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Resumen

El suero de requeson es un suero secundario obtenido como subproducto en la elaboracién
de requeson. Teniendo en cuenta que contiene nutrientes valiosos, este podria servir como
fuente de compuestos, como la lactosa. Sin embargo, en México no se tienen reportes sobre
su utilizacion en algin proceso o producto de valor agregado, siendo uno de los
subproductos de la industria lactea més contaminantes, plantea un desafio ambiental y
representa un costo significativo para su correcta eliminacion. Por lo tanto, en el presente
estudio se evallo su uso como sustrato para la obtencién de galactooligosacaridos (GOS)
empleando 3-galactosidasas (B-GAL) de diferentes origenes, que catalizan la reaccion de
transgalactosilacion.

En la primera etapa del proyecto se caracteriz6 fisicoquimicamente el suero de requesoén
para conocer la composicion del sustrato a emplear, obteniendo una concentracion de
lactosa dentro del rango reportado para lactosuero (5.23%), ademas de una concentracion
muy baja de proteinas (0.03%).

Posteriormente, se estudié la actividad de transgalactosilacién de las cuatro B-GAL
empleadas en un medio acuoso de lactosa al 18% (p/v), obteniendo en las primeras 6 h de
reaccion que las B-GAL con menor rendimiento de GOS totales fueron las provenientes de
Escherichia coli y Kluyveromyces lactis, descartando su utilizacién en la siguiente etapa. En
esta siguiente etapa, la reaccién se llevd a cabo durante 36 h, trabajando solamente con
las enzimas de mayor rendimiento, la recombinante GLY 001-02 y la B-GAL de Aspergillus
oryzae mostrando un méaximo de GOS totales a las 30 h de 66.64+0.020% y 47.20+0.015%,
respectivamente. Teniendo a GLY 001-02 como la enzima de mayor rendimiento a las 6 y
30 h. Una vez obtenido el tiempo de méxima produccion, se llevd a cabo la reaccién
empleando el suero de requesén concentrado a 18% de lactosa, obteniendo un rendimiento
en la produccién de GOS de 44+0.005% a las 24 h por parte de GLY 001-02. Por su parte
la B-GAL de A. oryzae presentd un rendimiento de 43.28+0.024% en el mismo tiempo de
reaccion.

En la ultima etapa, se llevé a cabo la optimizacion de la reaccién de transgalactosilacién
mediante la utilizacion del disefio central compuesto, cambiando los pardmetros de
temperatura y concentracion de lactosa. De esta forma, los parametros obtenidos para la
sintesis Optima de GOS para GLY 001-02 fueron 23% de lactosa a 84 °C, arrojando un
rendimiento del 58.41% y para la B-GAL de A. oryzae se obtuvo el éptimo en 22.73% de
lactosa a 52.5 °C, con un rendimiento de 45.20%. Al comprobar los parametros 6ptimos se
logré un rendimiento real de 61.56% para GLY 001-02 y del 44.35% para la B-GAL de A.
oryzae.

Finalmente concluimos que el suero de requeson puede ser aprovechado como sustrato

para la produccion de GOS, utilizando la B-GAL de A. oryzae o la enzima recombinante GY
001-02, destacando que se obtuvieron rendimientos arriba del 40%.
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Abstract

Requeson cheese whey is a secondary whey obtained as a waste product the processing
of requeson cheese. Considering its rich composition, it could serve as a source of valuable
compounds, such as lactose. Despite being known as a serious pollutant from the dairy
industry, there are no reports in Mexico of its recovery and processing or as an added-value
product, creating an environmental challenge. Therefore, this project aimed at studying its
use as a substrate for preparation of galactooligosaccharides (GOS) through enzyme
catalyzed transgalactosylation reactions using B-galactosidases (B-GAL) from different
origins.

In the first stage of the project, the requeson whey was physicochemically characterized to
determine its composition, obtaining a lactose concentration within the range reported for
whey (5.23%), along with a very low protein concentration (0.03%).

Subsequently, the four selected B-GAL were studied for their transgalactosylation activity,
using an 18% (w/v) lactose aqueous medium. It was found that the B-GAL from Escherichia
coli and Kluyveromyces lactis produced total GOS with the lowest yields during the first 6 h.
Those B-GAL were not included in the further study. The highest transgalactosylation activity
was shown by the recombinant GLY 001-02 followed by the B-GAL from Aspergillus oryzae
with a maximum of total GOS at 30 h of 66.64+0.02% and 47.20+0.01%, respectively, during
at 36 h experiment. Once the production time was optimized, the reaction was carried out
using concentrated requeson cheese whey with 18% (w/v) of lactose, and GLY 001-02 which
resulted in GOS production with yield at 44+0.00% at 24 h. Comparable results were
obtained for B-GAL from A. oryzae (43.28+0.02%).

Finally, the central composite design was used to optimize other parameters of the
enzymatic reaction such as temperature and substrate concentration. It was found that 84
°c and 23% lactose yielded 58.41% GOS in transgalactosylation reaction catalyzed by GLY
001-02, while 52.5 °c and 22.73% lactose were optimum parameters for the syntesisi of
GOS using B-GAL from A. oryzae (45.20%). Conversions obtained in wet experiments
correlated well with the central design (61.56 and 44.35% yields for GLY 001-02 y A. oryzae,
respectively).

In conclusion requeson cheese whey can be used as a substrate for the production of GOS,

using B-GAL from A. oryzae or the recombinant enzyme GY 001-02, highlighting that yields
above 40% were obtained.
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1. Introduccién

El lactosuero se obtiene como subproducto en la producciéon de queso, tiene una
carga organica alta debido a su composicion: proteinas solubles, minerales, sales y
carbohidratos como la lactosa. Si este subproducto no tiene un tratamiento
adecuado previo a su desecho, para disminuir su carga organica, se convierte en
uno de los efluentes industriales mas contaminantes debido a la demanda biolégica
de oxigeno (DBO) (35-50 g/L de suero). La DBO es el oxigeno que los
microorganismos utilizan para poder llevar a cabo la degradacion de materia
organica biodegradable existente en un agua residual (Osorio-Gonzalez et al., 2018
y Rocha y Guerra, 2020).

En consecuencia, el lactosuero ha sido ampliamente estudiado para intentar
disminuir su carga organica, principalmente en procesos fermentativos, donde
destacan la produccién de etanol y metanol o acidos organicos como por ejemplo el
acetato, lactato, propionato, entre otros y para la produccion de oligosacaridos, entre
ellos los galactooligosacéaridos (GOS) (Gympel, 2021). Mundialmente el principal
uso del lactosuero es para la produccion de concentrado de proteina de
suero conocido comunmente como WPC (Whey Protein Concentrate por sus siglas
en inglés) sin embargo en México su uso mas comun es en la produccion de
requeson o alimento para ganado.

Hay dos maneras de obtener el requeson: por fermentacién o acidificacion del
lactosuero. Posteriormente, el lactosuero se calienta para lograr la precipitacion de
las proteinas y formar una masa de color blanco y consistencia blanda que es el
requeson. Este producto es una importante fuente proteica. Y teniendo como
subproducto el suero de requesén o suero secundario (Alibekov et al.,, 2021 y
Muhammad et al., 2021).

Sin embargo, en los ultimos afios ha aumentado el interés por el uso del lactosuero
para la sintesis de GOS, ya que al ser un subproducto disminuye costos de
elaboracion. Los GOS tienen propiedades como baja cariogenicidad y bajo
contenido caldrico. Ademas, cuenta con funciones bioldgicas especificas, como la
actividad prebidtica ya que estimulan selectivamente el crecimiento de las bacterias
benéficas de la microbiota, ademas aumentan la absorcibn de minerales,
especialmente el calcio (Figueroa-Gonzalez et al., 2011 y Souza et al., 2022). Su
sintesis se logra por la accion de enzimas [B-galactosidasas (B-GAL).
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Las B-GAL son glicosil hidrolasas que se encuentran distribuidas ampliamente en la
naturaleza, siendo producidas en algunos 6rganos de animales, plantas, bacterias,
hongos y levaduras.

Las B-GAL hidrolizan el disacarido lactosa en sus monosacaridos: galactosa y
glucosa. Ademas, pueden llevar a cabo la transgalactosilacion, en donde se
sintetizan GOS, pues la galactosa se puede unir a una molécula de lactosa,
galactosa o un GOS ya existente. Para que esta reaccién suceda las condiciones
enzimaticas deben controlarse (Rocha y Guerra, 2020 y Ganzle, 2012).

En el presente proyecto se estudiara el suero de requesén como una fuente de
lactosa para la sintesis de GOS empleando diferentes B-GAL, con el fin de
aprovechar un subproducto que normalmente es desechado y darle un valor
agregado, pues sigue siendo altamente contaminante, principalmente por la
presencia de lactosa.
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2. Antecedentes

2.1. Industria lactea
De acuerdo con el Centro de Estudios para el Desarrollo Rural Sustentable y la

Soberania Alimentaria (CEDRSSA, 2019), México se mantiene desde hace 8 afios
dentro de los 10 principales paises productores de leche.

La industria lactea es la cuarta industria mas productiva en el sector alimenticio en
México, aportando un 6.7% al producto Interno Bruto (PIB) en 2022. En términos de
dinero, esta industria aport6 al pais 65 mil, 719 millones de pesos (INEGI, 2023).
Este volumen de produccién se debe a la gran variedad de alimentos que se
producen, los cuales van desde la leche en todas sus presentaciones: entera,
descremada, deslactosada, entre otras. Asi como a sus derivados: queso, crema,
yogurt, mantequilla, entre otros.

La Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (2022) inform6 que la produccion a
nivel nacional de leche de vaca en 2021 fue de 13 millones 239 mil 779 toneladas,
dando como resultado un aumento de 2.3% respecto a las 12 millones 943 mil 123
toneladas del afio anterior. En la Figura 1 se puede observar la produccion mensual
durante los afos 2020 y 2021.
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Figura 1. Produccion mensual de leche de bovino nacional 2020-2021 (miles de litros).
(SIAP, 2022).

Entre las principales entidades productoras destacan: Jalisco con 2 millones 780 mil
toneladas; Coahuila, con un millébn 514 mil toneladas; Durango, un millén 463 mil
toneladas, y Chihuahua, con un millon 249 mil toneladas (SIAP, 2022).
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2.1.1. Produccién de queso
La NOM-223-SCFI/SAGARPA-2018 y el Codex Alimentarius de la Organizacion de

las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion/ Organizacion Mundial de
la Salud (FAO/OMS, 2008) especifican que el queso no debe tener una proporcion
de caseina superior a la de la leche.

Su textura puede ser blanda, dura, extradura, entre otras, ademéas de que puede
estar madurado o no, e incluso estar recubierto. Complementando esta definicion,
la NOM-243-SSA1-2010 estipula que la leche debe estar estandarizada y
pasteurizada, su origen no esta limitado a la especie bovina.

Su obtencién puede ser:
e Utilizando cuajo u otros coagulantes idéneos para conseguir la coagulacion
de la leche: entera, descremada o semidescremada.

e Por procesos de elaboracién que conduzcan a la coagulacion del sustrato: a)
adicion de acidos organicos comestibles, b) fermentacion por bacterias
acido-lacticas (BAL).

Posteriormente se realiza el escurrimiento del suero resultante de la coagulacion,
prensada o no.

Fisicoquimicamente, el queso posee una estructura formada basicamente por la
caseina la cual se encuentra en un complejo de caseinato fosfato calcico que, por
coagulacion, retiene lactosa, albuminas, minerales, grasa, vitaminas, agua y otras
sustancias de la leche (Walstra, 2005).

Existe una amplia variedad de quesos clasificados de acuerdo con: a) la
maduracién: frescos o madurados, b) el tipo de leche utilizada: vaca, cabra, oveja,
u otras, c) el contenido graso: descremado, magro, graso, entre otros, d) el
porcentaje de humedad: baja, media, alta, €) otros aspectos. Se han estimado mas
de 2000 variedades de queso (Belitz et al., 2009).

De acuerdo con datos reportados por la FAO, mundialmente se producen al afio
mas de 18 millones de toneladas de queso. La produccion en volumen es superior
a la de los granos de café y cacao, tabaco, hojas de té y todos ellos juntos. Siendo
Estados Unidos de América el de mayor produccion de queso, teniendo un 30% de
la produccion mundial, seguido de Francia y Alemania con un 12% y 13%,
respectivamente (Tapia e lturrieta, 2020). Convirtiéndose con el pasar de los afios
en el producto derivado de la leche mas comercializado internacionalmente
(Chombo, 2022).
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Mientras que en México la Camara Nacional de Industriales de la Leche (CANILEC,
2022) reporta que en México se producen 40 variedades distintas de queso. Con
una produccion industrial de 516, 155 toneladas métricas, siendo los quesos mas
producidos en toneladas: doble crema con 88, 746; Chihuahua con 57,396; amarillo
con 52, 520; panela con 47, 339; tipo manchego con 41, 589; crema con 40, 518 y
Oaxaca con 31, 786 (Secretaria de Agricultura y desarrollo Rural, 2016).

De acuerdo con la produccién nacional histérica, la categoria de los quesos es la
gue presenta mayor crecimiento de produccion entre todos los productos derivados
de leche. La Figura 2, describe la tasa media de crecimiento anual de produccién
desde 2011 a 2021 de diversos productos lacteos y derivados en México, donde el
gueso se mantiene arriba del 6%, y se pronostica que se mantenga de esta forma
hasta el 2025 (CANILEC, 2022).

Mantequilla

Queso

Crema

Tasa media de crecimiento anual (%)

-2.8% -1.3% -2.5% 4.7% 0.1% 6.5% 71 %
o Leche pasteurizada Yogurt . LEChEiPOlUO . .
4 5 6 7

Leche I2

ultrapasteurizada

Producto

Figura2. Tasa media de crecimiento anual en la produccion de lacteos y derivados a través
de los ultimos 10 afios (2011 a 2021) (CANILEC, 2022).

2.1.2. Lactosuero
La NOM-035-SSA1-1993 define al lactosuero como “el liquido obtenido de la

coagulacion de la caseina de la leche, mediante accion enzimatica (de origen
animal, vegetal o microbiano) o por la adicion de acidos organicos o minerales de
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grado alimenticio”. Estimandose que por cada kilogramo de queso producido se
generan de 9 a 10 L de lactosuero (Padin y Diaz, 2009).

La composicion quimica del lactosuero depende del tipo de coagulacion empleada.
De tal forma el lactosuero se puede clasificar en: a) dulce, cuando la coagulacion
es proveniente de la accidn de enzimas proteoliticas, b) acido, cuando se obtiene
por la accion de un acido organico o por la combinacion de la accién de enzimas y
acidos organicos (Chombo, 2022).

El lactosuero dulce presenta un pH alrededor de 6.5, posee un contenido alto de
lactosa y proteina y bajo contenido de grasa. Mientras que el suero acido tiene un
pH menor a 5 y mayor cantidad de minerales. (Mazorra-Manzano y Moreno-
Hernandez, 2019). En la Tabla 1 se presentan las composiciones de cada uno de
estos lactosueros.

Tabla 1. Composicién del lactosuero dulce y acido. (Chombo, 2022; Gomez y Sanchez,
2019 y Carvalho et al., 2013).

Componente Composicion (g/L)
Suero dulce Suero acido
Solidos totales 63.0-70.0 63.0 - 70.0
Lactosa 46.0 - 52.0 44.0-46.0
Proteina 6.0 - 10.0 6.0-8.0
Calcio 0.4-0.6 1.2-1.6
Fosfato 1.0-3.0 20-45
Lactato 2.0 6.4
Ceniza 5.0 8.0
Grasa 5.0 0.4
Cloruro 1.1 1.1
Tiamina 0.38mg/mL; Riboflavina 1.2mg/mL; Acido
Vitaminas r?if:otl'r.]ico 0.85mg/mL; Acido Pgntoténico 3.4mg{m_L;
Piridoxina 0.42mg/mL; Cobalamina 0.03mg/mL; Acido
ascorbico 2.2mg/mL

Siendo asi que la composicién del lactosuero tiene alrededor del 55% de los
nutrientes de la leche, principalmente lactosa (la cual constituye una alta proporcién
del total de sélidos del suero), proteina sérica, minerales y en mucho menor
proporcion grasa (Yadav et al., 2015 y Mazorra-Manzano y Moreno-Hernandez,
2019). Ademas, presenta una mezcla rica de proteinas de particular importancia,
las cuales son: B-lactoglobulina, inmunoglobulinas, a-lactoalbumina, albumina de
suero bovino, lactoperoxidasa, lactoferrina, fraccion proteosa-peptona y el
glicomacropéptido (en caso del suero dulce), éstas tienen una calidad nutricional
excepcional: presentan un valor biolégico (medicion de la calidad de la proteina,
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expresado como porcentaje de nitrégeno utilizado) superior al de las proteinas del
huevo y soya (Hoffman y Falvo, 2004).

También podemos encontrar propiedades funcionales en la fraccion lipidica del
lactosuero, ya que contiene fosfolipidos de membrana. Debido a sus excelentes
propiedades emulsificantes esta fraccidon es valorada como ingrediente alimentario
(Jiménez-Flores y Brisson, 2008).

Aun contando en su composicién con nutrientes de alto valor, histéricamente ha
sido considerado un flujo de desecho, independientemente del tipo (dulce o &cido).
Donde aproximadamente 50% del total de lactosuero generado es desechado en
cuerpos de agua o en el suelo (Aktas et al., 2006 y Mollea et al., 2013); utilizando
meétodos de descarga como: a) rociar el lactosuero en los campos, b) desechar el
lactosuero en rios, lagos y mares y c) verterlo en el alcantarillado municipal
(Smithers, 2008).

La continua descarga de lactosuero sin un previo tratamiento a los cuerpos de agua
y suelos causa un rapido consumo de oxigeno, debido a su alta demanda quimica
de oxigeno (DQO), de 60 a 80 g/L y alta DBO, de 30 a 50 g/L (Spalatelu, 2012). Lo
gue produce en suelos una disminucion en la produccion de cultivos agricolas,
mientras que en el agua produce eutrofizacion, salinizacion, formacion de jabdn,
acidificacion y generacién de malos olores, entre otros elementos (Prazeres et al.,
2013), provocando un severo problema ambiental. La eutrofizacion es la
acumulacion de residuos organicos en sistemas acuaticos causando la proliferacion
de ciertas algas, lo que provoca cambios en la diversidad del sistema y pérdida de
la calidad del agua.

La problematica ambiental es de interés mundial, debido a que la produccién
mundial de lactosuero obtenido en la fabricacién de queso es aproximadamente de
200 millones de toneladas métricas por afio (estimada con base en la produccién
de queso), de la cual cerca del 50% es producido por Europa, 3% por Estados
Unidos de Norteameérica y 0.6% por México (FAOSTAT, 2017).

