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Resumen VIl

Resumen

Los GOS (Galactooligosacaridos) son carbohidratos con una molécula de glucosa unida a
2-5 moléculas de galactosa. Los GOS son prebidticos y se obtienen industrialmente
mediante reacciones enzimaticas. Los GOS son producidos a partir de lactosa, ya sea en
estado puro o haciendo parte del suero de queseria, el cual debe presentar un contenido
de lactosa superior al 70% (m/m). La reaccion de hidrélisis rompe la lactosa en glucosa y
galactosa, que reacciona para formar GOS, a través de la reaccion de transgalactosilacion,
estas dos reacciones suceden simultaneamente, ya que una se nutre de la otra. La
presencia de estos monosacaridos inhibe la Ultima reaccion y disminuye la produccién de
GOS.

Los sistemas acuosos de dos fases (SADF) pueden usarse para separar una mezcla de
sustancias de acuerdo con su afinidad preferencial por una de las dos fases en este
sistema. Estos sistemas estan formados por dos polimeros o una sal y un polimero
disueltos en agua en una concentracion especifica para producir la separacion de fases.
Hay muchos factores que afectan esta operacion, como el pH, la temperatura, el polimero,
la concentracion de sales y sustancias, el peso molecular del polimero y la relacion
polimero / sal. El SADF puede usarse para separar los monosacaridos inhibidores de la
mezcla de GOS.

La irradiacién de microondas ha mostrado un efecto positivo en la separacion por SADF y

se ha utilizado para mejorar la reaccién de produccién de GOS a partir de lactosa.

El SADF se utilizé en este trabajo para producir y separar GOS simultdneamente. El medio
de reaccion estaba formado por lactosa a diferentes concentraciones, polietilenglicol
(PEG) y citrato de sodio para formar el SADF, pH de 4.5 a 5.5, las temperaturas probadas
estuvieron entre 40 y 60 ° C. Se evaluo6 el efecto de la irradiacién de microondas sobre la

reaccion, la separacion por SADF y la reaccion - separacion simultaneas.



Se establecieron todas las condiciones del SADF que produjeron resultados optimizados,
gue se expresaron como coeficiente de particion, rendimiento de separacion, selectividad
para GOS y rendimiento de reaccién. La selectividad para GOS aumenté mas del 40%, en
relacion con el medio convencional (buffer + lactosa), el rendimiento de la reaccién no
cambio estadisticamente. La separacion de la mezcla de carbohidratos fue de acuerdo con
su peso molecular, las sustancias mas pesadas (GOS) se mantuvieron principalmente en
la fase inferior (citrato de sodio), mientras que los monosacaridos migraron en mayor
medida a la fase superior (PEG).

Los resultados optimizados de reaccion, separacion y separacion simultdnea de reaccién
se probaron en irradiacion de microondas. El rendimiento, la produccién, la selectividad y

la productividad disminuyeron con la accién de microondas.

Palabras clave: Galactooligosacéaridos, Sistema acuoso de dos fases,

transgalactosilacion, microondas, reaccion-separacion simultaneas.



Abstract IX

Abstract

GOS are carbohydrates with a glucose molecule linked to 2-5 molecules of galactose. GOS
are prebiotics and are industrially obtained by enzymatic reactions. GOS are produced from
lactose, it might be pure or as part of cheese whey with a lactose content higher than 70%.
Hydrolysis reaction breaks lactose into glucose and galactose, which reacts to form GOS,
through transgalactosylation reaction; those reactions occur simultaneously because each
one depends of the other. Monosaccharides inhibit transgalactosylation reaction and

decrease the GOS production.

Aqueous two phase system (ATPS) could be used to separate a mixture of substances
according to its preferential affinity to one of the two phases in this system, it is formed by
two polymers or a salt and a polymer dissolved in water upon a specific concentration to
produce phase separation. There are many factors affecting this operation like pH,
temperature, polymer, salt and substances concentration, molecular weight of polymer and
polymer / salt ratio, ATPS could be used to separate inhibitor monosaccharides, from GOS

mixture.

Microwave irradiation has shown a positive effect on ATPS separation and has been used

to improve GOS production reaction from lactose.

ATPS was used in this work to produce and separate galactooligosaccharides
simultaneously. Reaction medium was formed by lactose at different concentrations,
polyethyleneglycol (PEG) and sodium citrate to form ATPS, pH of 4.5 — 5.5, temperatures
tested were between 40 - 60°C. Was evaluated the effect of microwave irradiation on

reaction, ATPS separation and simultaneous reactions-separation conditions.

Were stablished all conditions in ATPS that produced optimized results, which were
expressed as partition coefficient, separation yield, selectivity to GOS and reaction yield.
Selectivity to GOS raise up more than 40%, relative to conventional medium, reaction yield

did not change statistically. Separation of carbohydrates mixture is according to its



molecular weight, heaviest substances (GOS) kept mainly in the bottom phase (sodium

citrate), while monosaccharides kept in top phase (PEG) mainly.

Optimized results of reaction, separation and simultaneous reaction-separation were tested
into microwave irradiation. Yield, production, selectivity and productivity were increased

with microwave action.

Keywords: Galactooligosaccharides, agueous two phase system, transgalactosylation,

microwave, simultaneous reaction-separation
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Generalidades y estructura de la tesis

Los galactooligosacaridos (GOS) son productos prebiéticos, por lo cual han ganado
importancia en los ultimos afios debido a las tendencias de alimentacién saludable y al
consumo de alimentos que ademas de nutrir posean actividad funcional. La produccion de
los GOS a nivel industrial se lleva a cabo con enzimas que varian su desempefio en funcion
de la fuente y de sus condiciones de reaccion. Las B-galactosidasas son las enzimas mas
utilizadas con este fin, porque algunas de ellas poseen el caracter GRAS (Generally

recognized as safe), son de relativo bajo costo y facil consecucion.

Posterior a la reaccion se dan las operaciones de purificacion de los GOS hasta llevarlos
a la concentracion del producto comercial, el cual podra permitir mayores 0 menores
niveles de mono y disacaridos (maximos cercanos al 50% en productos comerciales),

hasta niveles minimos en alimentos no cal6ricos o para diabéticos.

El costo de un producto biotecnologico depende principalmente de la purificacién del
mismo, se menciona que hasta un 60% aproximadamente del costo total es atribuido a
esta etapa del proceso. Esto hace de la seleccion de las operaciones de purificacién un
punto clave que viabiliza econ6micamente la implementacion a gran escala de un proceso
biotecnoldgico, lo cual es mas critico en un pais como el nuestro, donde el capital de riesgo

para investigacion y transferencia es limitado.

En el caso de los GOS, se han empleado técnicas cromatograficas, separaciones con
membranas, tecnologia de fluidos supercriticos, sistemas enzimaticos mixtos,
fermentaciones selectivas, precipitacion con etanol y adsorcién con carbon activado que
tienen en general mayores desventajas que ventajas en cuanto a los costos necesarios.
Por otro lado, los sistemas acuosos de dos fases (SADF), se han utilizado como medio de

reaccion-separacion en la produccién de GOS, mejorando rendimientos y selectividad
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respecto a sistemas convencionales, en la purificacion de proteasas, amilasas,

galactosidasas, entre otras biomoléculas.

La técnica de separacion por sistemas acuosos de dos fases SADF, es una técnica que
parte de la formacion de un sistema de dos fases acuosas. Este puede resultar de la
mezcla de dos polimeros o un polimero y una sal por encima de determinadas

concentraciones.

Los sistemas polimero/sal son los mas comunes por su efectividad para separar los
productos de reacciones enzimaticas, las cuales pueden utilizar el SADF como medio de

reaccion, haciendo de este un proceso intensificado.

La aplicacion de SADF en reacciones enzimaticas presenta ventajas, de las cuales se
pueden destacar los bajos requerimientos de espacio y tiempo, la facilidad de escalamiento
y bajo costo, flexibilidad para la operacién en continuo, efectividad de remociéon de
polisacéaridos, facil adopcion de equipos y métodos usados en la extraccion liquida con
solventes orgéanicos, efectividad en la recuperacion primaria de proteinas (enzimas),
reduccion del volumen de la corriente de proceso que se maneja en las operaciones de
purificacién posteriores al SADF y reduccién de la inhibicion por producto o sustrato al

disminuir la concentracion de estos en la fase donde gobierna la enzima.

En la bioconversion en SADF, las fases permanecen estaticas y los fendmenos de
transferencia de masa se dan por difusion hacia y desde las enzimas y entre las fases,
caracterizandose por ser lentos y menos efectivos que los fendmenos convectivos. Este
inconveniente se acrecienta cuando las altas concentraciones de sustrato requeridas en la
reaccion de transgalactosilacion, junto con la sal y el polimero, hacen que el medio de
reaccion sea muy concentrado y viscoso. Cualquier accion que promueva los movimientos
a nivel molecular mejorara la difusion, la separacion y la cinética de reaccién. Este es el
caso de las microondas que promueven la rotacion y vibracién de las moléculas de las
sustancias polares, como el agua, dando pie a proponer la irradiacion con microondas
como una estrategia para mejorar el rendimiento de la reaccién-separacién por SADF,
ademds por tratarse de una técnica con conocidas ventajas ambientales, costos y

posibilidad de escalamiento.

La bioconversion en sistemas acuosos de dos fases asistida por microondas, ha sido

evaluada para la extraccibn de compuestos naturales de plantas (colorantes,
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antioxidantes, compuestos fendlicos, entre otros), mostrando efectos positivos en cuanto

a rendimiento y tiempo de extraccion, respecto a las técnicas sin aplicacion de microondas

Se observan las ventajas por separado de la bioconversién en SADF en la produccion-
separacion de GOS y de la aplicacion de microondas en la sintesis de GOS, razén por la
cual en esta investigacion se plante6 desarrollar un proceso de reaccién-separacion en
dos fases acuosas asistido por microondas, como una alternativa que pueda traer consigo

los beneficios de las técnicas anteriores, potenciados por su combinacion.

En concreto se plante6 evaluar un proceso de produccion-separacion de GOS mediante
un sistema acuoso de dos fases asistido por microondas, como objetivo general. Para
alcanzar este objetivo se inicié definiendo las condiciones adecuadas (pH, temperatura,
concentracion de enzima y sustrato) de sintesis enzimatica de GOS como punto de
referencia del proceso a desarrollar. Posteriormente se establecieron experimentalmente
las condiciones de operaciéon Optimas del sistema acuoso de dos fases (SADF) para la
separacion de GOS. Seguidamente se optimizé el proceso simultdneo de reaccién-
separacion de GOS con SADF como medio reaccionante y finalmente se establecié el
efecto de las microondas sobre la reaccién de produccién de GOS, sobre la separacién y

sobre la reaccién-separacion simultaneas.

Este documento estd organizado en cinco capitulos, en el primero se presenta el
fundamento tedrico que respalda el desarrollo del trabajo. En el segundo capitulo se
presenta la optimizacién de las condiciones de reaccion para tres enzimas comerciales
evaluadas en la produccién de GOS, esto sirvidé para seleccionar la mejor de ellas para
usarla en las etapas posteriores del trabajo. En el capitulo tres se muestran los resultados
de la optimizacion de la separacion de una mezcla comercial de GOS con un SADF. El
capitulo cuatro presenta la optimizacion de la reaccion-separacion simultdnea por SADF
para GOS. El quinto y ultimo capitulo muestra el efecto de las microondas sobre los tres

procesos anteriores.






