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Alternativas de aprovechamiento de los
almibares residuales de la deshidratacién
osmotica de frutas (II):
elaboracion de coberturas

Evaluacidin de tres tipos de soportes
para la inmovilizacion de lactasa
(P-Galactosidasa)

Se investigt el empleo de tres tipos de polimeros naturales
como soportes de la enzima B-galactosidasa de la levadura
Kluyveromyces fragilis, para la preparacién de leche
deslactosada a baja temperatura (5 °C). La enzima se
inmovilizé en perlas de alginato y de carragenina, y en
discos de agar (12%). Se analizé el efecto de la
concentracion de enzima inmovilizada en agar sobre la
hidrélisis de la lactosa (4,8 - 7,2 - 9,6 - 12%), y se realizé
un estudio para determinar la estabilidad de la enzima.

Obtencion de jugo clarificado
de banano en el nivel de planta piloto

Para su implementacidn en el nivel de planta piloto
fue necesario optimizar las etapas de escaldado,
molienda y las condiciones de accidn de la enzima.
Se definid el proceso de extraccion mecdnica y se
realizé un estudio de estabilidad del producto en
condiciones ambientales (20-22 *C). Se analizd
el jugo desde el punto de vista quimico,
microbiolégico y sensorial, durante un perfodo
de diez meses.

Utilizacion del banano en la elaboracién
de mezclas de jugos,
néctar de frutas y concentrado

Lamezcla de jugo clanficado de banano con jugos
de otras frutas tropicales, la elaboracién de un
néctar y la concentracidn del jugo para la
obtencion de una miel, fueron las tres alternativas
que s¢ analizaron en este estudio para la
utilizacion del banano de rechazo y como medio
de utilizar el jugo clarificado.

Un método par evaluar
cuantitativamente las condiciones
sanitarias de supermercados

El objetivo de esta investigacidn, fue establecer
un método vilido para la evaluacidn sanitaria
cuantitativa de los supermercados a nivel nacional.
Para tal efecto, de una poblacién de 210
supermercados, s¢ selecciond una muestra
aleatoria al azar de 148 116 ubicados en zonas
urbanas y 32 en zonas rurales.

e e ee——



REVITECA

Revista en Tecnologia
y Ciencia Alimentaria

Revista Anual publicada por el
Centro Nacional de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos

Director del CITA
Luis Fernando Ariaz Molina

Editor

Ricardo Quirds Castro

Consejo Editorial

Ing. Luis Fernando Arias Molina
Ing. Fernando Aguilar Yillarreal

Ana Ruth Bonilla Leiva, Ph. D,
Lic. Vera Garcfa Cortés

Diagramaciin
Jeanina Garcia Urefia

Disefio de Portada
Ricardo Quirds Castro

La responsabilidad de los trabajos Mrmados es de
sus autores ¥ no del CITA, excepto cuando se
indique expresamente 10 COALIArio,

La mencidn de cualgoier empresa o
procedimiento patentado, no supone su
aprobacidn por parte del CITA,

Los artfevlos incluldos en REVITECA pueden
reproducirse libremente siempre ¥ cuando e
haga mencidn expresa de su procedencia ¥ se
envie copin al Consejo Editorial.

Correspondencin por canje y suscripsionss (510}
Universidad de Costa Rica - Ceniro Macional
de Ciencia y Tecnologfa de Alimentos
REVITECA

San José - Costa Rica

Telex UNICORI 2544

Tels, 207-3067 2073001 £ 20T M5 £ 2074212 2074701

La presente edicidn de REVITECA es patrocinada
por la Fundacién para la Investigacitn
Agroindustrial Alimentaria (FIAA).