2.1.3. Usos del lactosuero
Hoy en dia existen tecnologias avanzadas donde la mayor parte del lactosuero,

alrededor del 50%, se utiliza y transforma en productos valiosos. De ese 50%,
alrededor del 45% es usado directamente en forma liquida, el 30% como suero de
leche en polvo seco, el 15% como lactosa y subproductos y el resto como
concentrado de proteina (Kosseva et al., 2009).
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En la Figura 3 se muestran algunos de los productos que se pueden obtener
mediante los procesos antes mencionados.

Figura 3. Procesamiento de lactosuero por métodos fisicoquimicos y biotecnol6gicos.
(Yadav et al., 2015).

Se ha demostrado que estos productos y métodos utilizados son técnicamente
factibles. Sin embargo, la investigacion continda para hacer que los productos de
valor agregado sean aun mas economicamente viables.

Si bien el lactosuero tiene diversas aplicaciones, sus proteinas por si solas también
son de gran interés. Son generalmente reconocidas como seguras para el consumo
(GRAS, por sus siglas en inglés Generally Recognized as Safe) para aplicaciones
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en diversos productos alimenticios como: productos lacteos, carnicos, alimentos
congelados, y formulaciones de alimentos para bebés (Mazorra-Manzano y Moreno-
Hernandez, 2019 y Yadav et al., 2015). También tienen varias aplicaciones en la
industria farmacéutica. Hasta se han llegado a comercializar bebidas fermentadas
debido a la presencia de fracciones de proteinas especificas (péptidos) que se ha
demostrado tienen funcion antihipertensiva, disminuyen el estrés e inducen la
saciedad (Korhonen, 2009).

Siendo que el lactosuero tiene diversos usos, en México no existen datos concretos
de su utilizacion, se estima que se aprovecha solo cerca del 10%. Su uso se limita
en una pequefa parte a la fabricacion de requeson, ya que, al no contar con la
suficiente infraestructura para deshidratar el suero, es la forma mas econémica de
concentrar y recuperar las proteinas del suero (Ramirez-Rivas et al., 2022a). Y en
la alimentacion de ganado porcino y/o bovino (Mazorra-Manzano y Moreno-
Hernandez, 2019 y Valencia-Denicia y Ramirez-Castillo, 2009).

2.2. Requesodn
El requesén es producido por la precipitacion de proteinas del lactosuero

principalmente -lactoglobulina y a-lactoalbumina. Lo que lo hace un producto rico
en proteinas y bajo en grasa. Con una consistencia granular, generalmente de
blanda textura, cremosa y un sabor semidulce (Villarruel-Lopez et al., 2016).
Caracterizandose por ser un producto que tiene un alto contenido de humedad.

En la fabricacién del requeséon, uno de los objetivos es el de recuperar la mayor
cantidad de la proteina en el lactosuero y ademas tener valores de humedad, pH y
calcio apto para consumo humano. La recuperacion de proteinas depende de como
este compuesto el lactosuero en un inicio, del tratamiento térmico y del perfil de pH
durante el proceso (Ruiz-Marroquin, 2006).

Un estudio realizado por Ruiz-Marroquin (2006), evalud el efecto de la acidez, para
obtener el mayor rendimiento de requeson utilizando el lactosuero de queso crema.
Las muestras analizadas tenian una Acidez Titulable Expresada Como Acido
Lactico (ATECAL) en el lactosuero de 0.15% y acidificado a 0.3% y otros dos
lactosueros acidificados con &cido citrico (0.5 y 1 g/L). Obteniendo la composicion
mostrada en la Tabla 2.
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Tabla2. Composicién del requeson con diferente acidez del suero (Ruiz-Marroquin, 2006).

Formulacién Humedad Proteina Grasa Azlcares Ceniza oH R?ES/Ig(‘)IiStO
[0) 1) 1) 0, [0)
(%) (%) (%) (%) (%) lactosuero) *
0.3 ATECAL 76.07 9.39 4.67 7.88 1.99 4.8 1.15%
0.15 a
ATECAL 75.41 N.R 9 N.R 2.75 5 1.06
1 g de acido b
iy 75.11 9.5 5.6 7.92 1.87 4.7 1.43
citrico
05gde 71.38 N.R 6 N.R 2.07 4.9 1132
acido citrico

N.R.: No reportado.
* Tratamientos seguidos de diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05)

En el estudio realizado por Ramirez-Rivas et al. (2022b), se evalué el efecto de los
diferentes tipos y concentraciones de sal: 1% NaCl, 1.5% NaCl, 1% (1:1) NaCI/KClI,
1.5% (1:1) NaCI/KCl y 0.1% CacClz en el lactosuero obtenido de la elaboracion de
queso tipo Chihuahua, ajustando la acidez a 0.12% ATECAL, obtuvieron requesén
la composicion reportada en la Tabla 3.

Tabla 3. Composicién del requesén con diferente tipo y concentracién de sal (Ramirez-
Rivas et al., 2022h).

Humedad

Cenizas

Tratamiento Rendimiento (%) Grasa (%) | Proteina (%)
(%) (%)

Control 3.8+0.18 75.81+092 | 1.51+0.16 |7.79+1.82| 11.69+0.55

1% NaCl 4.32+0.48 76.53+0.68 | 2.33+0.80 |4.28+1.50 | 10.00 + 2.02a
1.5% NaCl 4.40+0.31 76.30+£259 | 258+0.45 |5.04+241| 9.51+1.96

1% (1:1) NaCI/KCI 443 +£0.17 75.26 +0.58 | 2.14+0.49 | 5.29+0.88| 10.05+1.60
1.5% (1:1) NaCI/KCI 4.30 + 0.58 76.76 £1.24 | 248+0.34 |528+1.08| 9.25+1.57
0.1% CacClz 3.89+0.48 76.30+1.23 | 1.17+0.15 | 5.66+2.23| 11.51+0.56

Nota: Los resultados estan expresados como media + desviacion estandar.

Asi mismo, Carrero-Puentes et al. (2022) elaboraron un requesén a partir del
lactosuero acido y lo adicionaron con exopolisacaridos (EPS) para aumentar los
rendimientos de produccion, ademas elaboraron un requeson con EPS y probioticos
y lo caracterizaron. Los resultados se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Composicién del requesdn con exopolisacaridos (Carrero-Puentes et al., 2022).

Formulacién Humedad | Proteina Grasa Ceniza oH Rendimiento

(%) (%) (%) (%) (%)
Requeso6n 63.41+0.13 | 6.32+0.20 | 0.3+0.00 | 2.5+0.21 | 4.65+0.00 | 4.86 + 0.13
Requeson + EPS 71.65+0.26 | 6.56+0.44 | 0.3+0.00 | 2.79+0.34 | 4.52+0.02 | 6.15 + 0.09
Requeson + probidticos 62.940.57 | 6.12+0.25 | 0.3+0.05 | 2.73+0.25 | 4.55+0.05 | 4.98 + 0.08
Requeson+probidticos+EPS | 73+0.57 | 6.41+0.40 | 0.35+0.70 | 2.89+0.07 | 4.50+0.04 | 6.37 +0.11

Nota: Los resultados estan expresados como su media + desviacion estandar.

Gracias a los estudios anteriores podemos observar que el requeson al ser obtenido
a partir del lactosuero proveniente de diferentes tipos de quesos, su contenido de
nutrientes puede variar. El tipo de lactosuero utilizado y su pH son parametros
significativos ya que el requeson con expopolisacaridos, mantuvo un pH alrededor
de 4.5, teniendo un menor contenido de proteina, grasa, ceniza y humedad a
diferencia de los requesones elaborados por Ruiz-Marroquin (2006) y Ramirez-
Rivas et al. (2022b), quienes manejan un pH arriba de 4.7.

2.2.1. Produccion del requeson
En México el requeson es definido por la NOM-035-SSA1-1993 como un producto

obtenido a partir del lactosuero, el cual se coagula en medio &cido a través de
calentamiento para favorecer la obtencion de la cuajada. Complementando la
definicién de la NOM, el requeson se puede obtener mediante la fermentacion con
BAL del género Lactobacillus, esta fermentacién sirve para acidificar el medio.

Después de acidificar el medio, el lactosuero se calienta a unos 90 °C para lograr la
precipitacion de las proteinas, y formar una masa de apariencia blanca y blanda, el
cual es el requesoén. En su origen el requesén se elaboraba con lactosuero de cabra
u oveja, pero hoy en dia se utiliza en su mayoria lactosuero de vaca (Alibekov et al.,
2021).

Un mayor rendimiento del requesén puede ser a través de la precipitacion por medio
de temperatura a 71 y 101 °C combinado con un ATECAL de 0.12% reajustando la
acidez de 0.15% a 0.30%. Otra opcién puede ser la precipitacion de las proteinas
por medio de un calentamiento a 90 °C por 10 minutos y acidificando el medio a un
pH de 4.95-5.35. De estas metodologias en la produccion industrial se lleva a cabo
un precalentamiento a 70 °C y después la temperatura se eleva a 90 °C. Sin
embargo, en la elaboracion artesanal de este producto, en su mayoria se utiliza
vinagre (una solucidn acuosa de acido acético) o el jugo de frutas acidas en
volimenes de aproximadamente 5 a 10% en relacion con el volumen del lactosuero
(Ruiz-Marroquin, 2006).
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La produccion de requeson presenta rendimientos que oscilan de 4.7 a 6.5% plv,
es decir 1 kg de requeson por 20 L de suero aproximadamente (Ramirez-Rivas y
Chavez-Martinez, 2017). A pesar de ser muy consumido en México, sigue siendo
un producto artesanal. Aungque recientemente se ha empezado a comercializar por
algunas empresas, debido a esto, no existen informes sobre su volumen de
produccion (Mazorra-Manzano y Moreno-Hernandez, 2019)

2.2.2. Suero de requeson
El suero de requeson es un suero secundario, que se obtiene una vez escurrido el

cuajo en la produccion de un queso de suero, en este caso, requeson. Estimando
una produccion de alrededor de 18 L por kg de requeson (Pires et al., 2021). Es de
color amarillento verdoso claro, pero con menos turbidez que el lactosuero con
sélidos suspendidos y contiene hasta un 6% de lactosa y cantidades variables de
grasas, proteinas y sales minerales ya que depende de la manera en la que se
elabora (Leizaola-Calvo, 2011, Fancello et al., 2024). Fancello et al. (2024)
investigaron en la base de datos Scopus los estudios reportados sobre suero
secundario, introduciendo enunciados como "Scotta", "Deproteinized cheese whey"
"Second cheese whey” y "Ricotta exhausted cheese whey" encontrando solo 147
articulos cientificos publicados entre 1980-2023, con Italia y Grecia como los paises
con mas investigaciones al respecto, por lo que las aplicaciones del suero
secundario son limitadas a pesar de las numerosas aplicaciones potenciales.

Los articulos obtenidos para la busqueda de suero de requesén son los siguientes:
Guerrero-Rodriguez et al. (2010) caracterizaron fisicoquimicamente el suero de
requeson recolectado de 15 empresas diferentes en el Valle de Tulancingo, Hidalgo.
Estas empresas elaboran el requeson con una mezcla de lactosuero dulce y acido.
Los resultados que obtuvieron se describen en la Tabla 5.

Tabla 5. Composicién del suero de requesédn. (Guerrero-Rodriguez et al., 2010).

Parametro Rango
Grasa (%) 0.18-0.33
Proteina (%) 0.48-0.69
Lactosa (%) 3.95-4.7
Solidos Totales (%) 5.05-5.9
Sales minerales (%) 0.1-0.45
Sdlidos no grasos (%) 4.79-5.64
pH 5.48-6.8
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Mares-Mares et al. (2017) caracterizaron molecularmente las proteinas del
lactosuero y suero secundario derivado de queso Oaxaca, panela y fresco
obteniendo diferentes contenidos de proteina. En la Tabla 6 se muestran los
resultados obtenidos de la caracterizacion del suero secundario. Ademas,
observaron diferentes pesos moleculares, indicando la presencia de distintas
proteinas/péptidos dependiendo del tipo de producto, tratamiento térmico y
acidificacion del suero. ElI mejor rendimiento en la elaboracion de requesén lo
obtuvieron con 0.5% de ATECAL a 95 °C durante 40 min.

Tabla 6. Composicion y analisis fisicoquimico del suero secundario (Mares-Mares et al.,
2017).

Parametro Queso fresco Queso panela Queso Oaxaca
Apariencia Liquido verde, méas | Liquido verde, mas Liquido verde,
transparente transparente transparente
pH 3.81 £0.05 4.02£0.23 4.01 £0.04
Acidez (%) 0.61 £0.50 0.62 £ 0.50 0.57 £0.66
Humedad (%) 97.73 £0.33 97.96 £ 0.34 98.14 £ 0.23
Solidos totales (%) 2.27+0.14 2.04 £0.13 1.86 + 0.09
Sé"s:sg;"(:)(sm 1.93+0.23 1.67 £ 0.23 1.64 £ 0.34
Proteina (%) * 0.77 £0.45 0.56 + 0.03 0.36 £ 0.02
Grasa (%) 0.34 £0.03 0.37 £0.02 0.22 £0.04
Minerales (%) 0.09+£0.01 0.05+0.02 0.04 £ 0.02
ii?;’::;rggf* 1.07 +0.03 1.06 +0.23 1.24 +0.76

*Factor de conversion 6.38, especifico para leche.
**E| porcentaje de lactosa se determind por diferencia de peso.

Dos afios después, Mares-Mares et al. (2019) estudiaron la inhibicién de la dipeptidil
peptidasa IV por hidrolizados enzimaticos utilizando pepsina y tripsina en lactosuero
y suero secundario proveniente de quesos frescos y queso Oaxaca. Los quesos,
fresco y Oaxaca se elaboraron con leche obtenida de vacas Holstein de la granja
de la Universidad de Guanajuato. Teniendo como resultado un potencial de los
hidrolizados enzimaticos como agentes antidiabéticos.

Por otro lado, Mazorra-Manzano et al. (2019) recolectaron de una queseria en San

Pedro El Saucito en Hermosillo, Sonora el lactosuero obtenido del queso asadero y
el suero de requeson para su caracterizacion. La elaboracion del queso asadero es
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llevada a cabo con leche broncay la adicién de lactosuero &cido, los resultados que
obtuvieron de la caracterizacion del suero de requeson se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Andlisis fisicoquimico del suero secundario (Mazorra-Manzano et al., 2019).

Proteina Solidos Minerales
A 0,
Parametro | Grasa (%) (%) Totales (%) (%) pH
Rango 3.0-55 0.8-1.1 8.38-11.06 0.6-0.62 5.2-5.3

Al no tener datos de la utilizacion del suero de requesoén en algin proceso o
producto, se consideraron las aplicaciones del suero de ricotta (scotta), ya que este
es muy parecido al requeson. El ricotta es un queso italiano de alta humedad
obtenido de la coagulacion por calentamiento y acidificacion directa de la leche o el
lactosuero o la combinacién de ambas, conteniendo asi mayor proporcién de grasa
en su composicion, entre 15-20%, en comparacion al requesén (menor a 9%)
(Mazorra-Manzano et al., 2019 y Ortiz-Araque et al., 2018).

El queso ricotta se ha hecho muy popular en todo el mundo (Pizillo et al., 2005), por
lo que la utilizacion del scotta ha sido mas estudiada. Por ejemplo, De Giorgi et al.
(2018), hicieron una investigaciéon preliminar del uso potencial del suero de queso
ricotta (RCW, por sus siglas en inglés: Ricotta Cheese Whey) como sustrato para el
crecimiento bacteriano y produccion de &cido lactobiénico con cepas de
Pseudomonas taetrolens. Teniendo un rendimiento de conversion de hasta
85+7.0%, tras 48 h de fermentacion discontinua en un tanque con agitacion de 3 L.

Meneses et al. (2021) estudiaron el uso de RCW como sustituto de leche en helado
y analizaron sensorialmente los efectos de esta sustitucion, encontrando que hasta
el 75% de RCW en el helado no afecta la aceptacion del producto. Sin embargo, si
aumento la percepcion del sabor a chocolate y la velocidad de fusién. Los autores
concluyeron que el RCW representa un potencial sustituto lacteo para ser utilizado
por la industria lactea, disminuyendo el impacto medioambiental de este
subproducto.

Ademas, se ha producido acido lactico obtenido por fermentacion de RCW utilizando
Lactobacillus casei DSM 20011 (ATCC 393), una bacteria homofermentativa,
obteniéndose rendimientos del 27.0 £ 0.3% al 46.0 + 0.7% (Costa et al., 2021).

Un afio después Casa et al. (2022), evaluaron el uso de RCW para la produccion
por lotes de Chlorella vulgaris. Teniendo tres métodos diferentes de pretratamiento:
centrifugacion, tratamiento térmico y microfiltracion tangencial (TFMF). Todos los
meétodos de pretratamiento produjeron una mejora de los parametros cinéticos de
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crecimiento de C. vulgaris, presentando mejor rendimiento la tecnologia TFMF. La
concentracion final de biomasa fue de 2.5+£0.05/h. Obtuvieron una concentracion
final de biomasa de 2.28 g/L, ademas, disminuyeron la DQO del RCW a 26+1%.

Por su parte, en un estudio reciente de Silva et al. (2023), se elaboraron bebidas
isoténicas formuladas con RCW y maracuyd. Mostrando una elevada
bioaccesibilidad de los minerales K*, Na* y Mg?* (37-70%). Las bebidas que
desarrollaron son alternativas innovadoras para el mercado de suplementos para
deportistas, combinando el uso de un subproducto de la industria lactea y una nueva
variedad de maracuya hasta la fecha poco explorada econémicamente.

Todas estas aplicaciones detallan las posibles vias de valorizacion biotecnolégica y
la viabilidad de los procesos. Teniendo en cuenta que el proceso de produccion de
ricotta y requeson son similares, se podrian considerar las mismas aplicaciones
para el suero de requeson. Por el momento, no se han registrado usos del suero de
ricotta para la produccion de GOS.

2.3. Oligosacaridos
Los oligosacaridos son moléculas formadas por la polimerizacion de

monosacaridos, que van desde 2 hasta un maximo de 10 unidades de estos.
Pueden estar formados por el mismo tipo de monosacaridos (homooligosacaridos)
o diferente tipo de monosacaridos (heterooligosacéridos). Los mas abundantes son
los disacaridos (Pardo-Rojas, 2014). Fisicoguimicamente son sélidos cristalinos, de
sabor dulce, color blanco y solubles en agua.

Los métodos para la sintesis de oligosacaridos incluyen:

1) Sintesis quimica, un enfoque limitado por secuencias sintéticas complejas
que utilizan la proteccion de los grupos hidroxilo para lograr regio y
esteroselectividad, ademas de las grandes cantidades de reactivos toxicos y
las duras condiciones de reaccién requeridas (Sears y Wong, 2001).

