
UNIDAD IZTAPALAPA 

f 
SEPARAGION  DE LAS  PROTEASAS  CONTAMINANTES 

DE UN PREPARADO  COMERCIAL DE LACTASA Y SU 
INFLUENCIA  EN  LA  ELABORACION  DEL  YOGURT 

T E S I S 
QUE PARA OBTENER EL GRADO  DE : 

MAESTRO EN BIOTECNOLO6IA 
P R E S E N T A :  

MARIA  EUGENIA  A6UILAR ALVAREZ 
H. MIEMBROS DEL JURADO 

DRA. AMELIA FARRES GONZALEZ S. (PRESIDENTE) 
M.C.  MARIANO  GARCIA GARIBAY (SECRETARIO) 

M.C. LORENA GOMEZ RUlZ (VOCAL) 
DRA. ISABEL GUERRERO  LEGARRETA (VCCAL) 

MEXICO, D. F. J U N I O  1995 



El presente  trabajo fue realizado en el 
Departamento  de  Biotecnología  de la 
Universidad  Autónoma  Metropolitana, 
Unidad  Iztapalapa,  bajo la dirección  de los M. 
en C. Mariano  Garcia  Garibay,  Lorerra Gómez 
Ruiz y la Dra. Isabel  Guerrero  Legarreta. 



AGRADECIMIENTOS 

A mis  padres Armando Aguilar y Luz Amparo  Alvarez: 

Con  prohndo  amor  y  respeto  ya  que  con sus consejos,  paciencia  y  amor, han forjado 
en mi el  deseo  siempre  de  caminar  hacia  adelante. 

A mis  queridos  hernrnnos  Dolores  de  Jesús, Amparo de los Angeles y Armando 
Antonio: 

Porque  constituyen  una  parte  invaluable  de mi vida. 

Con  amor  dedico  el  presente  trabajo 

A nlis  maestros Marinno Garcia Gnribny y Loretta G h e z  Ruiz: 

Mi sincero  agradecimiento  por su valioso  e  incondicional  apoyo en  la  realización  de 
este  trabajo y lo más  importante  por  distinguirme  con su amistad. 

A mi querida rrraestra y antip Isabel Guerrero Legarreía: 

Con  %ran  respeto y admiración  por  toda  esa  vitalidad que me  ha  motivado  para 
seguir  adelante. 

A la M. C. Ohdulia Conzcilez  Robles 

Por su  apoyo  incondicional  durante  la  realización  del  análisis  estadístico. 



A los H. Miembros  del  Jurado: 

Dra.  Amelia  Farrés  Gonzalez  Saravia 

M.C. Mariano  Garcia  Garibay 

M.C. Lorena Gonlez Rltiz 

Dra. Isabel Gtrerrero  Legarrela 

Mi agradecimiento  por su comprensión y valiosas  aportaciones 

A Inis queridas anrigas Pati y Lulú: 

Con mucho  cariño  dedico  el  presente  trabajo 

A los Ingenieros:  Mario  Contreras Carranza, Gunrlalupe  Rorlríguez Valenutela,  Enrilio 
Rmcho Snntillnnn, Alejrndro Aguilar Espana y Oscar  Rivera Olivas 

Mi agradecimiento  por  todo  el  apoyo y confianza  brindada. 



INDICE 

RESUMEN 

1. INTRODUCCION 

2. OBJETIVOS 

3. ANTECEDENTES 

3.1 YOGURT 

3.2 YOGURT CON  BAJO  CONTENIDO DE LACTOSA 

3.3 MICROORGANISMOS INICIADORES DEL  YOGURT 

3.4 METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS 

3.4.1 Formación  de los compuestos  responsables  del  sabor y aroma 

3.4.2 Vias  metabólicas  de  la  síntesis  de  acetaldehido 

3.5 METABOLISMO PROTEICO 

3.6 LACTASA 

3.7 PRESENCIA DE CONTAMMANTES EN LAS  PREPARACIONES 
COMERCIALES DE LACTASA DISPONIBLES EN EL MERCADO 

3.8 EFECTO  DE LA HlDROLlSlS DE LA LACTOSA EN  LA LECHE 
DESTINADA  A  LA  ELABORACION DE YOGURT Y OTROS 
PRODUCTOS 

4. MATERIALES Y METODOS 

4.1 SEPARACION DE LAS PROTEASAS PRESENTES EN EL 
MAXlLACTm LX-5000 

4.2 MACTlVAClON TERMICA  DE LA LACTASA Y PROTEASAS 
PRESENTES EN EL  MAXILACTB  LX-5000 

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

~~ ~ 

Pag . 
1 

2 

3 

4 

4 

5 

8 

9 

10 

10 

. 10 

12 

15 

16 

18 

18 

20 

20 



4.4 OBTENCION  DE LA ENZIMA D-GALACTOSIDASA 
PARCIALMENTE  PURIFICADA 

4.5 EFECTO DE LAS PROTEASAS CONTAMINANTES EN LA 
ELABORACION DEL YOGURT 

4.6 METODOS ANALITICOS 

4.7 ANALISIS  ESTADISTICO 

5. RESULTADOS Y DISCUSlON 

5. I SEPARACION DE LAS  PROTEASAS  Y DETERMMACION DEL 
PESO MOLECULAR 

5. I .  I Filtración en  gel 

5.1.2 Cromatografia  de  intercambio  iónico 

5.1.3 Electroforesis en  gel  de  poliacrilamida 

5.1.4 Determinación  del  peso  molecular  mediante 
espectrofotometria  de  masas  por  electro-aspersión (ESMS) 

5.2 MACTIVACION TERMICA DE LA LACTASA Y  PROTEASAS 
PRESENTES EN  EL MAXILACTQ LX-5000 

5.3 PERFIL DE TEMPERATURA DE LA LACTASA  Y  PROTEASAS. Y 
ESTlMAClON  DE LA ENERGIA DE ACTIVACION 

5.4 EFECTO DE LAS  PROTEASAS  CONTAMINANTES PRESENTES EN 
EL MAXILACTm LX-5000 EN  LA ELABORACION DEL YOGURT 
EMPLEANDO LECHE LACTOSA HIDROLIZADA 

5.5  EFECTO DEL GRADO DE HlDROLlSIS DE LA LACTOSA DE LA 
LECHE EN  LA ELABORACION DEL YOGURT 

6. CONCLUSIONES 

7. RECOMENDACIONES 

Pág. 

21 

21 

23 

24 

25 

25 

25 

25 

25 

31  

37 

42 

48 

51 

56 

58 

60 8. BIBLIOGRAFIA 



RELACION DE TABLAS 

TABLA 1. Relación de  algunos  tipos  de yogurt y productos similares en el medio 
Oriente y otras  zonas. 

TABLA 2. Posibles  orígenes del  acetaldehido  producido  por S. Ihermophilus y L. 
delbrueckii ssp. bulgaricus. 

TABLA 3. Lactasas  comerciales de  levadura. 

TABLA 4. Pesos  moleculares de los componentes  del Maxilacto LX-5000 
obtenidos  mediante ESMS. 

TABLA 5. Determinación del  peso molecular de la O-galactosidasa  parcialmente 
purificada  por ESMS. 

TABLA 6. Determinación del  peso molecular de las proteasas  parcialmente 
purificadas  por ESMS. 

TABLA 7. Curvas  estimadas  para la determinación  del efecto de la temperatura en 
la  velocidad  de reacción de la lactasa. 

TABLA 8. Curvas  estimadas  para la determinación  del efecto de  la  temperatura en 
la velocidad de reacción de  las  proteasas. 

TABLA 9. Energías de activación de reacción y de  desnaturalización  estimadas 
para  la lactasa  y  proteasas presentes en el Mailact@ LX-5000. 

TABLA 1 O. Valores promedio y desviaciones estándar calculados para  cada  una  de 
las variables medidas en los yogures  preparados bajo  diferentes tratamientos. 

TABLA 1 1 .  Modelos ajustados  obtenidos  para  las  variables acidez y pH de las 
cinéticas de fermentación  bajo las  diferentes condiciones de  hidrólisis. 



RELACION DE FIGURAS 

FIGURA l .  Procedimiento para la  elaboración del yogurt. 

FIGURA 2. Separación  de las proteasas contaminantes  del Maxilac@ LX-5000 y 
determinación del peso  molecular  por filtración en gel en AcA34. 

FIGURA  3. Cromatografia  de intercambio iónico en DEAE-SEPHAROSA  CL6B del 
MaxiIactB LX-5000. 

FIGURA 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS. 

FIGURA 5. Espectro de  masa obtenido mediante ESMS del Maxilact@ LX-5000. 

FIGURA 6. Espectro  de masa obtenido mediante ESMS de la l3-galactosidasa  parcialmente 
purificada. 

FIGURA 7 .  Espectro  de masa obtenido mediante ESMS de  las  proteasas parcialmente 
purificadas. 

FIGURA 8. Efecto de la  temperatura en la  velocidad  de  desnaturalización de la lactasa 

FIGURA 9. Efecto  de la temperatura en la velocidad de desnaturalización  de  las 
proteasas. 

FIGURA I O .  Perfil  de  temperatura  de actividad de la lactasa  a pH 6.6. 

FIGURA 1 1 .  Perfil  de temperatura  de  actividad  de las  proteasas contaminantes del 
Maxilac@ LX-5000 a pH 7.0. 

FIGURA 12. Grafica  de Arrhenius  para la lactasa y proteasas:  Energía  de  activación de  la 
reacción. 

FIGURA 13.  Grafica  de Arrhenius  para la lactasa y proteasas:  Energía  de  activación de 
desnaturalización. 

FIGURA 14. Desarrollo  de  acidez y pH durante la fermentación de yogurt bajo diferentes 
condiciones  de  hidrólisis. 

FIGURA I S .  Desarrollo  de  acidez y pH durante la fermentacion de yogurt considerando el 
70% de  hidrólisis. 



