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RESUMEN

La aplicacion de la lactasa en la industria de lacteos se ha intensificado en los
ultimos afios. Existen diferentes fuentes de obtencién a nivel comercial. Las
lactasas de levaduras son las mas utilizadas debido a su pH y temperatura de
trabajo, estas enzimas son intracelulares y para su obtencién requieren
primeramente que la célula sea lisada. Su grado de pureza resulta ser muy
importante para evitar la presencia de contaminantes cuyos efectos en el producto
sean diversos; los contaminantes de importancia particular son las proteasas las
cuales si son introducidas a la leche puede causar en casos extremos la
coagulacion de la misma y la generacion de sabores amargos.

De los preparados comerciales disponibles en el mercado, el de mayor pureza, es
el Maxilact® LX-5000. En el presente trabajo se le detecto actividad proteolitica
contaminante de 0.28 UE/ml.

Se realizo la separacion de las proteasas contaminantes del Maxilact® LX-5000,
empleando las técnicas de filtracion en gel y cromatografia de intercambio i6nico.
También se propuso como alternativa para la eliminacion de la actividad
proteolitica contaminante la muerte térmica de las enzimas.

Se determino el peso 'molécular tanto de las proteasas contaminantes como de la
lactasa, mediante filtracion en gel, electroforesis-SDS y espectrofotometria de
masas por electro aspersion.

El peso molecular para lactasa fue de 175000 Da y el de las proteasas de de 59000
y 11000 Da, respectivamente. Se encontrd que la lactasa es una enzima constituida
por diferentes subunidades.

Se determind la energia de activacion y temperaturas de actividad optima para
lactasa y actividad proteolitica en el preparado comercial.

Se estudio el efecto del Maxilact® LX-5000 en la elaboracion del yogurt,
encontrandose, que los yogures con lactosa hidrolizada presentan menor velocidad
de produccion de acido lactico que aquellos en donde no se hidroliza previamente
la leche y ademads, que el porcentaje de hidrélisis y la presencia de los mosacaridos
resultantes de 1a hidrolisis afectan el metabolismo de los microorganismos, dando
como resultado yogures con una cantidad menor de acido lactico.



1. INTRODUCCION

El potencial de aplicacién de la B-galactosidasa ha sido de gran interés en la
industria lictea por los beneficios que de ella pueden obtenerse (Holsinger y
Kligerman, 1991; Garcia-Garibay, 1992). En los diferentes estudios realizados sobre
productos lacteos con bajo contenido de lactosa se han empleado preparados
enzimaticos comerciales obtenidos a partir de hongos y levaduras, en donde el
grado de pureza es variable pudiendo influir en las caracteristicas del producto
final. Los autores no consideran en sus conclusiones la probable presencia de
actividades contaminantes cuyos efectos pueden ser diversos.

En diferentes investigaciones se concluye que los efectos favorables de la hidrélisis
de la lactosa presente en la leche previa a la elaboracion de productos lacteos
fermentados, son debidos a la estimulacién de los microorganismos iniciadores por
parte de la glucosa liberada durante la hidrélisis de la lactosa, y la disponibilidad
de azicares mas facilmente digeribles.

Reportes recientes sobre el metabolismo de las bacterias lacticas participantes en la
fermentacion del yogurt, coinciden en que existe mayor preferencia por la lactosa,
y que los microorganismos carecen de un transporte especifico para los
monosacaridos liberados durante la hidrélisis de la lactosa en el medio, inclusive,
que estos pueden tener un efecto inhibitorio en el transporte de la lactosa y en la
sintesis de la B-galactosidasa intracelular (Zourari y col. 1992). Esto conduce a
replantear la razon del efecto de la hidrélisis de la lactosa de la leche destinada a la
elaboracion de yogurt.

Si en la lactasa utilizada durante la hidrdlisis estan presentes contaminantes tales
como proteasas, con actividad suficientemente alta, entonces éstas podrian estar
iniciando la hidrolisis de la caseina de la leche y la consecuente liberacion de
aminoacidos, importantes en el desarrollo de los microorganismos iniciadores y
con ello, una posible estimulacién de los mismos reflejada en una mayor
produccion de acido lactico, compuestos del sabor y la obtencion de yogurt con
caracteristicas sensoriales aceptables. Por otra parte, si la lactasa comercial mas
pura disponible en el mercado (Maxilact® LX-5000) presenta actividad proteolitica
contaminante el determinar si la actividad presente es suficientemente alta como
para conducir a cambios en la produccion y calidad del producto final, resulta ser
importante.

Dado que la informacion referente a la B-galactosidasa producida por K. laclis es
limitada, se plantea determinar algunas de sus caracteristicas moleculares y su
estabilidad térmica, esta ({iltima como una alternativa para eliminar selectivamente
la actividad proteolitica contaminante.



2. OBJETIVOS

-Separar la lactasa y proteasas presentes en el preparado comercial
Maxilact® LX-5000 y determinar su peso molecular.

-Establecer el perfil de temperatura de las actividades enzimaticas proteolitica
y de lactasa y la inactivaciéon ténnica de ambas enzimas presentes en el
Maxilact® LX-5000.

-Determinar el efecto del Maxilact® LX-5000 en el crecimiento de los
microorganismos iniciadores y la produccion de metabolitos relevantes
durante la elaboracion del yogurt y su repercusion en la calidad del producto
final.



3. ANTECEDENTES

3.1 YOGURT

El yogurt es un producto lacteo fermentado obtenido a partir del crectmiento de
Lactobacillus delbrueckii spp bulgaricus y Streptococcus thermophilus en leche
tibia, y se caracteriza por una textura suave y delicada con un caracteristico sabor
nogal (Kroger, 1976; Kosikowski, 1977; Tamime y Deeth, 1980; Garcia-Garibay
1986; Kroger, 1989; Tamime y Robinson, 1991). Es un alimento posiblemente
originario de la region de los Balcanes y de los paises del Oriente Medio. Desde
tiempos muy remotos ha sido ampliamente consumido, y aunque la evolucién del
proceso de fermentacidn ha sido estrictamente intuitiva, su produccion constituyo
una alternativa en la conservacién de la leche (Tamime y Robinson, 1991). A pesar
de la proximidad entre Europa y Oriente Medio, la popularidad del yogurt no se
extendi6 y la industria del yogurt no alcanzé un importante desarrollo hasta 1960,
siendo consecuencia principalmente de la introduccién del yogurt con sabor a
frutas o azucarado. Desde entonces la popularidad del yogurt se ha extendido a
otras partes del mundo y su consumo ha aumentado notablemente, el cual puede ser
atribuido entre otros factores a la continua investigacion y desarrollo tecnolégicos
realizados para lograr innovaciones en los productos a base de yogurt, lo que
condujo a un importante aumento de su aceptabilidad.

En México el consumo de yogurt en 1980 fue de IS mil toneladas, lo que representa
¢l 8% del total de derivados lacteos producidos en nuestro pais; en 1985 el consumo
de este producto fue de 32 mil toneladas representando el 13% de los derivados
lacteos producidos. Las proyecciones para 1986 y 1990 eran de 36 mil y de 49 mil
toneladas (Garcia-Garibay, 1986) respectivamente, lo cual era indicativo de un
mercado creciente, hoy en dia el yogurt es aceptado ampliamente .

El vocablo yogurt se deriva del término turco "Jugurt”, el cual ha presentado, a lo
largo de los afios numerosas variantes (Tabla 1).

Existen diferentes tipos de yogurt que varian en funcién de la composicién quimica
(contenido de grasa: total, medio y bajo), método de produccion (yogurt rigido -
tradicional-, batido y liquido), de acuerdo al sabor (natural, de frutas,
aromatizados y con saborizantes artificiales), de acuerdo al proceso de post-
incubacion (pasteurizacion/UHT, concentrado, congelado, bajo contenido de
lactosa, etc.) (Robinson y Tamime, 1975; Tamime y Deeth; 1980, Garcia-Garibay,
1986). En la Figura 1 se esquematizan las etapas del proceso para Ja elaboracion de
los diferentes tipos de yogurt.



3.2 YOGURT CON BAJO CONTENIDO DE LACTOSA

Este tipo de yogurt es elaborado utilizando leche previamente tratada con lactasa o
bien por adicién simultanea de la enzima y cultivos iniciadores.

Aun cuando el contenido de lactosa del yogurt puede variar con la concentracion
de sélidos no grasos, en la mayoria de yogures el contenido de sélidos de la leche
es relativamente alto y cantidades considerables de lactosa permanecen en el
producto después de la fermentacion (Smith y Bradley, 1984).

La hidrolisis de la lactosa permite conferirle al yogurt un sabor mas dulce, sin
aumentar su contenido calorico, lo convierte en un producto de mayor
digestibilidad y con caracteristicas sensoriales aceptables por el consumidor, en
virtud del mayor poder edulcorante de los monosacaridos resultantes de la
hidrolisis (Engel, 1973).

La adicion de lactasa a la leche previa a la elaboracion del yogurt puede
incrementar su costo, no obstante ha sido demostrado que incrementa su poder
edulcorante y la cantidad de azicar y frutas puede ser reducidas, o que contribuye
a equilibar costos (Gyuricksek y Thompson, 1976; O'Leary y Woychik, 1976b;
Smith y Bradley, 1984).
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DENOMINACION TRADICIONAL | ORIGEN
Jugurt/Eyrab/Ayran Turquia

Busa Turquestan
Kissel Mieka Balcanes
Urgotnic Los Balcanes
Leban/Laban Libano y algunos paises Arabes
Zabady Egipto y Sudan
Mast/Dough Iran y Afganistan
Roba Iraq
Dahi/Dadhi/Dahee India
Mazun/Natziib/Matsun/Matsoni Armenia

Katyk Transcaucasia
Tiaourti Grecia

Cieddy Italia
Mezzoradu Sicilia

Gioddu Cerdefia

Tarho Hungria

Fiih Finlandia
Filmjolk/Fillbunke/Filbunk/Surmelk/ Escandinavia
Taettemjolk/Tettemelk

logurte Brasil y Portugal
Skyr Islandia
Gruzovina Yugoslavia
Donskaya/Varenetes/Kurunga/Ryzhenka | Rusia
/Guslyanka

Tarag Mongolia
Shosim/Sho/Thara Nepal

Yoghurt/Y ogurt/Yogur/Yaort/Y ourt/
Yaourti/Yahourth/Yaghourt

Resto del mundo (La "Y:"es sustituida
por la "J"en algunos paises).

Tamime y Deeth (1980).




