIG. 1 RENDIMIENTO DE INMOVILIZACION
Y ACTIVIDAD ESPECIFICA

200 50
180 4 * <+ 45
160 S 1+ 40
140 - +35 &
120 - hag
z
100 - + 25 W
=
80 12 5
60 115 E
7 [4
40 4 + 10
20 o 45
0 ‘ : - 0
0 100 300 400 500 600 700 1000
UNIDADES/SOPORTE (U/g)
r+w A. E (Ulg SOPORTE) - RENDIMIENTO (%ﬂ
FIG 2 PERFIL DE pH
120
100
m‘ﬂ
&0
40-
04
0
5 55 6 65 7 75 85
pH

[4} ENZIVA SOLUBLE —+— ENZIVA INVOVILZADA




46

TABLA 2. CONDICIONES OPTIMAS PARA LA EXTRACCION DE R-GALACTOSIDASA DE
Kluyveromyces mairxianus NRRL-Y-1109.

Promedio Intervalo de confianza 99%
Factores Actividad especifica Unidades de Actividad Unidades de
U/mg proteina Actividadonpe/ especifica U/mg Actividadonpa/
mg peso seco proteina mg peso seco
Concentracién
de tolueno (%)
1 3.37 0.84 3.31-343 0.83 - 0.86
2 4.07 1:19. 4.01-4.13 1.18-1.20
3 2.87 0.91 2.81-2.92 0.20-0.92
Tiempo de
Extraccion (h)
15 3.:62 1.00 3.56 - 3.68 0.99 - 1.01
17 3.39 0.98 3.33-3.45 0.97 - 0.99
20 3:31 0.97 3.25-3.37 0.96 - 0.98
Temperatura (°C) B
22 3.43 1.00 3.32-3.55 0.99 - 1.03
30 3.85 1.16 3.73-3.97 1.13-1.18
a7 357 3.45 - 3.69 1.07 -1.12
PH
6.6 361 1.05 3.48-3.72 1.03-1.07
7.0 3.85 1.18 3.73-3.97 1.14-1.19
7.4 3.40 05 3.28- 3.51 1.03-1.07
Tampon fosfato
de potasio (M)
0.001 3.54 0.97 3.42 - 3.66 0.94-0.99
0.1 3.93 1.20 3.81-4.05 1.18-1.23
1 3.38 1.09 3.26 - 3.50 1.07 -1.12
proteina y 177 U/g soporte para la enzima soporte para la enzima soluble
soluble e inmovilizada se obtuvieron a pH inmovilizada  respectivamente.  Valores
6.6. similares para R-galactosidasa

E! perfil de temperatura de la enzima
soluble e inmovilizada es mostrada en la
figura 3 y muestran, que la maxima
actividad especifica de 67 U/mg. proteina y
219 Ulg de soporte se obtuvieron a 40°C
para la enzima soluble y a 50°C para la
enzima inmovilizada. Sin embargo en la
practica la enzima inmovilizada es muy
inestable a 50°C y para un tiempo de
reaccion tan breve la inactividad térmica de
la enzima es despreciable, por esta razén
los estudios para la enzima inmovilizada se
flevaron a cabo a 40°C. (22). Los resultados
de ambos parametros son similares a los
reportados para levaduras( 5, 8, 23).

Parametros cinéticos de la enzima
soluble e inmovilizada. Los resultados son
mostrados en la figura 4 El
comportamiento cinético de la enzima
soluble e inmovilizada se determiné sobre
lactosa como substrato, a pH éptimo y 40°C,
obteniéndose valores de Km de 15 y 42 mM
y Vm de 73 micromoles/min/mg de
proteinay de 161 micromoles/min/g de

Kluyveromyces marxianus son reportados
(8, 10, 22, 23). La figura 5 muestra el Ki de
la enzima inmovilizada. La constante de
inhibicion (Ki) para galactosa fue de 15 y
44 mM para la enzima soluble e
inmovilizada respectivamente. El Ki de la
enzima inmovilizada es 3 veces el Ki de la
enzima soluble lo gque indica una menor
afinidad por el inhibidor lo que mejora su
aplicacién en los procesos de hidrélisis de
productos lacteos. Estos valores son
similares a los reportados para levaduras (8,
22, 28).