RESUMEN 

La aplicación de la lactasa en la  industria  de lácteos  se ha intensificado en los 
últimos años. Existen diferentes  fuentes  de  obtención a nivel comercial.  Las 
lactasas  de levaduras  son  las  más  utilizadas  debido a su  pH y temperatura de 
trabajo,  estas enzimas  son  intracelulares y para  su obtención  requieren 
primeramente  que la celuia  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 
coagulación de la  misma y la  generación de sabores  amargos. 

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

Se realizó la  separación de las  proteasas  contaminantes  del Maxilacto LX-5000, 
empleando  las técnicas de  filtración en gel y cromatografia de intercambio iónico. 
También  se  propuso  como  alternativa  para  la eliminación de  la  actividad 
proteolítica contaminante  la  muerte  térmica  de  las  enzimas. 

Se determinó  el  peso  'molecular  tanto de las  proteasas  contaminantes como de  la 
lactasa, mediante filtración en gel,  electroforesis-SDS y espectrofotometria de 
masas  por electro aspersión. 

El peso molecular para lactasa fue de 175000 Da y el  de  las  proteasas  de de 59000 
y 1 1000 Da, respectivamente. Se encontró  que la lactasa es una enzima  constituida 
por  diferentes  subunidades. 

Se determinó  la  energía  de  activación y temperaturas  de  actividad  óptima  para 
lactasa  y actividad proteolitica en  el  preparado comercial. 

Se estudió  el efecto del MaxilactB LX-5000 en la elaboración del  yogurt, 
encontrandose,  que  los  yogures  con lactosa hidrolizada  presentan  menor  velocidad 
de producción  de  ácido láctico que aquellos en  donde  no se  hidroliza  previamente 
la leche y además,  que  el  porcentaje de hidrólisis y la  presencia  de los mosacáridos 
resultantes  de  la  hidrólisis  afectan  el  metabolismo  de  los  microorganismos,  dando 
como resultado  yogures  con una cantidad  menor de ácido  láctico. 
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1. INTRODUCCION 

El potencial de aplicación de la  f.3-galactosidasa  ha  sido  de  gran interés en la 
industria láctea por los beneficios que  de ella pueden obtenerse  (Holsinger  y 
Kligerman, 1991; García-Garibay, 1992). En los diferentes  estudios realizados sobre 
productos lácteos con bajo contenido  de lactosa  se han empleado  preparados 
enzimáticos 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  hidrólisis 
de  la lactosa presente en la leche previa a la  elaboración de productos lácteos 
fermentados, son debidos a la estimulación de los  microorganismos iniciadores por 
parte de la glucosa liberada  durante  la hidrólisis de  la lactosa,  y la disponibilidad 
de azúcares  más fácilmente  digeribles. 

Reportes recientes sobre  el  metabolismo  de las  bacterias  lácticas  participantes en la 
fermentación  del  yogurt,  coinciden en  que existe mayor preferencia por  la lactosa, 
y que los microorganismos carecen de un transporte especifico para  los 
monosacáridos  liberados  durante la hidrólisis de la lactosa en el medio,  inclusive, 
que estos pueden  tener un efecto  inhibitorio en el  transporte  de la lactosa  y en la 
síntesis de la D-galactosidasa intracelular (Zourari y col. 1992). Esto conduce a 
replantear la razón  del efecto de la hidrólisis de la lactosa de la leche destinada a la 
elaboración  de  yogurt. 

Si en la  lactasa  utilizada  durante la hidrólisis están  presentes contaminantes  tales 
como proteasas,  con  actividad suficientemente alta, entonces  éstas podrian  estar 
iniciando  la hidrólisis de la caseína de la leche y la consecuente  liberación de 
aminoácidos,  importantes en el desarrollo de los  microorganismos  iniciadores y 
con ello, una posible estimulación de los mismos reflejada en  una  mayor 
producción  de ácido láctico, compuestos  del  sabor y la obtención de  yogurt  con 
Características sensoriales  aceptables.  Por otra  parte,  si la lactasa  comercial más 
pura disponible en el  mercado (MaxilactB LX-SOOO) presenta actividad  proteolitica 
contaminante  el  determinar  si  la  actividad  presente es  suficientemente  alta  como 
para  conducir a cambios en la  producción y calidad  del  producto final, resulta  ser 
importante. 

Dado  que  la  información referente  a la D-galactosidaia  producida  por K. / m i s  es 
limitada,  se  plantea  determinar  algunas  de sus características  moleculares  y su 
estabilidad térmica,  esta última como una alternativa para eliminar  selectivamente 
la  actividad proteolítica contaminante. 
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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 enzimáticas proteolitica 
y de lactasa y la inactivación  térmica  de  ambas  enzimas  presentes en  el 
Maxilactm LX-5000. 

-Deteminar el efecto del Maxilactm LX-5000 en el crecimiento de los 
microorganismos  iniciadores y la  producción  de metabolitos relevantes 
durante la elaboración del yogurt y su repercusión en la calidad del  producto 
final. 
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3. ANTECEDENTES 

3.1 YOGURT 

El yogurt es un producto lácteo fermentado  obtenido a partir  del  crecimiento  de 
Lactobacillus  delbnreckii spp bulgaricus y Sfreptococcus rherntophilus en leche 
tibia, y se caracteriza por  una textura  suave y  delicada con un característico 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 región  de los  Balcanes  y de los paises del  Oriente  Medio.  Desde 
tiempos  muy remotos ha  sido  ampliamente  consumido, y aunque  la  evolución del 
proceso de fermentación ha  sido  estrictamente  intuitiva, su producción  constituyó 
una alternativa en la conservación de la leche  (Tamime y Robinson, 1991). A pesar 
de la  proximidad  entre  Europa y Oriente Medio, la popularidad  del  yogurt no se 
extendió y la industria  del  yogurt no alcanzó un importante  desarrollo  hasta 1960, 
siendo consecuencia principalmente de la  introducción  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 investigación  y desarrollo  tecnológicos 
realizados  para  lograr  innovaciones en los productos a base  de  yogurt, lo que 
condujo a un importante  aumento  de su aceptabilidsd. 

En Mexico el consumo de  yogurt en 1980 fue  de 15 mil  toneladas, lo que  representa 
el 8% del  total de derivados lácteos producidos en nuestro país; en 1985 el  consumo 
de este  producto fue de 32 mil  toneladas  representando  el 13% de los derivados 
lácteos 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 día  el  yogurt  es  aceptado  ampliamente . 

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

Existen diferentes tipos  de  yogurt  que  varían en función  de la composición  química 
(contenido de grasa: total, medio y bajo),  método  de  producción (yogurt rígido - 
tradicional-, batido y liquido), de acuerdo  al sabor (natural, de  frutas, 
aromatizados y  con  saborizantes artificiales), de  acuerdo  al  proceso de post- 
incubación (pasteurizaciÓdUHT, 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 la elaboración 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 adición simultánea de la enzima y cultivos  iniciadores. 

Aun cuando el contenido de lactosa del  yogurt  puede variar con  la  concentración 
de sólidos no pasos, en la  mayoría  de  yogures el contenido  de sólidos de la leche 
es relativamente alto  y cantidades  considerables de lactosa permanecen  en  el 
producto  después  de  la  fermentación  (Smith y  Bradley, 1984). 

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

La adición de lactasa  a la leche previa a la  elaboración  del  yogurt  puede 
incrementar su costo, no obstante ha sido  demostrado  que  incrementa su poder 
edulcorante y la cantidad  de  azúcar y frutas  puede  ser  reducidas, lo que  contribuye 
a  equilibar  costos  (Gyuricksek  y Thompson, 1976;  O’Leary  y  Woychik, 1976b; 
Smith y Bradley, 1984). 
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Tamime y Deeth (1980). 
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Tratamiento  Preliminar  de la leche 
flormalización del  contenido  de grasa al OS-3%. Aumento  del  extracto seco al 14-16%) 

J 
Precalentamiento  de la leche  a 50-6OoC 

J 
Homogenización 100-200 kg/cm2 

-1 
Tratamiento  térmico  de la leche 

(85"/30min: 90-95'/5-10 min: 12OoC/3-5 seg) 

1 
Enfriamiento  hasta la temperatura  de  incubación 

(4245OC ó 30') 

.L 
Siembra  con el cultivo  iniciador 

.L 

YOGURT BATIDO YOGURT  TRADICIONAL 
Envasc al  por nmor L 

1 1 1 
Incubacion  Adicion y mezcla  Adicion  de  sabores  Incubado cn masa 

de las frutas sinleticas y colorantes 

-1 3. 
Rcfrigeracion & J 

Incubacion  lncubacion 

Rcfrigeraci6n Rrfrigcracion Envasado  Adicion J' mezcla  Adici6n  de 
de las frulas los aromas 

colorantes 

1 
Kefrigcracion ( 15-20eC o <IO C)  

1 J 1 .L 

I I 

L 4 
Envasado 

I 

I . FIGURA 1. Procedimiento p k a  In elibiraci6n del yogurt.. 1 



3.3 MICROORGANISMOS INICIADORES DEL YOGURT 

En la elaboración del  yogurt, la leche sufre  distintos cambios  fisicoquímicos debido 
a las condiciones de  procesamiento y por  la  actividad  de las  bacterias  lácticas 
iniciadoras (Lacrobacillus  delbrueckii ssp. bulgaricus y Streptococcus 
rhermophilus). Las  reacciones  bioquímicas de estos microorganismos en  la leche 
son  íündamentales  para conferir al  yogurt  sus características  finales,  ya que sus 
ciclos vitales  se  mantienen  mediante un gran  número  de  rutas  metabólicas 
complejas (Tamime y  Deeth,  1980;  Marshall,  1987; Zourari y col., 1992). 

El papel  de S. rhemophilus y L. delbrueckii ssp. btrlgartc~rs en la  manufactura 
del  yogurt  puede  resumirse en tres aspectos principales: 

I )  La  acidificación  de la leche,  mediante la producción de ácido  láctico a partir de la 
lactosa,  proporcionándole al yogurt su sabor  ácido  característico y desestabilizando las 
micelas  de  caseína al alcanzar un pH cercano a su punto isoeléctrico y mediante el paso  de 
calcio y fósforo 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 precipitación  de 
proteínas. 