1.Evaluacion de un proceso de produccion-
separacion de galactooligosacaridos
mediante un sistema acuoso de dos fases
asistido por microondas

1.1 Introduccién

Los galactooligosacaridos (GOS) son carbohidratos que presentan una molécula de glucosa
unida a varias de galactosa (de 2 a 8 aproximadamente) a las que se les ha comprobado un
efecto prebidtico. Los GOS son similares a los oligosacaridos de la leche materna, los cuales
cumplen un importante papel en el desarrollo intestinal del recién nacido (Vera, C., et al.,
2016). Estos compuestos son sintetizados por medio de reacciones enzimaticas simultaneas
de hidrolisis y transgalactosilacion a partir de lactosa o alguna fuente de esta como el
lactosuero. Por ello, se pueden convertir en una alternativa de negocio muy interesante, ya
gue a partir de materias primas de bajo costo y que generalmente son un problema para la

industria lactea, se puede producir un compuesto de valor agregado importante.

Los GOS son aditivos utilizados en la formulacion de alimentos a los que se les quiere
proporcionar o mejorar su capacidad prebibtica. Adicionalmente poseen mejores propiedades
(mayor resistencia a altas temperaturas y a bajos pHs, incoloro, etc) con respecto a sus
homologos como la inulina y los fructooligosacaridos (Shoaf et al., 2006). Estas caracteristicas
los hacen méas convenientes para ser aplicados en ciertos alimentos, por ejemplo en productos
incoloros y aquellos que son sometidos a tratamientos térmicos fuertes como esterilizacion
(compotas), lacteos sometidos a proceso UHT, productos horneados, para devolver
caracteristicas texturales a alimentos descremados, entre otros. De igual forma en alimentos
acidos, como néctares de frutas acidas (naranja, maracuya) o lacteos fermentados y en agua
pura o saborizada. Estas ventajas abren un amplio abanico de posibilidades sobre el uso
potencial de este tipo de productos, lo que hace que los GOS sean mas apreciados que los

otros prebiodticos (Lamsal, 2012).
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Los GOS han sido reconocidos como un aditivo alimentario GRAS (Generally Recognized as
Safe), por la FDA (Food and Drug Administration) de los Estados Unidos, son componentes
de la leche materna y yogures tradicionales y son producidos a partir de la lactosa ingerida
por las bacterias residentes en el intestino. No se les ha demostrado ninguna toxicidad ni
mutagenicidad, el Unico efecto adverso conocido hasta ahora es la diarrea transitoria que
ocurre cuando son consumidos en exceso (cantidades de GOS superiores a 0,3-0,4 g/kg de

peso corporal por dia (Sako, T., et al., 1999).

Debido a las razones comentadas, los GOS tienen un valor comercial mayor (13-27 USD/kQ)
frente a los correspondientes a la inulina (5-10) y los fructooligoosacéaridos (FOS) (8-15
USD/kg), todos ellos en polvo con pureza entre 80 y 90%. Adicionalmente, el mercado global
de GOS fue de 94,1 miles de toneladas en 2013 y se esperaba que alcanzara los 175,7 miles
de toneladas para el presente afio, con un crecimiento anual del 9,3% entre 2014 y 2020

(https://www.globenewswire.com).

En Colombia no se producen ni se importan GOS, pero se consumen incorporados
principalmente en leches maternizadas. Este consumo y la posibilidad de adicionarlos en
productos donde otros prebiéticos no pueden ser usados muestran la posibilidad de un
mercado amplio. Por ello, Colombia de acuerdo a la tendencia internacional observada, que
pronostica un aumento del 9,3% en el cosumo de GOS, para el presente afio
(https://www.globenewswire.com), tarde o temprano iniciard la demanda de GOS, como
producto intermedio en industrias como la de lacteos, alimentos para bebés e infantes,

bebidas, alimentos para diabéticos y alimentos bajos en calorias.

Una posible materia prima de bajo costo para la produccion de los GOS es el suero lacteo o
lactosuero, este resulta de la coagulacion de la leche por accidén enzimética y es una sustancia
rica en lactosa (46 a 52 g/L), ya que contiene mas del 95% de la lactosa original de la leche,

razon por la cual es muy usado como fuente de este disacarido (Guio, F., 2015).

En Colombia, en el afio 2018 la cantidad de leche producida fue de aproximadamente 7257
millones de litros, parte de los cuales se destinaron a la produccion de queso
(https://www.fedegan.org.co/estadisticas/documentos-de-estadistica). La cantidad producida
de queso fue tal que se generaron 2033 millones de litros de suero en el 2013, de los cuales
se estima que el 70% se utiliz6 como alimentacién animal o fue vertido como efluente liquido

(Muset, G., Castells, M., 2017), lo que pudo haber afectado de manera importante el ambiente


https://www.globenewswire.com/

circundante, debido a que esta corriente presenta una DBO (Demanda Biol6gica de Oxigeno)
de 40000 a 50000 mg de O-/L.

La produccién industrial de GOS se realiza por via enzimatica a partir de lactosa con enzimas
provenientes de Kluyveromyces y Aspergillus que cuentan con la certificacion GRAS, y de
igual forma que en la mayoria de procesos biotecnoldgicos las etapas de purificacion implican

la mayoria de los costos de produccion (Doran, P., 1995).

En este caso existe una gran variedad de operaciones de purificacion, entre las que se puede
mencionar ultrafiltracion, nanofiltracién, cromatografia, adsorcion con carbén activado,
fermentacion de mono y disacéaridos, etc (Scott, F., et al.2016); sin embargo, aln se sigue

investigando en este tema tratando de mejorar la eficiencia técnica y econémica.

Dentro de esos esquemas de separacion, los sistemas acuosos de dos fases (SADF) son
eficientes para muchos tipos de ensayos, especialmente para la concentracion y purificacion
de biomoléculas (Igbal et al., 2016) y tienen ventajas sobre las técnicas convencionales de
separacion como constituirse en medios de reaccion y separacién simultanea, ser respetuosos
con el medio ambiente, de bajo costo, poseer la capacidad de operar en continuo, facilidad de

escalamiento, entre otras.

La formacién de los SADF implican un proceso de separacién de fases, para lo cual se deja
la mezcla en reposo, haciendo que los fendbmenos difusivos cobren gran importancia, de tal
manera que vale la pena evaluar cualquier esfuerzo por mejorar la movilidad desde el nivel
micro (Nagaraj, N., et al., 2003), ese es el caso de las microondas que como se sabe hacen
vibrar las moléculas de agua (Polshettiwar, V. & Varma, R., 2010), lo cual puede beneficiar el
desempefio de la reaccion-separacion en SADF, al incrementar la difusividad y la interaccion
enzima sustrato. Adicionalmente los antecedentes muestran que el uso de microondas
favorece la separacion de fases (Nagaraj, N., et al. 2003) y la producciéon de GOS (Maugard
et al., 2003).

La produccion de GOS ha cobrado interés en los Ultimos afios gracias a sus propiedades, lo
cual ha redundado en un incremento en su demanda, principalmente en Europa y permite
vislumbrar un futuro prometedor para este tipo de productos. Razén por la cual esta teméatica

se ha tornado de interés y es pertinente de ser estudiada.
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1.2 Generalidades

En el presente capitulo se presentan las bases tedricas que soportan todo el documento, se
mencionara primero al lactosuero como materia prima de la reaccion enziméatica,
posteriormente a las enzimas usadas (-galactosidasas), y por ultimo se amplia la informacion
sobre los GOS, sus propiedades, produccion y purificacién. En ese punto, el documento se
orienta hacia el método de purificacion seleccionado: el sistema acuoso de dos fases (SADF)
del cual se presentan sus generalidades, caracteristicas y particularidades que lo hacen un
medio de reaccion adecuado para algunas bioconversiones enzimaticas como la de
produccién de GOS. Por ultimo, se mencionan las microondas y su efecto sobre las reacciones
enzimaticas, sobre el SADF y sobre el proceso intensificado de produccion de GOS
empleando SADF. La intensificacion de procesos da como resultado procesos
econOmicamente mejorados, ya sea mediante adaptaciones o cambios en las operaciones
unitarias o en el diagrama de flujo del proceso, esto permite desarrollar procesos mas
pequefios, que utilicen nuevas operaciones combinadas de unidades y que pueden operar de
modo continuo (Woodley, J., 2017).

1.2.1 Lactosuero

El lactosuero es un subproducto de la produccion de queso. Cuando se trata de suero dulce,
resultado del cuajado enzimatico, se aplica la enzima (cuajo) sobre la leche, ésta actia sobre
la caseina produciendo su coagulacion, y los componentes restantes (lactosa, sales
minerales, un poco de la grasa y la gran mayoria del agua) quedan en lo que es conocido
como lactosuero, del que se generan aproximadamente 9 kg por cada kg de queso. Este es
un liguido amarillo verdoso donde los sélidos estan en una concentracién de 65 g/L, de los

cuales 45 a 50 g/L corresponden a lactosa (Muset, G., Castells, M., 2017).

Este subproducto no es empleado industrialmente en la mayoria de paises a pesar de que sus
caracteristicas pueden ser aprovechadas en diversas aplicaciones industriales. Por la
presencia de lactosa y materia organica en general, el lactosuero en las grandes industrias
lacteas colombianas (Alpina, Colanta y Parmalat) es deshidratado para evitar el desarrollo
microbiano, hasta llevarlo a estado en polvo. De esta forma es muy usado en la industria de
alimentos y es de facil comercializacion, debido a que es una fuente econémica de proteina
gue aumenta el valor nutritivo de muchos alimentos y les brinda propiedades funcionales.

Ademads, las proteinas del suero como la lactoalbumina pueden recuperarse mediante



ultrafiltracion e hidrolizarse para producir varios productos intermedios farmacéuticos

(Domingues et al., 2005).

En Colombia aproximadamente el 70% del lactosuero producido (2033 millones de litros en
2013) es vertido al alcantarillado o a otras corrientes de agua creando asi un problema
ambiental (Muset, G., Castells, M., 2017; Kokkiligadda et al., 2016; Silva et al., 2010), o es
usado como fuente de alimentaciéon para cerdos. En los paises desarrollados, estos
porcentajes se invierten, de tal manera que el 70% se procesa y el 30% se emplea en
alimentacion animal; muestra de ello es que el mercado global de lactosuero en polvo es de
6.000 millones de dolares (Klotz, B., 2014).

Sin embargo, en Colombia se importaron 13263 t de lactosuero en polvo en 2017 (Contexto
Ganadero, 2018), siendo el alimento mas importado en cantidad para ese afio. Esa demanda
podria ser suplida con el lactosuero liquido generado, a partir del cual inclusive podrian
producirse 128000 t de lactosuero en polvo incrementando de esta forma la productividad de

la cadena lactea.

1.2.2 B-Galactosidasas

1.2.2.1 Definicion y Generalidades

Las B-galactosidasas son enzimas que hidrolizan el enlace (B-(1,4) de la lactosa y otros
galactopiranésidos (Gargova et al.2017), razon por la cual también son conocidas como
lactasas. Estas enzimas escinden la lactosa en glucosa y galactosa durante el proceso de
digestion; por tanto, la deficiencia de éstas conduce a la intolerancia a la lactosa y por ende a
la leche y a los derivados lacteos; problema que afecta a cerca del 70% de los adultos a nivel
mundial (Saqib et al.2017).

et al.et al.Ademas de la reaccion de hidrélisis que caracteriza a las lactasas, estas también
presentan otro tipo de actividad denominada transgalactosilacion, por medio de la cual se
generan productos como los galactooligosacaridos, lactulosa y lactosucrosa (Albayrak N.,
Yang S., 2002, Pocedicova et al.2010, et al.Wei et al., 2009).
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1.2.2.2 Fuentes de B-Galactosidasas

Las B-galactosidasas pueden ser obtenidas de fuentes microbianas, vegetales y animales. Las
primeras muestran una mayor productividad y en consecuencia su uso da como resultado una
reduccion de los costos. La eleccion del origen a emplear depende basicamente de las
condiciones de reaccién requeridas; por ejemplo, las B-galactosidasas fungicas funcionan a
un pH 6ptimo entre 2,5y 5,4 y se usan principalmente para la hidrélisis de suero de leche
acido, mientras que la B-galactosidasa de levadura muestra una actividad maxima a pH 6,0-

7,0 que es mas adecuada para la hidrdlisis de leche y suero dulce (Saqgib et al.2017).