Tratamiento Preliminar de la leche
(Normalizacion del contenido de grasa al 0.5-3%, Aumento del extracto seco al 14-16%)

\

Precalentamiento de ia feche a 50-60°C

i
Homogenizaciéon 100-200 kg/cm?

\

Tratamiento térmico de )a leche
(85°/30min; 90-95°/5-10 min; 120°C/3-5 scg)

!
Enfriamiento hasta la temperatura de incubacion
(42-45°C 6 30°)
{
Siembra con el cultivo iniciador
\
YOGURT BATIDO YOGURT TRADICIONAL
Envase al por menor \lr
{ { i
Incubacion Adicion y mezcla  Adicion de sabores Incubado en masa
de las frmas sinéticos y colorantes
Refrigeracion J/ ~L
Incubacion Incubacion Refrigeracion (15-20°C 6 <10 C)
{ 1 d i
Refrigeracion Refnigeracion Envasado  Adicion y mezcla Adicién de
de las frutas los aromas v
colorantes
Envasado
| Envgsado
YOGURT YOGURT YOGURT YOGURT YOGURT YOGURT
NATURAL CON FRUTAS AROMATIZADO NATURAL CON FRUTAS AROMATIZADO
‘Tamimec v Robinson, 1991.
[ FIGURA 1. Procedimiento para. racion del yogurt. A




3.3 MICROORGANISMOS INICIADORES DEL YOGURT

En la elaboracién del yogurt, la leche sufre distintos cambios fisicoquimicos debido
a las condiciones de procesamiento y por la actividad de las bacterias lacticas
iniciadoras (Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y Streptococcus
thermophilus). Las reacciones bioquimicas de estos microorganismos en la leche
son fundamentales para conferir al yogurt sus caracteristicas finales, ya que sus
ciclos vitales se mantienen mediante un gran nimero de rutas metabdlicas
complejas (Tamime y Deeth, 1980; Marshall, 1987; Zourari y col., 1992).

El papel de S. thermophilus y L. delbrueckii ssp. bulgaricus en la manufactura
del yogurt puede resumirse en tres aspectos principales:

1) La acidificacion de la leche, mediante la produccion de acido lactico a partir de la
lactosa, proporcionandole al yogurt su sabor acido caracteristico y desestabilizando las
micelas de caseina al alcanzar un pH cercano a su punto isoeléctrico y mediante el paso de
calcio y fosforo del estado coloidal a una forma soluble.

2) La sintesis de compuestos que contribuyen al sabor y aroma, dentro de los cuales se
encuentra principalmente el acetaldehido, acetona y diacetilo.

3) El desarrollo de la textura y viscosidad como consecuencia de la precipitacion de
proteinas.

S. thermophilus es una bacteria gram positiva esférica, se observa en pares o en
cadenas; es homofermentativa y produce acido L-(+)-lactico a partir de glucosa,
fructosa, lactosa o sacarosa. Se caracteriza por su termorresistencia, presenta una
temperatura 6ptima de 40 a 45°C, aun cuando puede crecer a temperaturas entre
50-52°C (Garcia-Garibay, 1986; Zourari y col., 1992).

L. delbrueckii ssp. bulgaricus es un bacilo homofermentativo gram positivo, largo,
no movil; produce acido D-(-)-lactico. Es capaz de fermentar fructosa, glucosa y
lactosa, y algunas veces galactosa y manosa, pero no asi maltosa y sacarosa. Puede
crecer a temperaturas superiores a 45°C, pero tiene su Optimo entre 40 y 43°C; no
es capaz de crecer a temperaturas menores de 15°C. Tiene la capacidad de crecer a
pH inferiores a 5.0, y presenta metabolismo fermentativo aun en presencia de aire
(Garcia-Garibay, 1986; Zourari y col., 1992).



3.4 METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

El catabolismo de la lactosa, en S. thermophilus y L. delbrueckii ssp. bulgaricus,
se realiza en el interior de la célula, por lo que ambos microorganismos requieren
de algin tipo de transporte para poder utilizarla y ademas la enzima capaz de
hidrolizarla.

S. thermophilus posee un sistema de lactosa-permeasa, incluyendo una permeasa
proton dependiente localizada en la membrana, en el que fa galactosa parece estar
involucrada directamente en el transporte de la lactosa. Una gran cantidad de
galactosa en el medio inhibe el transporte de lactosa (Vedamuthu, 1978; Zourari y
col., 1992).

Los estudios bioquimicos han demostrado que la galactosa tiene una considerable
afinidad por la lactosa permeasa, en donde actia como un inhibidor competitivo
del transporte del disacarido. En vesiculas de membrana de E. coli la permeasa
lacS no solamente cataliza la fuerza motriz de los protones unida al sistema de
transporte de la lactasa, sino que también intercambia B-galactdsidos, lo que
significa que la reaccion de transporte procede como un antipuerto independiente
de la fuerza motriz de protones.

La galactosa requiere una fuente exogena de energia e involucra la accion de una
permeasa galactosa. En S. thermophilus no se ha detectado un sistema de transporte
semejante al sistema fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpinivico (PEP-PTS)
y ademas el transporte de la galactosa y glucosa es mas lento que el de la lactosa
en virtud de las limitaciones en el transporte de éstos monosacaridos (Zourari y
col., 1992).

Tanto L. delbrueckii ssp. bulgaricus como la mayoria de las cepas de S.
thermophilus utilizan solamente {a glucosa liberada por la B-galactosidasa
intracelular y liberan la galactosa en el medio de crecimiento.

L. delbrueckii ssp. bulgaricus realiza el transporte de la lactosa y galactosa
mediante un sistema de permeasas y el de la glucosa mediante un sistema de
fosfotransferasas.

Recientemente se ha reportado (Zourari y col., 1992) que la galactosa intracelular
es intercambiada con la lactosa, de manera semejante a la de S. thermophilus y que
la presencia de glucosa en el medio reprime el transporte de lactosa y la sintesis de
Ja B-galactosidasa.



En ambos microorganismos la glucosa liberada por la accion de la B-galactosidasa
intracelular es metabolizada por la via Embder Meyerhof Parnas. En el caso de la
galactosa, es liberada al medio en la mayoria de cepas de S. thermpohilus; en
cepas con fenotipo Gal’ es utilizada por la via Leloir. Hasta hoy, el uso de la
galactosa por la via de la tagatosa no ha sido reportado para S. thermophilus o L.
delbrueckii ssp. bulgaricus (Zourari y col., 1992).

3.4.1 Formacidn de los compuestos responsables del sabor y aroma

El sabor tipico del yogurt es debido al acido lactico y a varios compuestos
carbonilos (acetaldehido, acetona y diacetilo), algunos compuestos vélatiles y no
volatiles, y diversos compuestos derivados de la degradacion térmica de lipidos,
lactosa y proteinas, durante el tratamiento térmico de la leche previo a la
elaboracion del yogurt (Tamime y Deeth, 1980). Aun cuando la importancia del
acetaldehido, acetona y diacetilo en el sabor del yogurt es bien conocido, es dificil
evaluar la contribucion de otros compuestos volatiles, ya que la percepcion
sensorial varia considerablemente (Dumont y Adda, 1973).

3.4.2 Vias metabélicas de la sintesis del acetaldehido

La formacién de acetaldehido y otros compuestos volatiles que contribuyen al
aroma del yogurt por las bacterias lacticas tiene lugar durante la fermentacion. Las
concentraciones finales dependen de la presencia de enzimas especificas capaces
de catalizar la formacion de compuestos carbonilo a partir de diversos componentes
de la leche. Los constituyentes importantes de la leche para la produccion de
acetaldehido en el yogurt son la lactosa (principalmente la glucosa liberada) y los
aminoacidos treonina y metionina (Tamime y Robinson, 1991). La conversién de
glucosa a acetaldehido es catalizada por la reaccion de la aldehido deshidrogenasa
tanto en S. thermophilus como en L. delbrueckii ssp. bulgaricus. En la Tabla 2 se
resumen las posibles rutas metabolicas y reacciones iniciadas por S. thermophilus y
L. delbrueckii ssp. bulgaricus durante la formacion del acetaldehido en el yogurt.

3.5 METABOLISMO PROTEICO

La actividad proteolitica de las bacterias lacticas del yogurt es baja (Dutta y col,,
1971; citado en Tamime y Deeth, 1980; Zourari y col., 1992), no obstante, el grado
de proteodlisis es significativo durante Ja fermentacion, lo que puede contribuir a los
cambios en la estructura fisica del producto debido a la liberacion de péptidos de
diferentes tamaiios y aminoacidos libres, y contribuye a la formacion de
compuestos del sabor y aroma (Tamime y Deeth, 1980).



S. thermophilus y L. delbrueckii ssp. bulgaricus producen proteasas y peptidasas,

no obstante, existen diferencias importantes en cuanto a la actividad de éstas en

ambos microorganismos. S. thermophilus presenta mayor actividad peptidasa pero
actividad limitada de proteasas, mientras que L. delbrueckii ssp. bulgaricus tiene
la capacidad de hidrolizar caseina con mayor facilidad, lo que es indicativo de que
posee una actividad proteolitica superior, importante para el desarrollo de S.
thermophilus (Tamime y Deeth, 1980).

La actividad proteolitica de las bacterias lacticas esta involucrada principalmente
en la nutricion e interaccion de las bacterias del yogurt, ya que éstas no pueden
sintetizar aminoacidos esenciales. Ellas requieren de una fuente de nitrgeno
exogena y por tanto utilizan los péptidos y proteinas del medio de crecimiento
mediante }a accién de un conjunto de enzimas (Zourari y col., 1992).

TABLA 2

Posibles origenes del acetaldehido producido por S. thermophilus y L.
delbrueckii ssp. bulgaricus.

Constituyentes Reaccioén que implica la formacion de
de la leche acetaldehido
Lactosa Via piruvato durante el ciclo glicolitico
Via acetil fosfato o piruvato
Descarboxilacion directa del piruvato
Aminoacido Valina—acetaldehido + (posiblemente) alanina.

Treonina—acetaldehido + glicina

Escision de 1la treonina en glicina y
acetaldehido.

Conversion de la metionina en treonina y de
esta en acetaldehido +glicina

Acido nucleico

Timidina— acetaldehido + gliceraldehido-3
fosfato

Tamime y Robinson, [992.




3.6 LACTASA

La lactasa o B-galactosidasa (EC 3.2.1.23) es una enzima que cataliza la hidrélisis
de la lactosa dando como productos los monosacaridos D-glucosa y D-galactosa.

El uso de esta enzima ha abierto nuevas posibilidades en la industria lactea . Su
potencial se ha establecido desde los afios 50's (Reed y Pepler, 1973), no obstante
fue hasta la década de los ochentas cuando su empleo se intensificé debido al
desarrollo de los procesos comerciales y a sus diferentes aplicaciones (Garcia-
Garibay, 1992).