S. rherntophilws es  una  bacteria gram positiva esférica,  se  observa en pares o en 
cadenas;  es homofermentativa y produce ácido  L-(+)-láctico  a partir  de glucosa, 
fructosa, lactosa o sacarosa.  Se  caracteriza por  su termorresistencia, presenta una 
temperatura  óptima  de 40 a 45T, aun cuando  puede crecer  a temperaturas  entre 
50-52OC (García-Garibay,  1986; Zourari y col., 1992). 

L. delbrrreckii ssp. hulgarictrs es un bacilo homofermentativo  gram positivo, largo, 
no móvil; produce ácid0  D-(-)-láctico. 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 óptimo  entre 40 y 43T; 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 
(García-Garibay,  1986; Zourari y col., 1992). 
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3.4 METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS 

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

S. rherntophiltrs posee un sistema de lactosa-permeasa,  incluyendo una  permeasa 
protón  dependiente  localizada en la membrana,  en el que  la  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  actúa  como un inhibidor  competitivo 
del  transporte  del  disacárido.  En  vesiculas  de  membrana  de E. coli la permeasa 
lacs no  solamente  cataliza la fuerza  motriz de los protones  unida  al  sistema de 
trarlsporte  de la lactasa,  sino  que  también  intercambia  B-galactósidos, lo que 
significa  que la reacción de  transporte  procede  como un antipuerto  independiente 
de la fuerza  motriz  de  protones. 

La galactosa requiere una fuente  exógena  de  energía  e  involucra  la  acción de  una 
permeasa  galactosa. En S. ~herntophiltrs no  se  ha  detectado un sistema de  transporte 
semejante al sistema  fosfotransferasa  dependiente  de  fosfoenolpinivico (PEP-PTS) 
y  además el transporte de la galactosa y glucosa es más  lento  que  el  de la lactosa 
en  virtud  de las  limitaciones en el transporte de éstos  monosacáridos  (Zourari  y 
col., 1992). 

Tanto I,. delbrtreckii ssp. hrrlgarictrs como  la mayoría  de las cepas de S. 
thernlophiltrs utilizan  solamente la glucosa  liberada  por la a-galactosidasa 
intracelular  y  liberan la galactosa en el  medio  de  crecimiento. 

L. delbrtreckii ssp. btrlgarictrs 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. rhern~ophihrs y que 
la presencia de glucosa en el  medio  reprime el transporte  de  lactosa y la  síntesis de 
la O-galactosidasa. 
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En ambos  microorganismos la glucosa  liberada  por la acción de la a-galactosidasa 
intracelular es metabolizada  por la vía  Embder Meyerhof Parnas. En  el  caso de la 
galactosa, es liberada al medio  en la mayona de cepas de S. fhermpohilus; en 
cepas  con  fenotipo Gal' es utilizada  por la vía  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 Formación de los compuestos  responsables  del sabor y aroma 

El sabor típico del  yogurt es debido al ácido láctico y  a vanos compuestos 
carbonilos  (acetaldehido,  acetona  y  diacetilo),  algunos  compuestos  vólatiles  y no 
volátiles, y diversos  compuestos  derivados  de la degradación  térmica  de  lipidos, 
lactosa  y  proteínas,  durante el tratamiento  térmico  de la  leche previo  a la 
elaboración  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 contribución de otros  compuestos  volátiles,  ya  que la percepción 
sensorial vana considerablemente  (Dumont  y  Adda, 1973). 

3.4.2 Vías  metabólicas de la  síntesis  del  acetrldehido 

La  formación  de  acetaldehido  y  otros  compuestos  volátiles  que  contribuyen al 
aroma  del  yogurt  por  las  bacterias  lácticas  tiene  lugar  durante la fermentación.  Las 
concentraciones finales dependen  de  la  presencia  de  enzimas específicas capaces 
de catalizar la formación de compuestos  carbonilo  a  partir  de  diversos  componentes 
de la leche.  Los constituyentes  importantes  de la  leche para la producción de 
acetaldehido en el yogurt  son  la  lactosa  (principalmente la glucosa liberada)  y los 
aminoácidos  treonina y metionina  (Tamime y Robinson, 1991). La conversión de 
glucosa  a  acetaldehido es catalizada  por la reacción  de la aldehido  deshidrogenasa 
tanto en S. thernrophilxs como en L. delbrweckii ssp. bulgaricus. En la Tabla 2 se 
resumen las posibles  rutas  metabólicas y reacciones iniciadas  por S. thern~ophiltrs y 
L. delhrueckii ssp. brrlgaricus durante la formación  del  acetaldehido en el yogurt. 

3.5 METABOLISMO PROTEICO 

La  actividad  proteolitica de las bacterias lácticas del  yogurt es  baja (Dutta  y col., 
1971; citado  en  Tamime  y  Deeth, 1980; Zourari y col., 1992), no  obstante,  el  grado 
de proteólisis es significativo  durante  la  fermentación, lo que  puede  contribuir  a los 
cambios  en la estructura física del  producto  debido  a la  liberación de  péptidos  de 
diferentes  tamaiíos  y  aminoácidos libres, y contribuye  a la formación de 
compuestos  del sabor y aroma  (Tamime  y  Deeth, 1980). 
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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. rhermophilus presenta  mayor  actividad  peptidasa  pero 
actividad  limitada  de  proteasas,  mientras  que L. delbrueckii ssp. bulgaricus tiene 
la capacidad de hidrolizar  caseína  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  proteolítica  de las bacterias  lácticas  está  involucrada  principalmente 
en la nutrición  e  interacción de las  bacterias del  yogurt, ya que  éstas  no pueden 
sintetizar  aminoácidos  esenciales. Ellas requieren de  una fuente  de  nitrógeno 
exógena  y  por  tanto  utilizan los péptidos  y  proteínas  del  medio  de  crecimiento 
mediante la acción de un conjunto de  enzimas  (Zourari y col., 1992). 

TABLA 2 
~ 

Posibles  orígenes  del  acetaldehido producido por S. tltermoplrilus y L. 
delbrueckii ssp. bulgaricus. 

Constituyentes 
de la leche 

Lactosa 

Aminoácido 

I Acido nucleic0 
1 

Tarnirne y Robinson, 

Reacción que implica  la formación de 
acetaldehido 

Vía  piruvato durante el ciclo glicolítico 
Vía  acetil  fosfato o piruvato 
Descarboxilación directa del piruvato 
Valina"+acetaldehido + (posiblemente) alanina. 
Treonina+acetaldehido + glicina 
Escisión de la treonina en glicina y 
acetaldehido. 
Conversión de la metionina en treonina y de 
esta en acetaldehido +glicina 
Timidina-, acetaldehido + gliceraldehido-3 
fosfato 
'92. 



3.6 LACTASA 

La  lactasa o 6-galactosidasa  (EC 3.2.1.23) es una enzima  que cataliza la hidrólisis 
de la lactosa dando como productos los monosacáridos D-glucosa  y  D-galactosa. 

El uso  de esta enzima  ha  abierto  nuevas  posibilidades en la industria láctea . Su 
potencial  se  ha establecido desde los años 50's (Reed  y Pepler, 1973), no  obstante 
fue hasta  la  década de los ochentas  cuando su empleo  se intensificó 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 disacárido  (Houst, 1988); además, facilita la elaboración de 
productos lácteos edulcorados  donde  el  disacárido  constituye un problema en 
virtud  que  tiende a precipitarse  debido a su baja solubilidad (Garcia-Garibay, 
1992). As¡  mismo,  debido a que  la lactosa hidrolizada  tienen un mayor  poder 
edulcorante,  por los monosacáridos  que  la  constituyen, su hidrólisis permite un 
ahorro  en  la  cantidad de azúcar  que  deberá adicionarse  a  estos productos (Engel, 
1973; Holsinger y Kligeman, 1991). 

Otra aplicación de  la lactasa  es en el  suero  derivado  de queserias,  ya que  es  posible 
reducir su alto  contenido de lactosa, la  cual  limita su utilización, permitiendo  que 
el  valor  agregado  de este subproducto se incremente. Esta enzima es utilizada 
también  en la elaboración de  algunos  productos lácteos fermentados en los que  se 
ha reportado una reducción  considerable en  el  tiempo  de fermentación y mayor 
producción  de ácido  láctico al  utilizar leche con lactosa hidrolizada como materia 
prima  (Thompson y Gyuricsek, 1974; Woodward y Kosikowski, 1975; OLeary 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 utilización en la industria láctea,  a nivel 
comercial, la  enzima se extrae  principalmente de hongos tales  como Aspergillus 
niger y Aspergillus  oryzae, y levaduras como Kluyveromyces  fragilis, 
Klrrperonjyces  lacris y Candida  psetrdorropicalis (Vedamuthu, 1978; Nijpels, 198 I ; 
Garcia-Garibay, 1992). 
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Las lactasas destinadas  para la hidrólisis de  la lactosa en la leche  por las 
propiedades  que presentan, principalmente su pH  óptimo, 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 
extraídas mediante  la lisis de las células o bien  mediante  una  ruptura parcial de la 
pared celular (permeabilización);  en  ambos  casos es importante la purificación 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 glucólisis 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 coagulación del producto,  y  las  zimasas 
podrían  conducir  a la fermentación  de  glucosa  con  la  formación de alcohol 
(Marschke  y  Dulley, 1978; Mittal y  col., 1991 ; Garcia-Garibay, 1992). 

La literatura científica sobre la aplicación  y  obtencibn de  las  lactasas  es extensa, no 
obstante, se han realizado pocos  estudios  sobre los procesos de producción, 
purificación y caracterización de la  enzima. 