2) Sintesis enzimatica altamente selectiva utilizando glicosiltransferasas o
glicosidasas de procariotas y eucariotas, un enfoque econémicamente
amigable (Sears y Wong, 2001 y Seibel y Buchholz, 2010).

Los oligosacaridos derivados de la sintesis enzimatica de la lactosa, en particular
GOS vy lactulosa representan una parte importante, alrededor del 40% de la
produccion de oligosacaridos (Seibel y Buchholz, 2010). En los dltimos afios el
interés por la produccion de otros oligosacaridos como los fructooligosacéaridos ha
crecido debido a su propiedad prebidtica (Corzo et al., 2015).

pg. 15



2.3.1. Galactooligosacaridos (GOS)
Los galactooligosacaridos son oligosacaridos los cuales son una clase de

carbohidrato, también conocidos como oligosacaridos transgalactosilados,
oligogalactosilactosa, entre otros. Estan compuestos por monémeros de galactosa
y una unidad terminal de glucosa, unidos por enlace -glicosidico, poseen un grado
de polimerizacién (GP) de 2 a 9 (Ganzle, 2012 y Vera e lllanes, 2016).

Los GOS han sido reconocidos como GRAS y estan clasificados como
carbohidratos no digeribles (NDO por sus siglas en inglés; Non Digestible
Oligosaccharides), debido a la resistencia en los procesos digestivos del intestino
delgado y el estdmago, pues tienen una configuracion 3 diferente a la lactosa. De
forma que alrededor del 90% de lo que se consume llega hasta el colon sin alguna
modificacion (Rastall, 2006). Tienen una dulzura ligera (aproximadamente 40% en
relacion con la sacarosa), excelente sabor y son bastante estables, incluso a pH
acido y altas temperaturas (Lamsal, 2012). Permanecen sin cambios a periodos
largos de almacenamiento y en las condiciones descritas en la Tabla 8.

Tabla 8. Condiciones a las que se mantienen estables los GOS (Macfarlane et al., 2008;
Sangwan et al., 2011 y Lamsal, 2012).

Tiempo (min) Temperatura (°C) pH
10 160 7
10 120 3
10 100 10

Los GOS pueden ser sintetizados quimica o enzimaticamente, siendo ésta ultima la
opcibn mas amigable con el medio ambiente ya que no requiere de grandes
cantidades de reactivos téxicos. La sintesis enzimatica de GOS puede llevarse a
cabo mediante B-galactosidasas, estas glicosidasas catalizan la hidrolisis de la
lactosa, aunque en condiciones de alta concentracion de lactosa, pueden sintetizar
GOS a través de la transgalactosilacion (Figura 4). Debido a ello, las condiciones
enzimaticas deben controlarse para evitar la hidrolisis completa de los GOS
formados y, por lo tanto, permitir que se produzcan altas concentraciones de GOS
(Sears y Wong, 2001 y Lamsal, 2012).
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Figura 4. Sintesis de GOS mediante p-Galactosidasa (modificado de Rodriguez-Colinas,
2013).

Dependiendo de las condiciones de reaccion y las enzimas utilizadas se consiguen
mezclas de di-, tri-, tetra- o pentasacaridos con enlaces p(1-2), B(1-3), B(1-4) y B(1-
6) (Barreteau et al., 2006 y Lamsal, 2012). Algunas estructuras de los principales
GOS sintetizados se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Estructura de algunos de los principales GOS sintetizados a partir de lactosa

(Rodriguez-Colinas, 2013).
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2.3.2. Beneficios de los galactooligosacaridos
Existe una cantidad numerosa de estudios cientificos que avalan los beneficios del

consumo de GOS en la salud humana (Roberfroid et al., 2010 y Lamsal, 2012):

e Su funcion como prebidticos, debido a que las enzimas del intestino no
pueden digerir la configuracion B de los GOS, estimulando el crecimiento de
bacterias benéficas en el colon, tales como bifidobacterias y lactobacilos
(Barile y Rastal, 2013 y Rastall, 2010).

e Aumenta la absorcion y biodisponibilidad de minerales, en especial el calcio
y en menor proporcion el magnesio, zinc y hierro (Sangwan et al., 2011 y
Tomal et al., 2015).

e La disminucion de los niveles de amoniaco, aminas y fenoles, sustancias
potencialmente dafiinas para los recién nacidos y la reduccion del nimero de
infecciones gracias a la multiplicacion de bifidobacterias en los recién nacidos
(Macfarlane et al., 2008 y Sangwan et al., 2011).

e Es un producto de baja cariogenicidad y bajo contenido cal6rico
(aproximadamente 1.73-2 kcal/g) (Lamsal, 2012).

e Actlan como un sefiuelo del receptor ayudando a inhibir la adhesion de
ciertas bacterias consideradas como patdgenos a las células que recubren el
intestino grueso. En particular los GOS tiene la mas alta capacidad
antiadherente de los prebidticos (Shoaf et al., 2006).

e Previenen la colonizacion en el intestino humano por microorganismos
considerados como patdgenos ya que estimulan el crecimiento de bacterias
benéficas de la microbiota (Macfarlane et al., 2008).

e Recientemente se han observado mejoras en la ansiedad preclinica en
mujeres jovenes (18 — 25 afios), mostrando la compleja interaccién entre la
microbiota intestinal, la funcion cerebral y el comportamiento (Johnstone et
al., 2021).

e Los GOS tienen una amplia gama de aplicaciones en el cuidado de la piel al
inhibir la pigmentacion de la piel, mejorar la hidratacion y reducir las arrugas
(Suh et al., 2019).

¢ Tienen efectos benéficos potenciales sobre la cicatrizacion de heridas debido
a su actividad como ligandos de receptores tipo Toll, se detecté una mayor
expresion de los marcadores de diferenciacion inducidos por GOS. Los
productos que contienen GOS pueden cerrar heridas y la piel por actividad
directa sobre las funciones de los queratinocitos. Varios pasos de la
cicatrizacion de heridas pueden beneficiarse de la administracion directa de
GOS a los queratinocitos. De hecho, los GOS estimulan los eventos
inflamatorios, migratorios y de diferenciacibn que son necesarios para
restaurar la barrera cutdnea (Bergandi et al., 2022).
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2.4. Antecedentes de la produccion de galactooligosacaridos
Aunque los GOS son relativamente faciles de obtener a partir de productos de

desecho industrial, como el lactosuero, no se ha logrado prepararlos en cantidades
que sean industrialmente aceptables. De tal forma, en los ultimos afios se han
buscado aumentar el rendimiento de la sintesis de GOS empleando diversas
estrategias, que se expondran a continuacion.

Cruz-Guerrero et al. (2005), utilizaron una glicosidasa hiperterméfila (GLY-001-02)
para estudiar la influencia de la actividad de agua (a,,), y la concentraciéon de
lactosa en la sintesis de GOS en un sistema organico. Obteniendo que la produccién
de GOS aumento gradualmente a medida que la a,, disminuia en el sistema de

reaccion. Se obtuvieron GOS con diferente GP dependiendo de la a,, en el sistema
de reaccion. La sintesis maxima de GOS con GP-3 (GOS-3), se alcanz6 en un
intervalo de a,, de 0.44-0.57 con concentraciones de lactosa de 0.06%-0.1%,
mientras que los maximos de GOS con GP-4 (GOS-4) y GOS con GP-5 (GOS-5) se
alcanzaron con concentraciones de lactosa de 0.06%-0.1% e intervalos de a,, de
0.47-0.57 y 0.49-0.60, respectivamente. Los autores demostraron que se requiere
una mayor a,, para sintetizar GOS de mayor longitud, ya que su sintesis también

depende de la flexibilidad de la enzima, que, a su vez, depende de la actividad
acuosa de la reaccion.

Por su parte Wang et al. (2020), realizaron un estudio para optimizar los parametros
de procesamiento para la sintesis de GOS utilizando suero de leche en polvo y una
B-GAL de A. oryzae. Los pardmetros optimizados fueron: a) concentracioén inicial de
lactosa, b) pH, c) tiempo de reaccion, d) temperatura y e) relacion enzima/sustrato
(E/S). Obtuvieron un rendimiento 6ptimo de 25.1% con un tiempo de reaccion de 25
min, una temperatura de 50 °C, un pH de 4.5, una concentracion de lactosa inicial
de 50% vy una relacion E/S de 20 Unidades Enzimaticas/g. Las Unidades
Enzimaticas (UE) se refieren a la cantidad de enzima que se requiere para poder
hidrolizar 1 pumol de o-nitrofenil-B-D-galactésido (ONPG) en o-nitrofenol (ONP) y D-
galactosa por minuto. Siendo el tiempo de reaccion el parametro que mas influyo,
seguido por la temperatura.

Con los estudios anteriores se corrobora que existen condiciones éptimas para la
sintesis de GOS, aunque éstas dependeran mayormente de la fuente y tipo de
enzima, pues cada una tendra parametros donde su actividad sea Optima.
Adicionalmente, otra de las alternativas ha sido la inmovilizacion de enzimas, lo cual
resulta indispensable para su potencial uso a escala industrial.
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Sass y Jordening (2020), desarrollaron dos métodos sencillos y faciimente
reproducibles para la inmovilizacion de B-GAL de A. oryzae en esteras de nanofibras
de gelatina electrohiladas: 1) inmovilizada covalentemente en esteras de nanofibras
de gelatina activadas con hexametilendiamina como enlazador bifuncional y, 2)
atrapamiento en las nanofibras de gelatina durante el proceso de electrohilado
(electrohilado en suspension). Los valores 6ptimos de pH y temperatura de B-GAL
inmovilizada pasaron de 30 °C y pH 4.5 de la enzima libre a 1) pH 3.5y 50 °C de la
inmovilizacién covalente y 2) pH 3.5 y 40 °C del electrohilado en suspension.
Obtuvieron diferencias significativas en la Ku de la B-GAL inmovilizada con una
reduccion de hasta el 50% en comparacién con la enzima libre. La velocidad
maxima (Vmax) de la inmovilizacion por electrohilado en suspension fue casi 20
veces superior a la de la enzima inmovilizada covalente. El rendimiento maximo de
GOS para B-GAL libre result6 ser del 27.7% y del 31% para la inmovilizada.

Por su parte Alnadari et al. (2021) inmovilizaron una B-glucosidasa (BglA) de
Thermotoga maritima en nanoparticulas magnéticas (NMPs) funcionalizadas con
quitosano, para mejorar la conversion de lactosa y la produccién de GOS, utilizando
un método por lotes. La eficiencia y el rendimiento de la inmovilizacion fueron del
79% vy la BgIA la reciclaron de manera efectiva a través de un procedimiento de
separacién magnética sin que la enzima presentara disminucion en su actividad. La
metodologia de inmovilizacion que propusieron muestra una aplicacién potencial.
La produccién de GOS alcanzé un rendimiento de 28.76% en el sexto lote
producido, mientras que el rendimiento de la BglA libre fue sélo del 24% tras 12 h.
Finalmente reportan que las BglA inmovilizadas conservaron el 40.44% de su
actividad nativa al final de su sexto uso.

Con los trabajos anteriores se demuestra que la utilizacion de una enzima
inmovilizada aumenta los rendimientos de produccion en la sintesis de GOS, sin
importar el tipo de inmovilizaciébn. Y como consecuencia de la recuperacion y
reutilizacion de la enzima los costos de produccion disminuyen.

2.5. Usos de suero para la produccién de GOS en los ultimos 5 afios
Como se mencion6é anteriormente (Tabla 1), el lactosuero contiene una gran

cantidad de lactosa (44-52 g/L) y es por esta razon que es el sustrato mas utilizado
en la produccion enzimatica de GOS. A continuacion, se enumeraran algunos
trabajos destacados de los ultimos cinco afios en la produccién enzimatica de estos
sacaridos.

Con los avances en las técnicas de biologia molecular, se han descubierto nuevas
B-GAL. Zerva et al. (2021), quienes informan de la producciéon heteréloga en Pichia
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pastoris de una -GAL del hongo Thermothielavioides terrestres nombrada TrbGall.
Esta enzima se purifico y caracterizé teniendo una actividad 6ptima a 60 °C y pH 4,
es termoestable y que conserva el 95% de su actividad a 50 °C durante 24 h. Se
utilizé para la produccion de GOS a partir de lactosuero acido proveniente de la
industria del yogurt tipo griego, alcanzando un rendimiento de 14.8% (sin reporte
alguno del porcentaje de conversion), y la produccion de GOS-4 en su mayoria,
pero sin reporte del tipo de enlace que obtuvieron.

Ademas del descubrimiento de nuevas enzimas, también ha aumentado la
produccion de enzimas recombinantes. Yafiez-Neco et al. (2021) utilizaron una
enzima recombinante de Pantoea anthophila aislada del tejuino (bebida fermentada
de maiz tradicional y tipica de México) nombrada B-gal42, la cual es perteneciente
a la familia de las glicosil hidrolasas GH42. Tiene una fuerte tendencia por formar
GOS con enlaces B(1-6) y B(1-3). La sintesis de GOS a partir de lactosuero
concentrado (hasta 40% de lactosa), dio lugar a un rendimiento del 38% (60% de
conversion de lactosa), mostrando una elevada transgalactosilacién comparable a
la de algunas enzimas industriales, como la B-GAL de Bacillus circulans.

Bolognesi et al. (2022) utilizaron lactosuero de queso porungo (un queso tipico de
Sao Paulo, Brasil) concentrado en un rango de 20 a 40% de lactosa para la sintesis
de GOS utilizando una B-GAL de Kluyveromyces lactis inmovilizada, en un sistema
por lotes. Para la inmovilizacion utilizaron dos estrategias: 1) soporte de alginato de
calcio y 2) soporte de calcio-Concanavalina. Seleccionaron el soporte de alginato
de calcio porque dio mejor produccion de GOS a 40% de lactosa inicial, pH y
temperatura éptima, teniendo un rendimiento del 63.2% y una conversion de lactosa
de 61.4%.

Ademas de que las condiciones de reaccidn son importantes, con los estudios
anteriores podemos observar que un aspecto importante a considerar es la
utilizacién de nuevas enzimas, ya que Ultimamente ha ido en auge el descubrimiento
de nuevas enzimas y la produccion de enzimas recombinantes, para seguir
aprovechando el lactosuero y que estas alternativas sean econdmicamente
factibles, pues las micro y pequefias empresas no tienen el presupuesto para la
biotransformacion del lactosuero en GOS.

2.6. B-Galactosidasas
La B-GAL (B-D-galactésido galactohidrolasas, EC 3.2.1.23) es mayormente

conocida como lactasa y se encuentra distribuida ampliamente en la naturaleza y
son producidas en: a) algunos 6rganos de animales: como en la piel, intestino y
tejidos cerebrales, b) plantas: como alfalfa, almendra, t&, granos de café, entre otros
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y €) microorganismos: hongos, levaduras y bacterias. De acuerdo con su fuente las
propiedades varian enormemente (Gekas y Lopez-Leyva, 1985 y Cavaille y
Combes, 1995). Ademas, ha sido ampliamente estudiada esta glicosidasa (Chen et
al., 1992 y Whitaker, 1994).

Esta enzima cataliza la hidrélisis de B-D-galactdsidos, siendo altamente especifica
por el enlace B en B-galactosidos (Tanaka y Suzuki, 1975 y Castillo, 1990). En
general muestran una alta especificidad (pero no absoluta) tanto por el resto
glucosido como por la naturaleza del enlace glucosidico, pero poca o ninguna
especificidad por el componente aglicona que actia como grupo saliente (Faber,
2018).

De entre los sustratos naturales existentes la mas estudiada ha sido la lactosa (4-
O-B-D-galactopiranosil-D-glucopiranosa). Al hidrolizar este disacarido, mediante el
rompimiento del enlace glicosidico (1-4) que une a los monosacaridos D-glucosa y
D-galactosa y por medio de la inclusion de una molécula de agua, la reaccion resulta
en los respectivos monosacaridos antes mencionados (Whitaker, 1994 y Garcia-
Garibay y GOmez-Ruiz, 1996).

Es necesario conocer las principales caracteristicas del mecanismo catalitico de las
B-GAL, para entender como una misma enzima es capaz de catalizar reacciones
degradativas (hidrélisis) y la sintesis de moléculas valiosas. Siguen un mecanismo
de doble desplazamiento, que comprende un paso inicial de galactosilacion de la
enzima (complejo enzima-sustrato) y un paso posterior de desgalactosilacion que
regenera el sitio activo (Figura 6). Todas las B-GAL incorporadas en la base de datos
CAZy tienen un sitio activo formado por un plegamiento estructural en barril (B/a)s,
formada por ocho hojas B paralelas, que forman la cara interna del barril y se
alternan con ocho a-hélices que cubren la cara externa del barril. Las B-GAL se
clasifican en el clan GH-A. En estas enzimas, los residuos cataliticos corresponden
a dos &cidos glutamicos, donde uno actia como &cido/base y el otro como
nucleofilo.
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Etapa de galactosilacion de la enzima

Residuo | B
acido/bas
0

0 O

{ Gal RelK G ) —*

- Residuo
nucledfilo

F

Las B-galactosidasas conservan la
configuracion B del sustrato

Figura 6. Mecanismo de accién de las B-GAL (modificado de Vera et al., 2022).

Durante la etapa de galactosilacion, el grupo carboxilato del nucledfilo ataca el
centro anomeérico de la fraccion de galactosa, produciendo el complejo galactosil-
enzima (Figura 6A). Este intermedio se rompe cuando el residuo &cido/base protona
el atomo de oxigeno en el enlace glucosidico para activar la aglicona como grupo
saliente (Figura 6B). Liberando asi una molécula de glucosa (Figura 6C). En la etapa
de desgalactosilacién, el nucledfilo (que puede ser una molécula de agua u otro
compuesto hidroxilado) sirve como aceptor de la fraccion de galactosa. El residuo
acido/base, ahora desprotonado, recupera el proton tomandolo del grupo hidroxilo
del aceptor. A continuacion, el nucledfilo activado ataca el centro anomeérico de la
fraccion de galactosa por el mismo lado por el que se liber6 la glucosa, lo que da
lugar a la retencion de la configuracion anomérica (Figuras 6D y 6E). Finalmente,
con el nuevo enlace glicosidico formado entre la fraccion de galactosa y el aceptor,
es liberando del sitio activo de la enzima (Figura 6F) (The CAZypedia Consortium
2018 y Kotzler et al., 2014). Cuando el aceptor del grupo glicido es agua, se forma
la galactosa, llevandose a cabo la hidrélisis; sin embargo, como otras glicosidasas
la transferencia de este glacido puede llevarse a cabo con otros aceptores, como
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los azucares (transgalactosilacion), dando lugar a la sintesis de oligosacaridos
(Cruz-Guerrero, 2005).