La lactasa se utiliza para producir leche libre de lactosa para personas con
intolerancia a este disacarido (Houst, 1988); ademas, facilita la elaboracién de
productos lacteos edulcorados donde el disacarido constituye un problema en
virtud que tiende a precipitarse debido a su baja solubilidad (Garcia-Garibay,
1992). Asi mismo, debido a que la lactosa hidrolizada tienen un mayor poder
edulcorante, por los monosacaridos que la constituyen, su hidrélisis permite un
ahorro en la cantidad de azicar que deberd adicionarse a estos productos (Engel,
1973; Holsinger y Kligerman, 1991).

Otra aplicacion de la lactasa es en el suero derivado de queserias, ya que es posible
reducir su alto contenido de lactosa, la cual limita su utilizacion, permitiendo que
el valor agregado de este subproducto se incremente. Esta enzima es utilizada
también en la elaboracion de algunos productos lacteos fermentados en los que se
ha reportado una reduccion considerable en el tiempo de fermentacién y mayor
produccion de acido lactico al utilizar leche con lactosa hidrolizada como materia
prima (Thompson y Gyuricsek, 1974; Woodward y Kosikowski, 1975; O'Leary y
Woychik, 1976a; Tamime, 1977; Marschke y Dulley, 1978; Weaver y Kroger, 1978;
Dariani y col., 1982; Thakar y col. 1987).

La lactasa o B-galactosidasa ha sido aislada de diversas fuentes: bacterias, hongos,
levaduras, plantas y animales. Para su utilizacion en la industria lactea, a nivel
comercial, la enzima se extrae principalmente de hongos tales como Aspergiilus
niger 'y Aspergillus oryzae, y levaduras como Kluyveromyces fragilis,
Kluyveromyces lactis y Candida pseudotropicalis (Vedamuthu, 1978; Nijpels, 1981;
Garcia-Garibay, 1992).



Las lactasas destinadas para la hidrélisis de la lactosa en la leche por las
propiedades que presentan, principalmente su pH dptimo, son las de levaduras
(Mahoney y col., 1975; Nijpels, 1981; Mahoney, 1985; Holsinger y Kligerman,
1991; Garcia-Garibay, 1992). En la Tabla 3 se muestran las principales lactasas de
levadura disponibles en el mercado mundial.

Las lactasas de levaduras son enzimas inducibles e intracelulares, en general son
extraidas mediante la lisis de las células o bien mediante una ruptura parcial de la
pared celular (permeabilizacion); en ambos casos es importante la purificacion de
la enzima de manera que no subsistan metabolitos contaminantes que afecten la
calidad de los productos. Los contaminantes de importancia particular son las
proteasas y la actividad de las enzimas de la glucélisis conocida como "actividad
zimasa". En el primer caso, si son introducidas a la leche pueden dar origen a
sabores amargos y en casos extremos a la coagulacion del producto, y las zimasas
podrian conducir a la fermentacion de glucosa con la formacién de alcohol
(Marschke y Dulley, 1978; Mittal y col., 1991; Garcia-Garibay, 1992).

La literatura cientifica sobre la aplicacion y obtencién de las lactasas es extensa, no
obstante, se han realizado pocos estudios sobre los procesos de produccidn,
purificacidn y caracterizacion de la enzima.

Existen algunos reportes referentes a la produccidon de lactasa a nivel laboratorio,
en donde se establecen las condiciones de produccion, mas no de escalamiento, la
seleccion de  cepas hiperproductoras, las condiciones ambientales para la
produccién de la enzima (Mahoney y col., 1975), las condiciones de oxigenacion
(Garcia-Garibay y col., 1987) y las caracteristicas bioquimicas y funcionales de la
enzima (Mahoney y Whitaker, 1977 y 1978; Dickson y col. 1979; Mahoney, 1980).

De las lactasas de levaduras del género Kluyveromyces, la de Kluyveromyces
fragilis (en la actualidad K. marxianus) ha sido purificada y caracterizada
(Uwajima y col. 1972; Mahoney y Whitaker, 1977 y 1978). El peso molecular
encontrado para esta lactasa es de 201000 Da, con 9-10 subunidades presentes
(Mahoney y Whitaker, 1978).

Dickson y col. (1979), realizaron estudios sobre la B-galactosidasa proveniente de
Kluyveromyces lactis, ellos reportan un peso molecular de 135000 Da, sin la
presencia aparente de subunidades.

Aun cuando pudiesen existir estudios mas recientes y especificos sobre la
estabilidad, propiedades bioquimicas y fisicas de la enzima, la informacién esta
limitada posiblemente en virtud de que es una informacion confidencial por parte
de las diferentes compaiiias que la producen (Garcia-Garibay, 1992).



TABLA 3

_ Lactasas comerciales de levadura -]
NOMBRE COMPANIA FUENTE DE UNIDADES
COMERCIAL OBTENCION (Kat/ml)
Maxilact LX-5000 | Gist-Brocades K. lactis 5000
Maxilact L-2000 Gist-Brocades K. lactis 2000
Kerulac Gist-Brocades K. lactis ---
Hydrolat Sturge Enzymes K. fragilis 5000
LP 7028 Rhom K. fragilis 2000
Lactozym Novo K. fragilis 3000
Neutral Lactase Pfizer C. pseudotropicalis 2750
Takamine Lactase Miles K. fragilis ---
Lact-Aid Lact-Aid K. lactis 1000

Garcia-Garibay, 1992



3.7 PRESENCIA DE CONTAMINANTES EN LAS PREPARACIONES
COMERCIALES DE LACTASA DISPONIBLES EN EL MERCADO.

Las preparaciones comerciales de lactasa utilizadas en la industria lactea deben ser
de alta pureza para evitar efectos adversos en el producto. En virtud de los
diferentes procesos de obtencion, se ha encontrado, aun en las preparaciones
disponibles, de mas alta pureza, la presencia de diferentes actividades enzimaticas,
principalmente proteolitica ( Mittal y col., 1991; Alatorre y col., 1993).

Marschke y col. (1980), ensayaron el nivel de actividad proteolitica contaminante
en una preparacion comercial de lactasa (Maxilact® 20000 y 40000), vy
concluyeron que el incremento de la protedlisis de queso cheddar elaborado con
leche con lactosa hidrolizada era por las proteasas contaminantes en el extracto
enzimético. Olano y col. (1983) ensayaron 19 actividades enzimaticas en
Maxilact® 20000, encontrando que aun cuando la actividad lactasica fue la
principal actividad en Maxilact, otras actividades fueron detectadas tales como o-
galactosidasa, fosfatasa alcalina, fosfoamidasa, arilamidasa leucina, diferentes
actividades lipoliticas y también actividad proteolitica considerablemente alta en
las fracciones soluble e insoluble del Maxilact.

Broome y col. (1983), reportaron que yogures preparados con leche tratada a partir
de diferentes preparaciones comerciales de lactasa fungica y de levaduras,
presentaron sabor amargo y desagradable, atribuyéndoselos a la posible presencia
de proteasas contaminantes en las preparaciones empleadas, aun cuando no
comprueban la presencia de éstas. De la misma manera Danani y col. (1982),
encontraron que leches con bajo contenido de lactosa tratadas con diferentes
lactasas, presentaron coagulacion y generacion de sabores extrafios, con excepcion
de Maxilact® LX-5000, que no ocasiond los mismos problemas.

Grieve y col. (1983), realizaron la caracterizacion parcial de las proteinasas
producidas por Kluyveromyces lactis y las compararon con las presentes en el
Maxilact® 40000. Reportan que en la preparacion de Maxilact, las proteinasas
detectadas eran similares a las presentes en un autolisado de K. lactis, conteniendo
actividades de una endopeptidasa acida, una serinendopeptidasa y una
serinexopeptidasa, cuyo peso molecular fue de 58000, 48000 y 36000 Da
respectivamente.

Alatorre y col. (1993), analizaron el preparado comercial de mayor pureza en el
mercado, Maxilact® LX-5000, y detectaron actividad proteolitica elevada.
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3.8 EFECTOS DE LA HIDROLISIS DE LA LACTOSA EN LA LECHE
DESTINADA A LA ELABORACION DE YOGURT Y OTROS PRODUCTOS,

El empleo de la lactasa para disminuir el contenido de la lactosa presente en la
leche, tuvo como principal razén facilitar el consumo de este valioso alimento a la
poblacién que presentaba intolerancia a este disacarido. Este hecho condujo a
incrementar el interés por el uso de la enzima no solamente en la leche sino ademas
en diferentes productos lacteos. Las investigaciones condujeron a observar que al
hidrolizar la lactosa de la leche utilizada en la elaboracion de algunos productos,
presentaba efectos favorables y estimulaba la actividad de los microorganismos
iniciadores participantes.

Engel (1973) reportd el uso de la lactasa para elaborar yogures mas dulces sin
incrementar su contenido caldrico, mediante el aprovechamiento de la lactasa no
utilizada por las bacterias lacticas durante la fermentacion. El producto obtenido
era de un sabor mas suave y dulce, mas agradable para los consumidores y rentable
para el productor. Hilgendorf (1981) y Smith y Bradley (1984), determinaron los
niveles optimos de lactasa fingica para elaborar yogurt bajo en calorias y de bajo
contenido en lactosa, los productos mostraron un tiempo de coagulacién
ligeramente menor, dependiendo de la concentracion adicionada del preparado
comercial enzimatico de lactasa adicionado, respecto al control.

Los pioneros en estudiar el efecto de la hidrolisis de la lactosa en el yogurt con la
enzima B-galactosidasa fueron Guilliland y col. (1972). Observaron que la glucosa
liberada durante la hidrélisis enzimatica de 1a lactosa estimulaba la produccién de
icido de los estreptococos lacticos. Sugirieron que los microorganismos no
producian el maximo de acido lactico debido a su incapacidad para metabolizar
lactosa eficientemente cuando la leche no estaba hidrolizada. Ademas observaron
que Ia glucosa se metabolizaba rapidamente y la galactosa se acumulaba en el
medio. O'Leary y Woychik (1976a) encontraron resultados similares en cultivos
mixtos de S. thermophilus y L. bulgaricus en leche tratada con lactasa.