Existen  algunos reportes referentes a la produccih  de lactasa a nivel laboratorio, 
en donde  se establecen las condiciones  de  producción,  más  no  de  escalamiento, la 
selección  de  cepas  hiperproductoras, las condiciones  ambientales para la 
producción  de  la  enzima  (Mahoney  y  col., 1975), las  condiciones  de  oxigenación 
(Garcia-Garibay  y col., 1987) y las características bioquímicas  y  funcionales de la 
enzima  (Mahoney  y  Whitaker, 1977 y 1978; Dickson  y col. 1979; Mahoney, 1980). 

De las lactasas de levaduras del género Kltryverontyces, la de Kl~lyvero/~~yces 
,fiagilis (en la actualidad K, nlarxiantrs) 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 6-galactosidasa  proveniente  de 
Khyverun~yces lacris, ellos reportan un peso  molecular  de 135000 Da, sin  la 
presencia  aparente  de  subunidades. 

Aun cuando  pudiesen existir estudios  más  recientes  y  específicos  sobre la 
estabilidad, propiedades  bioquímicas y fisicas  de  la  enzima, la información está 
limitada  posiblemente  en virtud de  que  es una  información  confidencial  por parte 
de  las diferentes compañias  que  la  producen  (Garcia-Garibay, 1992). 



NOMBRE  UNIDADES F U E N T E  DE COMPAÑIA 
C O M E R C I A L  

2000 K. lactis Gist-Brocades  Maxilact L-2000 
5000 K. lactis Gist-Brocades Maxilact LX-5000 

(Katlml) OBTENCION 

Kerulac "_ K. lactis Gist-Brocades 
Hydrolat 

3000 K. ,fi.agilis Novo Lactozym 
2000 K. .j-agilis Rhom LP 7028 
5000 K. ,fragilis Sturge  Enzymes 

Neutral  Lactase  Pfizer C. pseudotropicalis 2750 

Lact-Aid 1 O00 K. lactis Lact-Aid 
Takalnine  Lactase "- K. ,Ji-agilis Miles 

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 láctea deben  ser 
de alta pureza  para evitar efectos  adversos en el  producto.  En  virtud  de los 
diferentes  procesos de obtención, se  ha  encontrado, aun  en las preparaciones 
disponibles, de más alta pureza,  la  presencia de diferentes  actividades enzimáticas, 
principalmente proteolitica ( Mittal y  col., 1991; Alatorre y col., 1993). 

Marschke y col. (1980), ensayaron  el  nivel de actividad proteolítica contaminante 
en  una preparación comercial de lactasa (Maxilacta 20000 y 40000), y 
concluyeron  que  el  incremento de  la proteólisis de queso  cheddar  elaborado  con 
leche  con  lactosa hidrolizada  era  por las proteasas  contaminantes en el extracto 
enzimático.  Olano y col. (1983)  ensayaron 19 actividades enzimáticas en 
Maxilacta 20000, encontrando  que aun cuando  la  actividad lactásica fue  la 
principal  actividad en Maxilact, otras  actividades  fueron  detectadas tales  como a- 
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  fúngica 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  coagulación y generación  de  sabores extraños,  con  excepción 
de  MaxiIactQB LX-5000, que  no ocasionó los mismos  problemas. 

Grieve y col. (1983), realizaron  la  caracterización  parcial  de  las  proteinasas 
producidas  por Kluyveronyces laclis y las  compararon  con las presentes en  el 
MaxiIactB 40000. Reportan  que en la  preparación de Maxilact,  las proteinasas 
detectadas  eran similares  a las presentes en un autolisado  de K. lacris, 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 HJDROLISIS 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  razón facilitar el  consumo  de  este valioso alimento a la 
población  que  presentaba intolerancia  a este  disacárido. Este  hecho condujo a 
incrementar el interés  por el uso de la enzima  no  solamente en la leche  sino además 
en diferentes  productos lácteos.  Las investigaciones  condujeron a observar que  al 
hidrolizar  la lactosa de  la leche utilizada en la  elaboración de algunos  productos, 
presentaba efectos favorables y estimulaba  la  actividad  de los microorganismos 
iniciadores  participantes. 

Engel  (1973)  reportó  el uso de la lactasa para  elaborar  yogures  más  dulces  sin 
incrementar su contenido calórico, mediante  el  aprovechamiento  de la lactasa no 
utilizada  por las  bacterias  Iácticas durante la fermentación. El producto  obtenido 
era de un sabor  más  suave y  dulce, más  agradable  para los consumidores y rentable 
para el productor. Hilgendorf  (1981)  y Smith y Bradley  (1984),  determinaron  los 
niveles  óprimos  de lactasa  fúngica para  elaborar  yogurt bajo en calorías  y de bajo 
contenido en lactosa, los productos  mostraron un tiempo  de  coagulación 
ligeramente  menor,  dependiendo  de  la  concentración  adicionada  del  preparado 
comercial  enzimático de lactasa adicionado,  respecto  al  control. 

Los pioneros en  estudiar  el efecto de la hidrólisis de la lactosa en el  yogurt  con  la 
enzima a-galactosidasa fueron Guilliland  y col. (1972).  Observaron  que la glucosa 
liberada  durante  la  hidrólisis enzimática de la lactosa estimulaba  la  producción de 
ácido  de los  estreptococos  lácticos. Sugirieron  que  los  microorganismos no 
producían  el  máximo  de ácido  láctico debido a su incapacidad  para  metabolizar 
lactosa  eficientemente cuando la leche no estaba  hidrolizada.  Además  observaron 
que  la glucosa se metabolizaba rápidamente y la  galactosa se acumulaba en el 
medio. OLeary y Woychik (1976a) encontraron  resultados similares en cultivos 
mixtos  de .‘5. ~ltern~ophilus y L. hdgariars en leche tratada  con lactasa. 

Thompson y  Gyuricksec  (1974)  y  Gyuricksec  y Thompson  (1976),  desarrollaron un 
proceso  para la elaboración  de  yogurt  rígido de bajo contenido en lactosa. El 
procedimiento  propuesto involucraba el  pretratamiento de la leche  con una lactasa 
proveniente de Klrry\~erontyces laelis, considerando 90-95% de hidrólisis 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 más dulce 
que  el control, favoreciendo así la aceptación  por  parte  de los consumidores. 
Estudios similares realizaron OLeary y Woychick (1976b),  encontrando  el  mismo 
efecto, no obstante,  concluyen que  ni la  relación simbiótica de los 
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microorganismos iniciadores ni  la  formación  de los compuestos responsables del 
sabor  eran afectados por la hidrólisis de la lactosa. 

Tamime  (1977 y 1978) realizó el  estudio  del  comportamiento  de tres tipos  de 
cultivos iniciadores (normal, viscoso  y  filante) para la elaboración del  yogurt 
utilizando leche hidrolizada con  lactasa al 50 y 100%. En todos  los  casos la 
producción  de ácido  láctico fue  mayor  en  la leche hidrolizada al 50% respecto al 
control.  La excepción fue el yogurt  preparado  con leche hidrolizada  al 100% e 
inoculado  con bacterias filantes, ya  que  presentó una velocidad  menor  de 
desarrollo de ácido  láctico comparado  con  el control. 

Uno de los trabajos más interesantes  del efecto de la hidrólisis de la lactasa en  el 
desarrollo  de lactobacilos  y  estreptococos  es el realizado  por H e m e  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 estimulación 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 presencia de proteasas  contaminantes en 
el  preparado comercial. 

Por  otra  parte  estudios similares se  realizaron en quesos.  Reportaron un incremento 
en la  velocidad  de  producción de ácido y maduración  del queso  reflejado en  una 
mayor  proteólisis  (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 maduración y 
características  sensoriales de ,quesos cuando se  utilizaba  leche hidrolizada  con 
lactasa, en  donde el  producto  obtenido  presentaba  la formación de  sabores 
extraños, color blanquecino y cuerpo  arenoso. 
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4. MATERIALES Y METODOS 

4.1.1 Enzima 

Se usó un preparado comercial de lactasa: Maxilacto  LX-5000 (Gist  Brocades, 
Holanda). 

4.1.2  Determinación de  actividades  enzimáticas 

Actividad de  lactasa 

Se determinó  midiendo espectrofotométricamente  (Espectrofotómetro, Shimadzu 
UV-160 con control  de  temperatura,  Japón)  la  hidrólisis  de  o-nitrofenil-l3- 
galactopiranósido (ONPG)  (Miller, 1972) en reacción continua efectuada en  la 
celda,  bajo temperatura  controlada a 37"C, siguiendo un registro  de  la  absorbancia 
a  4 10 nm a pH 6.6, empleando  una solución 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 utilizó  la técnica modificada  de Hull (1947), empleando caseína soluble 
(Hammarsten, Merck)  como sustrato en  regulador TRIS, pH 7.0. La  proteólisis se 
determinó  mediante  el  aumento  de  péptidos  solubles en ácido  tricloroacético 
(Baker) al 5%, cuantificados espectrofotométricamente a 280 nm empleando un 
espectrofotómetro Shimadzu UV- 160. 

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

4.1.3  Separación de las proteasas y determinación  del  peso  molecular  por  filtración 
en gel 

Se empleó una resina Ultrogel AcA34  (LKB), la  cual  fue  dispersada  en  una 
solución  amortiguadora  de fosfatos 50 mM, pH 7.0, y se  empacó en  una  columna 
(2.5x90cm).  La columna  fue equilibrada  con la  misma  solución  amortiguadora y el 
flujo se  mantuvo a 7 mlh, empleando  una  bomba  peristáltica (PI Pharmacia). Se 
calibró la  columna  con  proteínas  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 calibración, relacionando  el volumen de elución 
y el volumen  vacío (VeNo) contra el logaritmo del peso  molecular de las  proteínas 
conocidas  (Andrews, 1964). Para la elución de la muestra, se  adicionó  a  la  columna 
un volumen de 7.5 m1 de  extracto comercial diluido con  solución reguladora hasta 
alcanzar  una  concentración  de proteína entre 70-80 mdml, determinado  por el 
método de  Lowry y col. (1951). La muestra se filtró antes de  pasarla  a través de la 
columna,  empleando una membrana de 0.45pm en un filtro  Millipore. Se 
colectaron  fracciones  de  3.5ml  cada una y se  les determinó la actividad proteolítica 
y de  lactasa.  Para  cada fracción se registró la absorbancia a 280 nm. 