A pesar de que a escala comercial e industrial las fuentes de B-galactosidasa mas
comunmente usadas son hongos Aspergillus, levaduras Kluyveromyces y bacterias (Bacillus
y Escherichia) (Scott, F., et al., 2016).

1.2.2.3 B-Galactosidasas Fungicas

Las [-galactosidasas flngicas son enzimas termoestables y, como se mencioné
anteriormente, poseen un intervalo de pH Optimo &cido, ademas son mas sensibles a la

inhibicion por producto principalmente por la galactosa (Boon, Janssen y Van't Riet, 2000).

Las fuentes fungicas mas comunes de [(-galactosidasas son Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces fragilis (Saccharomyces fragilis) y algunas especies de Aspergillus que son
aceptadas como GRAS (generalmente reconocidas como seguras) por la FDA (Lewis, 2014).
Por ejemplo, Aspergillus oryzae produce una -galactosidasa extracelular que se usa a escala
comercial en la hidrdlisis de lactosa, mientras que la B-galactosidasa originada por Aspergillus
niger suele estar involucrada en la eliminacion de los residuos de galactosa de los

oligosacéridos y polisacaridos derivados de las plantas (Kazemi et al., 2016).

1.2.2.4  Aplicaciones

Las aplicaciones mas habituales para las B-galactosidasas estan relacionadas con los
alimentos, la medicina y la quimica analitica. En el primer sector los usos se pueden dividir en
tres principalmente: la hidrélisis de lactosa, el tratamiento de lactosuero y la producciéon de
galactooligosacéaridos (GOS); siendo la primera aplicacibn muy importante en el

procesamiento de los productos lacteos ya que el tratamiento con B-galactosidasas ofrece una
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solucién al problema de la malabsorcion de la lactosa, reduciendo su concentracion (Igbal, M.,
et al., 2016, Rao, M. & Dutta, S., 1978).

Por otro lado, la hidrélisis de lactosa no es utilizada Gnicamente en la industria alimentaria para
fabricar productos sin lactosa, también se usa para mejorar la textura y por la facilidad de
digestion de los alimentos. Otros usos incluyen: reduccion de la cristalizacion en helados,
leche condensada y arequipe, lo que ocurre debido a la alta concentracién de lactosa y su
tendencia a formar cristales grandes; reduccién del tiempo total requerido para alcanzar el pH
adecuado en diversos productos como yogures y requeson; disminucion de la necesidad de
agregar edulcorantes a los productos debido a la mayor capacidad edulcorante de la glucosa
y galactosa respecto a la lactosa, lo que a su vez reduce la cantidad de calorias en el producto
final y los costos; y finalmente, los productos de la hidrélisis de lactosa (glucosa y galactosa)
fermentan mas facilmente que los disacaridos (lactosa, maltosa, sacarosa), usados

comunmente como fuente de energia en fermentaciones (Domingues et al., 2005).

La segunda aplicacién mencionada es el tratamiento del lactosuero, a través del cual este se
puede convertir en sustratos facilmente disponibles para el cultivo celular (Parashar et al.,
2016). Adicionalmente, con la hidrélisis de la lactosa alli contenida se pueden obtener una

serie de productos como jarabes dulces que se usan en la industria de panaderia y confiteria.

La tercera aplicacion es la produccion de galactooligosacéaridos (GOS), compuestos con

caracteristicas prebidticas, que se explicaran mas adelante.

En el sector médico, se encuentran disponibles en el mercado medicamentos que contienen
B-galactosidasa para consumir antes de los productos lacteos (Francesconi
et al., 2016). Estos suplementos enzimaticos poseen 3-galactosidasas derivadas de hongos,
generalmente Aspergillus que son estables a pH bajo, lo que permite su correcto

funcionamiento en el estbmago (Panesar et al., 2007).

Finalmente, la principal aplicacion de estas enzimas en la quimica analitica son los
biosensores, herramientas importantes en campos que incluyen inmunoensayos, analisis de
toxicologia, andlisis forense, anadlisis de expresion génica, identificacion de genes,

agrodiagnosticos y farmacogenética (Huang et al., 2002; Levicky & Horgan, 2005).



12 Evaluacién de un proceso de produccién-separacion de galactooligosacaridos
mediante un sistema acuoso de dos fases asistido por microondas

Gracias a todas estas aplicaciones, el mercado mundial de la lactasa para 2017 fue de 1235
millones de dollares y se espera que aumente a 1647 millones para 2025

(https://www.prnewswire.com). De este mercado el 45.8% correspondi6 a bebidas y alimentos.

1.2.3 Galactooligosacaridos

1.2.3.1 Definicion y Generalidades

Los galactooligosacaridos (GOS) son carbohidratos que presentan una unidad de glucosa
unida a varias unidades de galactosa (entre 2 y 8) (Gosling et al., 2010). Numerosos estudios
han demostrado la capacidad prebiética de este tipo de compuestos (Torres et al.2010,
Tzortzis 2009, Shoaf et al.2006, Charalampopoulos & Rastall 2012).

1.2.3.2 Propiedades de los Galactooligosacaridos

Propiedades Funcionales

La FFC (Fuctional Food Center) define a un alimento funcional como “alimentos naturales o
procesados que contienen compuestos biolégicamente activos conocidos o desconocidos; los
alimentos, en cantidades definidas, eficaces y no toxicas, proporcionan un beneficio a la salud
para la prevencion, el manejo o el tratamiento de enfermedades crénicas.” (Martirosyan, D., &
Singh, J., 2015). Los GOS poseen propiedades de este tipo, como las que se mencionan a

continuacion:
Bifidogenicidad

La bifidogenicidad se define como la capacidad de una sustancia para promover la
reproduccion, el mantenimiento y el crecimiento de bacterias bifidogénicas, que contribuyen
al mejoramiento de la salud intestinal. Los trabajos de Nasir, M. et al. (2011) y Davis, L. (2010),
han demostrado que la dosificacién de GOS en la dieta produce el incremento de la poblacién
intestinal de bifidobacterias con respecto a dietas sin GOS y otros efectos positivos como el

aumento de peso en lactantes y el tratamiento de la diarrea aguda.

Otras propiedades prebioticas

Las bifidobacterias y lactobacilos son reconocidos como promotores de la salud en el intestino

grueso y son ampliamente utilizados como probidticos. Estudios previos usando cepas puras
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de Bifidobacterium, mostraron que éstas metabolizan los GOS, de una manera mas marcada
y selectiva de la que lo hacen con la inulina o los FOS (Fructooligosacaridos) (Ohtsuka et al.,
1989). Por ejemplo, Bouhnik en el 2004 observé un mayor crecimiento en la poblacion de
bifidobacterias al usar varias dosis de ingesta de GOS durante una semana, frente al
comportamiento de la inulina y los FOS. Adicionalmente, los GOS han mostrado un efecto
mas marcado de reduccion de la adhesion de bacterias enteropatogénicas de Escherichia coli

al intestino (Shoaf et al., 2006), al compararlos con los otros prebiéticos mencionados.

Metabolismo en el colon

Los principales productos de la fermentacion de los GOS son los acidos grasos de cadena
corta (AGCC), de los cuales el acético, propiénico y butirico son cuantitativamente los mas
importantes en el colon. Todos los AGCC se absorben rapidamente en el intestino grueso y
estimulan la absorcién de agua y sal, son metabolizados por las vellosidades intestinales, el
higado y los muasculos, sin aparicién en la orina y pequefias cantidades en las heces. Los
AGCC ayudan a mantener la barrera defensiva que constituye la mucosa intestinal contra la
invasion de microorganismos (Tzortzis, 2009), el mecanismo de esta barrera lo constituye el
bajo pH que impera, gracias a la presencia de los AGCC. Experimentalmente se ha evaluado
la inclusion de 4% de GOS en la dieta de lechones, lo que produjo un descenso del pH en el
contenido del colon que fue atribuido al aumento significativo en la concentracion de AGCC
(Tzortzis, 2005).

Estos antecedentes permiten evidenciar los beneficios de los GOS sobre la salud de los
consumidores, desde neonatos, a quienes ayuda en su desarrollo intestinal, a personas que
padezcan de estreflimiento, en el tratamiento preventivo de cancer y en el mejoramiento en la
absorcion de minerales. En general, los GOS ayudan a mantener el bienestar intestinal y la

salud de quienes los consumen (Tzortzis 2009, Shoaf et al.2006).

1.2.3.3 Produccién

La etapa central del proceso de produccion de GOS es una reaccion enzimatica. La materia
prima debe ajustarse a las condiciones que dicha reaccién exige y posteriormente a esta es
preciso adecuar el producto hasta el estado de comercializacion, por medio de un proceso de

purificacion.
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Preparacion materia prima

Para que la enzima catalice la reaccién se requiere que la materia prima empleada contenga
lactosa en alta concentracion, ya que se utilizan concentraciones cercanas al 40% (w/v) en un

medio de buffer con un pH que depende del origen de la enzima usada.

La fuente de lactosa mas econdmica es el lactosuero liquido, sin embargo, es necesario
retirarle algunas sustancias como materia grasa, minerales y proteina hasta niveles
aceptables mediante etapas previas de purificacion. La grasa requiere de una etapa de
centrifugacién, los minerales de una desmineralizacién y la proteina de una micro o

ultrafiltracion.

El lactosuero se puede conseguir comercialmente en polvo en estado descremado,
desmineralizado o desproteinizado, en estas formas se disuelve en el buffer en una proporcion

tal que se alcance la concentracion de lactosa deseada.

Reaccion enzimatica

La B-galactosidasa hidroliza la lactosa para producir galactosa y glucosa, y posteriormente
cataliza la reaccion de transgalactosilacién, que oligomeriza los galactosidos hasta GOS.
Iwasaki et al.(1996) han demostrado que la cantidad de GOS generada esta relacionada
directamente con la cantidad de lactosa inicial y recomiendan concentraciones de lactosa entre
20y 40% para promover las reacciones de transgalactosilacion sobre las de hidrélisis que se

dan principalmente a concentraciones bajas de lactosa inicial.

El primer paso de la reaccién es el anclaje del sustrato, en este caso la lactosa, al sitio activo
de la enzima. Durante la reaccién, se considera la lactosa como dividida en dos partes el
galactésilo (fraccién de la galactosa) y el glucésilo (fraccién de la glucosa). La enzima muestra
una especificidad muy marcada por sustratos con galactésilos unidos por un enlace
glucosidico asi como otra menos fuerte por la fraccion glucésilo (R,) (Gosling et al., 2010). Es
decir, la enzima puede recibir a la lactosa en su sitio activo por el costado de la glucosa o de
la galactosa, inclusive si el sustrato es un GOS, el glucésilo (R;), puede representar un

oligosacéarido como se muestra en la Figura .
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Figura 1. Mecanismo de reaccion para -galactosidasa. Ri: fraccién aglicano del sustrato galactosidico, R2:
receptor nucleofilico del galactésido. (Gosling, A., 2010)

Las caracteristicas estructurales de la enzima que afectan el anclaje en el sitio activo incluyen
grupos que participan en puentes de hidrégeno, iones sodio unidos electrostaticamente y
cadenas laterales de aminoacidos arométicos, los cuales pueden ayudar a la unién de
sustratos de hexosas (Gloster et al., 2004; Hidaka et al., 2002).