Durante la hidrélisis de la lactosa se han identificado mas de 10 oligosacéaridos
diferentes formados por transgalactosilacion, siendo los principales: alolactosa,
constituida por B-D-galactosa (1-6) D-glucosa (B-D-Gal (1-6) D-Glc), galactobiosa
constituida por 2 3-D-Gal unidas por el enlace 1-6, B-D-Gal (1-6) lactosa, B-D-Gal
(1-6) galactobiosa y B-D-Gal (1-6) alolactosa, sintetizandose en mayor proporcion la
alolactosa. La formacion de GOS se ve ampliamente influenciada por la
concentracion inicial de lactosa. Debido a que la concentracion de agua va
aumentando a medida que la concentracion de lactosa va disminuyendo,
prevaleciendo asi la reaccidn de hidrolisis (Cruz-Guerrero, 2005). Por otro lado, la
concentracion y naturaleza de los GOS sintetizados se ven afectados por factores
tales como: a) el origen de la enzima (enzimas provenientes de bacterias, levaduras
y hongos en la bibliografia se han reportado reacciones de hidrélisis y
transgalactosilacién), b) algunas condiciones de reaccion tales como: temperatura,
pH, tiempo de reaccion e iones (Zheng et al., 2006; Martinez-Villaluenga et al., 2008;
Torres et al., 2010 y Huerta et al., 2011).

Otro factor para tomar en cuenta es la fuente de la enzima, aunque mayormente se
utilizan fuentes fungicas y bacterianas pues en comparacion con las fuentes
animales y vegetales, las enzimas sintetizadas por microbios proporcionan mayores
rendimientos, lo que puede disminuir su coste de produccion.

Aunque las B-GAL de fuentes bacterianas poseen mayor actividad y estabilidad las
especies fungicas se prefieren a otras fuentes microbianas debido a su alta
productividad y resistencia a altas temperaturas y pH. Las fuentes fungicas de [3-
galactosidasa incluyen hongos como Aspergillus flavus, Aspergillus phoenicis,
Aspergillus oryzae, Aspergillus foetidus, Aspergillus niger, Mucor pusillus, Mucor
miehei y Neurospora crassa. Sin embargo, se conoce un gran numero de fuentes
bacterianas potenciales como los cultivos de Bacillus megaterium, Bacillus
circulans, Bacillus coagulans, Bacillus stearothermophilus, Escherichia coli,
Thermus aquaticus, Streptococcus thermophilus, Streptococcus lactis, Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus helveticus y Lactobacillus thermophilus (Kaur et al., 2023).

Sin embargo, las B-GAL mas empleadas en la industria lactea debido a su alta
actividad de transgalactosilacion y tipo de GOS sintetizado, son B. circulans
(bacteriana), Kluyveromyces lactis y Kluyveromyces marxianus (levadura) y A.
oryzae (fungica) (Yin et al., 2017). Siendo una de la mas reportadas en la literatura
la enzima proveniente de K. lactis (De Albuquerque et al., 2021).

pg. 25



El tipo de GOS producido depende en su mayoria de la eleccion de la enzima. Hay
informes que reportan que dependiendo del tipo de enzima usada hay variaciones
entre las unidades monoméricas. Por ejemplo, la enzima procedente de
Kluyveromyces spp. generé GOS-2 y en menor medida GOS-3, B. circulans produjo
GOS- 2y GOS-3y en menor cantidad GOS-4, alcanzando una sintesis de GOS con
un GP méximo de 5, mientras que la B-GAL de A. oryzae produjo una pequefa
cantidad de GOS-4 y principalmente GOS-3 y (Cheng et al., 2006 y Bianco, 2016).
La B-GAL mas estudiada ha sido la de Escherichia coli por lo que existe una gran
cantidad de informacién cientifica acumulada, aunque, por los posibles factores
toxicos asociados a los coliformes se hace improbable el uso de aislados crudos de
la enzima directamente en los procesos alimentarios. (Garcia-Garibay y Gomez-
Ruiz, 1996 y Kaur et al., 2023).

Debido a lo anterior se ha tenido un gran interés por las enzimas de extremdéfilos ya
que resisten condiciones extremas (principalmente de temperatura), como Su
nombre lo dice. Las enzimas termofilas pueden ser utilizadas a altas temperaturas,
provocando en este caso que la lactosa sea mas soluble y asi aumentar el
rendimiento, un ejemplo de ello es la enzima recombinante CloneZyme GLY 001-
02, creada por la empresa Diversa.

2.6.1. B-Galactosidasa de Escherichia coli
Para poder hidrolizar 1 pmol ONPG en ONP y D-Gal por minuto se requiere de una

unidad de B-GAL llevando la reaccion a las siguientes condiciones: pH 7.3 a 37 °C
(Sigma-aldrich.com). Esta enzima se ha utilizado para la transgalactosilacion en
donde se sintetizan GOS a partir de lactosa generando enlaces [3(1-6) en los
productos obtenidos (Rabiu et al., 2001). En la base de datos para enzimas
BRENDA, por sus siglas en inglés: BRaunscheweig ENzyme DAtabase se reportan
algunas caracteristicas de esta enzima, las cuales se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas de la B-galactosidasa de E. coli (BRENDA, 2024).

Parametro Valor
Kwm 0.122 mM para ONPG
pH 6ptimo 7.2
Rango de pH 5-11
Temperatura optima (°C) 35
Rango de temperatura (°C) 20-65
Inhibidores Ag*, Cd?*, Cu?*, Hg?*, Zn?*, Pb?*, Ca?*
Activadores Na*y Mg?*
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2.6.2. B-Galactosidasa de Kluyveromyces lactis
En las condiciones experimentales es de 2600 UE/g (Sigma-Aldrich.com). Esta

enzima es capaz de producir 6 estructuras de GOS, dentro de ellas: 6'-galactobiosa
(D-Gal-(1-6)-B-D-Gal), alolactosa (D-Gal-(1-6)-p-D-Glc) y el trisacarido 6'-
galactosilactosa (D-Gal-(1-6)-B-D-Gal-(1-4)-D-Glc) en grandes cantidades, con
preferencia por los enlaces B-(1-6) (De Albuquerque et al.,, 2021 y Rodriguez-
Colinas et al., 2011). Segun Yin et al. (2017) su rendimiento en la produccién de
GOS es de 34.9%.

En la base de datos para enzimas BRENDA se reportan algunas caracteristicas de
esta enzima, las cuales se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Caracteristicas de la B-galactosidasa de K. lactis (BRENDA, 2024).

Parametro Valor
Kwm 1.5 mM para ONPG
pH éptimo 6.5
Rango de pH 55-85
Temperatura optima (°C) 37
Rango de temperatura (°C) 22 -50
Inhibidores Ca?*, Mn?*, Niz*

2.6.3. B-Galactosidasa de Aspergillus oryzae
Para poder hidrolizar 1 umol de lactosa en D-Gal y D-Glc por minuto se requiere de

una unidad de B-GAL llevando la reaccion a las siguientes condiciones: pH 4.5y
temperatura de 30 °C (Sigma-Aldrich, 2024).

Se ha empleado esta enzima ampliamente para la sintesis de GOS teniendo como
sustrato donador y aceptor la lactosa, donde el rendimiento maximo fue de 26%, de
los cuales el 81% fueron trisacaridos (Neri et al., 2009). Aungue se tienen reportes
de hasta 20 tipos diferentes de GOS sintetizados entre hexa-, penta-, tetra- y tri-
GOS (Toba et al., 1985), Deya (1990) identificé estructuras como la 6 -galactosil-
lactosa (B-D-Gal-(1-6)-B-D-Gal-(1-4)-Glc) la cual constituye aproximadamente 70%
de los GOS obtenidos. Esto es respaldado por Vera et al. (2011) y Urrutia et al.
(2013), los cuales reportan que el 66% de los GOS obtenidos eran GOS-3, el 24%
eran GOS-4y el 10% de GOS-5 y otros GOS con diferente grado de polimerizacion.

En la base de datos para enzimas BRENDA se reportan algunas caracteristicas de
esta enzima, las cuales se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Caracteristicas de la B-galactosidasa de A. oryzae (BRENDA, 2024).

Pardmetro Valor
Kwm 0.72 mM para ONPG
pH 6ptimo 4.5
Rango de pH 2.5-8
Temperatura éptima (°C) 50
Rango de temperatura (°C) 20-60
Inhibidores Ag*, Hg?*, Cu?*

Debido a su pH y temperatura 6ptima, estan practicamente limitadas a utilizarse en
lactosuero acido o en lactosuero dulce previamente acidificado (Chang y Mahoney,
1989 y Jakcson y Jellen, 1989).

2.6.4. B-Galactosidasa hipertermofila
Las enzimas hipertermdfilas podrian ser definidas como aquellas que son capaces

de tener actividad a altas temperaturas (90 °C o mas) (Cruz-Hernandez, 1999). La
B-GAL hipertermdfila empleada es la CloneZyme GLY 001-02 (GLY 001-02). Es una
enzima recombinante producida por la compafia Recombinant Biocatalysis Inc.,
que actualmente opera bajo el nombre BASF que actualmente sigue en
funcionamiento. Para lograrlo llevaron a cabo directamente de las muestras
ambientales de habitat extremos el aislamiento de acidos nucleicos, de cultivos
primarios enriquecidos, y de microorganismos purificados a través del amplio
espectro de diversidad microbiana. Una vez que purificaron los acidos nucleicos, se
seleccionan los genes con las actividades enzimaticas requeridas para finalmente
crear una nueva enzima (Robertson et al., 1996).

En la libreria de GLY 001 de glicosidasas se encuentran reportadas 10 enzimas
termoestables, las cuales tienen la disposicion para realizar actividades de
galactosidasas, glucosidasas y fucosidasas (Escamilla-Lozano, 2011).

La compafiia ofrecia algunos parametros para esta enzima como: el uso de 19
sustratos, difiiendo en su estructura y configuracibn anomérica para la
determinacion de la actividad enzimatica, un rango de pH de 3-10, en el que la
enzima tiene actividad hidrolitica, un rango de temperatura en gque la enzima esta
activa de 50-90 °C y la estabilidad de la enzima reportada a 90 °C es de 145 horas.

Cruz-Hernandez (1999) caracteriz6 la enzima GLY 001-02. Los resultados se
muestran en la Tabla 12.
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Tabla 12. Caracteristicas de la B-galactosidasa hipertermdfila (Cruz-Hernandez, 1999).

Parametro Valor
Kwm 234.41 mM para lactosa
Vmax 5138.5 pmol/min mg de proteina
pH optimo 6
Inhibidores Ca?*yNa*a5 mM
Activadores Mn?* a 5 mM

Ademas, determiné el peso molecular de las tres subunidades que mostraron
actividad de B-GAL mediante un zimograma, los cuales fueron 212.7, 175.7 y 102
kDa.

Garcia-Garibay et al. (2000) llevaron a cabo las reacciones de hidrdlisis inversa y
alcohdlisis en un medio monofasico de 1-heptanol saturado de agua con glucosa o
lactosa como sustrato, para obtener heptil-B-glucésido y/o heptil-B-galactésido
respectivamente. Cuando el sustrato fue lactosa el heptil-B-glucésido se obtuvo a
través de la glucosa liberada que se utilizé en una reaccion secundaria de hidrélisis
inversa, mientras que el heptil-B-galactésido se obtuvo a través de alcohdlisis.

Posteriormente, Cruz-Guerrero et al. (2005) observaron que la enzima GLY 001-02
puede sintetizar GOS con una aw minima de 0.27, donde se obtuvo GOS-3 y que,
mientras aumentaba la aw a 0.38 y 0.49 aumentaba el grado de polimerizacion a
GOS-4, GOS-5 respectivamente. También observaron que es capaz de producir
GOS-6 a una aw de 0.57, siendo que las B-GAL mas comerciales solo son capaces
de producir GOS con GP 3 y 4. Incluso las B-GAL hipertermofilas de Pyrococcus
furiosus y Bacillus circulans solo son capaces de producir GOS-4 y GOS-5,
respectivamente. Por otro lado, Alatorre-Santamaria et al. (2019), lograron
sintetizar B-D-galactosil-L-fucésido, usando D-lactosa como sustrato donador.
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3. Justificacion

Alrededor de la cuarta parte de los productos lacteos producidos en México son
qgueso, del cual se obtiene como subproducto el lactosuero. El lactosuero representa
un problema serio de contaminacidn si no es tratado correctamente antes de ser
desechado, debido a su alta carga organica, altos niveles de DBO (30-50 g/L) y alta
DQO (60-80 g/L).

Entre las alternativas para su aprovechamiento y una de las mas comunes en
México es la produccion de requesén. Sin embargo, en este proceso se obtiene
como subproducto otro suero, y aunque su composicion no es igual a la del
lactosuero, la carga organica sigue siendo alta. De esta forma, se mantiene la
problemética de la obtencion de un subproducto altamente contaminante si no es
tratado correctamente antes de ser desechado.

Debido a que para este suero de requeson no hay muchos estudios sobre su
aprovechamiento, se propone su uso para la obtencién de galactooligosacéaridos por
via enzimética. Debido a que estos oligosacaridos son considerados prebioticos
mostrando efectos benéficos a la salud al ser consumidos.

4. Hipotesis

El suero del requesén sera una buena fuente de lactosa para la obtencion de
galactooligosacaridos al emplear B-galactosidasas, que catalizan las reacciones de
transgalactosilacion.

5. Objetivo general
Estudiar el suero de requeson como una fuente de sustrato para la sintesis de
galactooligosacéaridos empleando cuatro diferentes B-galactosidasas.

6. Objetivos particulares

1. Analizar fisicoquimicamente el suero de requesén determinando azlcares
totales, proteinas y cenizas.

2. Utilizar el suero de requesoén para la sintesis de GOS, a través del uso de la
lactosa como sustrato para la transgalactosilacion.

3. Comparar la sintesis de galactooligosacaridos obtenidos utilizando (-
galactosidasas de cuatro fuentes diferentes (Escherichia coli, Kluyveromyces
lactis, Aspergillus oryzae y CloneZyme GLY 001-02 hipertermofila).

4. Optimizar las condiciones de temperatura y concentracion inicial de lactosa
para la sintesis de GOS mediante un disefio central compuesto.
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7. Plan de trabajo
Para cumplir los objetivos planteados en esta tesis se realizo el siguiente plan de
trabajo: (Figura 7).

ETAPA 1
Suero del requeson

Caracterizacion del suero de

requeson
\ 4 \4 \ 4
Cuantificacion de Determinacion de Cuantificacion de
carbohidratos cenizas proteinas
A\ 4
ETAPA 2
Enzima

A 4

Pruebas de la actividad hidrolitica de las B—Galactosidasas

ETAPA 3
Sintesis de
galactooligosacaridos

Llevar a cabo la reacciéon de transgalactosilacion

!

Identificacion cualitativa y cuantificacion de productos

!

Optimizar las condiciones de reaccion

Figura 7. Plan de trabajo.
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7.1. Caracterizacién del suero de requesoén
Se analizaron los parametros fisicoquimicos del suero de requeson el cual fue

obtenido en el laboratorio como subproducto de la elaboracion de requeson a partir
de suero dulce. Para lograr la precipitacion de las proteinas se le agrego &cido
citrico al 50% hasta llegar a un pH de entre 4.5-4.7 una vez acidificado, se calent6
a 85-90 °C durante 30 min, pasado este tiempo la temperatura se disminuyd con un
bafio de hielo hasta llegar a temperatura ambiente, aproximadamente 22-25 °C.
Posteriormente, la separacion de sélidos se realizé con una manta de cielo esteéril
con un tamafio de poro de 0.5 mm. Finalmente, el suero de requeson se almacend
a 4 °C hasta que se realizaron los analisis correspondientes.

7.1.1. Cuantificacion de carbohidratos
Para poder llevar a cabo la cuantificacion de azulcares totales en el suero de

requeson se realizé de acuerdo con la técnica descrita por Dubois et al. (1956). La
muestra se diluyé en agua en una proporcion 1/1000. Se tomé una alicuota de 1 mL
del suero de requeson diluido y se deposité en un tubo de ensayo, al cual se le
agregé 1 mL de solucién de fenol (CsHsO, SIGMA-ALDRICH®, Alemania) al 5%
(p/v). Posteriormente, se agregaron 5 mL de acido sulfurico concentrado (H2SOa,
SIGMA-ALDRICH®, Alemania), asegurandose la adiciéon de los reactivos por las
paredes y no directamente sobre la muestra. La reaccion se dejo en reposo durante
10 min y posteriormente se agitdé en vortex durante 30 s. La reaccion se llevd a un
bafio de agua a temperatura ambiente y se dejo reposar durante 20 min. Finalmente,
la medicion se realizé en un espectrofotémetro (Shimadzu UV-1600, Kioto, Japén)
utilizando una longitud de onda de 490 nm. La cuantificacion se llevo a cabo por
triplicado contra una curva tipo de lactosa (ANEXOS Figura 1a).

7.1.2. Cuantificacién de proteinas
La determinacion de proteinas en el suero de requeson se realizd siguiendo la

metodologia reportada por Bradford (1976). El reactivo de Bradford se preparé
mezclando 10 mg de Azul de Comassie G-250 (SIGMA-ALDRICH®, Alemania) con
10 mL de &cido fosférico (HzPOs, SIGMA-ALDRICH®, Alemania) al 88% y 4.7 mL de
etanol concentrado y se aforé con agua destilada a 100 mL. Finalmente, se filtr6 a
través de papel filtro y se guardd en un frasco ambar en oscuridad.

Para determinar la concentracion de proteinas en la muestra, a 100 pL de suero de
requeson, se le afiadid 1 mL del reactivo de Bradford, mezclando con agitador
vortex, e incubando la reaccién a temperatura ambiente por 2 min. Posteriormente
se midio la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en el espectrofotometro
(Shimadzu UV-1600, Kioto, Japdn), en un plazo no mayor a 60 min (Bradford, 1976;
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Ferndndez y Galvan, 2005). El analisis de la muestra se realizd por triplicado
empleando una curva patrén de albumina sérica bovina (ANEXO Figura 2).

7.1.3. Determinacién de cenizas
La determinacién de cenizas se realizé de acuerdo con la Asociacion de Quimicos

Analiticos Oficiales, por sus siglas en inglés AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) (2005), inicialmente se pes6 una capsula seca y vacia (mo).

Al tener una muestra de alta humedad, en la capsula seca se agregaron 5 mL de
suero de requeson para secarlo por evaporacion, durante 8 h a 80 °C (ma).
Posteriormente la muestra se pre-calcind directamente en la flama del mechero,
evitando que se inflame, bajo campana hasta que cese la emisién de humo, se dejé
enfriar unos minutos y se continud con la calcinacion en la mufla a 550-600 °C hasta
cenizas blancas o grisaceas. Se dejo en la mufla apagada para su preenfriamiento
y luego se traspasé al desecador para su enfriamiento, finalmente, se pesé a
temperatura ambiente (m>).

my - Mg
——— x100
mq - Mg

Expresion de resultados: % Cenizas totales =
Donde

Mo: masa en gramos de la capsula vacia.

ma1: masa en gramos de la cipsula con la muestra.

m2: masa en gramos de la cdpsula con las cenizas.