4.1.4 Cromatografia de intercambio iónico 

Se  dispersó  una resina de DEAE-Sepharosa CL6B  (Sigma) en solución 
amortiguadora de fosfato de sodio IO  mM  pH 7.0 y se  empacó en una columna 
(1.5x20cm)  calibrada  con la misma solución amortiguadora. Se  adicionó  a la 
columna  3 m1 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 solución amortiguadora de  calibración. La 
proteína absorbida  fue removida de la columna mediante un gradiente lineal de 
NaCl (0-0.5N). Se colectaron  fracciones de 3.5 ml y se  determinó  en  cada una de 
ellas la actividad  de  lactasa y proteolitica. 

4.1.5 Electroforesis 

Se  realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de acuerdo con el 
método de Laemmli (1970). Se  empleó una cámara de  electroforesis Mini Protean 
11, Biorad. Para el corrimiento electroforético las  muestras  fueron tratadas 
adicionándoles  volumen  a volumen una solución de SDS al 4%, mercaptoetanol 
10% y azul  de bromofenol al 0.002%. La mezcla obtenida  se  incubó  a 100°C 
durante  2 min antes  de su aplicación.  Se usaron geles  verticales  con 11% de 
poliacrilamida y un voltaje constante de 200V. La fijación  de  proteínas  se realizó 
sumergiendo el gel en una solución al 50% de ácido acético y metanol, durante 30 
min. Para la tinción  se  empleó una solución de azul de  Coomasie al 0.25%, durante 
30 min y después  se destiñó  empleando una solución al 50% de metanol y ácido 
acético.  Para la determinación del peso molecular se utilizaron proteínas  de peso 
molecular  conocido  entre 10,000 y 70,000 Da (MW-SDS-70;Sigma). 
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4.1.6 Espectrofotometria de masa  por electro-aspersión (ESMS) 

El extracto  crudo  de MaxiIactO LX-5000 fue  dializado en agua desionizada 
durante 24h a 4'C, posteriormente la muestra fue  liofílizada. 

El Maxilact (1 mg) previamente liofilizado fue  dispersado en agua desionizada 
(0.5ml) y después  diluido con un volumen igual de acetonitrilo y ácido fórmico 
(Ponce y col. 1993). Todas las muestras fueron analizadas en un espectrofotómetro 
de masas VG  Quattro, ajustado a una interfase de  electroaspersión  (VG Biotech. 
Altrinchman, G.B.). El solvente acarreador consistió  de volúmenes iguales de 
acetonitrilo y ácido  fónnico, el cual se bombeó mediante una válvula Rheodyne a 
la fuente a  5 pdmin .  La entrada del capilar fue mantenida a  4KV con un electrodo 
contador  a IKV y la fuente a 70°C. Las muestras  fueron  introducidas en  la 
coniente  de solvente via una válvula Rheodyne. La escala de masa fue calibrada 
regularmente (cada  3h; aproximadamente cada  seis  muestras) usando mioglobina 
de corazón de caballo (Sigma). 

De manera  semejante  se realizó el tratamiento de las muestras de 0-galactosidasa y 
de proteasas  parcialmente purificadas obtenidas por cromatografía de intercambio 
iónico para su análisis por ESMS. 

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

Para evaluar la inactivación térmica de la lactasa y proteasas presentes en  el 
Maxilact@ LX-5000, las cinéticas de inactivación (desnaturalización) 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  MaxiIactB LX-5000, 
distribuidos en 4 tubos  de ensaye, previamente incubados  a  la temperatura de 
operación. Se tomaron muestras de 1 g a  diferentes  intervalos  de tiempo ( I  ,2,3 y 4 
min) y se  guardaron en refrigeración durante 6-8h aproximadamente para la 
determinación  de  las actividades proteolitica y de  lactasa. 

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

4.3.1 Lactasa 

Para determinar el perfil de temperatura de  la lactasa, se  trabajó en reacción 
continua, utilizando un espectrofotómetro Shimadzu UV-160 con control de 

20 



temperatura. La actividad enzimática se midió en un intervalo de temperatura  de 5 
a  65°C  con  incrementos  de 5°C y 75°C. 

4.3.2 Proteasas 

Se realizó la determinación de actividad proteolítica  mediante reacción continua, 
tomando datos de actividad proteolítica  cada hora durante 3 h, considerando las 
mismas temperaturas de reacción utilizadas en la determinación  de  lactasa. 

4.4 OBTENCION DE LA ENZIMA R-GALACTOSIDASA PARCIALMENTE 
PURIFICADA 

La lactasa obtenida después de la filtración en  gel (punto 4.1.3), fue dializada en 
solución amortiguadora de  fosfatos lOmM,  pH 7.0, durante 24 h a 4°C y 
concentrada por ultracentrifugación (Ultracentrifuga HETO VR- 1). Posteriormente 
se sometió a cromatografia de intercambio iónico, bajo las mismas condiciones 
mencionadas en  el punto 4.1.4. La R-galactosidasa obtenida,  se  dializó en agua 
desionizada durante 24 11 a 4°C y liofilizó (Liofilizador, HETO VR- I ) .  

La muestra liofilizada obtenida,  se sometió nuevamente  a cromatografia de 
intercambio iónicol 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  Microorganisrnos 

Las cepas usadas fueron Streptococcw therlnophilrrs ST233 de la colección del 
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, México, D.F., y Lac/c~hacillrrs 
delhr-ueckii spp. brrlgaricrrs NCFB 1489 de la National  Collection of Food 
Bacteria, Reading, Inglaterra. 

4.5.2 Manteninliento de iniciadores 

Los microorganismos iniciadores  se mantuvieron en 10% (p/v)  de leche 
descremada bacteriológica (Difco, Detroit, M14832, USA), esterilizada  a 12 1°C 
durante 15 min. 
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4.5.3 Preparación  del  inóculo 

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

4.5.4 Enzinlas 

Las enzimas utilizadas fueron MaxilactB LX-5000 (Gist-Brocades, Holanda) y R- 
galactosidasa parcialmente purificada (libre de proteasas), obtenida por 
cromatografia de intercambio iónico (punto  4.4). 

4.5.5 Condiciones  de  hidrolisis  de la leche 

4.5.5.1 Efecto  de las proteasas  contaminantes  presentes en el  MaxiIactEO LX-5000 durante la 
elaboración  del  yogurt  versus  D-galactosidasa 

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

I )  Se adicionó 0.05% de MaxilactB LX-5000, en  condiciones asépticas, 
previamente filtrado en membranas estériles de  0.22pm  (Millipore),  se  incubó con 
agitación a 30°C (temperatura óptima determinada de  acuerdo al punto  4.3.1) 
durante 8h para asegurar el 100% de hidrólisis de la lactosa presente en la leche. 

2) Bajo las mismas condiciones que el anterior, se adicionó R-galactosidasa 
purificada, asegurándose que las unidades enzimáticas fbesen  equivalentes. Las 
condiciones  fueron las mismas para obtener el 100% de hidrólisis. 

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

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

Se utilizó leche reconstituida al 1 I %  (ph)  y tratada térmicamente,  como se 
describió en el punto anterior. 

Se prepararon por triplicado tres lotes de leche: 

1 )  Control, leche sin hidrolizar. 
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2) Leche  hidrolizada  al 100% , con Mailact@ LX-5000. 
3)Leche en  el  que simultáneamente  se  adicionó el inóculo y la  enzima  MaxilactB 

LX-5000 al 0.05% y se  mantuvo  a la temperatura de incubación de  la fermentación 
mencionadas  con  anterioridad. 

4.5.6 Condiciones  de  fermentación 

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 fermentación se  realizó  a  43°C  durante 6h, los yogures  resultantes  fueron 
almacenados una noche  a 4OC, para la realización  de los análisis  correspondientes. 
La fermentación se llevó a  cabo  por triplicado, en frascos  herméticamente  cerrados, 
conteniendo 250 m1 de  leche. 

4.6 METODOS  ANALITICOS 

4.6.1 Determinación  de lactosa/galactosa 

La cuantifícación  de  azúcares,  durante la hidrólisis  de la leche,  se  reallzó  mediante 
el método de  LactosdD-Galactosa (Boehringer-Mannheim, No. Cat.  176303)  que 
consiste en la cuantificación  estequiométrica  de la galactosa  liberada por la 
hidrólisis de la lactosa en presencia de la enzima  a-galactosidasa  y  la  subsecuente 
reacción de  óxido  reducción  entre la D-galactosa y  nicotinamida-adenín- 
dinucleótido  catalizada por la enzima D-galactosa-deshidrogenasa. El incremento 
de NADH  es  medido por su absorbancia  a  365 nm. 

4.6.2  Acidez total 

Fue determinada  mediante titulación con NaOH O. 1N de 1 Og de  yogurt  diluido con 
50 m1 de agua destilada,  empleando  fenoftaleína  como  indicador. La acidez  fue 
expresada como YO de  ácido  láctico  presente en la  disolución. 

4.6.3 Determinación de pH 

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

Se midió  empleando un viscosímetro Brookfield RVTDV-11+ , en 300 g de 
muestra  de  yogurt  rígido. Las lecturas fueron  tomadas a 15OC, después  de 5 min, 
usando el vástago 4 y  una  velocidad  de IO RPM en  muestras  refrigeradas una 
noche  después  de la fermentación.  Todos los experimentos  fueron  realizados  por 
triplicado. 

4.6.5 Cuantificación de  acetaldehido 

El acetaldehido presente en los diferentes  yogures  se cuantificó mediante  el  método 
de Boehger-Mannheim (Cat. No. 668613), basado  en la reacción 
estequiométrica  entre  el  acetaldehido  y nicotinamida-adenín-dinucleótido, en 
presencia  de  la  enzima  aldehido  deshidrogenasa. El aldehido es oxidado a ácido 
acético y el NADH obtenido es detenninado  midiendo a una absorbancia de 365 
nm. 