Después del anclaje en el sitio activo, la reaccion ocurre con un mecanismo que empieza por
un enlace covalente entre la enzima y la fraccién galactosilica, seguido por una transferencia

del galactésilo a un aceptor nucleofilico (Bras et al., 2008; Juers et al., 2001).

La ruta de la reaccion puede tomar dos caminos diferentes, si el aceptor galactosilico o
nucleofilico es agua (R,=H) la reaccion es de hidrdlisis del galactésilo por lo que se produce
una galactosa libre llevando a la hidrélisis de la lactosa o de los GOS. De otro lado, si el aceptor
galactosilico es otro sacérido (R,=glucosa, galactosa, lactosa o GOS), la ruta de la reaccién
conduce a la transferencia del galactésilo y a la sintesis de GOS, como se puede ver en la

Figura .

Las B-galactosidasas de diferentes fuentes presentan cambios en la selectividad por el agua

0 por los sacéridos, lo que conduce a diferentes rendimientos a iguales concentraciones de
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lactosa (Prenosil et al.1987, Zarate y LOopez-Leiva 1990). De la misma manera, la estructura

de los GOS depende de la estructura y los mecanismos empleados por las diferentes enzimas.

Cada [-galactosidasa producira diferentes distribuciones de tamafio o tipos de GOS
dependiendo de su origen; por ejemplo, la enzima de Bacillus circulans produce GOS-2 y
GOS-3 y en menor cantidad GOS-4 y GOS-5; la de Kluyveromyces spp. mayor proporcién de
GOS-2 y algunos GOS-3, mientras que la de A. oryzae mayor cantidad de GOS-3 y una
pequefia cantidad de GOS-4. El producto de la reaccion por tanto incluira oligosacéaridos con
un grado de polimerizacion (DP) de hasta 8 6 9 y altas cantidades de monosacéaridos y

disacéridos, los cuales aportan calorias.

Se debe tener en cuenta que los monosacéaridos presentan problemas de inhibicién
competitiva para la enzima (Vera, C. et al.,, 2016, Gosling, A. et al., 2010), por ello la
eliminacién de estos carbohidratos puede contribuir a ampliar las aplicaciones de los GOS
purificados en la industria alimentaria y farmacéutica. Entre estas aplicaciones podria estar la
inclusion de GOS purificados como ingredientes en alimentos para diabéticos, alimentos

especializados para las personas intolerantes a la lactosa y alimentos bajos en calorias.

1.2.3.4 Purificaciéon de GOS

Como se mencion6 anteriormente, el producto de la reaccién consta principalmente de GOS,
agua, lactosa no reaccionante, glucosa y galactosa, sustancias que difieren en tamafio pero
gue son quimicamente muy similares, razén que dificulta su separacién para lograr un
producto mas concentrado. Los productos comerciales varian su concentracion de GOS entre
el 46 y el 99% (Scott, F., et al., 2016) y las concentraciones del producto de la reaccion varian
entre 6 y 30% de GOS (Gosling, A. et al., 2010), por esto se hace necesario aplicar etapas de

purificacion posteriores a la reaccion.

En este caso, las operaciones de separacion que se han aplicado son: cromatografia
(Chilamkurthi et al., 2012, Shoaf et al., 2006, y Huebner et al., 2007, Akpinar et al., 2008,
Morav¢ik et al., 2012), fluidos supercriticos (Montafiés et al., 2009(a) y (b)), carbon activado
(Hernandez et al., 2009, Nobre et al., 2012), precipitacion con etanol (Sen et al., 2011),
fraccionamiento con membranas (Pinelo et al., 2009, Hernandez et al., 2009, Grandison et al.,
2002, Botelho et al., 2010) y reactores enzimaticos de membrana (Czermak et al., 2004,
Pocedicova et al.,, 2010, Gonzalez et al., 2009, Ebrahimi et al., 2010, Engel et al., 2008,
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Pruksasri, 2007, Sanz, 2009). En estos dispositivos de reaccidn se puede dar la separacién
simultanea de los productos en una unidad alterna o incorporada al reactor, también se puede
dar la separacion de la enzima y de los subproductos. De otro lado, los sistemas acuosos de
dos fases (SADF) (Del Val et al., 2003, Isabel M. et al., 2001), han sido evaluados como un
meétodo de separacion parcial de GOS, en estos trabajos se lograron mayores rendimientos
de trisacaridos y mayor selectividad que en los sistemas convencionales. Otras técnicas
modifican las condiciones de reaccién para incrementar la concentracion de GOS en el
producto de reaccion, es el caso de aplicacion de sistemas enzimaticos mixtos (Splechtna et
al., 2001, Sheu et al., 2001), fermentacion selectiva
(Zhengyi, L. et al., 2008, Goulas et al., 2007, Cheng et al., 2006), y extraccion asistida por

microondas (Maugard et al., 2003).

La definicién de la técnica de purificacién a emplear depende en gran medida del costo de la
misma, el cual se incrementa en funcién del grado de pureza logrado. Las técnicas mas
costosas son las cromatograficas, las que usan fluidos supercriticos, seguidas por las que
usan membranas, como los reactores de membranas, después estan los sistemas enzimaticos
mixtos y la fermentacion selectiva. En udltimo renglén estan las que usan carbon activado,

precipitacién con etanol y los SADF.

En los procesos biotecnoldgicos los costos de la purificacién pueden representar los mas altos
de toda la operacion, razén por la cual, se siguen y se seguiran adelantando esfuerzos para

mejorar técnica y econémicamente esta etapa.

1.2.4 Sistemas acuosos de dos fases (SADF)

1241 Generalidades

Los sistemas acuosos de dos fases (SADF) son sistemas que se forman cuando se mezclan
dos soluciones acuosas poliméricas o una polimérica y una salina en concentraciones que
superan cierto limite, definido por la aparicion de la segunda fase. Ambas fases tienen

contenidos de agua entre el 85y el 99%.

Los SADF separan una mezcla de biomoléculas gracias a la afinidad diferencial en cada una

de las fases, permitiendo asi la separacién de la sustancia de interés en una de ellas.
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Este tipo de sistemas se utiliza para separar biomoléculas (proteinas, enzimas, acidos
nucleicos) en funcién de sus propiedades superficiales, del tamafio molecular y la
hidrofobicidad (Albertsson et al.1990). El aumento del tamafio molecular aumenta la
hidrofobicidad de las biomoléculas, por poseer una mayor fraccion de carbonos e hidrégenos.
La fase superior, en general la polimérica, presenta mayor hidrofobicidad, debido a que este
compuesto posee una alta relacién de area hidrofébica a grupos —OH hidrofilicos, lo que
favorece la particion de compuestos hidrofébicos hacia la fase superior. Al aumentar la
concentracion y/o el peso molecular del polimero disminuye la presencia de sustancias de

gran tamafio en la fase superior (Asenjo, J., & Andrews, B., 2011).

De otro lado, los sistemas acuosos de dos fases (SADF) carecen de las desventajas de los
sistemas de dos fases de solvente organico-agua, (Hatti-Kaul, 2000), en cuanto a la
transferencia en la interfase por la diferencia en la tensién superficial y los problemas

ambientales que este tipo de solventes traen consigo.

1.2.4.2 Particion en el SADF

La particion en un SADF depende de las caracteristicas de las fases y de las sustancias a
separar. Entre los factores determinantes de la fase polimero estan: el tipo de polimero, su
peso molecular, la presencia de ciertos grupos (ionizados, hidrofébicos o bioespecificos),
ademas de la composicion iénica ya que ésta determina el signo y la magnitud del potencial
eléctrico interfacial. Entre las propiedades importantes de las sustancias a separar estan su
tamafio, carga y propiedades hidrofébicas en la superficie y la presencia de receptores para
ligandos bioespecificos (adjuntos al polimero). La quiralidad de las moléculas también puede
afectar la separacion (Albertsson et al.1990), la cual es una propiedad caracteristica de los

carbohidratos.

El uso de un SADF implica adicionar dos sustancias (dos polimeros o polimero y sal) al medio
a separar lo que puede resultar en una separacién ain mas compleja que el sustrato inicial,
sin embargo, la separacion selectiva de las distintas sustancias entre las fases y la rapida
transferencia de masa por la baja tension interfacial, aunado al bajo costo de los polimeros y
sales utilizados, bajo costo de la infraestructura y facilidad de escalado pueden lograr una

disminucion en los costos de separacion (Raja, S., et al.2012, Hong Yang et al., 2013).
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Los polimeros que se usan con mayor frecuencia son polietilenglicol (PEG) (con pesos
moleculares entre 200 y 40000), dextrano (T40, T70, T500), pululano, polipropilenglicol (PPG)
y Reppal PES (almidén modificado), mientras que las sales mas empleadas son citratos,
fosfatos y sulfatos de sodio, potasio o magnesio, y los cloruros de calcio y sodio (Raja et
al.2010; Igbal et al., 2016).

1.24.3 Termodinamica de los SADF

La termodinamica de los SADF fue descrita por P.A. Albertsson en 1956. Cuando se forma un
sistema estable de dos fases, estas coexisten en equilibrio. Por lo tanto, los potenciales
quimicos (i) para cada componente i en ambas fases son iguales, y Ap = 0 (Baskir et al.,
1989). El potencial quimico se puede expresar como una funcién de la actividad (a;), del area
superficial de la particula (4), de la tension interfacial (y), de la carga de particulas (Z) y del
potencial eléctrico de la fase (¥); con ello en el equilibrio el potencial puede ser calculado
mediante la Ecuaciéon 1.1 (Grilo et al., 2016), donde k, F y N son respectivamente las
constantes Boltzman, Faraday y Avogadro y los superindices S I son relativos a las fases

superior e inferior, respectivamente.

N

o al Zl FA‘P
Ap; + kTIn o +AAy + ———=

=0 Ecuacion 1.1
N

l

La eficiencia de la particion de un soluto dado es usualmente evaluada utilizando el coeficiente
de particién (K). Este se define como la relacién de la concentracion de soluto en la fase
superior sobre la de la fase inferior. Para establecer una relacion entre el coeficiente de
particion y el potencial quimico, la actividad del soluto (a;) se define como el producto de un
coeficiente de actividad (f;) por la concentracion de soluto (c) (Grilo et al., 2016). Entonces la

Ecuacion 1.1 puede reescribirse asi:

o S z; F AY 5
—kTInK =Ap; + kTln <%) + AAy + lT Ecuacion 1.2
C

1244 Aplicaciones

Los SADF se han utilizado con éxito para recuperar varias biomoléculas como proteinas,
enzimas, aminoacidos, antibidticos, plasmidos, ADN y nano particulas (Igbal, M., et al.2016).