7.1.4. Determinacién de calcio
La determinacion de calcio se llevé a cabo de acuerdo con lo reportado por Guzman-

Rodriguez (2013) con algunas modificaciones. Se ajustaron las muestras a pH 8
con hidroxido de sodio 2 N (NaOH, J.T. Baker™) Posteriormente, el suero de
requeson se diluy6 1:50 con un buffer de fosfatos (20 mM, pH 8.0) del cual se tomé
una alicuota de 50 pL y se le agreg6 1 mL de arsenazo Ill (Genzyme, Co., E.U.A)).
La muestra se incub6 durante 30 s a una temperatura entre 18 a 26 °C. Finalmente
se midio la absorbancia a una longitud de onda de 650 nm en el espectrofotometro
(Shimadzu UV-1600, Kioto, Japon). Las muestras fueron analizadas por triplicado
empleando una curva patrén de calcio (ANEXOS, Figura 3a).

7.2. Actividad hidrolitica de las B-galactosidasas
La determinacion de la actividad hidrolitica se llevd a cabo de acuerdo con lo

reportado por Haider y Husain (2007) con algunas modificaciones. Para el ensayo
se utilizd6 ONPG (1.1 mg/mL) diluido en buffer. Este sustrato es hidrolizado en
contacto con la B-GAL produciendo ONP que presenta un color amarillo intenso. En
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una celda de 700 puL se agregaron 630 pL de solucion de ONPG y 70 pL de enzima
suspendida. La reaccion se llevd a cabo en un espectrofotdmetro con temperatura
controlada de 37 °C (Shimadzu UV-1600, Kioto, Japon) bajo las condiciones
descritas a continuacion para las diferentes B-GAL.:
e E. coli: Se suspendio6 la enzima en un buffer de fosfatos de potasio 0.05 M,
pH de 7. La reaccién se llevo a cabo durante 30 min.
e K. lactis: Se suspendio6 la enzima en un buffer de fosfatos de sodio 0.1 M,
pH de 6.5. La reaccion se llevo a cabo durante 10 min.
e A. oryzae: Se suspendio la enzima en un buffer de acetatos 0.05 M, pH de
4.5. La reaccion se llevo a cabo durante 30 min.
e GLY 001-02: Se suspendio la enzima en un buffer de fosfatos de potasio 0.1
M, pH de 6. La reaccién se llevé a cabo durante 30 min.
Las reacciones se realizaron por triplicado leyendo la absorbancia a una longitud de
onda de 420 nm.

Para calcular la concentracion de ONP se realizaron cuatro curvas patron (una por
cada pH del buffer empleado para cada enzima). Se prepararon cuatro soluciones
de ONP a diferentes concentraciones 0.3125 mg/mL para pH 4.5, 0.3122 mg/mL
para pH 6, 0.1533 mg/mL para pH 6.5 y 0.0667 mg/mL para pH 7.3 (ANEXOS,
Figuras 4a, 5a, 6a, y 7a, respectivamente). Graficando la absorbancia vs la
concentracion de ONP, se puede interpolar la concentracion de ONP en una
muestra al medir su absorbancia a una longitud de onda de 420 nm.

7.3. Sintesis de galactooligosacaridos empleando lactosa
Para determinar si las B-GAL son capaces de sintetizar GOS, se llevo a cabo la

reaccion en microtubos (1.5 mL) afiadiendo 50 pL de la respectiva B-GAL en 450 uL
de lactosa (al 18%). La reaccién se llevd a cabo bajo las condiciones Optimas
reportadas para cada enzima (Tabla 13) durante 6 h.

Tabla 13. Condiciones de pH y temperatura a las que se llevé a cabo la reaccién de
transgalactosilacion.

Enzima Buffer UE/mL de Temperatura
reaccion
E. coli Fosfatos de potasio 0.05 M, pH 7. 1.051 35°C
K. lactis Fosfatos de sodio 0.1 M, pH 6.5. 3.5 37 °C
A. oryzae Acetatos 0.05 M, pH de 4.5. 2.3 50 °C
GLY 001-02 | Fosfatos de potasio 0.1 M, pH 6. 2.6 90 °C
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La reaccion se llevo a cabo de la siguiente manera:
a) Las reacciones por arriba de 40 °C se llevaron a cabo en bafio seco de
bloque Unico D1301 (Labnet, Dinamarca).
b) Las reacciones por debajo de 40 °C se llevaron a cabo en una incubadora
de hibridacion Combi-SV12 (FINEPCR, Corea del Sur).

En ambos casos las reacciones se detuvieron mediante el aumento de pH
empleando NaOH 1M y fueron almacenadas en congelacion a 4°C.

7.3.1 Sintesis de galactooligosacaridos empleando suero de requeson
Para evaluar la sintesis de GOS empleando suero de requeson, este se pasteurizo

y se estandariz6 a una concentracion de lactosa de 18% y se siguio la metodologia
mencionada en la seccién anterior (Sec. 7.3).

7.4. Seguimiento de la reaccion
Se realizdé un monitoreo de la reaccion de transgalactosilacion mediante

un analisis cromatografico cualitativo (CCF), tomando una muestra cada 60 min,
durante 6 h y otro cuantitativo (cromatografia de liquidos de alta eficiencia, HPLC
por sus siglas en inglés) para determinar la concentracion de los GOS sintetizados.

7.4.1. Cromatografia en capa fina
Las muestras tomadas se diluyeron en agua en una proporcion 1:20 y se aplicaron

2 uL de la muestra diluida a 2 cm de distancia del borde inferior de la placa de 10x10
cm (Silica de gel de Sigma), y a 1 cm de los bordes laterales, teniendo 1 cm de
espacio entre las muestras (Figura 8). La placa se secO con aire caliente y se
aplicaron 2 uL mas de muestra. El proceso se repitié6 hasta completar un volumen
de aplicacidn final de 6 pL de muestra.

La placa se coloc6 dentro de una camara cromatogréfica, previamente cerrada de
manera hermética con la fase movil, constituida por n-butanol: acetona: agua en
proporciones 40:50:10. La fase movil tiene aproximadamente 1 cm de altura de ésta,
cuidando que las muestras no entren en contacto con la fase movil. El frente se
eluyé hasta que la fase movil alcanzo aproximadamente 0.5 cm abajo del borde
superior de la placa, el procedimiento se repitid cinco veces antes de revelar la
placa. La placa se secd con aire caliente entre cada elucién y antes de revelarse.

El revelado se llevo a cabo mediante la aspersion de la solucion reveladora (acido

sulfarico al 20% (v/v) en metanol) sobre la placa y, posteriormente la placa se coloco
en estufa a 120 °C hasta la aparicion de manchas cafés bien definidas.
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Las manchas obtenidas tienen un factor de retencién caracteristico (Rf, por sus
siglas en inglés), el cual se obtiene mediante la relacion de la distancia recorrida por
el componente de interés y la distancia total recorrida por la fase movil, ambas
tomadas desde el origen.

10 cm
VL .
10¢m
1cm 1cm
= -~
Limite de lajfase movil 12 cm

Figura 8. Diagrama de aplicacion de muestras en placa de cromatografia en capa fina.
(modificado de Cruz-Hernandez, 1999).

7.4.2. Cuantificacién de productos por HPLC
La concentracion de los carbohidratos (lactosa, galactosa, glucosa y GOS) en la

mezcla de reaccion se determind mediante HPLC. Para la cuantificacion se
utilizaron estandares de lactosa, glucosa, galactosa y para los GOS se utilizo el
trisacarido rafinosa. En ANEXOS se pueden visualizar cromatogramas tipo de los
estandares (Figura 8a y Figura 9a).

Se utilizé una columna HC-75 (H+) de 300 x 7,80 mm (Hamilton, Nevada, EE. UU.)
colocada en un horno a 75 °C y un detector de dispersion de luz modelo SofTA 300S
(Chrom Tech, Minessota, EE. UU.), con un flujo de nitrdgeno de 62.5 psi, una
temperatura en el nebulizador de 10 °C y una temperatura de evaporacion de 45
°C. Se utiliz6 como fase mévil agua destilada y desionizada (Milli-Q®), a un flujo de
0.3 mL/min en una bomba Lab Alliance Serie Il (Scientific Systems, Pennsylvania,
EE. UU.).

La concentracion (p/v) de los carbohidratos es proporcional al area de cada pico la
cual se calculd mediante un estandar interno. La figura 9 muestra una
representacion de un cromatograma tipico que se obtiene al analizar las muestras
de la reaccion enzimatica.
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Figura 9. Representacion de un cromatograma tipico de HPLC.

7.5. Optimizacién de lareaccion de transgalactosilacion
La optimizacion de la reaccion de transgalactosilacion se realizd con las dos

enzimas que mostraron el mayor rendimiento de sintesis de GOS. Los parametros
evaluados fueron concentracion de lactosa y temperatura.

Se empled el programa estadistico NCSS 2020 para realizar el Disefio Central
Compuesto (Tabla 14) obteniendo los niveles y la combinacion de los factores que
optimizan la reaccion. Ademas, se utilizé el programa SigmaPlot 14.0 para graficar
la superficie de respuesta a través de los resultados obtenidos al llevar a cabo el
disefio central compuesto.
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Tabla 14. Disefio central compuesto para la optimizacibn de la reacciébn de
transgalactosilacion.

NUmero Temperatura | Lactosaen | Temperatura Lactosa en
experimento (°C) | suero (%) () suero (%)
Aspergillus oryzae GLY 001-02
1 40 18 70 18
: 40 28 70 28
3 60 18 90 18
4 60 28 90 28
S 35.85 23 65.86 23
6 64.14 23 94.14 23
! 50 30.07 80 30.07
8 50 15.92 80 15.92
9 50 23 30 3
10 50 23 30 >3
11 50 23 30 >3
12 50 23 30 >3
13 50 23 30 >3

8. Resultados y discusién

8.1. Caracterizacién del suero de requesoén
La composicion del suero de requesoén (sustrato propuesto) se determiné mediante

la cuantificacion de azucares totales, proteinas, cenizas, humedad, calcio y solidos
totales.

Dado que la reaccion de transgalactosilacion e hidrélisis estan en competencia es
importante que en el medio de reaccidon se encuentren un mayor numero de
moléculas aceptoras diferentes al agua para reducir actividad hidrolitica y con ello
aumentar el rendimiento de la sintesis de GOS. Debido a ello, se requiere un minimo
en la concentracion de lactosa para que la reaccion de sintesis predomine sobre la
hidrdlisis. Por consiguiente, es de gran interés conocer la concentracion de azucares
totales en el suero de requeson, asi mismo, la caracterizacion general de su
composicion es relevante en virtud de que no existe mucha informacion sobre este
subproducto.
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8.1.1. Cuantificacion de carbohidratos
La cuantificacion de azucares totales en el suero de requeson se realiz6 de acuerdo

con lo reportado por DuBois et al. (1956), obteniéndose una concentracion de
5.23+0.36%. Adicionalmente, la muestra se analiz6 mediante HPLC con lo
que se determind que la lactosa es el Unico azlcar presente en la muestra (ANEXO
Figura 10a).

La concentracion de lactosa obtenida es mayor a lo reportado por Guerrero-
Rodriguez et al. (2010) quienes establecieron un rango de concentracion de 3.95-
4.7% de lactosa en el suero de requeson. La diferencia entre resultados podria
deberse al tipo de analisis realizado, dichos autores emplearon el equipo LactoScan
mientras que, en el presente estudio se empled la técnica reportada por DuBois et
al. (1956).

Existen diversos factores que pueden modificar la composicion del suero
secundario, siendo uno de ellos la especie de bovino del que se obtuvo la leche. Sik
et al. (2023) estudiaron la composicion de la leche y diversos productos lacteos,
(entre ellos suero secundario que reportan como suero &cido) de 3 distintas
especies de bovino. La concentracion de lactosa en el suero acido fue de 5.44%
para la especie Simmental, 5.49% para Jersey y 5.73% para Holstein Friesian. El
suero &cido estudiado por estos autores fue el subproducto obtenido después de
agregar 5 g de acido citrico y calentamiento del lactosuero dulce para lograr la
precipitacion de las proteinas y obtener queso ricotta.

Pires et al. (2021) realizaron una revision bibliografica sobre la valorizacion del
lactosuero y del suero secundario de queso entre ellos el scotta. Este suero es
obtenido de la produccion de queso ricotta y presenta una concentracion de lactosa
de 4.8-5% siendo valores similares en el suero de requeson determinados en este
trabajo (5.23+0.36%)

Las variaciones entre la concentracion de lactosa reportada por Pires et al. (2021),
Sik et al. (2023) y los resultados obtenidos en este estudio podrian deberse a la
forma de obtencion del lactosuero dulce, del queso ricotta y el requeson. Incluso
existen otros factores que alteran la composicion de la leche y por lo tanto la
concentracion de lactosa en ella, tales como: raza, edad, alimentacion del bovino
y/o de donde se obtuvo la leche.
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8.1.2. Cuantificacién de proteinas
La cuantificacion de proteinas se llevd a cabo por el método de Bradford (1976),

debido a su sensibilidad, rapidez y que no tiene interferencia con los carbohidratos.
La concentracion de proteina en el suero de requeson fue de 0.032+0.00% (p/v).
Dicho valor es menor a lo reportado por otros autores. Guerrero-Rodriguez et al.
(2010) determinaron una concentracion en un rango de 0.48-0.69%, mientras que
Mazorra-Manzano et al. (2019), establecieron una concentracion de proteina en un
rango de 0.8-1.1%. Sin embargo, las concentraciones reportadas por Guerrero-
Rodriguez et al. (2010) y Mazorra-Manzano et al. (2019) son muy altas ya que se
encuentran dentro del rango reportado para el lactosuero, estas diferencias podrian
deberse a un proceso inadecuado en la precipitacién de proteinas o incluso la
adicién de leche al lactosuero para un mayor rendimiento.

Pires et al. (2021) reportan una concentracion menor de proteinas para el scotta
(0.15-0.22%), estos valores son 5 veces mas altos que los obtenidos en este
trabajo. Sin embargo, Monti et al. (2018), reportan una concentracion de proteina
de 0.048-0.06% en el scotta de empresas de ltalia, resultados similares a los
obtenidos en este trabajo.

Las diferencias en cada resultado presentado pueden deberse a la cantidad de
proteina presente en el lactosuero utilizado como sustrato para la obtencion del
requeson o ricotta, segun sea el caso. Mares-Mares et al. (2017) caracterizaron tres
sueros de requeson obtenidos de tres diferentes tipos de lactosuero provenientes
de la elaboracién de queso fresco, queso panela y queso Oaxaca. La mayor
concentracion de proteina en el suero de requesén la reportan al utilizar como
materia prima el lactosuero proveniente de la elaboracion de queso fresco
(0.77+0.45%), mientras que la menor concentracién la obtuvieron al utilizar el
lactosuero proveniente de queso Oaxaca (0.36+0.02%).

Otro factor que influye en la diferencia de resultados es la forma de obtencién del
queso de suero, pues depende de la eficacia del método para la precipitacion de la
mayor cantidad de proteinas presentes en el lactosuero y asi tener en el suero
secundario una menor cantidad de ellas.

8.1.3. Determinacion de cenizas
Otro parametro de interés para la sintesis de GOS es la presencia de minerales en

el suero de requeson, especialmente la presencia de calcio, debido a que algunas
B-GAL pueden inhibirse con la presencia de dicho mineral a cierta concentracion
(dependiendo del origen de la enzima) (Majore et al., 2017)
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En la seccion 7.1.4 se describe la metodologia llevada a cabo de acuerdo a lo
estipulado por la AOAC (2005), teniendo como resultado 1.28+0.10% de cenizas
presentes en el suero de requesoén, lo cual es casi dos veces mayor a lo obtenido
por Mazorra-Manzano et al. (2019), quienes obtuvieron un rango de concentracion
de 0.6-0.62%, valor parecido a lo obtenido por Sik et al. (2023) en el suero acido,
(suero resultante de la obtencion de queso ricotta), reportando un rango de 0.56-
0.63% empleando leche proveniente de diferentes especies.

Monti et al. (2018) determinaron una concentracion de cenizas de 0.6-1.11% en el
scotta dependiendo de la region de produccion analizada. Como se puede ver, uno
de los valores es cercano al obtenido en este trabajo. Del mismo modo, Pires et al.
(2021) reportan 1.0-1.13% de cenizas, producto de la revision de los datos para
scotta.

Cabe mencionar que el método utilizado para la determinacién de cenizas en todos
los casos fue el mismo (Seccion 7.1.4). Por lo que las diferencias obtenidas entre
cada suero secundario pueden deberse a la forma de elaboracién del queso de
suero. En el trabajo de Monti et al. (2018) la diferencia en la cantidad de ceniza es
debido a que los scotta son provenientes de dos diferentes empresas, localizadas
una al Norte y otra al Sur de Italia, ademas de haberla recolectado durante 3 afios,
en diferentes estaciones, por lo que el proceso de elaboracion de cada empresa
pudo ser diferente y de igual manera la leche recolectada en diferentes estaciones
del afio pudo presentar diferencias en su composicion, repercutiendo en la cantidad
de minerales.

En la Tabla 15 se presentan los resultados de la caracterizacion del suero de
requeson, comparada con los parametros obtenidos para el lactosuero dulce. Los
sélidos totales determinados para el suero de requesén estan dentro del rango de
valores reportados para el lactosuero dulce (Chombo, 2022; Gémez y Sanchez,
2019; Carvalho et al., 2013), sin embargo, Guerrero-Rodriguez et al. (2010)
reportaron para el suero de requeson 5.36% de solidos totales, teniendo valores
menores a los obtenidos en este trabajo, esto podria deberse una menor
concentracion de azucares y menor presencia de cenizas en la composicion del
suero de requeson (como se profundizo en las secciones 8.1.2'y 8.1.4,
respectivamente).
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Tabla 15. Caracterizacion del suero de requesén comparado con Chombo (2022) para
lactosuero dulce.

Parametro Suero de requeson (%) Lactosuero (%)
Sélidos totales 6.79 + 0.09 6.3-7.0
Azucares totales 5.23+0.36 4.6-5.2
Proteinas 0.032 £ 0.00 0.6-1-0
Cenizas 1.28 £0.10 0.5
Humedad 93.21 £ 0.09 N.R.

NOTA: los valores se presentan como media = desviacion estandar.
N.R.: No reportado.

8.2. Determinacion de la actividad hidrolitica de las B-galactosidasas
Se determiné la actividad hidrolitica de las B-galactosidasas, para saber si todas

presentaban actividad hidrolitica. Una vez confirmada su actividad se
estandarizaron las UE de cada solucidén enzimatica de acuerdo con lo reportado en
la Tabla 16.