Preparación  de  la  muestra  para la cuantificación  de  acetaldehido 

A 40g de  yogurt  se  adicionaron 4ml de  solución  de  ácido  cítrico al 20%(p/v), se  agitó 
ligeramente y transfirió a un matraz  volumétrico  de 50 ml. Se  aforó  con  agua  destilada, 
mezcló  perfectamente y centrihgó. En  el  sobrenadante  se  realizaron  los  ensayos. 

4.6.6 Cuenta  total y diferencial  de  microorganismos 

El desarrollo microbian0 se  midió  mediante  cuenta en placa de la dilución 
apropiada,  preparada con una  solución  de  peptona (Bioxon) al 0.1% en agar YLA 
descrito por  Matalon  y  Sandine  (1986). 

4.7 ANALISIS ESTADISTICO 

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

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

As¡  mismo se realizaron ajuste de  modelos  mediante  regresión  simple  y  curvilinea, 
comparación  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 DETERMMACION DEL PESO 
MOLECULAR 

Para realizar la separación  de  proteasas  contaminantes del preparado  comercial 
MaxiIactB  LX-5000,  se utilizaron las técnicas de filtración en  gel  y  cromatografia 
de  intercambio iónico, para lograr una  mejor  separación  de la lactasa y  proteasas 
contaminantes. En la  determinación del peso  molecular  se  emplearon las técnicas 
de filtración en gel, electroforesis en gel de poliacrilamida  SDS y la de 
espectrofotometría  de  masas por electro-aspersión, este  último  como un método 
alternativo, nuevo,  rápido y de mayor sensibilidad que electroforesis. 

5.1.1 Filtración  en gel 

En la Figura 2 se muestra el  perfí1  de elución  obtenido  de  la filtración en gel del 
extracto  crudo  de  blaxilact@ LX-5000, asi como los pesos  moleculares  aparentes 
calculados  apartir  de la curva de calibración 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 iónico 

El perfil de  elución  obtenido  mediante  cromatografia  de  intercambio  iónico se 
presenta  en la Figura 3. Se  encontró  que la lactasa eluye  a  una  concentración de 
NaCl de 0.19 N f 0.03. Los picos de actividad proteolitica eluyeron  a 0.3 1 y 0.33 N 
de  NaCl. 

5.1.3 Electroforesis  en gel de poliacrilamida-SDS 

Se  realizó la electroforesis de las fracciones  de  máxima  actividad  tanto  para lactasa 
como  para  las  proteasas  obtenidas de  la cromatografia  de  intercambio  iónico (Fig. 
3). Del patrón  electroforético (Fig. 4)  se  calculó el peso  molecular  de las bandas  a 
partir de la curva  de calibración estimada  con  marcadores  conocidos.  Para las 
proteasas  se  encontró 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  encontró  una  banda adicional cuyo  peso  molecular  es de 15000 Da.  Lo 
anterior  puede  sugerir  que las bandas  menores  pueden ser  impurezas  derivadas de 
la  separación  cromatográfica o bien posibles proteasas  que  estuviesen  eluyendo  a la 
misma  fuerza  iónica. 
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Grieve  y  col. (1983) reportaron la  presencia  de tres proteasas  en un lote de 
Maxilact@  40000  cuyos pesos moleculares heron  de 58000 (endopeptidasa), 
48000  (serinendopeptidasa)  y  36000 Da (serinexopeptidasa). Mediante  filtración en 
gel se encontró  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 5 1560,44700 y 34200 Da las cuales podrían corresponder  a  las tres 
proteasas reportadas por los autores antes mencionados, considerando  que la 
variación del  peso molecular es debido al método empleado para la determinación. 
Es posible  que por la naturaleza de las proteasas y bajo las  condiciones de la 
cromatografia de intercambio iónico, las proteasas eluyeran con una fuerza iónica 
muy parecida, no existiendo las separación total entre éstas, de ahí que 
encontraramos en la fracción de máxima 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 proteína cuyo peso molecular es  de 5 1560 Da puede 
ser la proteasa  que  se encuentra en mayor concentración en esa  fuerza  iónica. 

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 
variación depende del método utilizado en  la determinación. 

En  el caso  de la lactasa (Fig. 4), se encontró en  la fracción  de máxima 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 detelminar si las bandas menores  encontradas son 
impurezas  debido al proceso de purificación resultado  de la proteólisis o 
subunidades  de la enzima. Esto no permite determinar  con precisión el peso 
molecular  de la lactasa mediante electroforesis ni  el número  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. frugilis 
de 201000 Da,  determinado  mediante filtración en  gel. Estos autores  encontraron 
mediante  microscopia electrónica, que  la  enzima  estaba  constituida  de  9 ó 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. laclis, un  peso  molecular  aparente de 135000  Da obtenido  mediante 
electroforesis en gel de  poliacrilanida-SDS,  concluyendo  que la enzima  contenía 
un solo tipo de subunidad  cuyo  peso  molecular era de 135000  Da,  y  que en caso de 
contener  dos o más tipos de subunidades éstas presentaban  movilidad 
electroforética semejante. El peso  molecular  obtenido  para la lactasa en la presente 
investigación es semejante al reportado  por  Mahoney  y col. (1978) y  Dickson  y col. 
(1979), las variaciones  encontradas  pueden ser debidas  a la fuente  de  obtención de 
la enzima  y a las condiciones  de trabajo de las técnicas utilizadas para la 
detelminación. 
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5.1.4 Determinación  del  peso  molecular  mediante  espectrofotometría de masas  por 
electro-aspersión  (ESMS)  de  los  componentes  del MaxilacW LX-5000, y de las 
enzimas  O-galactosidasa y proteasas  parcialmente  purificadas 

Se  realizó el análisis del  preparado comercial MaxilacVB LX-5000 y de la a- 
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  reflejó en variaciones muy  grandes 
entre las  diferentes repeticiones.  Para  todos los  casos  los  pesos  moleculares 
obtenidos  fueron  similares  a los determinados  por filtración 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 proteínas 
o péptidos  presentes en el extracto. 

COMPONENTE PESO MOLECULAR 

60526.70 
3 I 35640.69 
4 3 1423.34 
5 I 24827.72 
6 23363.69 I 
7 I 22884.23 
8 20600.89 1 
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FIGURA 5. Espectro de masa obtenido mediaotc ESMS del Mixilac@ LX-5000, I 
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De los pesos moleculares obtenidos  para la l3-galactosidasa (Tabla 5) se puede 
observar  que esta enzima está aparentemente  constituida por diferentes 
subunidades cuyos peso moleculares son  variables,  no  obstante  en  virtud  de estar 
parcialmente  purificada fué dificil diferenciar y conocer el  número  de  subunidades 
que  la  constituyen. Por otra  parte  dado  que el análisis por ESMS permite  detectar 
cambios  pos  transduccionales de grupos tales como número  de  puentes  disulfüro, 
acetilacion y fosforilación, entre  otros (Geisow y Green, 1990), el análisis de los 
resultados sugiere que  la lactasa posiblemente es una enzima glicosilada y 
fosforilada aun cuando lo anterior no se confirmó en  virtud de  que los análisis  para 
confirmar esta hipótesis  requieren  que  la  enzima  tuviera un grado  de  pureza  mayor. 

I COMPONENTE I PESO MOLECULAR 1 
1 I 73704.13* 
2 6637 l .  14* 

~ 

3 

44619.16 5 
47379.09 4 
50929.6 1 

t 6 I 39627.42 
7 325  15.66 
8 

20189.37* IO  
22161.05* 9 
3 1408.37 

*Componentes  menores 
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Respecto a las proteasas se  encontró 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 
localizó la  presencia  de ninguna proteína  de  menor  peso molecular. 

COMPONENTE PESO 
MOLECULAR 

(Da) 
1 

4 
5 1683.00 3 
49735.80 2 
37200.77 

5373  1.26 5 
5273  1.50 
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5.2 INACTIVACION  TERMICA DE LA LACTASA Y PROTEASAS PRESENTES 
EN EL  MAXILACTB LX-5000. 

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

La  lactasa en el extracto  enzimático  es  completamente  estable  respecto  al  tiempo 
en el intervalo  comprendido  entre 30 y 60"C, reflejado  estadísticamente  en un nivel 
de  explicabilidad  (ajuste) muy bajo  (r2=0.0023 a O. 1221) y la pendiente  de  las 
curvas cercana a O (Fig. 8 y Tabla  7).  Arriba de esas  temperaturas la actividad 
enzimática  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 (r220.0778). A 90°C la enzima  presenta  una  fuerte  disminución en 
su actividad  no  obstante  la  actividad  remanente  es  considerablemente alta, 
aproximadamente  el 30% en un tiempo  de  incubación  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 O y un r2=0.01230 y 0.3544 (Fig. 9 y Tabla 
8). Arriba de esas temperaturas la velocidad de desnaturalización  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  solución  al 1% de Maxilact  pierde 66% de su actividad 
proteolitica  contaminante  después de Ih a 4OoC y, a la vez la  lactasa pierde 25% 
de su actividad.  Además  que una solución 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 IO minutos  a 50°C a pH 5.0, y bajo las  mismas 
condiciones la l3-galactosidasa  perdió  completamente su actividad en el extracto. 
Lo anterior  pudiera ser consecuencia del efecto del  pH  al que  se  sometió la 
muestra, ya que la lactasa  proveniente  de K. /actis tiene  una  actividad  máxima  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 variación  de  temperatura puede hacer  que su estabilidad térmica disminuya 
respecto a las proteasas  presentes. 
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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  óptima  de la actividad  de las enzimas 
presentes  en el preparado  comercial, se determinó la actividad  enzimática de 
lactasa  y  proteolítica  a  diferentes  temperaturas  de  incubación. Los datos  obtenidos 
fueron  ajustados  a  modelos  de  regresión lineal, eligiendo el modelo de  una 
parábola en el  caso de la lactasa  y el de un polinomio cúbico para las proteasas  por 
ser los que mejor explicabilidad  presentaron  y  se calculó la temperatura  máxima 
mediante el proceso  usual  de  primera  y  segunda  derivada. Las Figuras 10 y 1 1 
presentan las curvas  estimadas  para  cada  una  de  las  enzimas  asi  como  la 
temperatura  óptima  calculada bajo  las condiciones  del  experimento.  Las  proteasas 
presentaron  una  temperatura  óptima  de 40"C, cercana a lo recomendado  por  el 
distribuidor  para  hidrolizar la lactosa  de la leche (3540°C). La incubación del 
Maxilact a  esas  temperaturas  puede  involucrar  proteólisis en  la leche  y  ocasionar 
diferentes efectos en el producto final. La temperatura  óptima  para la lactasa  fue de 
3O"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 
óptimo  de la enzima  se  encuentra  entre 6.5 y 6.7. El pH  al  que se  llevó  a cabo el 
estudio fié de 6.6, muy cercano al pH  de la leche. 