Thompson y Gyuricksec (1974) y Gyuricksec y Thompson (1976), desarroilaron un
proceso para la elaboracion de yogurt rigido de bajo contenido en lactosa. Ei
procedimiento propuesto involucraba el pretratamiento de la leche con una lactasa
proveniente de Kluyveromyces lactis, considerando 90-95% de hidrdlisis de la
lactosa total presente en la leche. Reportaron de igual manera que el tiempo
requerido para desarrollar la acidez final era menor y que el producto era mas dulce
que el control, favoreciendo asi la aceptacion por parte de los consumidores.
Estudios similares realizaron O'Leary y Woychick (1976b), encontrando el mismo
efecto, no obstante, concluyen que ni la relacion simbidtica de los
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microorganismos iniciadores ni la formacién de los compuestos responsables del
sabor eran afectados por la hidrélisis de la lactosa.

Tamime (1977 y 1978) realizo el estudio del comportamiento de tres tipos de
cultivos iniciadores (normal, viscoso y filante) para la elaboracion del yogurt
utilizando leche hidrolizada con lactasa al 50 y 100%. En todos los casos la
produccion de dcido lictico fue mayor en la leche hidrolizada al 50% respecto al
control. La excepcion fue el yogurt preparado con leche hidrolizada al 100% e
inoculado con bacterias filantes, ya que presentd una velocidad menor de
desarrollo de acido lactico comparado con el control.

Uno de los trabajos mas interesantes del efecto de la hidrélisis de la lactasa en el
desarrollo de lactobacilos y estreptococos es el realizado por Hemme y col. (1979).
Mediante su estudio lograron establecer la diferencia que puede existir entre cepas
de la misma especie en cuanto a su capacidad para metabolizar glucosa, galactosa y
lactosa. Concluyen que la estimulacion en el crecimiento de los microorganismos
descrita por Guilliland y col. (1972), y sostenida por otros autores, no era debida a
la facilidad de asimilar glucosa, sino a la présencia de proteasas contaminantes en
el preparado comercial.

Por otra parte estudios similares se realizaron en quesos. Reportaron un incremento
en la velocidad de produccion de acido y maduracion del queso reflejado en una
mayor proteolisis (Thompson y Brower, 1974; Thompson y Gyuricsek, 1974;
Woodward y Kosikowski, 1975; Marschke y Dulley, 1978; Weaver y Kroger, 1978;
Labuschagne y Nieuwoudt, 1978; Gooda y col., 1980, 1982, 1983; Rhida y col,,
1983, 1984; Thakar y col., 1987 y 1992). A pesar de lo anterior Cardwell y
Prombutara (1976), reportaron efectos. no favorables en la maduraciéon y
caracteristicas sensoriales de quesos cuando se utilizaba leche hidrolizada con
lactasa, en donde el producto obtenido presentaba la formacion de sabores
extraiios, color blanquecino y cuerpo arenoso.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 SEPARACION DE LAS PROTEASAS PRESENTES EN EL MAXILACT® LX-
5000

4.1.1 Enzima

Se usé un preparado comercial de lactasa: Maxilact® LX-5000 (Gist Brocades,
Holanda).

4.1.2 Determinacién de actividades enzimaiticas
Actividad de lactasa

Se determiné midiendo espectrofotométricamente (Espectrofotometro, Shimadzu
UV-160 con control de temperatura, Japon) la hidrélisis de o-nitrofenil-8-
galactopiranésido (ONPG) (Miller, 1972) en reaccion continua efectuada en la
celda, bajo temperatura controlada a 37°C, siguiendo un registro de la absorbancia
a 410 nm a pH 6.6, empleando una solucion amortiguadora de fosfatos 100mM.

Una unidad de lactasa se define como la cantidad de enzima capaz de hidrolizar
una pmol de ONPG por minuto a 37°C.

Actividad proteolitica

Se utilizé la técnica modificada de Hull (1947), empleando caseina soluble
(Hammarsten, Merck) como sustrato en regulador TRIS, pH 7.0. La protedlisis se
determiné mediante el aumento de péptidos solubles en acido tricloroacético
(Baker) al 5%, cuantificados espectrofotométricamente a 280 nm empleando un
espectrofotémetro Shimadzu UV-160.

Una unidad de proteasa se define como la cantidad de enzima requerida para
liberar una umol de de tirosina por minuto a 35°C.

4.1.3 Separacion de las proteasas y determinacién del peso molecular por filtracion
en gel

Se empleé una resina Ultrogel AcA34 (LKB), la cual fue dispersada en una
solucion amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH 7.0, y se empaco en una columna
(2.5x90cm). La columna fue equilibrada con la misma solucion amortiguadora y el
flujo se mantuvo a 7 ml/h, empleando una bomba peristaltica (P1 Pharmacia). Se
calibré la columna con proteinas de peso molecular conocido (MW-GF-
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1000;Sigma). El peso molecular aparente de las proteasas y lactasa fue
determinado a partir de la curva de calibracion, relacionando el volumen de elucién
y el volumen vacio (Ve/Vo) contra el logaritmo del peso molecular de las proteinas
conocidas (Andrews, 1964). Para la elucion de la muestra, se adicioné a la columna
un volumen de 7.5 ml de extracto comercial diluido con solucién reguladora hasta
alcanzar una concentracién de proteina entre 70-80 mg/ml, determinado por el
método de Lowry y col. (1951). La muestra se filtr antes de pasarla a través de la
columna, empleando una membrana de 0.45um en un filro Millipore. Se
colectaron fracciones de 3.5ml cada una y se les determiné la actividad proteolitica
y de lactasa. Para cada fraccion se registré la absorbancia a 280 nm.

4.1.4 Cromatografia de intercambio i6nico

Se disperso una resina de DEAE-Sepharosa CL6B (Sigma) en solucion
amortiguadora de fosfato de sodio 10 mM pH 7.0 y se empacd en una columna
(1.5x20cm) calibrada con la misma solucion amortiguadora. Se adicioné a la
columna 3 ml de extracto comercial de lactasa previamente filtrado a través de una
membrana de 0.45 pm en un filtro Millipore. El material no absorbido en la
columna fue lavado con la misma solucion amortiguadora de calibracion. La
proteina absorbida fue removida de la columna mediante un gradiente lineal de
NaCl (0-0.5N). Se colectaron fracciones de 3.5 ml y se determiné en cada una de
ellas la actividad de lactasa y proteolitica.

4.1.5 Electroforesis

Se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de acuerdo con el
método de Laemmli (1970). Se empled una camara de electroforesis Mini Protean
II, Biorad. Para el corrimiento electroforético las muestras fueron tratadas
adicionandoles volumen a volumen una solucion de SDS al 4%, mercaptoetanol
10% y azul de bromofenol al 0.002%. La mezcla obtenida se incub6é a 100°C
durante 2 min antes de su aplicacién. Se usaron geles verticales con 11% de
poliacrilamida y un voltaje constante de 200V. La fijacion de proteinas se realizd
sumergiendo el gel en una solucién al 50% de acido acético y metanol, durante 30
min. Para la tincion se empled una solucion de azul de Coomasie al 0.25%, durante
30 min y después se destifio empleando una solucion al 50% de metanol y acido
acético. Para la determinacion del peso molecular se utilizaron proteinas de peso
molecular conocido entre 10,000 y 70,000 Da (MW-SDS-70;Sigma).



4.1.6 Espectrofotometria de masa por electro-aspersién (ESMS)

El extracto crudo de Maxilact® LX-5000 fue dializado en agua desionizada
durante 24h a 4°C, posteriormente la muestra fue liofilizada.

El Maxilact (1 mg) previamente liofilizado fue dispersado en agua desionizada
(0.5ml) y después diluido con un volumen igual de acetonitrilo y acido férmico
(Ponce y col. 1993). Todas las muestras fueron analizadas en un espectrofotometro
de masas VG Quattro, ajustado a una interfase de electroaspersion (VG Biotech.
Altrinchman, G.B.). El solvente acarreador consistié de volumenes iguales de
acetonitrilo y acido formico, el cual se bombeé mediante una véalvula Rheodyne a
la fuente a 5 pm/min. La entrada del capilar fue mantenida a 4KV con un electrodo
contador a 1KV y la fuente a 70°C. Las muestras fueron introducidas en la
corriente de solvente via una valvula Rheodyne. La escala de masa fue calibrada
regularmente (cada 3h; aproximadamente cada seis muestras) usando mioglobina
de corazon de caballo (Sigma).

De manera semejante se realizo el tratamiento de las muestras de B-galactosidasa y
de proteasas parcialmente purificadas obtenidas por cromatografia de intercambio
16nico para su analisis por ESMS.

4.2 INACTIVACION TERMICA DE LA LACTASA Y PROTEASAS PRESENTES
EN EL MAXILACT® LX-5000

Para evaluar la inactivacion térmica de la lactasa y proteasas presentes en el
Maxilact® 1.X-5000, las cinéticas de inactivacion (desnaturalizacion) se realizaron
por triplicado utilizando las temperaturas de 20 a 90°C con incrementos de 5 °C.
Para cada temperatura se utilizaron 4 g de extracto crudo de Maxilact® LX-5000,
distribuidos en 4 tubos de ensaye, previamente incubados a la temperatura de
operacion. Se tomaron muestras de | g a diferentes intervalos de tiempo (1,2,3 y 4
min) y se guardaron en refrigeracién durante 6-8h aproximadamente para la
determinacion de las actividades proteolitica y de lactasa.

4.3 PERFIL DE TEMPERATURA DE LA LACTASA Y PROTEASAS DEL
MAXILACT® LX-5000

4.3.1 Lactasa

Para determinar el perfil de temperatura de la lactasa, se trabajéo en reaccion
continua, utilizando un espectrofotometro Shimadzu UV-160 con control de
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temperatura. La actividad enzimatica se midio en un intervalo de temperatura de 5
a 65°C con incrementos de 5°Cy 75°C.

4.3.2 Proteasas

Se realizé la determinacion de actividad proteolitica mediante reaccién continua,
tomando datos de actividad proteolitica cada hora durante 3 h, considerando las
mismas temperaturas de reaccion utilizadas en la determinacién de lactasa.

4.4 OBTENCION DE LA ENZIMA B-GALACTOSIDASA PARCIALMENTE
PURIFICADA

La lactasa obtenida después de la filtracion en gel (punto 4.1.3), fue dializada en
soluciéon amortiguadora de fosfatos 10mM, pH 7.0, durante 24 h a 4°C y
concentrada por ultracentrifugacion (Ultracentrifuga HETO VR-1). Posteriormente
se sometio a cromatografia de intercambio idnico, bajo las mismas condiciones
mencionadas en el punto 4.1.4. La B-galactosidasa obtenida, se dializd en agua
desionizada durante 24 h a 4°C y liofilizé (Liofilizador, HETO VR-1).