Volomen 4 = 1995

ISSN 1022-0321

Evaluacién de tres tipos de soportes para la
inmovilizacién de lactasa (B-galactosidasa)

Marilé Garcia Vargas
Ana Ruth Bonilla Leiva

Obtencidén de jugo clarificado de banano en el
nivel de planta piloto

Floribeth Viguez Rodriguez

Alternativas de aprovechamiento de los almibares
residuales de la deshidratacién osmdética de
frutas (II): elaboracién de coberturas

Ana Maria Rodriguez Sibaja
Ana Cecilia Segreda Rodriguez

Utilizacién del banano en la elaboracién de
mezclas de jugos, néctar de frutas y concentrado

Floribeth Viguez Rodriguez

Un método para evaluar cunatitativamente las
condiciones sanitarias de supermercados

Eugenie Rivera Valle

10

16



EVALUACION DE TRES TIPOS DE SOPORTES
PARA LA INMOVILIZACION DE LACTASA (B-GALACTOSIDASA)

——————— e ——————— e s e

Marilé GARCIA-VARGAS, Ana Ruth BONILLA-LEIVA*

ABSTRACT

EVALUATION OF THREE TYPES OF MATRIX
FOR THE IMMOBILIZATION OF LACTASE
(B-GALALACTOSIDASE)

Three types of natural polymers were evaluated as malrices
for the immobilization of the enzyme B-galalactosidase
(from Kluyveromyces fragilis), to produce (at low
temperature, 5 °C) milk with low lactose concentration.
The enzyme was immobilized as beads in alginate and
carrageenan, and as discs in agar. The effect of the
concentration of the enzyme (4,8; 7.2; 9.6 & 12%) in the
agar on lactose hydrolysis was studied. The stability of
the immobilized enzyme during continuous use was
analyzed.

The enzyme, immobilized in the three supports,
produced partial as well as total hydrolysis of lactose.
However, the enzyme immobilized in agar produced a
significantly (p<0,05) higher hydrolysis than did the
enzyme immobilized in the other supports. There was nol
a significant difference (p>0,05) between hydrolysis using
enzyme immobilized in alginate or in carrageenan. Enzyme
immobilized in agar at a concentration of 12% produced
100% hydrolysis in 24 h. The system was used repeatedly
7 times without any significant change (p>0,05) in the
hydrolysis percentage and without increass in microbial
counts.

* Centrg Machosal de Ciencis y Tecnologin de Alimenios

RESUMEN

Se investigd el empleo de tres lipos de polimeros naturales
como sopories de la enzima B-galactosidasa de la levadura
Kluyveromyces fragilis, para la preparacién de leche
deslactosada a baja temperatura (5 °C). La enzima se
inmovilizd en perlas de alginato y de carragenina, ¥ en
discos de agar (12%). Sec analizé el efecto de la
concentracién de enzima inmovilizada en agar sobre la
hidrélisis de la lactosa (4,8 - 7,2 - 9,6 - 129%), y se realizd
un estudio para determinar la estabilidad de la enzima
durante su uso conlinuo.

Se encontré que es posible obtener leche parcial o
totalmente deslactosada, utilizando lactasa inmovilizada
en los tres tipos de soportes y que los porcentajes de
hidrélisis de lactosa, al utilizar agar como soporte, son
significativamente mayores (p<0,05) que los obtenidos con
alginato o carragening, mientras que entre estos dos dltimos
no existe diferencia significativa.

Se determind que se puede obtener un 1009 de hidrélisis
en 24 hutilizando un 12% de lactasa inmovilizada en agar.
Este sistema se pudo reutilizar siete veces sin cambio
significativo (p>0,05) en el porcentaje de hidrdlisis y sin
aumento en la carga microbiana.

INTRODUCCION

La leche es un alimento muy nutritivo y completo, ya que
constituye una fuente importante de proteinas,
carbohidratos v grasas, asi como de otros componenies
menores (vitaminas y minerales). La lactosa, el
carbohidrato que s¢ encuentra en mayor proporcion en la
leche (3.5-6,0%), debe descomponerse en sus
monosaciridos respectivos, glucosa y galactosa, para ser
digerido. Este proceso se lleva a cabo mediante la lactasa
intestinal (B-galactosidasa ) (Houts, 1988; Cifuentes ef al.,
1985). Sin embargo, la produccidn de esta enzima
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disminuye en las personas a partir del destete hasta alcanzar
magnitudes muy bajas en el estado adulto, por lo que es
posible observar que la capacidad para digerir lactosa
desciende paralelamente. A esta situacidn se le conoce
como «deficiencia primaria de lactasa intestinal de tipo
adultow (Houts, 1988; Cifuentes ef al., 1985).