Utilizando los mismos  datos  y  mediante la ecuación de  Arrhenius  estimada  se 
calculó la energía de activación  y  desnaturalización  para la lactasa  y  proteasas 
(Figs. 12 y 13) presentes  en  el MaxiIactB  LX-5000, en la Tabla 9 se  presentan los 
valores  calculados. 

I Proteasas I 10.448 1 17.712 I 
(Ea) Encrgia  de  accivacion de la rcaccion. 
(Ead) Encrgia de activacion  dcsnalnraliucion 
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FIGURA 13. Gráfica  de  Arrhenius para In lactasn ("h) y proteasas (- -D- -): Energía 
de  activación  de  desaaturalizaci6n. 



La energía requerida  para  que la reacción catalizada  por las proteasas se  efectúe es 
mayor  que la requerida por la lactasa, lo cual nos  sugiere que es la reacción 
catalizada por l a  lactasa la que con pequefios  incrementos  de  temperatura  se 
tendrían mayores aumentos  en la velocidad de reacción, tomando  en consideración 
que la temperatura  óptima  de la lactasa estimada  fue de 30OC. 

En  cuanto a la energía de activación de  desnaturalización esta  es mayor  para la 
reacción  catalizada por  la lactasa. En  la  Figura 13, podemos notar que  con 
incrementos en la temperatura la velocidad de reacción es  ligeramente  mayor  para 
la actividad proteolítica,  lo cual  puede  conducir a una  más  rapida  desnaturalización 
de éstas  con  respecto  a la lactasa  y con ello minimizar los  efectos de  su  actividad 
proteolítica, no  obstante esta  diferencia resulta ser muy pequeña y por  tanto, 
incrementos en la  temperatura  también afectana la  actividad enzimática de  la 
lactasa. 

Dado  que las  energías de activación para  la lactasa  y proteasas  contaminantes 
presentan  valores similares,  fue dificil establecer las condiciones de  temperatura en 
la  que  se  minimiza la actividad proteolítica en el  preparado comercial. 
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5.4 EFECTO  DE LAS PROTEASAS  CONTAMINANTES  PRESENTES EN EL 

LECHE  LACTOSA  HIDROLIZADA. 
MAXILACTa LX-5000 EN  LA ELABORACION DEL YOGURT  EMPLEANDO 

Para  estudiar el efecto de las proteasas  contaminantes  del  MaxilactQ3 LX-5000, se 
prepararon  yogures a partir de leche lactosa-hidrolizada  al 100% utilizando 
Maxilacta  LX-5000 y D-galactosidasa  libre de proteasas y un control  con leche 
sin  hidrolizar. De  los resultados  obtenidos  se  llevaron a  cabo cuatro análisis 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 fermentación  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  producción de ácido 
láctico, seguida de la leche hidrolizada  con  MaxilactQ3 LX-5000 y por  Últilno  la 
leche tratada  con  la  D-galactosidasa.  Esta  misma  prueba  indica  que  la  producción 
de ácido entre los yogures  elaborados  con leche hidrolizada bajo las  dos 
condiciones, no  presentan diferencias significativas.  Por  otra  parte,  no  se  encontró 
efecto de  tratamientos  sobre  el resto de las  variables (Tabla IO). 

Contrariamente a lo  reportado en  la  literatura  en  donde se  establece que  la 
hidrólisis previa de la lactosa presente en la leche  favorece las características 
finales del  yogurt y además  incrementa  la  velocidad  de  producción de ácido 
(Guilliland y  col.  1972; Thompson y  Gyuricksec,  1974;  O’Leary  y  Woychick, 
1976b;  Tamime, 1977),  se  encontró que la  hidrolisis de  la lactosa, previa a la 
elaboración del  yogurt bajo las  condiciones  del  experimento, no influyó para 
mejorar  las  características 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 ácido 
producida  en  ambos  yogures es la  misma al  igual  que las demás  variables  medidas 
(Tabla IO). Esto podría  sugerir  que  las  proteasas  presentes en el  preparado 
comercial  se encuentran en  una concentración que  no es  suficientemente  alta como 
para  que  el  yogurt  obtenido a partir de leche hidrolizada  con  MaxilactQ3 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  proteínas 
de leche,  esta  hidrólisis no estimuló a los  microorganismos  iniciadores  para  obtener 
una  mayor  producción  de ácido o bien  presentar  cambios en las  demás  variables de 
respuesta  (producción de acetaldehido,  viscosidad,  cuenta  total y  diferencial de los 
microorganismos). 



Si la actividad proteolítica hubiera  sido  considerablemente mayor, es posible que la 
cantidad  de  acetaldehido  producido  en  el  yogurt  elaborado con  leche hidrolizada 
con  MaxilactO LX-5000 incrementara su concentración final ya que la síntesis de 
este  compuesto se  realiza  a través  de la reacción de aminoácidos  tales  como valina, 
treonina y metionina  (Tamime y  Robinson,  199 1). Asimismo, la hidrólisis intensiva 
de las  proteínas  ocasionada  por  las  proteasas  hubieran afectado la viscosidad del 
producto  final y la estimulación  del  desarrollo de los microorganismos iniciadores, 
ambos  fenómenos  no  fueron  observados en este estudio bajo  las  condiciones 
empleadas.  Por otro lado  muchos  autores (Guilliland  y  col.  1972; O ’ L e q  y 
Woychick, 1976b,  entre  otros)  atribuyen el incremento en la producción de ácido 
láctico  a la disponibilidad de azúcares  más  simples  en  el  medio y a que los 
microorganismos  tienden a  metabolizar más  rápidamente la glucosa, misma  que 
estimula  la  producción de ácido y que se  refleja en un mayor crecimiento de los 
mismos. Es posible  que,  debido a que  se  hidrolizó 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. thermophiltrs como L. bulgarictrs, 
carecen de un sistema de transporte específico para los monosacáridos (Zourari y 
col. 1992) reflejándose en  una menor  producción  de ácido en  el  producto  final 
respecto al control. 



Cuenta total m.0" - 7.5  f2.9  6.9 f 4.6  6.8 i1.7 0.3910 
(UFClml) x I O8 

(UFC/ml)x I O* 

(UFC/ml)x I Os I 

No, de S. r/1er~nropllilus 7.2  f 2.7 5.1 f 4.0 5.9 iI .9 0.9378 

No. de L. bulgnricus 0.3 f 0.2 1.2 f 0.8 0.9 lt0.6 O. 1960 

**(S) Significativamente  diferente. 
(DESV. EST) Dcsviación  Estindar. 



5.5 EFECTO  DEL GRADO  DE HIDROLISIS EN LA LECHE EN LA 
PRODUCCION DEL YOGURT. 

Considerando los resultados  anteriores en  donde se  observó  que la hidrólisis al 
100%  de la lactosa en la leche no incrementó  la  producción  de ácido  láctico ni en 
los demás  variables  medidas  respecto  al control, se  planteó un experimento  para 
observar si el  grado de hidrólisis  estaba  influyendo en el metabolismo de  los 
microorganismos  iniciadores  y  por  tanto no era posible  obtener  mayor producción 
de ácido  láctico respecto  al  control.  Dado  que  la  cantidad de enzima purificada no 
era la suficiente,  se utilizó  para  la  hidrólisis de la  leche únicamente  el  extracto 
comercial. Se empleó leche sin  hidrolizar  (control), leche  lactosa-hidrolizada al 
100% (tratamiento  m)  y leche en la que  se  adicionó  simultáneamente MaxilactB 
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  traves  del  tiempo  en los tres 
tratamientos  experimentales (c, m y S) se  ajustaron  modelos  de  regresión lineal, 
eligiéndose el  modelo  parabólico de la  forma: acidez=a,  +pjt2 +Ei y pH=al +13jt2 
+si, 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  la Tabla 1 1. 

TABLA 11 
Modelos ajustados obtenidos para acidez y pH para las cinkticas de fermentacibn 

bajo diferentes  condiciones de hidrólisis 

I Acidez (c)= 0.1399 + 0.01589t2 I 
Acidez (m)=0.2012 + 0.0037t2 

Acidez (S) = O. 1663 + 0.91932 tZ r 

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

Se observó 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  más  pequeño 
(O. 1399).  En el  tratamiento m (hidrólisis  al 100%) ocurrió lo  contrario, la  velocidad 
de cambio  es la  más  pequeña  de 0.00377 aunque su punto  de  arranque sea el 
mayor.  Asimismo  para  el  tratamiento S (hidrólisis  simultánea a la fermentación)  se 
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observó que la velocidad de  desarrollo  de ácido se  encontró  en un valor intermedio 
a los tratamientos c y m.  Para los tres  tratamientos la velocidad  de  producción de 
ácido  láctico fué significativamente diferente. Lo que  podría  sugerir  que el 
porcentaje de hidrólisis de la lactosa  es determinante  para  el mejor desarrollo de los 
microorganismos, ya que como  se  observa en la Figura 14 la velocidad de 
producción  de ácido  láctico  es menor  cuando la hidrólisis de la lactosa es  total y 
aumenta  cuando la hidrólisis  es simultánea a la fermentación. No obstante,  el 
cultivo  mixto de los microorganismos no  parece ser  estimulado  por  la  hidrólisis 
sino  por el contrario  parece que existe una inhibición en la  producción de ácido 
láctico por  parte  de los microorganismos iniciadores, lo anterior es posiblemente 
debido a  las  características de  las  cepas y  a su metabolismo ( H e m e  y col. 1979; 
Zourari y  col. 1992). 