La muestra liofilizada obtenida, se sometid nuevamente a cromatografia de
intercambio 16nico, para asegurar un mayor grado de pureza. De igual manera la
enzima fue dializada y liofilizada.

Las proteasas parcialmente purificadas se obtuvieron de manera similar al
procedimiento mencionado con anterioridad.

4.5 EFECTO DE LAS PROTEASAS CONTAMINANTES EN LA ELABORACION
DEL YOGURT

4.5.1 Microorganismos

Las cepas usadas fueron Streptococcus thermophilus ST233 de la coleccion del
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, México, D.F., y Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus NCFB 1489 de la National Collection of Food
Bacteria, Reading, Inglaterra.

4.5.2 Mantenimiento de iniciadores

Los microorganismos iniciadores se mantuvieron en 10% (p/v) de leche

descremada bacteriologica (Difco, Detroit, M14832, USA), esterilizada a 121°C
durante 15 min.
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4.5.3 Preparacion del inéculo

El in6culo fue preparado adicionando 5% (v/v) de los cultivos reserva en leche
descremada (Nestlé, México) la cual fue reconstituida al 10% (p/v) y esterilizada a
121°C/15 min. Posteriormente se incubaron a 37°C durante 16-18 h.

4.5.4 Enzimas

Las enzimas utilizadas fueron Maxilact® LX-5000 (Gist-Brocades, Holanda) y B-
galactosidasa parcialmente purificada (libre de proteasas), obtenida por
cromatografia de intercambio idnico (punto 4.4).

4.5.5 Condiciones de hidrolisis de la leche

4.5.5.1 Efecto de las proteasas contaminantes presentes en el Maxilact® LX-5000 durante la
elaboracién del yogurt versus B-galactosidasa

Se prepararon por triplicado tres lotes de leche descremada (Nestlé) reconstituida al
11%, se trataron térmicamente a 85°C durante 20 min y se enfriaron a 30°C.

1) Se adicion6 0.05% de Maxilact® LX-5000, en condiciones asépticas,
previamente filtrado en membranas estériles de 0.22um (Millipore), se incubo con
agitacion a 30°C (temperatura 6ptima determinada de acuerdo al punto 4.3.1)
durante 8h para asegurar el 100% de hidrolisis de la lactosa presente en la leche.

2) Bajo las mismas condiciones que el anterior, se adiciond B-galactosidasa

purificada, asegurandose que las unidades enzimaticas fuesen equivalentes. Las
condiciones fueron las mismas para obtener el 100% de hidrolisis.

3) Se mantuvo bajo las mismas condiciones de agitacion y temperatura pero sin la
adicion de ninguna enzima.

4.5.5.2 Efecto del grado de hidrélisis de la lactosa presente en la leche en el metabolismo de las
bacterias iniciadoras durante la fermentacién del yogurt.

Se utilizd leche reconstituida al 11% (p/v) y tratada térmicamente, como se
describio en el punto anterior.

Se prepararon por triplicado tres lotes de leche:

1) Control, leche sin hidrolizar.

22



2) Leche hidrolizada al 100% , con Maxilact® LX-5000.

3)Leche en el que simultaneamente se adiciono el indculo y la enzima Maxilact®
L.X-5000 al 0.05% y se mantuvo a la temperatura de incubacion de la fermentacion
mencionadas con anterioridad.

4.5.6 Condiciones de fermentacion

Se inocularon tanto la leche previamente hidrolizada (con ambas enzimas) como a
la leche sin hidrolizar (control) con 5% (v/v) de los microorganismos iniciadores.
La fermentacion se realizé a 43°C durante 6h, los yogures resultantes fueron
almacenados una noche a 4°C, para la realizacién de los analisis correspondientes.
La fermentacion se llevd a cabo por triplicado, en frascos herméticamente cerrados,
conteniendo 250 ml de leche.

4.6 METODOS ANALITICOS
4.6.1 Determinacion de lactosa/galactosa

La cuantificacion de azlcares, durante la hidrélisis de la leche, se realizd mediante
el método de Lactosa/D-Galactosa (Boehringer-Mannheim, No. Cat. 176303) que
consiste en la cuantificacion estequiométrica de la galactosa liberada por la
hidrélisis de la lactosa en presencia de la enzima B-galactosidasa y la subsecuente
reaccion de Oxido reducciéon entre la D-galactosa y nicotinamida-adenin-
dinucledtido catalizada por la enzima B-galactosa-deshidrogenasa. El incremento
de NADH es medido por su absorbancia a 365 nm.

4.6.2 Acidez total

Fue determinada mediante titulacion con NaOH 0.1N de 10g de yogurt diluido con
50 ml de agua destilada, empleando fenoftaleina como indicador. La acidez fue
expresada como % de acido lactico presente en la disolucion.

4.6.3 Determinacion de pH

El pH se midi6é directamente en la muestra con un potenciémetro (Conductronic
pH20, México).
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4.6.4 Viscosidad aparente

Se midi6 empleando un viscosimetro Brookfield RVTDV-II+ , en 300 g de
muestra de yogurt rigido. Las lecturas fueron tomadas a 15°C, después de 5 min,
usando el vastago 4 y una velocidad de 10 RPM en muestras refrigeradas una
noche después de la fermentacién. Todos los experimentos fueron realizados por
triplicado.

4.6.5 Cuantificacion de acetaldehido

El acetaldehido presente en los diferentes yogures se cuantificd mediante el método
de Boehringer-Mannheim (Cat. No. 668613), basado en la reaccion
estequiométrica entre el acetaldehido y nicotinamida-adenin-dinucleétido, en
presencia de la enzima aldehido deshidrogenasa. El aldehido es oxidado a acido
acético y el NADH obtenido es determinado midiendo a una absorbancia de 365
nm.

Preparacion de la snuestra para la cuantificacion de acetaldehido
A 40g de yogurt se adicionaron 4ml de solucién de acido citrico al 20%(p/v), se agitd
ligeramente y transfirid a un matraz volumétrico de 50 ml. Se aforé con agua destilada,

mezclo perfectamente y centrifugéd. En el sobrenadante se realizaron Jos ensayos.

4.6.6 Cuenta total y diferencial de microorganismos

El desarrollo microbiano se midié mediante cuenta en placa de la dilucion
apropiada, preparada con una solucion de peptona (Bioxon) al 0.1% en agar YLA
descrito por Matalon y Sandine (1986).

4.7 ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis de varianza y la prueba de comparaciones multiples se realizaron por
medio del paquete computacional SAS, adaptado a una red (servidor) (SAS
Institute, 1992).

A lo largo de la presente investigacion se realizaron disefios experimentales de
bloques completamente al azar (Steel y Torrie, 1988).

Asi mismo se realizaron ajuste de modelos mediante régresion simple y curvilinea,

comparacion de curvas y pruebas de parelalismo ( Martinez-Garza y Castillo-
Morales, 1987).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 SEPARACION DE LAS PROTEASAS Y DETERMINACION DEL PESO
MOLECULAR.

Para realizar la separacion de proteasas contaminantes del preparado comercial
Maxilact® LX-5000, se utilizaron las técnicas de filtracién en gel y cromatografia
de intercambio idnico, para lograr una mejor separacion de la lactasa y proteasas
contaminantes. En la determinacién del peso molecular se emplearon las técnicas
de filtracién en gel, electroforesis en gel de poliacrilamida SDS y la de
espectrofotometria de masas por electro-aspersion, este ultimo como un método
alternativo, nuevo, rapido y de mayor sensibilidad que electroforesis.

S.1.1 Filtracion en gel

En la Figura 2 se muestra el perfil de elucién obtenido de la filtracién en gel del
extracto crudo de Maxilact® LX-5000, asi como los pesos moleculares aparentes
calculados apartir de la curva de calibracion estimada. Los pesos moleculares
encontrados son de 59000 y 11000 Da para las proteasas y de 175000 Da para la
lactasa.

5.1.2 Cromatografia de intercambio iénico

El perfil de elucion obtenido mediante cromatografia de intercambio idnico se
presenta en la Figura 3. Se enconfrdé que la lactasa eluye a una concentracion de
NaCl de 0.19 N + 0.03. Los picos de actividad proteolitica eluyeron a 0.31 y 0.33 N
de NaCl.

5.1.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS

Se realizo la electroforesis de las fracciones de maxima actividad tanto para lactasa
como para las proteasas obtenidas de la cromatografia de intercambio iénico (Fig.
3). Del patrén electroforético (Fig. 4) se calcul6 el peso molecular de las bandas a
partir de la curva de calibracion estimada con marcadores conocidos. Para las
proteasas se encontrd la presencia de una banda de mayor intensidad con un peso
promedio de 51560 Da y también bandas menores con un peso molecular de
44700, 34200, 22000 y 19500 Da en los picos A y B, (Fig. 3); en el caso del pico
A, se encontré una banda adicional cuyo peso molecular es de 15000 Da. Lo
anterior puede sugerir que las bandas menores pueden ser impurezas derivadas de
la separacion cromatografica o bien posibles proteasas que estuviesen eluyendo a la
misma fuerza iénica.
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Grieve y col. (1983) reportaron la presencia de tres proteasas en un lote de
Maxilact® 40000 cuyos pesos moleculares fueron de 58000 (endopeptidasa),
48000 (serinendopeptidasa) y 36000 Da (serinexopeptidasa). Mediante filtracién en
gel se encontrd la presencia de una proteasa con un peso molecular de 59000 Da, el
cual es muy semejante al peso molecular reportado para la endopeptidasa, sin
embargo, en el electroforegrama se encontraron bandas cuyos pesos moleculares
oscilaban entre 51560, 44700 y 34200 Da las cuales podrian corresponder a las tres
proteasas reportadas por los autores antes mencionados, considerando que la
variacion del peso molecular es debido al método empleado para la determinacién.
Es posible que por la naturaleza de las proteasas y bajo las condiciones de la
cromatografia de intercambio idnico, las proteasas eluyeran con una fuerza idnica
muy parecida, no existiendo las separacion total entre éstas, de ahi que
encontraramos en la fraccion de maxima actividad para las proteasas diferentes
bandas con pesos moleculares muy semejantes a las proteasas reportadas por
Grieve y col. (1983). De acuerdo con la intensidad de las bandas en el
electroforegrama (Fig. 4) la proteina cuyo peso molecular es de 51560 Da puede
ser la proteasa que se encuentra en mayor concentracion en esa fuerza ionica.

Muchos autores en la literatura han reportado un amplio intervalo de pesos
moleculares para proteasas, los cuales varian entre 41000 (Meussdoerffer y col.
1980), a 60000 Da (Hata y col. 1967) para endopeptidasas y de 32000 (Lenney y
Dalbec, 1969) a 82000 Da (Saheki y Holzer, 1974) para serin endopeptidasas, esta
variacion depende del método utilizado en la determinacion.