Tabla 16. Estandarizacion de las actividades enziméaticas de las B-galactosidasas.

ACTIVIDAD
ENZIMA DILUCION BS:EEETO?\IE ENZIMATICA
(UE/mL)
Fosfatos de potasio
GLY 001-02 1/100 0.1 M, pH de 6. 2.3
o A .05 M, pH
A. oryzae 1 mg/mL, diluida 1/5 cetatos 0.05 M, p 2.6
de 4.5
) se tomo directamente .
E. coli Sin disolver 1.051

del frasco

Fosfatos de sodio

K. lactis 1/1000 0.1 M, pH de 6.5. 35

La actividad de la B-GAL proveniente E. coli sin diluir presenta una actividad de
1.051 UE/mL, debido a ello se tomo6 como referencia para estandarizar en el mismo
orden de magnitud las otras B-GAL. Sin embargo, es una actividad enzimatica baja,
de acuerdo con Gonzélez-Delgado et al. (2016) 2 UE/mL de B-GAL de K. lactis es
la concentracién Optima para la sintesis de GOS en un tiempo de reaccion de 5 h.
Debido a ello, las actividades enziméticas de las demas B-GAL se aumentaron
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dentro de un mismo orden de magnitud, para que las horas de reaccién no sean
mayores a 6 h y se pueda obtener una concentracion de GOS adecuada.

8.3. Sintesis de galactooligosacaridos con lactosa
Debido que al inicio de la reaccién de transgalactosilacion la concentracion inicial

de lactosa es un factor determinante para que la reaccién de hidrolisis no predomine
sobre ésta (Vera et al., 2016), las reacciones se llevaron a cabo con una
concentracion de lactosa de 18%, condicion que sigue favoreciendo la reaccion de
transgalactosilacion sobre la de hidrdlisis.

8.3.1. Determinacion de GOS por cromatografia en capa fina (CCF)
La CCF es una técnica de deteccion rapida y cualitativa para poder determinar si

esta ocurriendo algun cambio en el medio de reaccion, gracias a esta técnica es
posible visualizar los componentes en la muestra analizada a través de la aparicion
de manchas caracterizadas por un Rf.

Para conocer el componente al que pertenece cada Rf obtenido de los productos
de transgalactosilacion, es necesaria la comparacion con estandares de referencia
(Figuras 10 a 13). En las CCF realizadas para la glicosidasa GLY 001-02 y las B-
GAL de A. oryzae, E. coli y K. lactis se muestra un carril con la mezcla de galactosa
(Gal), glucosa (Glc) y lactosa para ver cdmo se comportaban estos compuestos
juntos. La lactosa se logra separar muy bien de los monosacaridos, sin embargo,
los monosacaridos (Glc y Gal) no logran separarse. En los siguientes carriles se
encuentran los estandares individuales para Gal y Glc, los cuales tienen una
distancia recorrida muy similar, por lo que, cuando se encuentran juntos no se
separan y solo se visualiza una mancha alargada (Figuras 10-13).

El Rf calculado para los monosacéridos (Glc y Gal) juntos fue de 0.8, para la lactosa
fue de 0.4 y los GOS estan alrededor de 0.2. Estos datos indican que los GOS son
mas polares debido al nimero de grupos hidroxilo (OH) en sus estructuras, puesto
gue los GOS estan compuestos por 3 0 4 monosacaridos lo que los hace mas
polares que el disacéarido (lactosa) y los monosacaridos.

Comportamiento similar fue reportado por Cruz-Hernandez (1999), quien al emplear
la misma fase moévil de n-butanol:acetona:agua en proporciones de 40:50:10
visualizan la aparicion de GOS debajo de la lactosa con un Rf de 0.22. Dichos
resultados coinciden con Thggersen et al. (2020), los autores reportan la aparicion
de GOS por debajo de la lactosa, incluso utilizando una fase maovil de acetato de
etilo:acido acético:agua, en una proporcion de 6:6:1. Al tener una fase mévil mas
polar que la utilizada en este proyecto, se visualiza que la distancia recorrida por la
lactosa es mayor, llegando casi a ser igual que la galactosa, afectando con un
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aumento en su Rf de la lactosa y los GOS. En las Figuras 10y 11 al observarse solo
una mancha pareciera que solo sintetizaron GOS-3. Sin embargo, al aumentar el
tiempo de reaccion, esta mancha se alarga como el caso de los monosacéridos que
no llegan a separarse estando juntos en el medio por lo que se podria deducir que
los GOS sintetizados son de diferente GP.

En la figura 10 se observa la CCF obtenida para la glicosidasa GLY 001-02,
mostrando en la Figura 10A un estandar de lactosa en el primer carril, seguido del
tiempo cero donde se aprecia la aparicion de una sola mancha con Rf de 0.6
correspondiente a la lactosa, en los siguientes carriles se observan las muestras
tomadasala0.5, 1, 2, 3,4y 5 h, mientras que en la Figura 10B se observan en los
primeros tres carriles estandares seguido del tiempo cero y en los dltimos tres
carriles se aprecian las muestras tomadas alas 4,5y 6 h.

Glc+Gal

Figura 10. CCF de la reaccién de transgalactosilacion con A) GLY 001-02 a las primeras 5
h de reaccion y B) GLY 001-02 a las 4, 5y 6 h de reaccion. De izquierda a derecha en A)
el primer carril (I) contiene estdndar de lactosa, en B) los primeros 3 carriles contienen
estandares representados como lI: lactosa, Gal y Glc juntos; Ill: Gal y IV: Glc. A) y B)
contienen en el cuarto carril el tiempo cero representado como TO y los siguientes carriles
son los tiempos de reaccion: T1: 30 min; T2:1 h; T3: 2 h; T4: 3 h... T7: 6 h. Refiriéndose
con Glc: glucosa; Gal: galactosa y GOS: galactooligosacaridos.
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En la figura 11 se muestra la CCF obtenida para la B-GAL de A. oryzae, mostrando
en los primeros tres carriles de las Figuras 11A y 11B estandares, seguido del
tiempo cero con una sola mancha perteneciente a lactosa. En la Figura 11A en los
altimos tres carriles se aprecian las muestras tomadas a las 0.5, 1, 2 y 3 h mientras
que en la Figura 11B en los ultimos tres carriles se aprecian las muestras tomadas
alas 4,5y 6 h. En estas ultimas 3 h de reaccion (Figura 11B) se logra apreciar un
aumento en la intensidad de las manchas pertenecientes a los GOS y a los
monosacaridos, indicando un aumento en la concentracion de los productos
obtenidos de la reaccion de transgalactosilacion.

asn

A AN A A A NN QR KRR

Figura 11. CCF de la reaccion de transgalactosilacion con A. oryzae a 6 h. De izquierda a
derecha, los primeros 3 carriles contienen estandares representados como |I: lactosa,
galactosa y glucosa juntos; Il: galactosa y lll: glucosa, el 4° carril es el tiempo cero
representado como TO y los siguientes carriles son los tiempos de reaccion: T1: 30 min;
T2:1 h; T3: 2 h; T4: 3 h... T7:6 h. Refiriendose con Glc:glucosa; Gal:galactosa y GOS:
galactooligosacaridos.

Contrario al comportamiento observado en las figuras anteriores, en las Figuras 12
y 13, la Gnica mancha que aparece en los tiempos de reaccion 4, 5y 6 h,
corresponde a la lactosa. El andlisis con esta técnica indica que tanto la B-GAL de
E. coli como de K. lactis no tuvieron actividad ni de hidrélisis ni de
transgalactosilacion utilizando 18% de lactosa inicial y con las condiciones descritas
en la seccion 7.3. Debido a que las muestras se diluyeron 1:20 para su analisis
mediante CCF la concentracion de los productos obtenidos podria haberse diluido
tanto que ya no fue detectable con esta técnica, subestimando la actividad de dichas
enzimas. Sin embargo, las muestras sin diluir o con diluciones menores a 1:20
aplicadas en la placa, la lactosa dejaba una mancha alargada desde el origen hasta
donde corre su elucién, sin oportunidad de visualizar componentes debajo de esta.
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Debido a que no fue un resultado preciso, se comprobé por HPLC la concentracién
y el GP de los GOS sintetizados.

Figura 12. CCF de la reaccién de
transgalactosilacion con E. coli. De
izquierda a derecha, los primeros 3

carriles contienen estandares
representados como I: lactosa, galactosa
y glucosa juntos; Il: galactosa y Il

glucosa, el 4% carril es el tiempo cero
representado como TO y los siguientes
carriles son los dltimos 3 tiempos de
reaccion: T5: 4 h; T6:5 h'y T7: 6 h.
Refiriéndose con Glc:glucosa vy
Gal:galactosa.

Figura 13. CCF de la reaccién de
transgalactosilacion con K. lactis. De
izquierda a derecha, los primeros 3
carriles contienen estandares
representados como I: lactosa, galactosa
y glucosa juntos; Il: galactosa y Il
glucosa, el 4% carril es el tiempo cero
representado como TO y los siguientes
carriles son los ultimos 3 tiempos de
reaccion: T5: 4 h; T6:5 h y T7: 6 h.
Refiriéndose  con  Glc:glucosa vy
Gal:galactosa.
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8.3.2. Cuantificacion de GOS a través de HPLC
De acuerdo con las Figuras 14, 15, 16 y 17 la mayoria de las B-GAL fueron capaces

de sintetizar GOS-3 y GOS-4, Unicamente la B-GAL proveniente de E. coli no
sintetiz6 GOS-4 en 6 h de reaccion. Esto podria deberse a que los GOS se van
formando en cascada. Debe de haber una minima concentracién de GOS-3 para
poder formar los GOS-4 a través de la transferencia de la galactosa a este
trisacarido y asi consecutivamente (Cruz-Guerrero et al., 2005; Neri et al., 2009).
Asi mismo, dicho comportamiento podria haberse debido a que se requieren
tiempos mas largos de reaccion para la sintesis de GOS-4, o que la concentracion
de estos es demasiado baja que no se alcanza a apreciar en los cromatogramas
obtenidos a través de HPLC. En ANEXOS se presenta un cromatograma tipo donde
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se observan los productos obtenidos a las 6 h de reaccion con la B-GAL proveniente
de K. lactis y E. coli (Figuras 11lay 12a, respectivamente).

En la reaccion catalizada por GLY 001-02 en 6 h de reaccion aun no se alcanzé la
maxima produccion de GOS (Figura 14). Al compararla con los resultados obtenidos
de Zerva et al. (2021) quienes utilizan una B-GAL termdfila proveniente de
Thermothielavioides terrestris con pH y temperatura Optima de 4.5 y 60 °C,
respectivamente, utilizando 1 UE/mL de enzimay 10% de lactosa en el medio, tiene
un rendimiento maximo de GOS a las 2.5 h. La presencia de una concentracion
menor de lactosa a la empleada en este trabajo (18%) pudo haber conducido a su
maximo de produccién en relativamente pocas horas, y posteriormente la hidrélisis
de los GOS formados, disminuyendo gradualmente su concentracion en el medio.
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Figura 14. Productos de transgalactosilacién con 18% de lactosa con la glicosidasa GLY
001-02. GOS-3 (@) y GOS-4 ().

En la reaccién catalizada por la B-GAL de A. oryzae (Figura 15) se observa la misma
tendencia que para GLY 001-02, en donde no se ha alcanzado la méaxima
produccion de GOS. Mano et al. (2019) reportan que la B-GAL de A. oryzae a 2 h
de reaccion produce un maximo de GOS totales de 40 mg/mL con una
concentracion inicial de lactosa de 30%, siendo asi que en este trabajo a las 2 h la
produccion de A. oryzae fue de 31.78+4.69 mg/mL. No obstante, a diferencia de
Mano et al. (2019) esta no fue la concentracion maxima alcanzada de GOS, sino
que siguié aumentando aun a las 6 h de reaccion, alcanzando una concentracion
de GOS totales de 78.09+1.44 mg/mL siendo mayor la concentracion de GOS
sintetizados en casi el doble.
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La B-GAL de A. oryzae empleada en este trabajo muestra una mayor actividad de
sintesis de GOS-3, ya que de los GOS totales sintetizados (GOS-3 y GOS-4) el
98.75+0.09% pertenece a los GOS con GP 3, un porcentaje alto comparado con lo
obtenido por Vera et al. (2011) quienes reportan que del total de GOS obtenidos el
66% corresponde a GOS-3 considerando como GOS totales a la mezcla de GOS-
2, GOS-3 y GOS-4. Por otro lado, Urrutia et al. (2013) reportan que del total de los
GOS obtenidos el 95.7% son GOS-3 en funcién de la mezcla de GOS-3 y GOS-4,
datos similares fueron reportados por Yu y O"Sullivan (2014), con un porcentaje de
GOS-3 del 94%.
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Figura 15. Productos de transgalactosilacion con 18% de lactosa con la 3-GAL
proveniente de A. oryzae. GOS-3 (-@-)y GOS-4 (-&).

Con la B-GAL de K. lactis se obtuvo la concentracién maxima de GOS de 0.4+0.03
mg/mL a 6 h de reaccion (Figura 16), siendo la B-GAL con menor produccion de
GOS. Fischer y Kleinschmidt (2015) reportan que esta B-GAL tiene una tendencia a
preservar los GOS sintetizados debido a que va desnaturalizandose con el paso del
tiempo, comportamiento que se logra visualizar desde el primer instante en que se
utilizo la enzima, ya que en cuestion de minutos su actividad disminuia en dos
ordenes de magnitud. De tal forma, la solucion enzimatica se preparaba en el
instante en el que se iba a utilizar, dando resultados concordantes pues tiene la mas
baja produccién de GOS.
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Figura 16. Productos de transgalactosilacion con 18% de lactosa con la B-GAL proveniente
de A. oryzae. GOS-3 (-@-) y GOS-4 (=&-).

En la reaccion de sintesis catalizada por la B-GAL de E. coli (Figura 17) se aprecia
gue so6lo hay produccion de GOS-3, siendo su maximo de produccién (1.99+0.15
mg/mL) a las 6 h. El hecho de que en estas 6 h no se presentara la sintesis de GOS-
4 podria deberse a que aun no se ha alcanzado la concentracion necesaria de GOS-
3 para promover la sintesis de GOS-4 (Fig. 17), por lo que es necesario determinar
si el aumento en el tiempo de reaccion podria favorecer la sintesis de GOS-4. Sin
embargo, el aumento del tiempo de reaccién se llevd a cabo sélo con las enzimas
de mayor produccion (GLY 001-02 y la B-GAL de A. oryzae).
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Figura 17. Producto de transgalactosilacion, con 18% de lactosa con la B-GAL proveniente
de E. coli. GOS-3 (-»-).
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Mano et al. (2019) trabajaron con permeado de suero a una concentracion de
lactosa del 30% y una B-GAL proveniente de E. coli reportando a las 6 h de reaccion
una produccion de GOS de 10 mg/mL, la cual es 5 veces mayor a la obtenida en
este trabajo. Esto pudo deberse principalmente a que la concentracién de lactosa
inicial utilizada por los autores antes mencionados fue mayor (12%) a la utilizada en
este trabajo.

Mediante la técnica de HPLC se comprobd que la B-GAL de E. coli y K. lactis
presentan actividad de transgalactosilacion a diferencia del analisis cualitativo de
CCF, en el que debido a la dilucién de la muestra no fue posible detectar la sintesis
de GOS en las reacciones catalizadas por las enzimas antes mencionadas.
Ademas, las reacciones catalizadas por las B-GAL provenientes de K. lactis y E. coli
mostraron los menores rendimientos en las sintesis de GOS.

En la Tabla 17 se exponen los valores de rendimiento obtenidos de acuerdo con la
concentracion molar de GOS totales respecto a la concentracién molar inicial de
lactosa. Las enzimas de mayor rendimiento son, la glicosidasa GLY 001-02 y la B-
GAL de A. oryzae, mostrando rendimientos arriba del 30%. En contraste, la 3-GAL
con la que se obtuvo menor rendimiento fue la proveniente de K. lactis con un
rendimiento por debajo de 1%.

Tabla 17. Comparacién del rendimiento de GOS totales sintetizados en este trabajo
comparado con los rendimientos reportados por otros autores.

Origgn de Rend_imiento Rendimie.nto de Referencia*
enzima obtenido (%) * | referencia (%)
K. lactis 0.23+0.00 11 (Cordova et al., 2023)
E. coli 1.23+0.00 4 (Mano et al., 2019)
A. oryzae 32.49+0.00 27 (Cérdova et al., 2023)
GLY 001-02 | 52.05+0.00 45 (con bé‘szegﬁf:gf; ;%gzl)‘m'da'

* Rendimiento calculado en funcién de la relacion de la concentraciéon molar de GOS y la
concentracion molar de lactosa inicial (18%) en 6 horas de reaccion.
** Rendimiento reportado en relaciéon de la masa de GOS totales y la masa de lactosa inicial.

Cordova et al. (2023) obtuvieron un rendimiento de 11% para la B-GAL de K. lactis,
de acuerdo con estos autores, el rendimiento obtenido es muy bajo, razén por la
gue no siguieron trabajando con esa enzima. Comparado con lo obtenido en este
trabajo, los autores antes mencionados reportan un mayor rendimiento de sintesis
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de GOS, dicha diferencia podria deberse al uso de ultrasonido para potenciar la
actividad de la enzima, ademas de las diferentes condiciones de reaccion.

Es importante destacar que para la sintesis de GOS empleando la B-GAL de K.
lactis, es necesario preparar la enzima previo a dicha reaccion, ya que esta enzima
tiende a desnaturalizarse rapidamente una vez que se diluye en buffer.

En la reaccion catalizada por la B-GAL proveniente de E. coli la diferencia en el
rendimiento obtenido en este trabajo y el reportado por Mano et al. (2019) es del
doble, esto podria deberse a las diferentes condiciones de reaccion, entre ellas el
tiempo de reaccién, que fue el doble que el empleado en este trabajo. Es importante
considerar que la solubilidad de la lactosa mejora con el aumento de la temperatura.
Fox et al. (2015) reportaron que a una temperatura de 30-32 °C la lactosa tiene una
solubilidad de aproximadamente 25-27%, mientras que, a 35 °C, es posible
aumentar la concentracion hasta 30% de lactosa. Debido a que en experimentos
posteriores se empleé suero de requesén como medio y fuente de lactosa,
estandarizando la concentracion de lactosa a 18%, en este trabajo se utiliz6 una
concentracion menor a la méaxima solubilidad de lactosa reportada para la
temperatura de trabajo (35 °C), pues el suero ademas de lactosa contiene minerales
y proteinas lo cual disminuye el agua disponible para solubilizar la lactosa.