Un porcentaje variable de individuos portadores de esta
caracteristica (30-95%) manifiestan sintomas y molestias
gastrointestinales, tales como célico abdominal, flatulencia,
meteorismo y diarrea, después de la ingestién de leche y
productos licteos (Houts, 1988; Rosadoef al., 1987). Esta
es una condicidn muy frecuente en la mayoria de la
poblacién mundial, excluyendo los pafses del noroeste de
Europa y poblaciones aisladas en el Mediterriineo y el
Cercano Este, Africa y el subcontinente de la India (Houts,
1988).

Estudios realizados en varias poblaciones de Africa,
Asia, América Latina y Estados Unidos, indican que una
proporcidn elevada de adultos, que puede llegar al 70-90%,
presenta este problema. En México, diversos investigadores
han encontrado baja actividad de lactasa en el 80% de la
poblacidn indigena (Cifuentes er al., 1985).

En paises del Tercer Mundo como Perd, Tailandia y
Uganda, aproximadamente el 25% de la poblacidn presenta
una actividad enzimdtica deficiente a los dos aflos de edad,
y a los cinco aios, casi el 50% de los nifios estudiados son
incapaces de absorber adecuadamente la lactosa (Paige
ef al., 1979).

En Costa Rica no se encontraron publicaciones gue den
una idea de la magnitud del problema, sin embargo, existen
indicios de la presencia de este fendmeno en la poblacién.

Por lotanto, aungue la leche y sus derivados contnibuyen
con diversos nutrimentos en la dieta de nifios y adulios, la
presencia de un bajo nivel de lactasa impide el épimo
aprovechamiento de los mismos. Esta es la razén principal
por la que e han evaluado diversos métodos con ¢l fin de
extracr 0 modificar la lactosa en la leche sin perder su
valor nutritivo, siendo la hidrdlisis enzimdtica por medio
de B-galactosidasa, el procedimiento més utilizado en la
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actualidad. Tradicionalmente, la fuente microbiana més
usada es Kluyveromyces fragilis, cuya enzima presenta
actividad adn a baja temperatura (5 °C) (Pastore er al.,
1974; Kosikowski y Wierzbicki, 1973).

En la mayoria de las aplicaciones industriales, las
enzimas son utilizadas en su estado soluble, lo cual tiene
come resultado su pérdida una vez que ha sido empleada.
Debido al alto costo que esto implica, se han desarrollado
iécnicas que permiten inmovilizar las enzimas en soportes
inertes, logrindose retener un porcentaje considerable de
la actividad catalitica original (Hultin, 1983). El uso de
lactasa inmovilizada para hidrolizar lactosa en leche y
producios ldcteos, ha sido objeto de numerosos estudios
{Brena ef al,, 1994; Pinsirodom er al., 1993; Shul'chishin
er al., 1993; Mann y Thompkinson, 1988).

Una técnica de inmovilizacién muy utilizada por su
relativa sencillez es la inclusién, en la cual la enzima es
atrapada fisicamente dentro de una matriz porosa. Esta
técnica es econdmica y ¢ uliliza para inmovilizar células
productoras de enzimas (Gobbetti y Rossi, 1994; Zayed y
Zahran, 1991; Sola er al., 1991), y enzimas (Tae Gwan
Park y Hoffman, 1993; Axelsson y Zacchi, 1991). Los
materiales usados con mis frecuencia para esta aplicacidn
son los hidrocoloides, como los geles naturales (alginato,
carragenina, agar, agarosa) o los polimeros sintéticos
(poliacrilamida).

La inmovilizacidn de la lactasa en discos de agar no ha
sido reportada con anterioridad, pero una técnica similar
utilizando cubos de carragenina fue empleada por Tosa
et al. (1979), para inmovilizar células vivas de diversos
microorganismos y enzimas purificadas, con resultados
satisfactorios.  Este procedimiento de inmovilizacidn liene
la ventaja de que no requiere de un agente quimico para
obtener el gel, el cual podria afectar la estructura de la
enzima (Tosa er al., 1979).