En el caso de la lactasa (Fig. 4), se encontr6 en la fraccion de maxima actividad,
dos bandas de mayor intensidad cuyo peso molecular es de 46000 y 43600 Da y
seis bandas menores, las cuales presentaron un peso molecular entre 78000 y
20000 Da. No es posible determinar si las bandas menores encontradas son
impurezas debido al proceso de purificacion resultado de la protedlisis o
subunidades de la enzima. Esto no permite determinar con precision el peso
molecular de la lactasa mediante electroforesis ni el nitmero de subunidades que la
componen. No obstante lo anterior es indicativo de que la lactasa es una enzima
constituida por diferentes subunidades.
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Mahoney y col. (1978) reportaron un peso molecular para la lactasa de K. fragilis
de 201000 Da, determinado mediante filtracion en gel. Estos autores encontraron
mediante microscopia electronica, que la enzima estaba constituida de 9 6 10
subunidades, al llevar a cabo separaciones electroforéticas en SDS-PAGE,
encontraron dos bandas mayores correspondiendo a pesos moleculares de 90000 y
120000 Da. Otras siete bandas menores con pesos moleculares entre 33000 y
71000 fueron consideradas impurezas. Dickson y col. (1979), reportaron para la
lactasa de K. /aciis, un peso molecular aparente de 135000 Da obtenido mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS, concluyendo que la enzima contenia
un solo tipo de subunidad cuyo peso molecular era de 135000 Da, y que en caso de
contener dos o mas tipos de subunidades éstas presentaban movilidad
electroforética semejante. El peso molecular obtenido para la lactasa en la presente
investigacion es semejante al reportado por Mahoney y col. (1978) y Dickson y col.
(1979), las variaciones encontradas pueden ser debidas a la fuente de obtencion de
la enzima y a las condiciones de trabajo de las técnicas utilizadas para la
determinacién.
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5.1.4 Determinacion del peso molecular mediante espectrofotometria de masas por
electro-aspersion (ESMS) de los componentes del Maxilact® LX-5000, y de las
enzimas fi-galactosidasa y proteasas parcialmente purificadas

Se realizd el analisis del preparado comercial Maxilact® LX-5000 y de la B-
galactosidasa y proteasas parcialmente purificadas, por ESMS. Se obtuvieron los
espectros de masas correspondientes (Figs. 5, 6 y 7) de donde se determinaron los
pesos moleculares de los componentes encontrados (Tablas 4, 5, y 6). En general
los datos fueron dificiles de analizar, principalmente para el Maxilact debido a las
impurezas presentes en el extracto, lo que se reflejé en variaciones muy grandes
entre las diferentes repeticiones. Para todos los casos los pesos moleculares
obtenidos fueron similares a los determinados por filtracion en gel y electroforesis
en gel de poliacrilamida-SDS.

En el preparado comercial se encontraron aproximadamente 8 componentes (Tabla

4) los cuales pueden corresponder a subunidades de la lactasa, diferentes proteinas
o péptidos presentes en el extracto.

TABLA 4

COMPONENTE - PESO MOLECULAR

‘ . (Da) '

~ 74748.93
60526.70
35640.69
31423.34
24827.72
23363.69
22884.23
20600.89
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De los pesos moleculares obtenidos para la B-galactosidasa (Tabla 5) se puede
observar que esta enzima estd aparentemente constituida por diferentes
subunidades cuyos peso moleculares son variables, no obstante en virtud de estar
parcialmente purificada fu¢ dificil diferenciar y conocer el niimero de subunidades
que la constituyen. Por otra parte dado que el analisis por ESMS permite detectar
cambios pos transduccionales de grupos tales como nimero de puentes disulfuro,
acetilacion y fosforilacion, entre otros (Geisow y Green, 1990), el analisis de los
resultados sugiere que la lactasa posiblemente es una enzima glicosilada y
fosforilada aun cuando lo anterior no se confirmo en virtud de que los analisis para
confirmar esta hipotesis requieren que la enzima tuviera un grado de pureza mayor.

TABLA 5
Determinacién del peso molecular de la B-galactosidasa pa
s E e . ESMS:
COMPONENTE PESO MOLECULAR
(Da)
) 73704.13*
2 66371.14*
3 50929.61
4 47379.09
5 44619.16
6 39627.42
7 32515.66
8 31408.37
9 22161.05*
10 20189.37*

*Componentes menores
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Respecto a las proteasas se encontré en la muestra analizada, cinco componentes
(Tabla 6). Tres de ellos con peso molecular de 51683, 49735 y 37791, consistentes
a lo encontrado con anterioridad por electroforesis, aun cuando en este caso no se
localizé la presencia de ninguna proteina de menor peso molecular.

TABLA 6
D‘_gtg,r’mir}inﬁgitiq’fd’_el peso mqjeczulsl;‘r de Ias proteasas parcialmente pi:ir_‘iz_i_i"cadas_' por

COMPONENTE PESO
MOLECULAR
(Da)
37200.77
49735.80
51683.00
52731.50
53731.26

(VR P VSR S R T

36



5.2 INACTIVACION TERMICA DE LA LACTASA Y PROTEASAS PRESENTES
EN EL MAXILACT® LX-5000.

Se determino el efecto de la temperatura en la estabilidad de las enzimas presentes
en el preparado comercial como una alternativa para eliminar o minimizar
selectivamente la actividad proteolitica presente, considerando que la cinética de
desnaturalizacién sigue un proceso de primer orden (Whitaker, 1994). En las
Figuras 8 y 9, se muestran las gréificas de las curvas estimadas para la lactasa y
proteasas respectivamente a partir de los datos obtenidos.

La lactasa en el extracto enzimatico es completamente estable respecto al tiempo
en el intervalo comprendido entre 30 y 60°C, reflejado estadisticamente en un nivel
de explicabilidad (ajuste) muy bajo (r?=0.0023 a 0.1221) y la pendiente de las
curvas cercana a O (Fig. 8 y Tabla 7). Arriba de esas temperaturas la actividad
enzimdtica de la lactasa diminuye considerablemente respecto al tiempo (pendiente
de las curvas diferentes de cero), lo cual se indica con un mayor nivel’de
explicabilidad (r20.0778). A 90°C la enzima presenta una fuerte disminucién en
su actividad no obstante la actividad remanente es considerablemente alta,
aproximadamente el 30% en un tiempo de incubacioén de 2 y 3 minutos.

El intervalo en el cual la temperatura no afecta a las proteasas respecto al tiempo es
el comprendido entre 30 y 35°C, esto puede observarse en la Figura 9, ya que las
pendientes de la curvas son cercanas a 0 y un r>=0.01230 y 0.3544 (Fig. 9 y Tabla
8). Arriba de esas temperaturas la velocidad de desnaturalizacion respecto al
tiempo se incrementa considerablemente, existiendo una pérdida considerable de
actividad a partir de 60°C.

Los resultados anteriores coinciden con lo reportado por Hemme y col. (1979),
ellos reportan que una solucion al 1% de Maxilact pierde 66% de su actividad
proteolitica contaminante después de th a 40°C y, a la vez la lactasa pierde 25%
de su actividad. Ademas que una solucion de lactasa al 0.1% pierde el 100% de su
actividad después de 15 min a 54°C. Contrariamente a lo anterior Marschke y col.
(1983), no encontraron cambio en la actividad proteolitica, cuando el extracto de
Maxilact fué calentado durante 10 minutos a 50°C a pH 5.0, y bajo las mismas
condiciones la B-galactosidasa perdié completamente su actividad en el extracto.
Lo anterior pudiera ser consecuencia del efecto del pH al que se sometid la
muestra, ya que la lactasa proveniente de K. /actis tiene una actividad maxima a un
pH entre 6.5 y 7.0 y una temperatura entre 30 y 40° (Nijpels, 1988), presentando
pérdidas considerables de actividad a pH menores de 6.0, lo que conjuntamente
con una variacion de temperatura puede hacer que su estabilidad térmica disminuya
respecto a las proteasas presentes.
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TABLA 7

 Curvas estimadas para la determinac

l efecto de la temperatura en la velocidad
dela lactasa. .

TEMPERATURA | = C 2 (Nivel de
©«© . | explicabilidad)

30 In Er=4.549188-0.0023117t 0.002371«
35 In Er=4.57320870-0.00156t 0.022790
40 In Er=4.56269950-0.00478t 0.013228
45 In Er=4.58411990-0.012233t 0.039994
50 In Er=4.58214240-0.015534t 0.116553
55 In Er=4.57556900-0.00773%t 0.01644
60 In Er=4.57528020-0.018655t 0.122189
65 In Er=4.62803295-0.022865t 0.776021
70 In Er=4.53329160-0,076328t 0.750610
75 In Er=4.98530760-0.600247t 0.867790
80 In Er=5.63063615-1.974267t 0.864608
85 In Er=5.19574020-2.063368t 0917172
90 In Er=5.24861680-2.247921t 0.887500
95 In Er=4.18036000-4.163010t 0.992748

(Er) Porcicnto de actividad cnzimatica remanente

(1) Ticmpo de incubacién
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TEMPERATURA (°C) | CURVA ESTIMADA r?  (nivel de
explicabilidad)
30 In Er=4.598432-0.002342t 0.01230
35 In Er=4.607284-0.012017t 0.35440
40 In Er=4.616940-0.039017t 0.77620
45 In Er=4.5265-0.04193830t 0.87940
50 In Er=4.522397-0.208490t 0.89627
55 In Er=4.523124-0.20205%t 0.89457
60 In Er=4.506800-0.169246t 0.888748
65 In Er=4.664487-0.279449t 0.952024
70 In Er=4.278730-0.280137t 0.934200
75 In Er=4.378700-0.286405t 0.979254

(En) Porcicnto de actividad enzimatica remanente

(t) Tiempo de incubacion
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5.3 PERFIL DE TEMPERATURA DE LA LACTASA Y PROTEASAS, Y
ESTIMACION DE LA ENERGIA DE ACTIVACION.