Hoy en dia se usan ampliamente para productos biofarmacéuticos valiosos, como anticuerpos
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monoclonales, factores de crecimiento y hormonas. Recientemente se ha explorado la
posibilidad de utilizar los SADF como una alternativa a los métodos existentes de
cromatografia para purificar productos biofarmacéuticos. También se han encontrado
aplicaciones en técnicas novedosas como fermentacion extractiva, SADF con soporte de
membrana (MEMEX) y flotacién acuosa de dos fases (FADF) (Raja, S., et al.2012). El SADF
extractivo a gran escala, se esta convirtiendo en una herramienta esencial para la purificacion
de productos biofarmacéuticos como la interleucina, la hormona del crecimiento humano
(hGH), el factor de crecimiento similar a la insulina y los anticuerpos monoclonales. EI SADF
de polimero/sal se ha utilizado para purificar la proteina de unién a interleucina-18 (IL-18BP
es un importante regulador del sistema inmune) del sobrenadante de células de ovario de
hamster chino (CHO) libre de suero (Rosa et al.2010).

Se ha desarrollado un SADF que consistia en PEG 4600 / sulfato de amonio para recuperar y
purificar los antagonistas de la hormona de crecimiento recombinante (GHA) del

homogeneizado de células de Escherichia coli (Rosa et al.2010).

La mayoria de antecedentes relacionados con la separacién usando SADF, se han dado para
proteinas, debido a su alta actividad quimica y posibilidad de establecer interacciones fisicas
con sales y polimeros que pueden constituir el SADF. Sin embargo, gracias a la posibilidad de
establecer mas tipos de interacciones, se ha visto particion preferente para componentes de
mezclas con diferentes tamafios, hidrofobicidades, conformaciones, afinidades, relaciones con
el medio (Grilo, A., et al., 2016, Albertson, P., et al.1990), lo cual se puede dar para mezclas
de carbohidratos (Li, X., et al., 2011, Del-Val & Otero, 2003), colorantes (Chethana, S., et al.,
2007).

1.2.5 Sistemas acuosos de dos fases (SADF) como medio de
reaccion

Los procesos enziméticos pueden presentar baja productividad y generar productos en baja
concentracion, debido a la inhibicion por producto y/o a su inestabilidad frente a las
condiciones de reaccion, lo que conduce a altos costos en la purificacion. Sin embargo, desde
hace algunos afios se viene investigando en los procesos intensificados que pretenden
fusionar las operaciones de sintesis con las operaciones de separacion para obtener
productos a un menor costo. En este caso los procesos enzimaticos pueden ser integrados

con operaciones de separacion a través de una bioconversion extractiva o de la recuperacion



21

in situ del producto, y con ello es posible obtener un producto a una alta concentracién
eludiendo a su vez las posibles limitaciones biolégicas. De esta manera, el producto es
eliminado continuamente de su sitio de produccion, lo que reduce la inhibicién de la enzima.
Adicionalmente, sila recuperacion del producto se hace selectivamente, puede ayudar a lograr

una mejor purificacién, de una forma rapida y lograr una mayor valoracion del producto.

Dentro de las operaciones involucradas en la bioconversion extractiva se tienen la adsorcién,
filtraciébn de membranay extraccion liquido-liquido (Zijlstra et al., 1998, Mattiasson, 1988). Esta
ltima esté disefiada de tal manera que la reaccion biocatalitica tiene lugar en una de las fases
y los productos se extraen en la otra. En una situacion ideal, esto requeriria una separacion
perfecta del biocatalizador junto con el sustrato en la fase destinada a la bioconversion, y la

del producto en la fase de extraccioén (Benavides et al., 2011).

La bioconversion extractiva utilizando solventes organicos como fase de extraccién se ha
evaluado, sin embargo, los solventes que son buenos extractantes también afectan la
actividad de la enzima. Ademas, una alta tensién interfacial solvente-agua, tiene un efecto
desnaturalizante sobre los biocatalizadores. El proceso de bioconversién en SADF se ve
facilitado por la baja tension interfacial, que conduce a la formacién de pequefias gotas durante
la mezcla de las fases, con esto se logra minimizar las distancias de migracién y promover la
transferencia de masa. El biocatalizador se inmoviliza temporalmente en las gotas y puede

considerarse como un sistema soluble-inmovilizado (Benavides et al., 2011).

La Figura 1 muestra el concepto de bioconversion extractiva en SADF.
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Figura 1 Esquema para la conversion extractiva en SADF (Hatti-Kaul, 2000).

1.25.1 SADFy GOS

La evaluacién de sistemas acuosos de dos fases como medio para la reaccién enziméatica y
separacion simultanea de GOS ha sido evaluada solamente por Del Val y Otero en 2003. Alli
estudiaron los efectos de los cambios en la composicién de las fases (PEG de diferentes pesos
moleculares, adicion de sal y pH) en el rendimiento y selectividad de la reaccién hacia
trisacaridos (GOS-3), encontrando que el rendimiento aumentd 33% y la selectividad 21%, con
PEG 6000 (9,9%), NaH.PO, (6,6%) y pH 6,5, respecto a la solucién acuosa convencional,

gracias a diferencias en la particion de azucares y de la enzima (Del Val y Otero, 2003).

En el trabajo mencionado se defini6 al fosfato como la sal empleada en el SADF y se descartd
al citrato por requerir de altas concentraciones (8,5 a 12,2%) para lograr la formacién de dos

fases.

Los fosfatos son sales que afectan el medio ambiente, lo que no sucede con los citratos,
haciendo de estos una mejor opcion, pensando en procesos ecosostenibles. En el trabajo

referenciado no se evalué el efecto de la temperatura y se defini6 como el mejor pH a 6,5.
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1.2.6 Sistemas asistidos por microondas

La irradiacion por microondas como fuente de energia no convencional se ha convertido en
una tecnologia muy atil y popular en la quimica organica, especificamente en la catalisis de
reacciones quimicas, pero es menos usada en las reacciones enzimaticas (Maugard et
al.2003). Esto se debe a que la irradiacion por microondas se convierte en energia térmica en
medios acuosos, debido a las caracteristicas dieléctricas del agua que producen un rapido
calentamiento bajo la acciéon de este tipo de radiacién, lo que a su vez lleva a la

desnaturalizacion de las enzimas y pérdida irreversible de su actividad (Zhao, et al.2010).

Por otro lado, la acciéon de las microondas sobre las reacciones enzimaticas no es solo de
caracter térmico, sino que pueden mejorar la actividad de la enzima debido a que éstas poseen
elevados momentos dipolares que son susceptibles a la accion de este tipo de radiacién (Zhao,
et al.2010).

La aplicacién de microondas en la produccién de GOS fue estudiada por Maugard et al.(2003)
guienes definieron la selectividad como la relacién entre GOS producidos/lactosa hidrolizada,
la cual aumenta cuando se reduce la actividad de agua de los medios, como por ejemplo
mediante el uso de co-solventes. La adicion de solvente (hexanol) al llevar a cabo la reaccion
enzimatica con B-galactosidasa inmovilizada, bajo irradiacion de microondas dio como
resultado un aumento en la produccién de GOS. La selectividad para la sintesis de GOS

aumento6 217 veces gracias a la accion de la radiacion.

La aplicacion de microondas en reacciones enzimaticas no solo se ha posibilitado por el uso
de solventes organicos, ya que se han desarrollado trabajos en medios acuosos asistidos por
este tipo de irradiacién, sin pérdida de la actividad enzimatica, es el caso del trabajo de La
Cara et al. en 1999, quién evalud el efecto de la energia de microondas sobre la actividad de
una B-galactosidasa termofilica y estableci6 que a altas concentraciones de la enzima
(>50ug/L), no habia pérdida de actividad en ensayos llevados a cabo a 70°C durante 60 min.
El trabajo de Maugard (2003) utilizé una enzima con una temperatura optima de 40°C a las
condiciones evaluadas, es importante evaluar enzimas que tengan la capacidad de soportar
mayores temperaturas, debido a eventuales incrementos de esta por las microondas, y con

concentraciones de enzima diferentes a las ya evaluadas por La Cara et al.(1999).

Segun los antecedentes al cabo de la reaccion en SADF, hay una alta posibilidad de contar

con el producto (GOS) en un volumen inferior comparado con la reaccion realizada en un
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medio convencional, por tanto esta operacion se puede convertir en un primer paso dentro de
la secuencia de operaciones de purificacion. Adicionalmente la particion preferente de
monosacaridos por una de las fases hace posible reducir su concentracion y con ello disminuir
la inhibicion en la fase donde se lleva cabo la reaccion, para asi favorecer la produccion de
GOS.

El SADF es una alternativa a la inmovilizacion de la enzima que no presenta los problemas de
difusién involucrados en el uso de soportes sélidos y que muestra ventajas propias de la
inmovilizacion, como tener la enzima mas “protegida” en una de las fases del SADF, lo cual
favorece el mantenimiento de su actividad por méas tiempo al evitar los esfuerzos cortantes en
su superficie (Mattiasson, B., 1988). Con la aplicacion de las microondas se ha visto que se
puede incrementar el desempefio del SADF, como medio de separacion, asi como de la
reaccion enzimatica, representado esto en un incremento en la selectividad del producto. Al
probar el efecto de esta radiacién sobre un SADF como medio de reaccién-separacion de

GOS, pueden potenciarse las ventajas de los dos métodos por separado.

Dado que se han establecido las mejoras en la produccion de GOS en un SADF y con la
asistencia de microondas en cuanto a productividad y selectividad, en esta tesis se propone
ampliar el analisis del SADF estableciendo el efecto de mayor cantidad de variables, hasta
lograr las condiciones optimizadas, tanto de la separacién, como de la reaccién — separacion
simultaneas. En cuanto a la accién de las microondas se establecid su efecto sobre las
condiciones establecidas como 6ptimas para la reaccion de produccion de GOS, la separacion

de GOS y la reaccién — separacion simultaneas.
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2.Evaluacion de B-galactosidasas fungicas en
la produccion de galactooligosacaridos

2.1 Introduccidn

Las B-galactosidasas son enzimas que estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y
se han aislado de una variedad de fuentes animales, vegetales y microbianas (Husain, Q.,
2010); sin embargo, s6lo unas pocas son reconocidas como seguras por las agencias
reguladoras, y por tanto Gtiles para uso alimentario o farmacéutico (Sanz, J., 2007). A nivel
industrial sélo se utilizan las galactosidasas microbianas, principalmente de levaduras
(Kluyveromyces lactis y Kluyveromyces fragilis) y fungicas (Aspergillus niger y Aspergillus

oryzae), teniendo estas Ultimas las ventajas de un bajo precio y una alta estabilidad.

El origen de las enzimas empleadas para la sintesis de GOS determina en gran medida
sus propiedades y comportamiento (Panesar, P., & Kumari, S., 2011, Sanz, J., 2007,
Guerrero, C., et al., 2013). Asi como sucede con todas las enzimas, su accion catalitica
depende de temperatura, pH, concentraciébn de enzima y sustrato, y presencia de
inhibidores. En este caso, la enzima tiene dos actividades simultaneas: hidrélisis y
transgalactosilacion (Huber et al., 1976), el ajuste de las condiciones de operacion
determina cual de las dos actividades prima sobre la otra y con esto la mayor produccion
de GOS (Vera et al., 2011). La concentracion inicial de lactosa es uno de los factores mas
determinantes sobre cual de las dos reacciones es mas preponderante, a bajas
concentraciones la hidrolisis se favorece, por tener mayor cantidad de moléculas de agua
disponibles para desempefiarse como aceptores nucleofilicos, mientras que a altas
concentraciones de lactosa aumenta la probabilidad de que dicho aceptor nucledfilico sea
un sacérido (Gosling, A., et al., 2010).