A través de este estudio se evalud la hidrdlisis de la
lactosa en la leche por medio de lactasa (B-galactosidasa)
inmavilizada en tres tipos de soportes: alginato, carragenina
¥ agar.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizd leche reconstituida al 15% de sélidos lcteos,
preparada a partir de agua destilada estéril y leche en polvo
descremada tipo "low heat”, de un sole lote de fabricacion,
La leche se prepard con agua a 50 °C utilizando una
mezeladora Silverson y un tiempo de mezclado de
Smin/L. Se mantuvo a 50 *C durante 15 min, se pasteurizd
a 85 °C por 30 min y se almacend en refrigeracién a 5 *C
hasta su uso.

Caracterizacion quimica de la leche

Se realizé el andlisis por duplicado de cuairo muestras de
leche por medio de los siguientes méodos: - Lactosa,
sélidos totales, materia grasa y protefna: métodos No.
16.082, 16.084, 16.086 y 16.087 del AOAC (1980) y
utilizando un espectrofotémetro de infrarmojo (Milko Scan
133). - Acidez: mediante una titulacién directa, segidn el
método No. 16.023 del AOAC (1980); los resultados se
expresaron como porcentaje de deido ldctico. - pH: conun
medidor de pH digital (Orion Research, modelo 601 A).

Determinacidon del porcentaje de hidrolisis
de la lactosa .

Se siguid el procedimiento descrito por Jeon y Bassette
(1982), basado en el método crioscdpico que consiste en
determinar ¢l punto de congelacidn de la leche. Esia
medicién se realizé con un crioscopio Fiske (Fiske
Associates, modelo MS). Los resultados se expresaron
en milésimas de grado Horvel y se correlacionaron con el
porcentaje de hidrélisis mediante una curva patrén. Esta
curva se prepard segin el procedimiento descrito en la ficha
técnica de “Maxilact” (Gist Brocades nV), modificando la
concentracidn de lactasa soluble (0,7% w/v) usada en la
preparacidn de la leche 100% hidrolizada, asf como el
tiempo y la temperatura de incubacidn (6 h a 40 *C). Se
realizé la correccidn por la presencia de material disuelto
en la preparacién enzimitica. Las muestras de leche se
diluyeron con agua destilada estéril en una proporcidn 2:3
(leche:agua) para determinar el punto de congelacidn.

Inmovilizacion de la lactasa

Todos los procedimientos que se describen a continuacidn,
se efectuaron en una cdmara de Mujo laminar y se utilizé
equipa estéril.

Alginato de calcio

Se siguid el procedimiento descrito por Rao ef al. (1988),
sustituyendo las células por enzima purificada, variando
la concentracidn de la solucidn de alginato de sodio y el
tiempo de reposo en la solucidn de CaCl,. Se utilizé una
solucidn de alginato de sodio BDH (British Drug Houses
Lid., England) con una concentracién final en las perlas
del 3%, la cual se prepard con agua destilada esténl y se
calentd en ebullicién por 3 min. Se utiliz§ lactasa comercial
de Kluyverontvces fragilis (Lactozym 3000 LAU1/mL, tipo
HPF, Novo Industri ASS, Dinamarca) y se adicioné un 12%
a la solucidn de alginato frin. Esta mezcla se agitd por
1 min y se dej6 caer gota a gota en una solucidn estéril de
CaCl, al 1%, utilizando una bomba peristiltica con una
manguera de 2,5 mm de didmetro. Las perlas se
mantuvieron en reposo por 30 min en la solucidn de CaCl,,
luego se lavaron 3 veces con agua destilada estéril y se
dejaron en leche a 5 °C por 36 h con agitacidn (150 rpm).
Se prepararon blancos (perlas sin enzima) siguiendo el
mismo procedimignio.

Carragenato de potasio

Se siguid el procedimiento descrito por Tosa er al. (1979)
con las modificaciones que se presentan a continuacidn.
Se prepard una solucidén estéril de carragenina (Tic
Pretested Colloid 710H-3112) en agua al 1,5%, y se
maniuvo a 43 *C. Se adiciond un 12% de lactasa
(Lactozym), previamenie calentada a 43 °C, y se agitd por
3-4 min. La preparacidn de las perlas y el tratamiento
posierior se realizaron de la forma descrita anleriormente,
usando una solucidn estéril de KCl al 3%.