Con el fin de estimar la temperatura 6ptima de la actividad de las enzimas
presentes en el preparado comercial, se determin6 la actividad enzimatica de
lactasa y proteolitica a diferentes temperaturas de incubacion. Los datos obtenidos
fueron ajustados a modelos de regresion lineal, eligiendo el modelo de una
parabola en el caso de la lactasa y el de un polinomio cubico para las proteasas por
ser los que mejor explicabilidad presentaron y se calcul6 la temperatura maxima
mediante el proceso usual de primera y segunda derivada. Las Figuras 10 y 11
presentan las curvas estimadas para cada una de las enzimas asi como la
temperatura éptima calculada bajo las condiciones del experimento. Las proteasas
presentaron una temperatura optima de 40°C, cercana a lo recomendado por el
distribuidor para hidrolizar la lactosa de la leche (35-40°C). La incubacion del
Maxilact a esas temperaturas puede involucrar proteolisis en la leche y ocasionar
diferentes efectos en el producto final. La temperatura 6ptima para la lactasa fue de
30°C, esta temperatura puede estar relacionada con el pH de trabajo ya que de
acuerdo a las especificaciones del fabricante, a una temperatura de 30°C el pH
optimo de la enzima se encuentra entre 6.5 y 6.7. El pH al que se llevo a cabo el
estudio fué de 6.6, muy cercano al pH de la leche.

Utilizando los mismos datos y mediante la ecuaciéon de Arrhenius estimada se
calculé la energia de activacion y desnaturalizacion para la lactasa y proteasas
(Figs. 12 y 13) presentes en el Maxilact® LX-5000, en la Tabla 9 se presentan los
valores calculados.

TABLA 9

ENZIMA Ea(kcal/mol) | Ead(kcal/mol)
Lactasa 6.90 19.200
Proteasas 10.448 17.712

(Ea) Energia de activacion de la reaccion.
(Ead) Energia de activacion desnaturalizacion
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La energia requerida para que la reaccion catalizada por las proteasas se efectie es
mayor que la requerida por la lactasa, lo cual nos sugiere que es la reaccion
catalizada por la lactasa la que con pequefios incrementos de temperatura se
tendrian mayores aumentos en la velocidad de reaccion, tomando en consideracién
que la temperatura 6ptima de la lactasa estimada fue de 30°C.

En cuanto a la energia de activacion de desnaturalizacion ésta es mayor para la
reaccion catalizada por la lactasa. En la Figura 13, podemos notar que con
incrementos en la temperatura la velocidad de reaccion es ligeramente mayor para
la actividad proteolitica, lo cual puede conducir a una mas rapida desnaturalizacion
de éstas con respecto a la lactasa y con ello minimizar los efectos de su actividad
proteolitica, no obstante esta diferencia resulta ser muy pequefia y por tanto,
incrementos en la temperatura también afectaria la actividad enzimatica de la
lactasa.

Dado que las energias de activacién para la lactasa y proteasas contaminantes

presentan valores similares, fue dificil establecer las condiciones de temperatura en
la que se minimiza la actividad proteolitica en el preparado comercial.
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5.4 EFECTO DE LAS PROTEASAS CONTAMINANTES PRESENTES EN EL
MAXILACT® LX-5000 EN LA ELABORACION DEL YOGURT EMPLEANDO
LECHE LACTOSA HIDROLIZADA.

Para estudiar el efecto de las proteasas contaminantes del Maxilact® LX-5000, se
prepararon yogures a partir de leche lactosa-hidrolizada al 100% utilizando
Maxilact® LX-5000 y B-galactosidasa libre de proteasas y un control con leche
sin hidrolizar. De los resultados obtenidos se llevaron a cabo cuatro anilisis de
varianza (ANOVA) para probar el efecto de los tratamientos sobre las variables:
acidez, pH, viscosidad, acetaldehido y cuenta total y diferencial de los
microorganismos inciadores. Los datos correspondientes a las mediciones hechas
de estas variables en la sexta hora de fermentacién mostraron que hay efecto de los
tratamientos sobre acidez a un nivel de significancia de 0.06, indicando por una
prueba de Duncan que en el control se obtiene la mayor produccion de acido
lactico, seguida de la leche hidrolizada con Maxilact® LX-5000 y por dltimo la
leche tratada con la B-galactosidasa. Esta misma prueba indica que la produccion
de acido entre los yogures elaborados con leche hidrolizada bajo las dos
condiciones, no presentan diferencias significativas. Por otra parte, no se encontré
efecto de tratamientos sobre el resto de las variables (Tabla 10).

Contrariamente a lo reportado en la literatura en donde se establece que la
hidrolisis previa de la lactosa presente en la leche favorece las caracteristicas
finales del yogurt y ademas incrementa la velocidad de produccién de acido
(Guilliland y col. 1972; Thompson y Gyuricksec, 1974; O’Leary y Woychick,
1976b; Tamime, 1977), se encontrd que la hidrdlisis de la lactosa, previa a la
elaboracion del yogurt bajo las condiciones del experimento, no influyé para
mejorar las caracteristicas del producto final respecto al control. Tampoco se
encontraron diferencias de los yogures elaborados con leche hidrolizada empleando
el Maxilact® LX-5000 y la enzima purificada, ya que la cantidad de acido
producida en ambos yogures es la misma al igual que las demas variables medidas
(Tabla 10). Esto podria sugerir que las proteasas presentes en el preparado
comercial se encuentran en una concentracion que no es suficientemente alta como
para que el yogurt obtenido a partir de leche hidrolizada con Maxilact® LX-5000
mostrara diferencias respecto al yogurt elaborado con leche tratada con la enzima
sin proteasas y, aun cuando estas enzimas pudieran estar hidrolizando las proteinas
de leche, esta hidralisis no estimulé a los microorganismos iniciadores para obtener
una mayor produccién de acido o bien presentar cambios en las demas variables de
respuesta (produccion de acetaldehido, viscosidad, cuenta total y diferencial de los
microorganismos).
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Si la actividad proteolitica hubiera sido considerablemente mayor, es posible que la
cantidad de acetaldehido producido en el yogurt elaborado con leche hidrolizada
con Maxilact® LX-5000 incrementara su concentracion final ya que la sintesis de
este compuesto se realiza a través de la reaccion de aminoacidos tales como valina,
treonina y metionina (Tamime y Robinson, 1991). Asimismo, la hidrélisis intensiva
de las proteinas ocasionada por las proteasas hubieran afectado la viscosidad del
producto final y la estimulacién del desarrollo de los microorganismos iniciadores,
ambos fenomenos no fueron observados en este estudio bajo las condiciones
empleadas. Por otro lado muchos autores (Guilliland y col. 1972; O'Leary y
Woychick, 1976b, entre otros) atribuyen el incremento en la produccién de acido
lactico a la disponibilidad de aziicares mas simples en el medio y a que los
microorganismos tienden a metabolizar mas rapidamente la glucosa, misma que
estimula la produccion de acido y que se refleja en un mayor crecimiento de los
mismos. Es posible que, debido a que se hidroliz6 el 100% de la lactosa presente
en la leche, el metabolismo de los microorganismos iniciadores se viera afectado
por no estar presente la lactosa, aun cuando existiera mayor disponibilidad de
glucosa y galactosa en el medio, ya que tanto S. thermophilus como L. bulgaricus,
carecen de un sistema de transporte especifico para los monosacaridos (Zourari y
col. 1992) reflejandose en una menor produccion de acido en el producto final
respecto al control.
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TABLA 10

medio y desviaciones estindar encontrados para cada u

_ variables medidas en los diferentes tratamientos.

. Valores p

TRATAMIENTO CONTROL | MAXILACT® 8- Nivel de
LX-5000 GALACTOSIDASA | significancia
7 (x)
Variables Media | Desv. | Media | Desv. | . Media Desv. Est. :
Est.- Est. : IR p
Acidez (%) 14 +004 | 099 | £0.06 0.98 +0.06 0.0608**(S)
pH 434 | 2006 | 4.39 | £0.10 4.40 +0.12 0.2304
Viscosidad(Cp) 2260 | 142 1710 | £270 1560 +508 0.1174
8
Acetaldehido (ppm) 8.00 | 2030 | 830 | %0.10 7.30 +0.08 0.3910
Cuenta total m.o 7.5 +2.9 6.9 | £4.6 6.8 +1.7 0.3910
(UFC/ml) x 10°
No. de S. thermophilus | 7.2 +27 5.7 +40 59 +1.9 0.9378
(UFC/m)x10®
No. de . buigaricus| 0.3 +0.2 1.2 +0.8 0.9 +0.6 0.1960
(UFC/mi)x 103

**(S) Significativamente diferente.
(DESV. EST) Desviacion Estandar.
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55 EFECTO DEL GRADO DE HIDROLISIS EN LA LECHE EN LA
PRODUCCION DEL YOGURT.

Considerando los resultados anteriores en donde se observé que la hidrdlisis al
100% de la lactosa en la leche no increment6 la produccion de acido lactico ni en
los demas variables medidas respecto al control, se planteé un experimento para
observar si el grado de hidrélisis estaba influyendo en el metabolismo de los
microorganismos iniciadores y por tanto no era posible obtener mayor produccion
de 4cido lactico respecto al control. Dado que la cantidad de enzima purificada no
era la suficiente, se utilizé para la hidrélisis de la leche tnicamente el extracto
comercial. Se empled leche sin hidrolizar (control), leche lactosa-hidrolizada al
100% (tratamiento m) y leche en la que se adicioné simultineamente Maxilact®
LX-5000 y los cultivos iniciadores ( tratamiento s). Las variables medidas fueron
pH y acidez.

Para comparar el comportamiento de la acidez y pH a través del tiempo en los tres
tratamientos experimentales (¢, m y s) se ajustaron modelos de regresion lineal,
eligiéndose el modelo parabélico de la forma: acidez=a, +Bjt* +&i1 y pH=o +4jt?
+¢i, por ser el que da una mejor explicabilidad para todos los tratamientos. Los
modelos ajustados obtenidos de ambas variables para cada tratamiento son los
indicados en Ja Tabla 11.

TABLA 11

Modelos ajustados obtenidos para acidez y pH para las‘cinéticas de fermentacién
bajo diferentes condiciones de hidrélisis

Acidez (c)= 0.1399 + 0.01589¢
Acidez (m)=0.2012 + 0.0037¢2
Acidez (s) = 0.1663 + 0.91932 t2

pH(c)= 6.3558 - 0.04739¢2
pH(1n)=6.1342 - 0.01301¢
“pH(s) = 6.3038 - 0.032279¢

Las graficas respectivas de cada modelo se presentan en las Figura 14.