La misma metodología  se siguió  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  resultó ser el que  presentó 
la  mayor velocidad en cuanto a la  disminución  de pH, seguido  por  el  yogurt en 
donde  se adicionó simultáneamente  el MaxilactB LX-5000 y los cultivos 
iniciadores y finalmente el  yogurt en  donde se realizó una hidrólisis al 100%. 

Tomando en consideración los resultados  anteriormente  obtenidos,  se realizó un 
experimento en donde  se realizó una hidrólisis de  la lactosa de la leche al 70%, 
para  estudiar  el  comportamiento de los microorganismos iniciadores respecto a la 
producción  de ácido. Los resultados se presentan en la  Figura 15. La producción de 
ácido  láctico nuevamente  fue  mayor  en  el control, aun cuando  hubo  una 
producción ligeramente mayor  comparada  con  el  yogurt en el  que se adicionó la 
lactasa simultáneamente  al  medio  de  fermentación. Lo anterior  corrobora  la 
hipótesis de  que a  diferentes  porcentajes de  hidrólisis de la lactosa presente en la 
leche destinada a la elaboración del  yogurt,  la  producción de ácido puede ser 
estimulada, aun cuando en este  caso en todos los yogures  preparados  con leche 
Jactosa hidrolizada  la  producción de ácido  láctico fue  menor  respecto al yogurt 
control.  Esto puede deberse  a que S. ~hern~~phihrs y L. httlgariclrs presentan 
preferencia por la lactosa  y además  el  transporte de la glucosa  y  galactosa es más 
lento  ya que presentan limitaciones en el transporte  de estos monosacáridos. 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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FIGURA 15. DwnrroUo de rcidn y pH durante la fermeataci6n de yogurt 
considerando el 70% de  hidrólisis. ( --(-)Control; (- )Hidhlisis al 70%. 



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 hidrólisis  de  la lactosa estimula el desarrollo de ácido 
láctico y en  algunos casos el crecimiento de los microorganismo. Si  se toma en 
consideración el tipo  de  tratamiento  que estos autores realizaron  al  llevar  a  cabo la 
hidrólisis  de la lactosa en la leche y además la naturaleza  del  preparado comercial y 
su  grado  de  pureza, es posible que esta estimulación 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 
características de los microorganismos  utilizados. 
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6. CONCLUSIONES 

La actividad  proteolítica  detectada en el preparado MaxilactQ LX-5000 fue de 
0.2830 UE/ml. 

Mediante  filtración  en  gel  se  encontró en el MaxilactB LX-5000 la presencia de  al 
menos  dos  proteasas  cuyo  peso  molecular  es de 59000 y 1 1000Da. El  peso 
molecular  estimado  para  la  lactasa,  fue de 175000Da. 

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

El patrón  electroforético  sugirió  la  presencia  de una proteasa  con un peso 
molecular  de 51560Da, no  obstante,  se  encontraron  bandas de proteínas  con un 
peso  molecular  comprendido  entre 44700 y 20000Da, las  cuales  podrían  también 
ser  proteasas  que  eluyeran en  una fuerza iónica muy próxima o impurezas 
resultantes  de la purificación.  Respecto  a la lactasa  se  encontró  que  es una  enzima 
constituida  por  diferentes  subunidades  que  oscilan  entre 43000 y 63000 Da. 

Mediante ESMS (espectrofotometría de  masas  por  electroaspersión)  fue  posible 
determinar el peso  molecular de los componentes  del MaxiIactB LX-5000; aunque 
fue dificil diferenciar  si  corresponden  a  subunidades de lactasa,  proteasas o bien 
cualquier  otra  proteína  contaminante,  debido  a  que en el  extracto  están  presentes 
muchas  impurezas. 

El análisis  de la lactasa  parcialmente  purificada  por ESMS reveló la presencia de 
diferentes  componentes; los que  se  encontraron en mayor  concentración  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 análisis  realizado  a  las  proteasas  por ESMS, se  encontró la presencia 
de diferentes  componentes en  la  muestra, los pesos  moleculares  semejantes  a los 
determinados  por  filtración en gel y electroforesis. 

56 



Se determinó el  efecto de la temperatura en la velocidad  de  desnaturalización de la 
lactasa y  proteasas  contaminantes en el preparado  comercial. Se encontró  que la 
velocidad  de  desnaturalización  de la lactasa  en el preparado comercial  es más  lenta 
que la de las proteasas  contaminantes. La temperatura ópptima fue  de 30°C y su 
energía  de  activación  de 6.90 kcal/mol. Por otra  parte la actividad  proteolítica 
mostró  una  temperatura  óptima  de 40°C y  una  energía  de  activación  de 10.44 
kcaVmol  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  proteolítica  presente en el  preparado  comercial, lo que  puede 
conducir  a  repercusiones  desfavorables  en su aplicación en productos  lácteos. 

Se encontró  que bajo  las condiciones  del  experimento los yogures  preparados  con 
leche  lactosa hidrolizada al 100% utilizando  el  preparado  comercial  de  lactasa, y 
además  utilizando  D-galactosidasa  libre de proteasas  no  presentaron  diferencias en 
cuanto  a la producción  de  ácido láctico y  las  demás  variables  medidas  la  cuales 
fueron  pH,  viscosidad,  producción  de  acetaldehido,  cuenta  total  y  diferencial de los 
microorganismos. Esto nos  conduce  a  plantear  que la actividad  proteolítica no fui 
suficiente  como para  modificar  las  características  fisico-químicas  del  yogurt y 
presentar efectos adversos o favorables. 

La hidrólisis  total de la lactosa en  la leche  utilizada  en la elaboración del  yogurt 
puede  disminuir  la  producción de ácido láctico y modificar las características 
metabólicas de los microorganismos  dependiendo de la naturaleza  de  éstos.  Se 
encontró  que el yogurt  elaborado  con  leche sin hidrolizar  presentó  mayor 
producción  de  ácido láctico que los yogures  elaborados  con  leche  lactosa 
hidrolizada, aun cuando en el medio  se  encontraban  presentes la glucosa y 
galactosa resultantes  de la hidrólisis. Los microorganismos  iniciadores  no  fueron 
capaces de  utilizar éstos azúcares  más  eficientemente  probablemente  por  carecer de 
un transporte específico para  éstos  monosacáridos. Por otra  parte, es posible que 
debido  a la concentración de los monosacáridos  se  presentara  una  inhibición  y 
como consecuencia  la producción de ácido láctico fuera  menor.  Cuando  la 
hidrólisis  de la lactosa  en la leche  fué  simultánea  a la fermentación, se observó una 
mayor  producción  de  ácido láctico lo que  corrobora  la  hipótesis  anterior. Un 
comportamiento  similar se encontró  cuando la hidrólisis  de la  lactosa fue al 70%. 
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7. RECOMENDACIONES 

Primeramente  seria muy  importante  terminar  con el proceso  de  purificación de la 
lactasa y con ello establecer el número  de  subunidades  que la constituyen y otras 
de sus características  moleculares. Se cuentan  con  las técnicas establecidas de 
separación  y  mediante  cromatografia  de  alta  resolución (HPLC) es posible  purificar 
en su totalidad la lactasa  del Maxilac@ LX-5000, lo que  aportaría  información 
básica para  estudios  futuros. 

En cuanto al  efecto de la hidrólisis de lactosa en leche para la producción de 
yogurt,  considero  relevante  realizar  barridos  experimentales  empleando  mayores 
concentraciones del  preparado comercial. Al emplear  mayores  concentraciones de 
MaxiIactGD LX-5000, se  incrementa la concentración  de  enzimas proteolitjcas y el 
tiempo  de  hidrólisis  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 concentración de MaxilactB en  donde se observara algún 
cambio en el  producto final, seria muy interesante  variar la temperatura de 
hidrólisis 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  máxima. 

Dado  que el efecto de hidrólisis de la lactosa en el incremento  de la velocidad de 
producción de ácido láctico y  estimulación de microorganismos  iniciadores,  es 
atribuido  principalmente,  a la disponibilidad  de  azúcares  más  simples  y  fácilmente 
digeribles,  sería  interesante  estudiar el efecto de los microorganismos  iniciadores 
en medios en  donde  únicamente  se  tenga  uno  de los monosacáridos,  glucosa o 
galactosa,  comparado  con uno  en  donde existiera  hidrólisis  parcial y un control en 
donde la lactosa  estuviera  presente,  de  esta  manera  seria posible estudiar  como 
influye  el  transporte de los monosacáridos en la producción  de ácido  láctico. 

Por otro lado  seria  interesante  estudiar  el efecto de la hidrólisis  de la  lactosa de  la 
leche  destinada  a  la  elaboración de  yogurt.  en diferentes  cepas  de S. rherntophilus y 
L. delbnreckii spp. hrrlgaricrrs, para  observar  el  comportamiento  de  cada  una  bajo 
diferentes  condiciones de hidrólisis. 
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Dado  que  se ha reportado  que  en  quesos existe un incremento en la proteólisis y 
como consecuencia una disminución en el tiempo  requerido  para la maduración de 
los mismos,  cuando  la lactosa de la leche es hidrolizada, seria  interesante comparar 
el efecto de la hidrólisis en los microorganismos  participantes  de la maduración  del 
queso  con  los  del yogurt y establecer  diferencias en  su metabolismo respecto  a  la 
utilización de los monosacátidos resultantes  de  la hidrólisis. 
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