Agar

Se siguid el procedimiento detallado a continuacidn: se
prepard una solucidn estéril de agar cuya concentracién
final en los discos fue de 2,.5%, alacual se adiciond lactasa
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(Lactozym) para oblener una concentracidn final de 12 %.
Tanto la solucidn de agar como la enzima se mantuvieren
en un baio a 40 °C, La mezcla anterior se vertid en tubos
plisticos estériles (Tygon R-3603) de 30 cm de longitud y
12,5 mm de difimetro interno, que 52 cErraron con lapones
en sus cxtremos. Los tubos se mantuvieron durante
15 min a 5-7 °C y luego se procedid a cortar los discos de
4,5-5,0 mm. Los discos se dejaron durante 36 h en leche a
5 °C y luego se utilizaron en la hidrélisis,

Procesos de hidrdlisis de la lactosa

Se incubaron 7,0 g de la enzima inmovilizada y 7,0 mL de
leche reconstituida a una temperatura de 5 *C y con
agitacidn (150 rpm). La hidrdlisis se detuvo separando
por filtracidn la enzima inmovilizada de la leche v se
procedid a determinar el porcentaje de hidrolisis de lactosa.
En las pruchas en que se uséd como sopone alginato y
carragenina s¢ analizaron muestras en los siguientes
tiempos: 1,2,4,6y24h. Enel casode los discos de agar
se retiraron muestras al finalizar la primera y segunda b,
cada 2 h durante 10 h y finalmente a las 24 h. Estas pruebas
se realizaron por triplicado. Una vez establecido el soporie
(agar} que dio los mejores resultados en cuanto'al porcentaje
de hidrdlisis de lactosa, se elaboraron discos con una
concentracidn de lactasa de 4.8 - 7.2 ¥ 9,6 %. Se llevéa
cabo el proceso de hidrdlisis y se analizaron muestras en
los tiempos indicados para los discos de agar.

Estabilidad de la lactasa inmovilizada en agar

S¢ definieron las siguientes condiciones para el proceso de
hidrélisis: 4,8% de lactasa, relacion enzima inmovilizada:
leche de 1:1, temperatura de 5 °C y tiempo de incubacidn
de 4 h. Este proceso se repitid 14 veces con los mismos
discos durante 20 dias. A las muestras de leche se les
determind el porcentaje de hidrélisis y se les realizéd un
andlisis microbiolégico (recuento total), utilizando el
método descrito por Speck (1984) para los microorganismos
acrobios mesdfilos. La prueba se hizo por duplicado.
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Andlisis estadistico

Se realizd un andlisis de varianza a los resultados oblenidos
en los procesos de hidrdlisis, para determinar si habfa
diferencias significativas atribuibles al tipo de soporte 0a
la concentracidn de lactasa. Se usd un nivel de significancia
de 5%. En los casos en que s¢ encontraron diferencias, se
aplicé un andlisis de comparacidn de medias por el método
de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

La leche descremada reconstituida al 15% de sdlidos totales
(ST, constituye un sustrato adecuado para el empleo de la
lactasa comercial sLactozymes, debido a que su pH (6,5%)
s¢ encuentra en el dmbito Gptimo (6.5-7.0) y la
concentracidn de lactosa (8,65%) estd dentro del intervalo
recomendado (0-35%), muy cerca del dplimo (5%:), como

se observa en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas quimicas de la leche
deseremada reconstituida

Caracteristica Resultado * = D E
Grasa (%) 0,02 =001
Proteina (%) 590 0,03
Lactosa (%) 8,65 +0,04
Sdlidos totales (%) 15,10 +0,06
Acidez (% dcido lictico) 0,197 £ 0,002
pH 6,59 =0,02

* Cada resultado es el promedio ghobal del andlisis por duplicado
de cusro nuesine.



En la Figura | se observa que el soporte que da los mejores
resultados, en lo que a conversidn de lactosa se refiere, s
el agar. Al finalizar las 24 h de incubacién, (nicamente
con el uso de agar como matriz es posible obtener un 100%
de reduccidn en el contenido de lactosa. Asimismo, desde
el inicio del proceso, el porcentaje de hidrélisis alcanzado
usando agar (92%) es significativamente mayor (p<0,05)
que los obtenidos con alginato (48%) o carragenina (56%).
Esta diferencia en el porcentaje de hidrélisis se ve reducida
durante el curso de la reaccidn, de un 44% a un 25% usando
alginato y de un 36% a un 17% usando carragenina.