Estabilidad de la enzima soluble e
inmovilizada. Los resuitados de la
estabilidad de la enzima soluble e
inmovilizada muestran para la enzima
soluble una vida media de 56 minutos a
40°C, una hora de vida media es reportado
por Hlanés (23). La figura 6 muestra la
estabilidad de la enzima inmovilizada. La
vida media de la enzima inmovilizada fue de
176 minutos a 40°C, para 30°C mas de 7
horas y a 25°C la enzima mantiene una
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estabilidad de mas de 122 horas. Valores
similares son reportados (5, 8). En
refrigeracién (4°C) la estabilidad de la
enzima se mantuvo por 90 dias sin pérdida
significativa de la  actividad, ésta
caracteristica es importante para su
almacenamiento y uso. Resultados similares
de 15 dias hasta 14 meses, sin pérdida
significativa de actividad han sido reportados
(9,16, 34). E! ditioeritritol mejora la
estabilidad de la enzima soluble e
inmovilizada (2). Asimismo los cationes
Mg> y Mn®* mejoran la estabilidad de la
enzima (3).

Capacidad hidrolitica de la enzima
inmovilizada. La capacidad hidrolitica de la
enzima en lactosa en solucion (4.5%), leche
entera y descremada y suero lacteo son
mostradas en la figura 7. Se observd un
100% de hidrolisis de la lactosa en solucién
en un tiempo de 70 minutos, mientras que
para el mismo tiempo en leche descremada,
suero lacteo y leche entera se obtuvieron
valores entre 94 a 97% de hidrélisis. La
lactosa en solucion es hidrolizada mas
rapidamente que la leche descremada, el
suero lacteo y la leche entera debido a que
la leche contiene solidos (proteinas) vy
cationes (Ca®*, Zn** y Na®) que inhiben la
reaccion (1, 12, 28).

Reutilizacién de la enzima inmovilizada.
Los resultados de la reutilizacion de la
enzima inmovilizada en leche son mostrados
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en la figura 8. Se observé una hidrélisis de
lactosa por encima del 80% a lo largo de 13
ensayos y descendiendo hasta un 70% de
hidrélisis hasta el ensayo N°18. Una
hidrolisis de 70 a 80% es considerado como
eficiente a nivel industrial (12). Resultados
similares entre 8 y 82 ensayos han sido
reportados con un 80% de hidrélisis (25, 32,
36). El tiempo de operacion del catalizador y
no el numero de repeticiones es el factor
crucial en la reutilizacién de la enzima
inmovilizada (16).

CONCLUSIONES

La cepa de Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y-1109 demostr6 ser la mejor
productora de R-galactosidasa sobre
medio M-Il. Las éptimas condiciones
establecidas para la extraccion de la
enzima incluyeron 2%de tolueno (v/v), 15
horas de tratamiento, a 30°C en tampén
fosfato de potasio 0.1 M , pH 7.0 £ 0.1,
suplementado con 1 mM de sulfato de
magnesio y 0.1 mM de sulfato de
manganeso. Se obtuvd un rendimiento de
inmovilizacion de 41%. La vida media de la
enzima inmovilizada fue de 176 minutos a
40°C, manteniendo 99% de su actividad por
3 meses a 4°C y reteniendo hasta el 64%
de su actividad original aun después de ser
usada por 20 veces. L& enzima inmovilizada
tuvo una capacidad de hidrélisis del 100%
sobre lactosa (4.5%), 97% sobre leche
descremada, 95% sobre suero lacteo y 94%
sobre leche entera.

FIG. 7 HIDROLISIS DE LACTOSA
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