Las reacciones de transgalactosilacion permiten la sintesis de GOS, siendo la lactosa el
donante de la galactosa necesaria en esta reaccion (Husain, Q., 2010, Panesar, P. et al.,

2010). Cuando la concentracion de lactosa es alta, la actividad hidrolitica compite con la
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actividad de transgalactosilacién, prevaleciendo esta Ultima al comienzo de la reaccion
(Husain, Q., 2010, Panesar, P. et al., 2010); pero a medida que avanza la reaccion, la
actividad hidrolitica se vuelve predominante, lo que finalmente conduce a la produccion de
glucosa y galactosa, siendo esta Ultima un inhibidor competitivo de la enzima (Prenosil et
al., 1987, Vera et al., 2011). El mecanismo de sintesis de GOS por transgalactosilaciéon
estd bien documentado, procediendo en dos pasos consecutivos: la formacion del
complejo de enzima-galactosilo con la liberacion simultdnea de glucosa, seguida de la
transferencia de la galactosa que hace parte del complejo, hasta un aceptor de galactosa
gue lleva un grupo hidroxilo. Cuando este aceptor es agua se producira una hidrolisis y
consecuentemente se liberara galactosa, y cuando se trata de carbohidratos se producen
derivados galactosilados como los GOS (Prenosil et al., 1987, Vera et al., 2011, Albayrak
y Yang, 2002). Las galactosidasas no son especificas con respecto al aceptor de
galactosa, por lo que carbohidratos como la fructosa o la sacarosa (Géanzle, M. et al., 2008,
Kim, Y. etal., 2006), y también los alcoholes (Irazoqui, G., et al., 2009) pueden actuar como

tales, lo que lleva a la sintesis de diferentes compuestos transgalactosilados.

Las diferencias en la estructura de la enzima y/o en el mecanismo de acoplamiento de los
azucares hacen que se logren diferentes distribuciones de productos de sintesis y por tanto
varien tanto el rendimiento de reaccion como la selectividad de las -galactosidasas
empleadas (Gosling, A., et al., 2010, Torres, D., et al., 2010).

En este capitulo se evalla el efecto del tipo de enzima, el pH, la temperatura y la relacion
enzima-sustrato sobre las reacciones de hidrdlisis y transgalactosilacion para tres enzimas
termoestables de origen fangico: una muy referenciada en la literatura (Enzeco — A.
oryzae), y dos con pocos resultados publicados (Maxilact A4 — A. niger y E_BGLAN de
Megazyme — A. niger). Se prefirié las de origen fungico, por trabajar a temperaturas mas
altas que las provenientes de levaduras. Esta condicion cobrard importancia en los
capitulos siguientes debido a la alta concentracion de sélidos necesaria para el proceso
de produccion de GOS vy, por tanto, a la mayor solubilidad necesaria, que es lograda a

mayores temperaturas. Las tres enzimas son reconocidas como GRAS.
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2.2 Materiales y Métodos

Para establecer el desempefio de las enzimas se determinaron sus actividades de
hidrélisis con oNPG (orto-nitrofenil B-D-galactopirandsido), sustrato estandar para evaluar
esta actividad, asi como la actividad de hidrdlisis con lactosa, el sustrato de interés.
Ademads, se determiné la actividad de produccion de GOS (transgalactosilacién) y se
definieron las condiciones 6ptimas de produccién de estos para las tres enzimas. El
analisis de los resultados de estos ensayos permitié establecer la enzima mas conveniente

para ser usada en el resto del trabajo.

2.2.1 Materiales

Se evaluaron tres 3-galactosidasas, la primera de Aspergillus oryzae fue un obsequio de
Enzyme Development Corporation (Nueva York, EE. UU.) (Enzeco), las otras dos
provenientes de Aspergillus niger fueron amablemente donadas por Megazyme (Wicklow,
Irlanda) (EB-GLAN) e DSM Colombia (Maxilact A4). El oNPG se adquirié en Sigma (St.
Louis, MO, EE. UU.). La lactosa, el fosfato diacido de sodio (NaH;POQ.,), el fosfato dibasico
de sodio (Na;HPO.) y los otros productos quimicos empleados fueron de grado analitico

marca Merck. Los patrones de maltooligosacaridos fueron de marca Sigma-Aldrich.

2.2.2 Ensayos de actividad enzimatica

Inicialmente se describe la determinacion de la actividad de hidrélisis con oNPG para
lactasas fungicas, lo que permitira comparar con los valores de las fichas técnicas de las
enzimas; posteriormente se presenta la metodologia para determinacion de la actividad de
hidrolisis y cinética con oNPG, para determinar el desempefio de la enzima a baja
concentracién de sustrato. A continuacion, se muestran las mismas pruebas con lactosa
para determinar como funciona la enzima con este sustrato a baja concentracion.
Finalmente se presenta la metodologia para determinar la actividad y cinética de

transgalactosilacion, con lactosa a alta concentracion.

2221 Actividad de hidrélisis con oNPG

Esta prueba de actividad se basa en una hidrdlisis de 15 minutos usando como sustrato
ONPG a 37 °C y pH 4,5 (buffer acetato 0,01 M). Una unidad de actividad de lactasa (ALU,

activity lactase units por sus siglas en inglés) se define como la cantidad de enzima que
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libera una milimol de o-nitrofenol (ONP) a una velocidad de 1 mmol/min (FAO Corporate
Document Repository, 2006), la cuantificacion del oNP se hizo por espectrofotometria,
determinando la absorbancia a 420 nm y relacionandola con la concentracion por medio
de una curva de calibracion con un coeficiente de correlacién superior a 0,99. Se determind
adicionalmente la actividad especifica, dada por g de proteina. El contenido de proteina en

la enzima se establecié mediante el método de Kjeldahl (Kirk, P., 1950).

2.2.2.2 Cinética de hidrolisis con oNPG

Los ensayos cinéticos de hidrdlisis enzimatica se llevaron a cabo en un lector multimodal
de captura de imagenes Cytation 3 de Biotek, con microplacas de 96 pozos de 200 ul cada
uno, la lectura se realiz6 a una longitud de onda de 420 nm (Held, P. (2007).). La
temperatura fue de 40°C y la concentracién de oNPG de 2 mM. La variable de respuesta
fue la actividad especifica de hidrdlisis, definida como pmol de oNP producido por minuto
de reaccion y por g de proteina en la enzima [umol oNP. g proteina®.min]. En los ensayos
cinéticos se utilizaron cinco valores de pH empleando buffer Mcllvaine 0,01 M (4; 4,5; 5;
5,5 y 6) y cuatro concentraciones de enzima que se establecieron con base en los
resultados de Guio (2015).

Se utilizé la variable E/S*, que es la relacidon de la masa de proteina en la enzima a la masa
del sustrato (0NPG), utilizando como valor de referencia 6,6 g proteina /g oNPG empleado
por Guio (2015) para la enzima Lactozym 6500L. Adicionalmente, se probaron dos valores
mas bajos y uno mas alto, para las tres enzimas utilizadas basados en otros antecedentes

(Gargova et al., 2017, Huerta et al., 2011), segun se puede observar en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 E/S* relacion entre la masa de proteina (g) en la enzima y la masa de oNPG (g) para Enzeco,
Maxilact A4 y EBGLAN.

E/S* [g proteina /g oNPG]

Enzima
0 1 2 3
Enzeco
EBGLAN 2 3 6,6 9,4
Maxilact A4
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2.2.2.3 Actividad de hidrélisis con lactosa

La actividad de la B-galactosidasa se determind usando lactosa 2 mM (0,68 g/L) como
sustrato en buffer Mcllvaine 0,01 M de pH 4,5, la concentracién de enzima evaluada fue
con la cual se obtuvo una mayor actividad usando oNPG. La mezcla de reaccion se
introdujo en un matraz de 50 mL, con 25 mL de volumen de trabajo. Durante el ensayo la
temperatura se mantuvo a 40°C y el tiempo de reaccion fue de 15 min, al cabo de los
cuales cada una de las muestras se calenté a 92°C durante 10 minutos con un enfriamiento
inmediato para detener la reaccion. Una unidad de actividad enzimatica se definié como la
cantidad de enzima que libera 1 pmol de glucosa por minuto en las condiciones dadas. La
cantidad de glucosa se determiné con HPLC-RI (Rico F., 2018), metodologia que se

describird mas adelante.

2224 Cinética de hidrdlisis con lactosa

La cinética de hidrdlisis con lactosa se llevo a cabo de la misma manera como se describié
en 2.2.2.3., con la diferencia de que la reaccion se extendié por 35 minutos, con muestreos
periddicos. Cada una de las muestras se calenté a 92°C durante 10 minutos para detener
la reaccion y un posterior enfriamiento. La concentraciéon de los azlcares se determind por
HPLC-RI (Rico F., 2018).

2.2.25 Actividad de transgalactosilacion

La reaccién de trangalactosilacion se llevo a cabo en erlenmeyers de 50 mL con agitacién
(220 rpm), el volumen de reaccion fue de 25 mL a 40°C. La lactosa se disolvié en buffer
Mcllvaine 0,01 M a pH 4,5, que es un pH que se encuentra dentro del rango 6ptimo de las
enzimas segun sus fichas técnicas. La concentracion inicial de lactosa (Lo) fue de 400 g/L.
La relacion enzima-lactosa, E/S (g de enzima / 100 g de lactosa) fue de 0,5 (Vera, C., et
al., 2011). El tiempo de reaccion fue de 15 minutos, al cabo de este tiempo la enzima se
inactivd mediante calentamiento a 92°C durante 10 minutos y un choque térmico posterior.
La actividad de transgalactosilacion se defini6 como la cantidad de enzima que cataliza la
transgalactosilacion de 1 umol de GOS por minuto a una concentracion inicial de lactosa
del 40% m/v, pH 4,5y 40 °C (Rico F., 2018). La concentracién de azlcares se determiné
por HPLC-RI.
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2.2.2.6 Cinética de transgalactosilaciéon

A las tres enzimas se les determind la actividad periédicamente y en ningln caso esta
disminuy6 més de 5%. Estas pérdidas de actividad fueron compensadas con un aumento

proporcional de la concentracion de la enzima en los ensayos.

La conversion de la lactosa se llevd a cabo en erlenmeyers de 50 mL con agitacion (120
rpm), el volumen de reaccién fue de 25 mL a diferentes temperaturas (40, 50 y 60 °C). La
lactosa se disolvi6 en buffer Mcllvaine 0,01M a diferentes pH 4,5, 50 y 55. La
concentracion inicial de lactosa (Lo) empleada fue 400 g/l. La relacion enzima-lactosa, E/S
(g de enzima * 100 por g de lactosa) fue de 0,25, 0,5y 0,75. La reaccidn se inicié mediante

la adicién de la enzima respectiva segun la concentracién de lactosa y E/S.

Se hizo seguimiento a la reaccién durante 80 minutos, tomando muestras cada 20 minutos
y la enzima se inactivd mediante calentamiento en un bafio a 92 ° C durante 10 min. y un

choque térmico posterior.

Las variables de respuesta fueron la produccién de GOS (g/L), calculada por balance de
materia, como la diferencia entre la cantidad inicial de lactosa y el resultado de la suma de
lactosa, glucosa y galactosa en un tiempo determinado. La productividad de GOS (g/ L.min)
se definié como la cantidad de GOS total por volumen de medio de reaccién y tiempo de
reaccion y el rendimiento como la masa de GOS obtenida sobre la masa inicial de
lactosa * 100 (%).

Una vez determinadas las actividades de hidrolisis y transgalactosilacion y la cinética para
las tres enzimas, lo que permite conocer su comportamiento bajo condiciones estandar y
compararlo entre ellas y con otras similares, se procedio a definir las condiciones éptimas

de produccion de GOS.