Hidrilisis (%)

Tiempo de incubacidn (h)

Figura 1. Efecto de la inmovilizacidn de lactasa (12%) en
Ires sopories sobre 1a hidrélisis de lactosa en la
leche a 5°C

Las diferencias entre los porcentajes de hidrdlisis obtenidos
con los tres tipos de soportes se pueden atribuir a las
caracteristicas propias de cada soporte, como la porosidad
del matenal y la temperatura de gelificacidn, asi como la
forma de inmovilizacién en perlas o discos (Tosa er al,,
1979).

Cuando se utiliza alginato y carragenina, las curvas
que describen el procese de hidrdlisis son de formas

semejantes, pero se presenta una diferencia de
aproximadamente un 8% en la cantidad del azicar
hidrolizada a partir de la primera hora. Esta diferencia no
es estadisticamente significativa (p=0,05).

En el caso del alginato, es posible que la inhibicién por
iones de calcio sea la responsable de que los resultados
obtenides sean menores comparados con los de la
carragenina, pues estos iones actdan como inhibidores.
Par el contrario, los iones potasio actdan como activadores
de la lactasa de K. fragilis (Novo Industri A/S; Mahoney y
Adamchuk, 1980}, y pueden contribuir a que los porcentajes
de hidrdlisis oblenidos con carmagening sean mayores a los
conseguidos con alginato.

La alta viscosidad de la solucidn de carragenina dificulid
su manejo y posiblemente la dispersidn homogénea de la
enzima y la formacidn de las perlas. Por el contrario, el
manejo de las soluciones de alginato y agar resulta mds
sencillo, ya que tienen viscosidades mds bajas, pese a que
se utilizaron en mayor concentracidn que la carragenina,

Al analizar el efecto de la concentracidn de lactasa
inmovilizada en agar, se encontrd que los resultados
obtenidos en el porcentaje de hidrélisis difieren
significativamente (p<0,05) con las cuatro concentraciones
de enzima empleadas.

Como s¢ muestra en la Figura 2, la reaccitn depende
directamente de la concentracidn de enzima. Se observa
que, con todas las concentraciones enzimdticas usadas y
una vez concluida la primera hora de proceso, se produce
una disminucidn en la velocidad de reaccidn, es decir, una
reduccidn en la concentracidn del sustrato en funcidn del
tiempo transcurrido. Esta disminucién se puede atribuir a
la inhibicidn causada por los productos de hidrélisis.
En el caso especifico de la lactasa de K. fragilis, Chen
er al. (1985) coinciden en que la galactosa y la glucosa
actian como inhibidor competitivo ¥ no compelitivo,
respectivamente, alterando el curso normal de la reaccidn.
Conforme aumenta el porcentaje de lactosa hidrolizada, se
incrementa la cantidad de glucosa y galactosa en el medio,
lo cual contribuye a aumentar el grado de inhibicidn; por
esta razdn, la velocidad de reaccidn se reduce a medida
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que aumenta ¢l tiempo de incubacidn. Lo anterior
concuerda con lo indicado por Woychik y Wondolowski
(1973), quienes sefialan que la inhibicidn aumenta durante
el curso de la hidrélisis de la lactosa y reduce
sustancialmente la eficiencia de la enzima,

TEE

Hidrilisis (%)

15 20 25
Tiempo de incubaciin (h)

Figura 2. Efecto de la concentracidn de lactasa
inmovilizada en agar sobre la hidrélisis de
lactosa en la leche a 5 °C. pfp: de lactasa

por g de soporte

Los cuatro procesos de hidrélisis variando la concentracion
de enzima inmovilizada, se caracterizan por ser ripidos,
porque en todos ellos se obtiens mds del 50% de conversitn
de la lactosa en 1 h, pero tienen el inconveniente de que
requieren una cantidad considerable de enzima (37-87
mL/L leche).