Para la B-GAL de A. oryzae el rendimiento de GOS es 5% mayor a lo reportado por
Cordova et al. (2023), mientras que la concentracién de GOS sintetizados por GLY
001-02 fue 7% mayor a lo reportado por Cruz-Guerrero et al. (2005). Las
condiciones para ambas enzimas empleadas en este trabajo fueron distintas a lo
reportado por los autores antes mencionados. Cabe destacar que la sintesis de
GOS con GLY 001-02 reportada por Cruz-Guerrero et al. (2005) se realiz6 en medio
organico (acetona).

La mayor produccion de GOS-3 fue de 129.53+1.35 mg/mL y se obtuvo con la
glicosidasa hipertermdfila GLY 001-02 en 6 h de reaccién (Figura 18). Al comparar
esta concentracion con la mayor produccién de las deméas B-GAL que van de
0.4+£0.03 mg/mL, 2.1+0.15 mg/mL y 77.2+1.35 mg/mL, para K. lactis, E. coli y A.
oryzae es alrededor de 325, 56 y 1.5 veces mayor, respectivamente.
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Figura 18. Comparacion de los GOS-3 obtenidos con 18% de lactosa con las cuatro B-GAL.
Provenientes de A. oryzae (-®-), E. coli (=3, K. lactis (€9 y la glicosidasa GLY 001-02 (-4).

Es importante sefialar que, en esta etapa, donde la reaccién se llevo a cabo en un
medio de lactosa en buffer a una concentracion de 18% y un tiempo de reaccion de
6 h las dos enzimas con mayor produccién de GOS son la glicosidasa recombinante
GLY 001-02 y la B-GAL proveniente de A. oryzae. Debido a esto, se decidié no
continuar las reacciones con las B-GAL de E. coli y K. lactis.

8.3.3. Optimizacién de la produccién de GOS con lactosa en buffer.
La sintesis de GOS con lactosa se catalizé con la B-GAL proveniente de A. oryzae

y la glicosidasa recombinante GLY 001-02. Los tiempos de reaccion se
incrementaron a 12, 18, 24, 30y 36 h. Los resultados de las reacciones enzimaticas
analizados por técnicas cromatograficas se presentan a continuacion.

8.3.3.1 Analisis cualitativo de la reaccion de transgalactosilacion por CCF.

En la Figura 19 se pueden observar las cromatografias obtenidas para la sintesis
de GOS por parte de la enzima recombinante GLY 001-02 (Figura 19 A) y de la B-
GAL de A. oryzae (Figura 19 B).
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Figura 19. CCF de la reaccion extendida (24 h) de transgalactosilacién con A) GLY 001-02
y B) A. oryzae. Los primeros 3 carriles contienen estandares representados como |: lactosa,
galactosa y glucosa juntos; Il: galactosa y llI: glucosa, el cuarto carril es el tiempo cero
representado como TO y los siguientes carriles son los tiempos de reaccion: T6:6 h; T12:12
h; T18:18 h y T24:24 h. Refiriéendose con Glc:glucosa, Gal:galactosa y GOS:
galactooligosacaridos.

Contrastando los resultados obtenidos en la reaccion de sintesis de GOS a 6 h de
reaccion, se observa que, al aumentar el tiempo a 24 h, las manchas en el Rf
caracteristico para los GOS aumentaron en su intensidad, asi como en su definicién,
lo que indica el aumento en la concentracion de GOS conforme el tiempo. En
contraste Fischer y Kleinschmidt (2015); Aburto et al. (2016); Wang et al. (2020) y
Cérdova et al. (2023) reportan que a tiempos prolongados de reacciéon en las
reacciones con la B-GAL proveniente de A. oryzae la concentracion de GOS
disminuye debido a que una vez que el sustrato (lactosa) se agota, la probabilidad
de que los GOS previamente sintetizados se hidrolicen aumenta. Por otro lado, para
GLY 001-02 este comportamiento no ha sido reportado, ya que este es el primer
trabajo donde la reaccion involucra tiempos prolongados.

El aumento en la concentracion de GOS a los tiempos de reaccion trabajados,
podria estar relacionado a la concentracion de enzima. Wang et al. (2020) reportan
una relacion E/S de 20 UE/g, por otra parte, Fischer y Kleinschmidt (2015) y Aburto
et al. (2016) trabajaron una relacién de 50 UE/g mientras que Cérdova et al. (2023)
trabajaron con 200 UE/g. En este trabajo solo se empled una relaciéon de 1.31 UE/qg,
por lo que el tiempo de reaccion para llegar a una concentracion maxima de GOS
es mayor que lo reportado por los autores antes mencionados.
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8.3.3.2 Cuantificacion de GOS a traves de HPLC.
En un principio la reaccién catalizada por la B-GAL de A. oryzae se llevé a cabo solo

hasta las 24 h, debido a que se ha reportado que, a tiempos extensos de reaccion,
se puede presentar la inhibicién por producto o la hidrdlisis de los GOS obtenidos
(Fischer y Kleinschmidt, 2015; Martinez-Villaluenga, 2008; Wang et al., 2020). Sin
embargo, a 24 h de reaccion no se tenia la certeza de haber llegado a la
concentracion maxima de GOS, debido a que la concentracién seguia aumentando
y no se distinguia un comportamiento asintotico, por lo que el tiempo de reaccion se
aument6 a 36 h.

Al aumentar el tiempo de reaccion la B-GAL proveniente de A. oryzae alcanza su
méaxima produccion de GOS totales a las 30 h, después de este tiempo se muestra
una disminucion en la concentracién (Figura 20). Simovic et al. (2019) reportaron
que en la reaccion de transgalactosilacion con la 3-GAL proveniente de A. oryzae y
concentracion inicial de lactosa de 21%, en 10 h de reaccion no logran observar la
maxima produccion de GOS. Sin embargo, en este tiempo alcanzan una
concentracion de GOS cercana a los 48 mg/mL. Destacando que en el presente
trabajo se obtuvieron concentraciones mas altas a un mismo tiempo (92.92+1.36
mg/mL), a pesar de utilizar una menor concentracion inicial de lactosa (18%).
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Figura 20. Productos de transgalactosilacion a 36 h de reaccion, con 18% de lactosa con
la B-GAL proveniente de A. oryzae. Graficando GOS-3 (-®-), GOS-4 (-&) y GOS-5 (-m-)

La concentracion maxima de GOS totales se logro a las 30 h de reaccion, después

de este tiempo, aumenta en la concentracion de GOS-5 pero la concentracion de
GOS totales disminuye, indicando una hidrolisis secundaria. Para poder sintetizar
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GOS con alto GP, se requiere de un mayor tiempo de reaccion, lo que conlleva a
una reduccion en el rendimiento debido a la hidrélisis de los GOS ya sintetizados
(Gosling et al., 2010).

En la reaccion catalizada por la glicosidasa GLY 001-02 a partir de las 18 h se
alcanzo la mayor concentracién de GOS y al aumentar el tiempo de reaccion, se
observaba una asintota en la cinética de reaccion. Sin embargo, se decidié extender
el tiempo de reaccion a 36 h (como se hizo con la B-GAL de A. oryzae),
observandose que al aumentar el tiempo de reaccion a 30 h se alcanz6 la mayor
concentracion de GOS totales (Figura 21). Al incrementar el tiempo de reaccion, la
concentracion de GOS-3 disminuyd mientras que la concentracion GOS-4 aumento
significativamente, no obstante, la concentraciéon de GOS totales disminuy6 debido
a la hidrolisis secundaria.
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Figura 21. Productos de transgalactosilacion a 36 h de reaccién, con 18% de lactosa con la
glicosidasa GLY 001-02. Graficando GOS-3 (-@-) y GOS-4 (=&=).

La glicosidasa GLY 001-02 utilizada en este trabajo no ha sido estudiada en un
medio acuoso, sin embargo, se han trabajado enzimas hipertermofilas para poder
obtener una mayor concentracion de GOS, toda vez que la solubilidad de la lactosa
mejora con el aumento de temperatura (Ji et al., 2005; Park et al., 2008 y Wu et al.,
2013), Yu y O’Sullivan (2014) llevaron a cabo la produccion de GOS expresando la
B-GAL proveniente de Sulfolobus solfataricus en Lactococcus lactis obteniendo
197.5 mg/mL de GOS (mezcla de GOS-3 y GOS-4) en 55 h de reacciéon y una
concentracion de lactosa inicial del 50%. Resultados similares se reportan en este
trabajo, a 30 h y 18% de concentracion inicial de lactosa se sintetizaron 184.18+5.85
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mg/mL de GOS. De esta manera, bajo las condiciones de reaccion establecidas en
este trabajo se logra un mejor rendimiento por parte de GLY 001-02 empleando
menos concentracion de sustrato y menor tiempo de reaccion.

Comparando las cinéticas de la B-GAL de A. oryzae (Figura 20) y la glicosidasa GLY
001-02 (Figura 21), la reaccion catalizada por GLY 001-02 es la de mayor
concentracion de GOS, ademas, del mayor rendimiento (Tabla 18). Comparando
los rendimientos que se obtuvieron a 6 y 30 h, se tiene un aumento
aproximadamente del 16% para ambas enzimas. Esto indica que las enzimas
siguen activas después de 30 h, algo esperado para GLY 001-02 ya que como se
habia mencionado en la seccién 2.6.4 las especificaciones técnicas del proveedor
de la enzima reportan que esta glicosidasa mantiene el 92% de su actividad
después de 145 h a 90 °C. Sin embargo, dicho dato no se habia respaldado debido
a que en los trabajos previos donde utilizan la enzima el tiempo de reaccion no
excede las 6 h. Al tener una reaccion de 36 h, podemos respaldar que dicha
glicosidasa tiene una alta estabilidad. En la seccion de ANEXOS (Figuras 13ay 14a)
se presentan los cromatogramas tipo obtenidos a las 30 h de reaccion para la
glicosidasa GLY 001-02 y de la B-GAL de A. oryzae, respectivamente.

Tabla 18. Rendimiento de transgalactosilacién de A. oryzae y GLY 001-02 a 6 y 30 h de
reaccion.

Origen de la enzima Rendimiento a 6 h (%)* | Rendimiento a 30 h (%)*

A. oryzae 32.49+0.00 47.20+0.01

GLY 001-02 52.05+0.00 66.64+0.02

* Rendimiento calculado en funcidn de la relacién de la concentracion molar de GOS y la
concentracion molar de lactosa inicial.

Los rendimientos obtenidos para estas enzimas en otros trabajos son menores a los
resultantes en esta investigacion (Tabla 18). Para GLY 001-02 se destaca el hecho
de que solamente Cruz-Guerrero (2005) reporta la sintesis de GOS, teniendo un
rendimiento con base en lactosa consumida del 45% sin embargo, la reaccion la
llevo a cabo en un medio organico, siendo este trabajo el primero en reportar la
sintesis de GOS en un medio acuoso. Por otro lado, para la B-GAL de A. oryzae
existen extensos trabajos, pero no se han reportado rendimientos por arriba de 40%
(Jovanovic-Malinovska et al.,, 2012; Vera et al., 2012; Golowczyc et al., 2013;
Fischer y Kleinschmidt, 2021b; Guerrero et al., 2015; Aburto et al., 2016; Yin et al.,
2017; Mano et al., 2019; Rico-Rodriguez et al., 2021 y Cérdova et al., 2023). En este
trabajo se obtuvo un rendimiento del 47.20+£0.01% empleando 18% de lactosa 'y 30
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h de reaccion, con la misma concentracion de lactosa en el medio, teniendo hasta
ahora un rendimiento mucho mayor que lo que se ha reportado para la B-GAL
proveniente de A. oryzae.

8.4. Sintesis de galactooligosacaridos con suero de requeson
Una vez que se establecieron las mejores condiciones para la reaccion de

transgalactosilacion con lactosa en un buffer, se estudio la reaccion con suero de
requeson. Para lograr esto, el suero de requeson se liofilizé para estandarizar una
concentracion de lactosa de ~30%. Posteriormente el suero liofilizado se diluyd a
una concentracion de lactosa de 18% empleando el buffer correspondiente para
cada enzima. Para asegurar la concentracion de lactosa, se determiné la cantidad
de azlcares totales por el método de DuBois et al. (1956). Adicionalmente, el tiempo
de reaccion en el que se trabajé fue hasta 36 h, para observar ahora como se
comportaban las enzimas en este medio con la presencia de iones y otros
componentes (ver Tabla 15).

8.4.1 Analisis de la sintesis de GOS por cromatografia en capa fina
En la Figura 22 se presentan las CCF de la sintesis de GOS en suero de requeson

catalizada por GLY 001-02 (Figura 22 A) y la B-GAL de A. oryzae (Figura 22 B).
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Figura 22. CCF de la reaccién de transgalactosnamon en suero de requeson como medio,
con A) GLY 001-02 y B) B-GAL de A. oryzae a 24 h. De izquierda a derecha: I: mezcla de
lactosa, Gal y Glc; II: Gal y Ill: Glc. En el 4° carril la reaccion control (TO) y los carriles
siguientes pertenecen a las 6, 12 y 24 h de reaccion, representadas como T6, T12 y T24,
respectivamente.
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Al igual que los datos presentados en la seccion 8.3.3.1, en la que se muestra el
analisis de CCF de la reaccidon de transgalactosilacion empleando lactosa como
sustrato; en la sintesis de GOS empleando suero de requeson, se observa que los
GOS presentan un Rf de 0.2, mientras que el Rf calculado para la lactosa sin
reaccionar fue de 0.6 y los monosacéaridos juntos (Glc y Gal) presentaron un Rf de
0.8. Este comportamiento indica que ambas enzimas catalizan la reaccion de
transgalactosilacion en este medio, aun cuando el suero de requeson contiene
minerales, en especial una elevada concentracion de calcio, el cual es un inhibidor
de la mayoria de las galactosidasas (BRENDA, 2024) y de GLY 001-02 (Cruz-
Hernandez, 1999).

La actividad de las galactosidasas en suero de requeson no ha sido reportada, sin
embargo, se ha reportado la sintesis de GOS en medios similares como lo son:
leche, lactosuero, permeado de suero y suero acido obtenido de la produccién de
yogurt (Fischer y Kleinschmidt, 2015, 2021a y 2021b; Geiger et al., 2016; Mano et
al., 2019; Raho et al., 2020; Rico-Rodriguez et al., 2021; Bolognesi et al., 2022;
Deshmukh et al., 2024). Resultados similares fueron reportados por Li et al. (2019),
en donde la galactosidasa de la bacteria antartica Alteromona ssp. (GalA) sintetiz6
GOS empleando como sustrato leche y lactosa en buffer.

8.4.2 Andlisis cuantitativo de GOS: HPLC.
La produccion de GOS por parte de la B-GAL de A. oryzae presentdé cambios

minimos en su cinética comparada con su actividad empleando lactosa como
sustrato (Figura 23). En las primeras 18 h de reacciéon ambas curvas presentan una
concentracion de GOS-3 muy similar, sin embargo, se puede observar que a partir
de las 24 h se lleg6 a la concentracion maxima de GOS producidos empleando
suero de requesd6n como medio. Adicionalmente, se sintetizd una mayor
concentracion de GOS-4 en suero de requesdn en comparacion con el medio con
lactosa, asi mismo, su concentracion aumenta significativamente a menor tiempo
de reaccioén. En la Figura 15a (anexos), se encuentra el cromatograma tipo de la
reaccion de transgalactosilacion en suero de requeson con la B-GAL proveniente de
A. oryzae.
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Figura 23. Comparacién de los GOS sintetizados en lactosa con buffer y en suero de
requeson utilizando la B-GAL proveniente de A. oryzae. GOS-3 sintetizados en suero de
requeson ( +-); GOS-3 sintetizado en un buffer con lactosa (-@-); GOS-4 sintetizados en
suero de requeson (+x) y GOS-3 sintetizados en un buffer con lactosa (-@-).

Resultados similares en la sintesis enzimética de GOS han sido reportados por otros
autores. Fischer y Kleinschmidt (2015) reportan que en la reaccion catalizada por la
B-GAL proveniente de A. oryzae obtienen concentraciones de GOS similares
empleando como medio lactosa en buffer, lactosuero acido y lactosuero dulce.
Comportamiento esperado de su parte debido que al hacer una prueba de tolerancia
a cationes metalicos (Ca?*, Na*, K*, entre otros), la actividad de la enzima no se vio
afectada. En el estudio realizado por Limnaios et al. (2023), sobre la influencia de
los minerales presentes en el suero (K*, Na*, Ca?*, Mg?*, Mn?*, Zn?*, Cu?*) en la
actividad de la B-GAL de A. oryzae, llegando a una concentracién de hasta 100 mM,
concluyeron que la enzima no se ve influenciada por ninguno de los cationes
estudiados. Contrariamente, Haider y Husain (2007) reportaron que a
concentraciones de calcio de 250-1247 mM la B-GAL de A. oryzae disminuye su
actividad hasta en un 50%. La concentracién de calcio estudiada por los autores
antes mencionados es mayor a la obtenida en este trabajo aun cuando el suero de
requeson se concentré para obtener 18% de lactosa (lo que equivaldria a concentrar
el suero de requeson 4 veces aproximadamente), teniendo en su composicion una
concentracion de calcio de 75 mM, por lo que no se observé la inhibicién de la
enzima por este ion.

En la glicosidasa GLY 001-02 se observa una influencia negativa al cambiar de
medio de lactosa en buffer a suero de requeson (Figura 24), debido a que la
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concentracion de GOS-3 producidos disminuye casi al 50%. Esto podria deberse a
la inhibiciobn de la enzima por la presencia de algunos cationes en el suero de
requeson, especialmente por la presencia de calcio en una concentracion de 75
mM. De acuerdo con Cruz-Hernandez (1999) la glicosidasa GLY 001-02, muestra
inhibicién en presencia de Ca?* y Na*a concentraciones de 5 mM.
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Figura 24. Comparacion de los GOS sintetizados en lactosa con buffer y en suero de
requeson utilizando la glicosidasa GLY 001-02. GOS-3 sintetizados en suero de requesoén
( ); GOS-3 sintetizado en un buffer con lactosa (@ ); GOS-4 sintetizados en suero de
requeson (+) y GOS-4 sintetizados en un buffer con lactosa (-@-).

La B-GAL de A. oryzae despliega un comportamiento similar al de GLY-001-02
puesto que la concentracion maxima de GOS se alcanza a un tiempo menor (24 h),
y después comienza a disminuir. Asi mismo, destaca la sintesis de una mayor
concentracion de GOS-4 empleando suero de reques6n como sustrato en
comparacién con lactosa en buffer, comportamiento observado también para la -
GAL de A. oryzae. Este comportamiento podria deberse a la presencia de algun o
algunos iones que pueden estar afectando la estructura de la enzima como lo
reportado por Hou et al. (2023) para una xilanasa, donde observan que la enzima al
estar en contacto con Mn?* sufre un cambio estructural en el sitio activo, agrandando
el bolsillo de union del sustrato.