2.2.3 Optimizacion en la produccion de GOS

La optimizacion se llevo a cabo bajo las mismas condiciones experimentales empleadas
en las pruebas de transgalactosilacion y de acuerdo con un disefio de experimentos de
superficie de respuesta de Box Behnken de tres factores (pH, Ty E/S) y tres niveles como

se puede observar en la Tabla 2.2 (p < 0,05).
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Tabla 2.2 Factores y niveles en disefio de experimentos de Box Behnken.*: g de enzima * 100 por g de

lactosa
Factores
T(°C) pH E/S*
40 4,5 0,25
50 5 0,5
60 55 0,75

2.2.4 Métodos Analiticos

Las muestras tomadas durante las pruebas de actividad y cinética enziméatica se diluyeron
1:20 con agua desionizada, se filtraron en membranas de acetato de celulosa de 0,22 um
y se almacenaron a 4°C durante un tiempo inferior a un dia, a la espera del analisis de

cuantificacion de azucares por HPLC.

Las concentraciones de lactosa, glucosa, galactosa y galactooligosacaridos se
determinaron con una columna Transgenomic CHO-411 a 75°C, operada por un sistema
HPLC (Thermo) equipado con un detector Shodex RID-10A. El eluyente fue agua
desionizada y desgasificada a un caudal de 0,4 mL/min (Guio, 2015). La cuantificacion se
hizo apoyada en patrones de maltooligosacaridos, con los cuales se construyeron las

curvas de calibracion con un coeficiente de correlacion superior a 0,99.

2.2.5 Analisis estadistico

Los ensayos de actividad enzimética con oNPG y lactosa se hicieron por triplicado. A estos
resultados se les hizo analisis de varianza (ANOVA), con un nivel de significancia de 0,05

empleando el software Minitab 16.

2.3 Resultados y Analisis

Se presentan a continuacion los resultados encontrados durante la evaluacion de las tres
enzimas frente a su actividad de hidrélisis y transgalactosilacion, asi como de la

optimizacion de su produccion de GOS.
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2.3.1 Actividad hidrolitica de oNPG

La actividad enzimatica de las enzimas Enzeco y Maxilact A4, que se muestran en la
Tabla 2.3, esta dentro de los valores reportados en sus respectivas fichas técnicas
(Anexo 1). La actividad reportada en la ficha técnica para la enzima EBGLAN se determiné
con pNPG como sustrato, de tal manera que no es comparable con el obtenido en este
trabajo con oNPG y puede explicar la gran diferencia entre los valores.

Tabla 2.3 Actividad hidrolitica (ALU/g) para las enzimas empleadas. *:este valor esta dado para una prueba
con pNPG, las demas condiciones del ensayo son iguales.

Contenido Actividad Actividad Actividad especifica

Enzima de proteina (ALU/g) (ALU/qg) (ALU/g de Poteina)
(%)m/m (tebrica) (experimental) 9 P

Enzeco 39 Min. 100000 105659+/-6754 270921+/-17331 a

Maxilact A4 2,8 Min. 5000 5562+/-399 198643+/-14250 b

EBGLAN 22,6 Min. 54240* 40577+/-5619 179544+/-24863 b

Al comparar la actividad especifica de la Tabla 2.3 se encuentra que la enzima Enzeco es
mas activa que las otras dos, quiza por ser la Unica obtenida a partir de A. oryzae. Esta
fuente es mas comun para enzimas de aplicacion industrial que la de A. niger (Scott, F.,
2016).

2.3.2 Cinética de hidrolisis con oNPG

A continuacion, se muestran los resultados de los experimentos que evaluaron el efecto
del pH, el tipo de enzima y la relacién enzima a sustrato (ONPG) sobre la cinética de

hidrélisis.

2321 Efecto del pH sobre la hidrélisis con oNPG

Las enzimas provenientes de Aspergillus oryzae y Aspergillus niger se caracterizan por
presentar un pH apropiado para hidrélisis de oNPG entre 4 y 4,5 (Gargova et al., 2017;
Pan et al., 2009; Pefia-Montenegro & Sanchez, 2010; Avella et al.2011), siendo este un
comportamiento caracteristico de las enzimas fungicas (Cruz, R., et al., 1999). Esto

concuerda con los resultados presentados en la Figura 2.1, donde a pH 4 se obtiene la
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actividad hidrolitica especifica mas alta para Enzeco y EB GLAN, para Maxilact lo es al

inicio, pero posteriormente el comportamiento cambia.

Al observar la cinética de generacion de oNP en la Figura 2.1, se puede apreciar de mejor

manera como se va dando este proceso para cada enzima.
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Figura 2.1 Efecto del pH sobre la concentracion de oNP[mmol oNP] para las tres enzimas a) Enzeco,
b) EB-GLAN ,c) Maxilact A4 , T=40°C, E/S*=3 g proteina /g oNPG.

Enla Figura 2.1 se observa la concentracion de oNP contra el tiempo para las tres enzimas,
Enzeco muestra el mayor valor 1,94 mM oNP (pH 4, t: 5,5 s), EBGLAN 1,09 mM oNP (pH
4, t: 5,5 s) y Maxilact 0,93 mmol oNP (pH 6, t: 21 s).

En la Figura 2.1, se observan los mayores valores de concentracién de oNP obtenidos
para Enzeco y EBGLAN a pH 4, estos disminuyen a medida que el pH aumenta hasta un
valor minimo (pH 5,5 y 5, respectivamente), a partir del cual la concentracién aumenta.
Para Maxilact el comportamiento es similar con un valor minimo a pH 5, sin embargo la
maxima concentracién de oNP se logra a pH 6. Para esta enzima inicialmente la mayor
concentracion de oNP también se da para pHs bajos, pero después del segundo tiempo
de muestreo el maximo valor de concentracibn de oNP se da para pH 6. Este
comportamiento es similar al reportado por Kim, S., et al.(1997), para una lactasa de
K. lactis, la cual después de alcanzar su maximo a pH de 6,5, disminuye hasta un minimo

a pH 7, para después volver a aumentar.

En la Figura 2.1 se observa cdmo se alcanza un maximo en la concentracion de oNP antes
de los primeros 10 min en la mayoria de los casos, después se da una disminucion hasta
el final del ensayo. Aparentemente una posible pérdida en la estabilidad del color puede

causar tal disminucion, como ya fue observado en el trabajo de Held, P. (2007).

En el Anexo 3 se muestra la evolucion de la velocidad de reaccién, que va disminuyendo
con el tiempo similar a lo mostrado por Huerta et al.(2011). Esto puede ser causado, porque
al principio de la reacciéon los sitios activos de la enzima estdn vacios, pero son
rapidamente ocupados por el oONPG ocasionando la reaccion y posterior liberacion del oNP;
sin embargo, la liberacién y posterior ocupacion del sitio activo para una nueva conversion
se tarda mas por la continua disminucién de la concentracién del sustrato, haciendo que

cada vez sea mas dificil el encuentro de este con los sitios activos de la enzima.

La disminucién de la actividad maxima con el aumento de pH es mas marcada para la
enzima de Enzeco al incrementar el pH de 4 a 4,5, con una disminucién aproximada del
30%, mayor que la observada por Gargova,S., et al.(2017), quienes tuvieron una
disminucion aproximada del 10% en la actividad para una enzima de A. oryzae al aumentar

el pH de 4,5 a 5 (para pH 4, esta enzima proporciond la méxima actividad en ese trabajo),
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mientras que para el pH de 6, el mayor evaluado en dicho trabajo, la disminucion superé
el 68%. La tendencia observada para Maxilact A4 y EBGLAN es gradual logrando las
mayores disminuciones a pH 6, de 48% y 51% respectivamente. De acuerdo con esto, la
enzima de A. oryzae presenta una mayor actividad, pero también es la mas sensible al

aumento de pH.

A pesar de que la metodologia empleada en la obtencion de estos resultados es diferente
a la usada para la determinacién de la actividad hidrolitica de las enzimas fangicas (FAO
Corporate Document Repository, 2006) mostrada en la Tabla 2.3, ambos presentan el

mismo orden de las actividades para las tres enzimas.

2.3.2.2 Efecto del tipo de enzima y E/S* sobre la hidrélisis de oNPG

La relacion proteina a sustrato E/S*, se ajustd para normalizar cada enzima en funcion de
su componente activo (la proteina) y asi poder comparar sus actividades especificas.
Todas las enzimas fungicas evaluadas exhiben un comportamiento similar, en los tres
casos se logra la actividad enziméatica mas baja con una relacion de 9,4 g proteina /g
oNPG, que aumenta hasta su maximo valor con un E/S* de 3 para disminuir con
proporciones menores (Figura 2.2). Esto puede relacionarse con la forma particular como
cada una de ellas recibe el sustrato en sus sitios activos, lo cual estd asociado a su
estructura y morfologia que para el caso de las enzimas de Aspergillus oryzae y Aspergillus

niger, guardan una similitud morfolégica del 81% (Rico- Diaz et al., 2017).
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Figura 2.2 Efecto del tipo de enzima y E/S* sobre la actividad hidrolitica especifica
[umol oNP.g proteinat.min"t] a T=40°C, 15 min., pH 4.
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Para la enzima Enzeco el valor de la actividad especifica maxima fue de 12,52 umol
oNP.mg proteinal.min!, comparable con los 16,73 umol oNP.mg proteina*.min?
reportados por Gargova et al (2017) para un cultivo liquido de la enzima de Aspergillus
oryzae purificado por ultrafiltracién; sin embargo, este medio puede tener otras enzimas

con alta actividad hidrolitica que pueden incrementar su actividad.

Seyis et al.(2004) obtuvieron aproximadamente 3,4 pmol oNP.mg proteina™.min* para una
lactasa de Aspergillus niger, mientras que en este trabajo las enzimas de ese hongo,
EBGLAN y Maxilact A4, presentaron valores de 6,926 y 6,934 pmol
oNP.mg proteinat.min, respectivamente (Figura 2.2). La diferencia puede deberse al
efecto que tiene el uso de soluciones amortiguadoras diferentes, acetato en el primero y
Mcllvaine en este trabajo. Adicionalmente, Seyis et al. evaluaron la actividad del extracto
enzimatico, con impurezas que pueden afectar la actividad, mientras que en el presente
trabajo se determiné la actividad sobre la enzima comercial purificada, lo cual puede

aportar a la diferencia encontrada.

De acuerdo con Guerrero, C. et al.(2015) la lactasa de Aspergillus oryzae presenta
mayores valores de actividad especifica que la lactasa de Aspergillus niger, lo cual
concuerda con este trabajo donde la enzima Enzeco (Aspergillus oryzae) presento los
valores mayores de la actividad especifica (12,52 umol oNP.mg proteina*.min?) frente a
las enzimas EBGLAN y Maxilact A4 (Aspergillus niger) (6,926 y 6,934 pumol oNP.mg

proteinal.min’t).

De otro lado, es probable que las diferencias en las condiciones de los ensayos realizados
hayan tenido efecto, ya que Gargova et al.(2017) llevaron a cabo sus ensayos a 30°C, 1,6
mM de oNPG y pH 4,8, Seyis et al.a 50°C, 100 mM y pH 5, y Guerrero et al.(2015) a 40°C,
45 mM de oNPG y el pH 6ptimo de cada enzima; condiciones todas diferentes a las
empleadas en este presente trabajo (40°C, 2 mM de oNPG y pH 4), lo que hace dificil su

comparacion.