Es posible definir la concentracidn de lactasa por utilizar
en funcidn del porcentaje de hidrdlisis que se desea alcanzar.
De esta manera es posible obtener con | h de proceso,
aproximadamente un 30% de conversién usando una
proporeidn de enzima de 4,8%, 70% utilizando 7,2%; 75%
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empleando 9,6% o un 0% de hidrdlisis utilizando 12%
de lactasa.

Los resultados de la prucba de estabilidad se presentan
en el Cuadro 2, donde se observa que el porcentaje de
conversidn de la lactosa se mantiene constante las primeras
siete veces que s¢ reutiliza la enzima inmovilizada y
posteriormente empieza a disminuir. El porcentaje de
hidrélisis se reduce en un 64% después de usar 14 veces
los mismos discos.

Cuadro 2. Resultados de la prueba de reutilizacién de
lactasa inmovilizada en agar. Condiciones
de hidrdlisis: concentracidn de lactasa 4,8%.
temperatura 5 °C, tiempo de incubacidn

4 h.
Miumero de veces  Hidrdlisis *  Hecuento total®

que se utilizd (%) ** bacterias
{(UFC/mL)

1 72,3 =04 1.0 x 10

2 71,8 =04 1.0 x 10"

i 70,6 = 0,3 1.0x 107

4 70,8 03 7.0 x 10/

5 708 £ 0,3 B.5x 100

L] T4 =08 6.0 x 10

7 71.2£03 1.5 % 10"

& G301 £ 14 4.8 x 10

9 60,8 £ 0 1.8 x 100

[1] 522+05 4.2 x 100

1 48,8 £00 1.2 x 100

12 a0+ 18 1.0 x 10

13 ATe= 148 1.8 x 100

14 256 +05 1.5x 10!

* Cada resultado es el promedio global de las mediciones
obienidas en las dos pruebas realizadas.

=+ Se presenta el error estindar para cada resuliado.



Cuando laactividad de la lactasa inmovilizada comienza a
decaer, es posible modificar el tiempo de incubacién para
lograr que el porcentaje de hidrdlisis de la laciosa
permanezca constante, de esta forma se podria aumentar
la vida dtil de la enzima.

Los soportes orgdnicos asi como la lactasa inmovilizada,
estin expuestos a problemas de contaminacién microbiana,
lo que causa el deterioro del soporte, disminuye la actividad
de la enzima y constituye una fuente potencial de
contaminacién para el sustrato (Hultin, 1983; Pastore
el al., 1974)., Por estas razones, ¢l proceso de
inmovilizacidn de la enzima y su manipulacidn se llevaron
a cabo en una cdmara de flujo laminar y utilizando equipo
previamente esterilizado. Los resultados (Cuadro 2)
sefialan que la carga microbiana es muy baja y se mantiene
estable durante la prueba, Esto indica que el uso continuo
de la enzima inmovilizada no causa recontaminacion de la
leche,

El estudio microbioldgico realizado permite afinmar que
L disminucion en el porcentaje de hidrdlisis después de la
sélima utilizacidn de la enzima, no es producto del
crecimiento de microorganismos. Por lo tanto, es posible
que este comportamiento se deba a la pérdida de enzima
por difusidn, aunque el efecto en la hidrélisis se manifieste
despudés de utilizar varias veces los mismos discos (Tosa
el al., 1979,

Ademis, la presencia de iones calcio y sodio en la leche
puede causar una desestabilizacidn de la enzima, debido a
que ladisminucion en la actividad de la lactasa es controlada
por ¢l entorno 1dnico, como se indicd anteriormente
(Mahoney y Adamchuck, 1980). Esta influgncia ¢s mayor
si se considera que el sustrato empleado tiene un alto
contenido de salidos totales {mayor que la leche comercial),
y por lo tanto el porcentaje de estos iones es més elevado.

La adicidn de activadores en la leche, tales como iones
potasio y manganeso, ha probado ser efectiva para
aumentar la actividad de la lactasa de K. fragilis (Wendorff
efal., 1971; Mahoney y Adamchuk, 1980). Poresta razdn,

seria conveniente analizar la posibilidad de incrementar la
actividad de la enzima inmovilizada en agar, ya sea
agregando directamente una solucién con los iones al
soporte en estado soluble o al sustrato en que se almacena

la enzima inmovilizada, previe a su empleo en el proceso
de hidrélisis.
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