Esta posible modificacion en la estructura de la enzima podria estar contribuyendo
a la flexibilidad de los aminoacidos cercanos al sitio catalitico, para que moléculas
grandes como los GOS-3 tengan un mejor acercamiento al sitio catalitico y asi
transferir la galactosa y sintetizar GOS-4. Como lo reportado por Rico-Diaz et al.
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(2017) quienes estudiaron la estructura de una B-GAL proveniente de A. niger y su
interaccion con los GOS-3, observando que un amplio bolsillo catalitico permite la
interaccion entre los aminoacidos cercanos al sitio catalitico y la galactosa y glucosa
gue se encuentran fuera del bolsillo catalitico promoviendo el correcto acomodo de
los GOS.

Por el momento no se tiene conocimiento de que se hayan trabajado enzimas
hipertermofilas en medios complejos como lo es el suero de requeson. Sin embargo,
se han reportado buenos rendimientos al emplear lactosa en buffer, debido a que
las altas temperaturas a las que se llevan a cabo las reacciones enzimaticas
permiten una mayor solubilidad de lactosa en el medio.

En la Tabla 19 se presentan los resultados de las reacciones de transgalactosilacion
empleando lactosa en buffer o suero de requesén como sustrato. La actividad de la
B-GAL proveniente de A. oryzae presenta cambios minimos al modificar el medio
de lactosa en buffer a suero de requesén. Este mismo comportamiento es reportado
por Fischer y Kleinschmidt (2015), quienes en la sintesis de GOS emplean lactosa
como sustrato, lactosuero dulce y lactosuero &cido, obteniendo rendimientos de
sintesis de GOS de 24.30+0.18%, 24.92+0.14% y 24.45+0.33%, respectivamente.

Tabla 19. Rendimiento de transgalactosilacion de la B-GAL de A. oryzae y la glicosidasa
GLY 001-02 a 24 h de reaccion en suero de requesdn comparado con bibliografia.

. Rendimiento a Rendimiento a 24 h .
Origen de Rendimientos de
enzima 24 h con lactosa con suero de referencia (%)
(%) * requeson (%) * 0

24.30-24.92 **
A. oryzae 42.23%0.00 43.28%0.02 (Fischery
Kleinschmidt, 2015)

45*** (Cruz-
Guerrero, 2005)

* Rendimiento calculado en funcién de la relacién de la concentracion molar de GOS y la
concentracion molar de lactosa inicial (18%).

** Rendimiento calculado en funcién de la relacion de la masa de GOS totales y la masa de
lactosa inicial.

***Rendimiento calculado con base en lactosa consumida.

GLY 001-02 61.68+0.00 44+0.00

En la reaccion catalizada por GLY 001-02 se observé una disminucion en el
rendimiento de sintesis de GOS al cambiar el medio de lactosa en buffer a suero de
requeson (Tabla 19). Debido a que no se tienen reportes del uso de una glicosidasa
hipertermofila en medios similares al utilizado, no es posible conocer si el uso de un
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medio tan complejo que involucra en su composicion minerales y proteinas
(péptidos) interfiere en los rendimientos de sintesis de GOS.

8.5. Optimizacion

La optimizacion se llevo a cabo con la glicosidasa GLY 001-02 y la B-GAL de A.
oryzae mediante diferentes condiciones de temperatura y concentracion de
lactosa. El intervalo de temperatura estudiado para la B-GAL de A. oryzae fue de
40-60 °C y para la glicosidasa GLY 001-02 fue de 70-90 °C, mientras que, para la
concentracion de lactosa, el intervalo estudiado fue de 18-23% para ambas
enzimas. Con el empleo del disefio central compuesto se obtuvieron los niveles y
la combinacion de los parametros para optimizar la reaccion (Tabla 14). Con los
resultados obtenidos se llevé a cabo una superficie de respuesta para conocer las
condiciones 6ptimas para la reaccion.

8.5.1. Superficie de respuesta de la produccion de GOS utilizando B-GAL de
A. oryzae.
De acuerdo con la superficie de respuesta de la reaccion catalizada por la B-GAL

de A. oryzae en la sintesis de GOS-3 (Figura 25A), se requiere como condiciones
de reaccién una temperatura de 47.8 °C y una concentracion de lactosa de 23.5%,
para maximizar la sintesis del oligosacérido Por otra parte, las condiciones 6ptimas
de reaccién de acuerdo con el modelo (Figura 25B) para incrementar la sintesis de
GOS-4 serian 51 °C y 22.6% de lactosa. Una concentracion menor de lactosa para
obtener un optimo de sintesis de GOS-4 comparado con los GOS-3 puede ser
debido que, para sintetizar GOS-4 no se necesita de la maxima concentracién de
GOS-3 sino gque solamente se requiere de cierta concentracion para promover la
sintesis de GOS-4.

De acuerdo con la superficie de respuesta, se requiere de mayor temperatura para
la formacién de GOS-4, para que la enzima tenga mayor flexibilidad del sitio activo
requiere de mayor energia, la cual se obtiene a través de la temperatura (Karan et
al., 2020). Esto es debido a la reaccion en cadena con la que se sintetizan los GOS,
ya que para la formacion de GOS-4 se necesita suficiente cantidad de GOS-3y para
la formacion de GOS-5 se necesita una cantidad suficiente de GOS-4. Al ser de
mayor tamafo los GOS-3 que un disacarido, se necesita de una mayor flexibilidad
de los aminoacidos cercanos al sitio activo para que puedan acercarse moléculas
grandes y asi realizarse la transferencia de la galactosa a los GOS-3 y obtener
finalmente GOS-4.
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Figura 25. Superficie de respuesta utilizando la B-GAL proveniente de A. oryzae. A) Para la
obtencion de GOS-3 y B) para la obtencién de GOS-4.

En la Figura 26 se observa que las condiciones Optimas para la sintesis de GOS
totales se encuentran con una temperatura de 50-55 °C y una concentracién de
lactosa de 22-25%. Puntualmente se obtuvieron como condiciones éptimas 52.56
°Cy 22.73% de lactosa para sintetizar una concentracion teérica de GOS de 155.97
mg/mL, obteniendo un rendimiento del 45.20%.

Las condiciones Optimas de reaccion obtenidas del modelo de superficie de
respuesta se comprobaron experimentalmente obteniendo una concentracién real
de GOS totales de 153.13+1.43 mg/mL y un rendimiento de 44.35+0.00% que es
muy cercano a lo estimado. Datos similares fueron reportados por Rico-Rodriguez
et al. (2021) quienes, a pesar de optimizar las condiciones de su proceso, los
autores obtuvieron una concentraciéon maxima de GOS de 120 mg/mL en la reaccién
catalizada por la B-GAL de A. oryzae bajo condiciones de concentracion de lactosa
de 35%, 4 h de reaccién 50 °C y pH 4.5. Es importante sefialar que, aunque el
tiempo de reaccion fue menor, la concentracion de lactosa inicial que utilizaron los
autores antes mencionados fue 1.5 veces mayor que en este trabajo.

Wang et al. (2020) optimizaron la reaccion de transgalactosilacion utilizando una 3-
GAL de A. oryzae. Los autores evaluaron parametros que pudieran influir en la
concentracion de GOS como: pH, temperatura, concentracion de lactosa inicial,
relacion E/S y tiempo de reaccion. Bajo las condiciones éptimas encontradas de pH

pg. 63



de 4.5a50 °C, con 50% de lactosa inicial, una E/S de 20 UE/g y 25 min de reaccion,
reportaron un rendimiento final de 25.1%. Los parametros de temperatura y pH
obtenidos como 6ptimos por Wang et al. (2020) fueron los utilizados en este trabajo,
sin embargo, con una menor concentracion de lactosa (18%) se obtuvo en este
trabajo un rendimiento de 2.3 veces mayor. Otro parametro a destacar es el tiempo
de reaccion, mientras que el tiempo éptimo de reaccidon de los autores antes
mencionados fue de 25 min, en este experimento se trabajé a 24 h, no obstante,
esto podria deberse a la diferente relacion E/S, ya que en este trabajo fue de 1.3
UE/g.
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Figura 26. Superficie de respuesta para la
obtencion de GOS Totales, utilizando la B-
GAL proveniente de A. oryzae.
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Ademas de obtener las superficies de respuesta, se realizé un ANOVA de los
resultados obtenidos, dando una R? de 0.96, lo que indica que el modelo elegido
explica el 96% de los datos. La R? es el parametro que nos indica el ajuste del
modelo de regresion lineal a los datos reales.

Como se observa en la Tabla 20, se tiene un valor p menor a 0.05, lo que indica que
ambos factores influyen en la concentracion de los GOS, sin embargo, con el valor
de F podemos observar que parametro fue el mas influyente en la reaccién. Ya que
el valor F nos indica la dispersiéon de los datos en cada grupo, debido a que el valor
F de la concentracién de lactosa es mayor que el de la temperatura, nos indica que
al cambiar la concentraciéon de lactosa hay mayor variacion en los datos, por
consecuencia es el factor que mas afecta a la enzima.
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Tabla 20. ANOVA de los datos obtenidos por parte de la B-GAL de A. oryzae.

Factor DF Csul;rggggs Cl:]?s(;i)do Relacién-F pr?tl)\z/;)lil(ijdea q R-cuadrado
Temp. 3 16159.48 5386.494 27.10 0.000316 0.435772
Lactosa 3 23365.74 7788.579 - 0.000096 0.630102
Error total 7 1391.32 198.7601 0.037520
Ajuste 3 1056.214 352.0713 4.20 0.099600 0.028483
Error 4 335.1066 83.77665 0.009037

8.5.2. Superficie de respuesta de la produccién de GOS utilizando glicosidasa

de GLY 001-02.

Con base en el modelo de superficie de respuesta se obtuvo para la glicosidasa
GLY 001-02 las condiciones Optimas para la obtencion de GOS-3 y GOS- 4 (Figura
27A y 27B, respectivamente), una temperatura de 80-90 °C y una concentracion
inicial de lactosa de 22-24%. Puntualmente las condiciones para obtener la mayor
concentracion de GOS-4 son, una temperatura de 88 °C y una concentracion de
lactosa de 23%, mientras que para GOS-3 se necesita una menor temperatura (83.5
°C) y la misma concentracion de lactosa (23%). Este comportamiento es el mismo

que se observo para la enzima de A. oryzae.

50

GOS-3 (mg/mL)

-50

GOS-4 (mg/mL)

Figura 27. Superficie de respuesta utilizando la glicosidasa GLY 001-02. A) Para la
obtenciéon de GOS-3 y B) para la obtencion de GOS-4.
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Para tener la mayor concentracion de GOS totales se requiere una temperatura de
80-85 °C y una concentracion de lactosa de 22-24% (Figura 28). Puntualmente se
obtuvo que las condiciones Optimas son 84 °C y 23% de lactosa inicial en el medio
para obtener una concentracion de GOS totales tedrica de 206.41 mg/mL con un
rendimiento del 58.41%. Las condiciones Optimas obtenidas del modelo se
ensayaron experimentalmente. Se sintetizé una concentracion de GOS totales real
de 217.54+0.62 mg/mL con un rendimiento de 61.56+0.00%, dando resultados
cercanos a los estimados. Hansson y Adlercreutz (2007) reportan la optimizacién
en la sintesis de GOS por en la reaccion catalizada por una enzima hiperterméfila
proveniente de Sulfolobus solfataricus donde llegaron a un rendimiento del 53% y
las condiciones Optimas encontradas fueron 85 °C, pH 6 y 70% de lactosa inicial.
Las condiciones de temperatura y pH fueron cercanas a las utilizadas para esta
glicosidasa, sin embargo, en esta investigacion se obtuvieron mayores rendimientos
con una menor concentracion de lactosa.
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E 0 "’Ill"l' Figura 28. Superficie de respuesta para la
3 ’7 obtencién de GOS Totales utilizando la

glicosidasa GLY 001-02.

30

Ademas de obtener las superficies de respuesta, se realizé un ANOVA de los
resultados obtenidos, dando una R? de 0.92, lo que indica que el modelo elegido
explica el 92% de los datos. La R? es el pardmetro que nos indica el ajuste del
modelo de regresion lineal a los datos reales.

Como se observa en la Tabla 21, tenemos un valor p menor a 0.05, lo que indica
gue ambos factores influyen en la concentracion de los GOS. Sin embargo, gracias
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al valor de F podemos observar que al igual que para la B-GAL de A. oryzae, el
paradmetro que influye mas en la reaccion es la concentracion de lactosa.

Tabla 21. ANOVA de los datos obtenidos por parte de la glicosidasa GLY 001-02.

Factor Grados de Suma de Cuadrado Relacion-F Nivel de R-cuadrado
libertad Cuadrados medio probabilidad
Temp. 3 10850.19 3616.731 5.78 0.026100 0.196895
Lactosa 3 43392.87 14464.29 23.14 0.000522 0.787438
Error total 7 4376.356 625.1937 0.079416
Ajuste 3 1121.961 373.987 0.46 0.725401 0.020360
Error 4 3254.395 813.5988 0.059057

Aunque la temperatura 6ptima de las enzimas es diferente, la concentracion de
lactosa inicial de GLY 001-02 y la B-GAL de A. oryzae fue la misma (23%), sin
embargo, la glicosidasa GLY 001-02 tuvo mejores resultados ya que con la
optimizacion alcanzo un rendimiento de 61.56+0.00%, mientras que A. oryzae solo
tuvo un rendimiento maximo de 44.35+0.00%.

9. Conclusiones

Las cuatro enzimas estudiadas (E. coli, K. lactis, A. oryzae y GLY 001-02) lograron
la sintesis de GOS, con una concentracion inicial de lactosa de 18% (p/v) en buffer.
Con la glicosidasa GLY 001-02 y la B-GAL proveniente de A. oryzae se obtuvieron
los mejores rendimientos, llegando a un méximo de concentracion de GOS a las 30
h.

El suero de requesén concentrado fue empleado como fuente de lactosa para la
obtencion de GOS; la B-GAL de A. oryzae no tuvo cambios en su rendimiento,
mientras que GLY 001-02 bajé su rendimiento de sintesis al cambiar el medio de
lactosa a suero de requeson. Sin embargo, ambas enzimas mostraron un buen
rendimiento de sintesis de GOS (>40%) al emplear suero de requeson.

En la optimizacion de la reaccion de transgalactosilacion en suero de requeson se
obtuvieron temperaturas cercanas a las 6ptimas para la actividad hidrolitica de la -
GAL de A. oryzae y la glicosidasa GLY 001-02. Respecto a la concentracion de
lactosa ambas enzimas tuvieron un Optimo de sintesis de GOS con una
concentracion cercana a 23%.

El suero de requesén puede ser utilizado para la obtencion de GOS, los cuales
tienen diferentes propiedades benéficas para la salud humana, principalmente por
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su actividad prebidtica y pueden ser agregados a diversos alimentos y asi obtener
alimentos funcionales o consumirse directamente. Dando una alternativa al uso del
suero de requeson para evitar y/o disminuir su desecho en cuerpos de aguay suelo
y con ello disminuir su contaminacion.

10. Perspectivas

El proceso para concentrar el suero de requesoén utiliza un equipo sofisticado con
un costo elevado, ya que es mediante liofilizacién, por lo que el estudio de otro
método de concentracion como la evaporacion al vacio podria disminuir costos.

Dado que el suero de requeson se obtuvo en laboratorio. Cada etapa del proceso
se cuid6 minuciosamente partiendo desde la utilizacion del mismo tipo de leche para
la elaboracion del queso. Se recomienda la utilizacion de un suero de requesoén
proveniente de microempresas para la sintesis de GOS con la B-GAL de A. oryzae
y la glicosidasa de GLY 001-02.

Dado que la optimizacién para la reaccidén de transgalactosilacién utilizando como
medio suero de requeson concentrado se llevé a cabo modificando las condiciones
de temperatura y concentracion de lactosa, seria interesante estudiar otros
pardmetros como lo son la relacién E/S, el tiempo de reaccion y el pH del medio.

Debido a que la enzima hipertermdéfila GLY 001-02 no tiene estudio alguno sobre su

estructura y secuencia seria interesante estudiar estos aspectos de la enzima para
poder concluir como es que el suero de requeson esta afectando su actividad.
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12. Anexos
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Figura 10a. Analisis del suero de requeson por HPLC.
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Figura 11a. Cromatograma tipo de la reaccion de transgalactosilacién con la B-GAL de K.

lactis a las 6 h (dilucién 1/10).
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Figura 12a. Cromatograma tipo de la reaccion de transgalactosilacion con la B-GAL de E.

coli a las 6 h (dilucion 1/10).
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Figura 13a. Cromatograma tipo de la reaccion de transgalactosilacion con la glicosidasa
GLY 001-02 a las 30 h diluida 1/25.
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Figura 14a. Cromatograma de la reaccion de transgalactosilacion con la -GAL de A.
oryzae a las 30 h (dilucion 1/25).
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Figura 15a. Cromatograma de la reaccion de transgalactosilacion en suero de requeson
con la B-GAL de A. oryzae a las 24 h (dilucion 1/50).
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utilizando B-galatosidasas
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En la Ciudad de México, se presentaron a las 12:00 horas
del dia 30 del mes de octubre del afio 2024 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
suscritos miembros del jurado:

DRA. ALMA ELIZABETH CRUZ GUERREROQO
DR. LUIS GUILLERMO GONZALEZ OLIVARES
DRA. MONICA ALEJANDRA ROBLES ARIAS
DR. FRANCISCO JAVIER GUZMAN RODRIGUEZ

. >
Bajo la Presidencia de 1la primera y con caracter de
( E Secretario el ultimo, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la
obtencién del grado de:
e MAESTRA EN BIOTECNOLOGIA
.“ DE: MARIA DE JESUS GRANADOS MARTINEZ
A
y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
Reglamento de Estudios Superiores de 1la Universidad
| 3 Auténoma Metropolitana, los miembros del jurado
W resolvieron:
MARIA DE JESUS GRANADOS MARTINEZ
ALUMNA
PG il
i 3 - ,,*QPJOI;QK,,,,,
Acto continuo, la presidenta del Jjurado comunicé a la
interesada el resultado de 1la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
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DR. LUIS GUILLERMO GONZALEZ OLIVARES

DRA. MONICA ALEJANDRA ROBLES ARIAS DR. FRANCISCO JAVIER GUZMAN
RODRIGUEZ
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Con base en la facultad que me otorga el Acuerdo 9/2002 del Rector General que formaliza la creacién, estructura organica funciones de
la Direccion de Sistemas Escolares, apartado Tercero, incisos k), 1) y s), y de conformidad con la informacién y documentos escolares que
integran el expediente de GRANADOS MARTINEZ MARIA DE JESUS con matricula 2223801930, la denominacién correcta de la iddnea
comunicacién de resultados es “Utilizacién del suero de requesén para la obtencién de galactooligosacaridos utilizando
B-galactosidasas”, lo cual se aclara para los efectos legales ha que haya lugar.
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