Se observd que en el caso de acidez, en el control se tiene una velocidad o
pendiente mayor (0.61589) aunque el punto de arranque sea el mas pequeiio
{0.1399). En el tratamiento m (hidrélisis al 100%) ocurrié lo contrario, la velocidad
de cambio es la mas pequeiia de 0.00377 aunque su punto de arranque sea el
mayor. Asimismo para el tratamiento s (hidrolisis simultanea a la fermentacion) se
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observé que la velocidad de desarrollo de acido se encontré en un valor intermedio
a los tratamientos ¢ y m. Para los tres tratamientos la velocidad de produccion de
acido lactico fué significativamente diferente. Lo que podria sugerir que el
porcentaje de hidrolisis de la lactosa es determinante para el mejor desarrollo de los
microorganismos, ya que como se observa en la Figura 14 la velocidad de
produccion de acido lactico es menor cuando la hidrélisis de la lactosa es total y
aumenta cuando la hidrélisis es simultinea a la fermentacion. No obstante, el
cultivo mixto de los microorganismos no parece ser estimulado por la hidrélisis
sino por el contrario parece que existe una inhibicién en la produccién de acido
lactico por parte de los microorganismos iniciadores, lo anterior es posiblemente
debido a las caracteristicas de las cepas y a su metabolismo ( Hemme y col. 1979;
Zourari y col. 1992).

La misma metodologia se siguié con los modelos ajustados para pH (Fig. 14),
obteniéndose que no son paralelos, es decir sus pendientes son significativamente
diferentes. Se trata de curvas distintas aunque en los modelos de pH para c y s las
ordenadas al origen son significativamente iguales. Para pH se encontraron
resultados similares a los de acidez, en donde el control resultd ser el que presentd
la mayor velocidad en cuanto a la disminucion de pH, seguido por el yogurt en
donde se adiciond simultineamente el Maxilact® LX-5000 y los cultivos
iniciadores y finalmente el yogurt en donde se realizo una hidrélisis al 100%.

Tomando en consideracion los resultados anteriormente obtenidos, se realizé un
experimento en donde se realizd una hidrélisis de la lactosa de la leche al 70%,
para estudiar el comportamiento de los microorganismos iniciadores respecto a la
produccion de acido. Los resultados se presentan en la Figura 15. La produccion de
acido lactico nuevamente fue mayor en el control, aun cuando hubo una
produccion ligeramente mayor comparada con el yogurt en el que se adiciond la
lactasa simultineamente al medio de fermentacion. Lo anterior corrobora la
hipétesis de que a diferentes porcentajes de hidrélisis de la lactosa presente en la
leche destinada a la elaboracion del yogurt, la produccién de acido puede ser
estimulada, aun cuando en este caso en todos los yogures preparados con leche
lactosa hidrolizada ia produccion de acido lactico fue menor respecto al yogurt
control. Esto puede deberse a que S. thermophilus y L. bulgaricus presentan
preferencia por la lactosa y ademas el transporte de la glucosa y galactosa es mas
lento ya que presentan limitaciones en el transporte de estos monosacaridos. Por
otra parte una gran cantidad de galactosa y glucosa en el medio inhibe el transporte
de la lactosa en ambos microorganismos (Zourari y col. 1992).
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Los resultados encontrados difieren a lo reportado por Guilliland y col. 1972,
Thompsom y Gyuricsek, 1974 y O’Leary y Woychik, 1976a y b, entre otros. Estos
autores reportan que la hidrolisis de la lactosa estimula el desarrollo de acido
lactico y en algunos casos el crecimiento de los microorganismo. Si se toma en
consideracidn el tipo de tratamiento que estos autores realizaron al llevar a cabo la
hidrélisis de la lactosa en la leche y ademas la naturaleza del preparado comercial y
su grado de pureza, es posible que esta estimulacion se debiera a la presencia de
actividad proteolitica contaminante (Marschke y col. 1980; Olano y col. 1983) que
estimulara a los microorganismos iniciadores o bien también debido a las
caracteristicas de los microorganismos utilizados.
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6. CONCLUSIONES

La actividad proteolitica detectada en el preparado Maxilact® LX-5000 fue de
0.2830 UE/ml.

Mediante filtracién en gel se encontrd en el Maxilact® LX-5000 la presencia de al
menos dos proteasas cuyo peso molecular es de 59000 y 11000Da. El peso
molecular estimado para la lactasa, fue de 175000Da.

El resultado de la cromatografia de intercambio idnico indicé que es posible
separar la lactasa de las proteasas contaminantes empleando un gradiente lineal de
NaCl (0-0.5N). .

El patrén electroforético sugirié la presencia de una proteasa con un peso
molecular de 51560Da, no obstante, se encontraron bandas de proteinas con un
peso molecular comprendido entre 44700 y 20000Da, las cuales podrian también
ser proteasas que eluyeran en una fuerza idnica muy proxima o impurezas
resultantes de la purificacion. Respecto a la lactasa se encontrd que es una enzima
constituida por diferentes subunidades que oscilan entre 43000 y 63000 Da.

Mediante ESMS (espectrofotometria de masas por electroaspersion) fue posible
determinar el peso molecular de los componentes del Maxilact® LX-5000; aunque
fue dificil diferenciar si corresponden a subunidades de lactasa, proteasas o bien
cualquier otra proteina contaminante, debido a que en el extracto estan presentes
muchas impurezas.

El analisis de la lactasa parcialmente purificada por ESMS revel6 la presencia de
diferentes componentes; los que se encontraron en mayor concentraciéon presentan
un peso molecular de 66371, 50929, 47379 y 44619 Da los cuales pueden ser
subunidades de la enzima. Estos resultados fueron semejantes a los determinados
por electroforesis.

Mediante el analisis realizado a las proteasas por ESMS, se encontrd la presencia

de diferentes componentes en la muestra, los pesos moleculares semejantes a los
determinados por filtracion en gel y electroforesis.
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Se determin6 el efecto de la temperatura en la velocidad de desnaturalizacién de la
lactasa y proteasas contaminantes en el preparado comercial. Se encontré que la
velocidad de desnaturalizaci6n de la lactasa en el preparado comercial es més lenta
que la de las proteasas contaminantes. La temperatura optima fue de 30°C y su
energia de activacion de 6.90 kcal/mol. Por otra parte la actividad proteolitica
mostré una temperatura 6ptima de 40°C y una energia de activacion de 10.44
kcal/mol y mostraron baja estabilidad a temperaturas superiores a 50°C. Lo anterior
puede permitir minimizar los efectos que pueden presentarse en la leche debido a
esta actividad proteolitica presente en el preparade comercial, lo que puede
conducir a repercusiones desfavorables en su aplicacién en productos lacteos.

Se encontré que bajo las condiciones del experimento los yogures preparados con
leche lactosa hidrolizada al 100% utilizando el preparado comercial de lactasa, y
ademas utilizando B-galactosidasa libre de proteasas no presentaron diferencias en
cuanto a la produccion de acido lactico y las demds variables medidas la cuales
fueron pH, viscosidad, produccion de acetaldehido, cuenta total y diferencial de los
microorganismos. Esto nos conduce a plantear que la actividad proteolitica no fué
suficien*e como para modificar las caracteristicas fisico-quimicas del yogurt y
presentar efectos adversos o favorables.

La hidrélisis total de la lactosa en la leche utilizada en la elaboracién del yogurt
puede disminuir la produccion de acido lactico y modificar las caracteristicas
metabolicas de los microorganismos dependiendo de la naturaleza de éstos. Se
encontré que el yogurt elaborado con leche sin hidrolizar presenté mayor
producciéon de éacido lactico que los yogures elaborados con leche lactosa
hidrolizada, aun cuando en el medio se encontraban presentes la glucosa y
galactosa resultantes de la hidrélisis. Los microorganismos iniciadores no fueron
capaces de utilizar éstos azicares mas eficientemente probablemente por carecer de
un transporte especifico para éstos monosacaridos. Por otra parte, es posible que
debido a la concentracion de los monosacaridos se presentara una inhibicion y
como consecuencia la produccion de acido lactico fuera menor. Cuando la
hidrélisis de la lactosa en la leche fué simultdnea a la fermentacion, se observé una
mayor produccion de acido lactico lo que corrobora la hipotesis anterior. Un
comportamiento similar se encontré cuando la hidrolisis de la lactosa fue al 70%.
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7. RECOMENDACIONES

Primeramente seria muy importante terminar con el proceso de purificacion de la
lactasa y con ello establecer el nimero de subunidades que la constituyen y otras
de sus caracteristicas moleculares. Se cuentan con las técnicas establecidas de
separacién y mediante cromatografia de alta resolucién (HPLC) es posible purificar
en su totalidad la lactasa del Maxilact® LX-5000, lo que aportaria informacion
basica para estudios futuros.

En cuanto al efecto de la hidrélisis de Jactosa en leche para la produccion de
yogurt, considero relevante realizar barridos experimentales empleando mayores
concentraciones del preparado comercial. Al emplear mayores concentraciones de
Maxilact® LX-5000, se incrementa la concentracion de enzimas proteoliticas y el
tiempo de hidrélisis se modifica, esto permitiria observar bajo condiciones
diferentes si existen cambios en el producto debido a la presencia de actividad
proteolitica contaminante en el Maxilact® LX-5000. Paralelamente se puede
realizar el mismo experimento utilizando un preparado comercial de menor pureza,
es decir con una actividad proteolitica contaminante mayor y comparar los efectos.

Una vez establecida la concentracion de Maxilact® en donde se observara algin
cambio en el producto final, seria muy interesante variar la temperatura de
hidrolisis de manera que se trabajara en diferentes intervalos y comparar lo que
ocurre en el yogurt, cuando se hidroliza la leche a temperaturas en las que la
actividad proteolitica es maxima.

Dado que el efecto de hidrolisis de la lactosa en el incremento de la velocidad de
produccion de acido lictico y estimulacién de microorganismos iniciadores, es
atribuido principalmente, a Ja disponibilidad de aziicares mas simples y facilmente
digeribles, seria interesante estudiar el efecto de los microorganismos iniciadores
en medios en donde inicamente se tenga uno de los monosacaridos, glucosa o
galactosa, comparado con uno en donde existiera hidrolisis parcial y un control en
donde la lactosa estuviera presente, de esta manera seria posible estudiar como
influye el transporte de los monosacaridos en la produccion de acido lactico.

Por otro lado seria interesante estudiar e} efecto de la hidrolisis de la lactosa de la
leche destinada a la elaboracion de yogurt, en diferentes cepas de S. thermophilus y
L. delbrueckii spp. bulgaricus, para observar el comportamiento de cada una bajo
diferentes condiciones de hidrdlisis.
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Dado que se ha reportado que en quesos existe un incremento en la proteolisis y
como consecuencia una disminucion en el tiempo requerido para la maduracion de
los mismos, cuando la lactosa de la leche es hidrolizada, seria interesante comparar
el efecto de la hidrolisis en los microorganismos participantes de la maduracion del
queso con los del yogurt y establecer diferencias en su metabolismo respecto a la
utilizacién de los monosacaridos resultantes de la hidrolisis.
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