2.3.3 Actividad hidrolitica con lactosa

Una vez determinada la capacidad hidrolitica de las enzimas con oNPG como sustrato, se
determindé la actividad especifica de hidrolisis con lactosa, arrojando los siguientes
resultados para cada enzima: Enzeco 1,49 +/-0,065, Maxilact A4 1,30 +/- 0,048 y EBGLAN
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1,14 +/- 0,079 [umol glucosa.mg proteina®.min] (Figura 2.3). Estos resultados presentan
algo en comun con los obtenidos con oNPG (Figura 2.2) y es el hecho de que la mayor
actividad se presenta para Enzeco en ambos sustratos. Nakano, H., et al., (1987)
establecieron que a pesar de que la lactosa es el sustrato natural para esta enzima, puede
haber sustratos que presentan mayor hidrolizabilidad y por ende mayor actividad de la
enzima frente a ese sustrato, segun esto el oONPG es mas hidrolizable por las enzimas
evaluadas que la lactosa, lo cual puede justificar la amplia diferencia de la actividad
especifica al comparar con la Figura 2.2.
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Figura 2.3 Actividad hidrolitica especifica con lactosa [umol glucosa. mg proteina.min]
a T=40°C, 15 min., pH 4

2.3.4 Cinética de hidrélisis con lactosa

En la Figura 2.4 se muestra la cinética de hidrdlisis de lactosa para las tres enzimas, alli
se puede apreciar que la enzima Enzeco consume casi toda la lactosa (99,4%), mientras
gue la EBGLAN el 78,6% y la Maxilact A4 el 64,6%. Debido a la baja concentracién de
lactosa (2 mM o 0,68 g/L) y a la alta actividad hidrolitica de la enzima Enzeco se logra
cerca del 100% de hidrélisis, lo que conlleva un alto consumo de lactosa (Figura 2.3 y
Tabla 2.3).

Para las tres enzimas se observa que la produccion de glucosa y galactosa es proporcional
a la lactosa hidrolizada, la menor capacidad de hidrélisis de EBGLAN y Maxilact A4 (Figura
2.4) hacen que se obtenga menos glucosa y galactosa, lo cual es consistente con lo
observado en la Tabla 2.3 y la Figura 2.3.
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Figura 2.4 Hidrdlisis de lactosa vs tiempo para a) Enzeco, b) EBGLAN y c) Maxilact A4. pH 4, T=40°C,
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2.3.5 Actividad de transgalactosilacion

Después de haber establecido la capacidad hidrolitica de las enzimas, es muy importante
definir su capacidad de transgalactosilacion ya que con ella se obtiene el producto de
interés; por tanto, el balance entre estas dos actividades definird el rendimiento en la
produccién de GOS. A continuacién, se presentan las actividades de transgalactosilacion
determinadas (Tabla 2.4).

Tabla 2.4 Actividad de transgalactosilacion (umol de GOS.min.g enzima) para una concentracion inicial de
lactosa del 40% m/m, pH 4,5y 40 ° C, para las enzimas empleadas

Actividad de Actividad especifica de
Enzima transgalactosilacién (umol de transgalactosilacién (umol de
GOS.mint. g enzima?) GOS.min. g proteina®)
Enzeco 31576,10 +/-928 80964,36+/-2379 a
Maxilact A4 2050,39+/-113 73228,36+/-4028 b
EBGLAN 17721,52+/-644 78413,82+/-2849 ab

Las actividades especificas de transgalactosilacion de EBGLAN no presenta diferencias
significativas con Enzeco y Maxilact A4, mientras que entre ellas si se presentan tales
diferencias (Tabla 2.4), por lo que se presume que su origen fungico comin determina este

comportamiento (Torres, D., et al.2010).

La capacidad hidrolitica de Enzeco (A. oryzae) es mayor, ya sea con oNPG o con lactosa
como sustrato, al compararla con EBGLAN y Maxilact A4 (A. niger), por tanto el origen de
la enzima puede marcar la diferencia en cuanto a la reaccidn de hidrdlisis en los dos casos.

Esta diferencia no se observa en la reaccién de transgalactosilacion.

2.3.6 Cinética de transgalactosilaciéon

Los GOS son el resultado de reacciones simultaneas de generacion (transgalactosilacion)
y consumo (hidrélisis) de GOS, esto hace muy importante establecer el momento de
maxima produccion a través del seguimiento del comportamiento cinético. Para las tres
enzimas se hizo tal seguimiento y se establecioé que en el minuto 80 se lograba la maxima
produccién de GOS, después de esto la hidrélisis prima sobre la transgalactosilacion,

provocando la disminucién en la concentracion de GOS totales.
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Las altas concentraciones iniciales de lactosa favorecen las reacciones de
transgalactosilacion sobre las de hidrdlisis; en este caso se utilizaron 400 g/L, la
concentracion sugerida en muchos trabajos para proporcionar las mejores condiciones

para la mayor produccién de GOS (Gosling, A., et al., 2010, Torres, D., et al., 2010).

De esta lactosa inicial solamente un porcentaje es aprovechado, Enzeco y EBGLAN
transformaron el 51% de la lactosa inicial y Maxilact A4 el 47% (Figura 2.5a). Neri D. et
al.(2009) e lwasaki K. et al.(1996), reportaron valores de conversion de lactosa para
enzimas de Aspergillus oryzae, de 56 y 55% respectivamente, pero con concentraciones
iniciales de lactosa de 500 y 571 g/L a 40°C, valores mayores gue el evaluado en este

trabajo.

De otro lado, la produccién de GOS para Enzeco fue de 107,69+/- 3,24 g/L, para Maxilact
A4, 96,15+/-2,23 g/L y para EBGLAN 99,84 +/-2,1 g/L (Figura 2.5). Rico-Diaz et al.(2017),
afirman que las enzimas de Aspergillus oryzae presentan mayor produccién de GOS que
las correspondientes a Aspergillus niger, con las cuales se ha obtenido 48 g/L de GOS

pero con concentraciones iniciales de lactosa de 300 g/L (Toba & Adachi, 1978).

Maxilact A4 exhibi6 la menor capacidad hidrolitica de las tres enzimas empleadas; como
se puede apreciar en la Figura 2.5, el consumo de lactosa es el menor y como
consecuencia produce menos glucosa y galactosa, por lo que a pesar de poseer la misma
actividad de transgalactosilacion de las otras enzimas, la menor galactosa disponible
implicd una menor produccién de GOS. EBGLAN hidroliza mas lactosa que Maxilact A4 y
por ende produce mas glucosa y galactosa. La produccién de GOS no presenta diferencias
significativas entre estas dos enzimas, probablemente porque a pesar de que EBGLAN
posee mayor cantidad de galactosa disponible para la generacion de GOS, tal diferencia
no es muy grande, y al requerirse de dos moléculas de galactosa para formar una molécula
de GOS3 y de tres moléculas de galactosa para formar una de GOS4, los GOS totales

generados no marcan una diferencia significativa.
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Figura 2.5 Cinética de la reaccion de transgalactosilacion para Enzeco, Maxilact A4 y EBGLAN a las
mejores condiciones evaluadas para cada una de ellas. a) Lactosa, b) Glucosa, c) Galactosa y d) GOS

La cantidad de GOS que se produce por las reacciones enzimaticas con B-galactosidasas,
es el resultado de un balance entre la reaccion de hidrolisis y la de transgalactosilacion,.
La enzima Enzeco mostré el mejor balance de estas actividades, para lograr la mayor
concentracion de GOS totales (107,69+/- 3,24 g/L).

2.3.7 Optimizacién de la produccién, el rendimiento y la
productividad, para las tres enzimas.

En la Tabla 2.5 las condiciones de reaccién mostradas son el pH, la temperatura y las

concentraciones de enzima y de sustrato, que son de gran importancia para enzimas

fungicas. Los valores de pH y temperatura que reportan mejores resultados son del orden

de 4 — 5 para el pH y 50 — 60 °C para la temperatura (Prenosil et al., 1987; lwasaki et al.,
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1996; Boon et al., 2000, Chen et al., 2001; Cheng et al., 2006; Gaur et al., 2006; Matella &
Dolan, 2006; Neri et al., 2009; Czermak et al., 2004; Ebrahimi et al., 2006).

La temperatura puede aumentar la solubilidad de la lactosa, que es baja a temperatura
ambiente (220 g/L a 25°C) (White J., 2000). Por esta razon, varias investigaciones se han
dirigido al descubrimiento y caracterizacion de enzimas termoestables (Chen et al., 2008,
Hatzinikolaou et al., 2005, Park et al., 2008,). Estas enzimas permiten que los procesos
funcionen a temperaturas elevadas y, por lo tanto, con una lactosa inicial mas concentrada,

lo que a su vez puede aumentar la concentracion maxima de GOS lograda.

La posibilidad de operar a temperaturas mas altas utilizando enzimas termoestables
también ofrece la ventaja de limitar el potencial de contaminaciéon microbiana dentro del
proceso. Sin embargo, los aumentos en los rendimientos deberan equilibrarse con la mayor
pérdida de actividad enzimatica a temperaturas mas altas (Gosling, A., et al.2010). Se ha
demostrado que las reacciones de Maillard entre las cadenas laterales aminicas de la
enzimay los azlcares se vuelven significativas inactivando enzimas termoestables a 80°C
0 mas (Bruins, M., et al., 2003).

El pH ha sido bastante reconocido por afectar la cinética de hidrélisis de lactosa y de
sintesis de GOS por B-galactosidasas de E. coli (Huber et al., 1976). Esto sugiere que
puede ser posible controlar selectivamente las tasas de sintesis y degradacion de GOS
variando el pH del medio de reaccion, aumentando asi los rendimientos de GOS. Sin
embargo, esta puede ser una caracteristica que varia entre diferentes enzimas,
similarmente al efecto de la temperatura sobre el rendimiento. Muchos estudios también
han encontrado valores éptimos de pH similares para la sintesis de GOS vy la hidrélisis de
galactosidos (Hsu, C. et al, 2006; Hsu C. et al., 2007; Ji et al., 2005; Park et al., 2008). Este
fue el caso de la B-galactosidasa de Sulfolobus solfataricus, que mostr6é un pH éptimo para
la sintesis de GOS a 6.0, cercano al 6ptimo para la hidrélisis del oNPG a pH 6.5 (Park et
al., 2008). Adicionalmente, segun Iwasaki et al.(1996) las concentraciones de sustrato para

una alta producciéon de GOS estan entre 20 — 50% m/v.

Tabla 2.5 Productividad y rendimiento de GOS., Lo: Concentracion inicial de lactosa (g/L). P: Productividad
de GOS (g/L*h). Y: Rendimiento de GOS(%)= Concentracion de GOS (g/L)/Lo.
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Y
Fuente de la T Lo P
: pH . (g GOS/g Fuente
enzima (°C) (g/L) (g GOS/L*h) ' 0+100)
Enzeco - Ao 45 55 395 81 27 Este trabajo
EBGLAN - An 5 55 400 72 24 Este trabajo
Maxilact A4 - An 5 55 395 75 25 Este trabajo
Tobay
A. niger 7 40 2-30 - 16 Adachi
(1978),
Iwasaki et
A. oryzae 45 40 380 24 31 211996
Neri et
A. oryzae 4,5 40 500 - 52 al.(2009)
4,5- 40- Vera et
A. oryzae 65 60 100-475 - 10-35 al.(2011).
Matella y
A. oryzae 45 40 43-270 - 22 Dolan
(2006).

Observando la Tabla 2.5, los trabajos donde una o més de estas condiciones son muy
diferentes a los valores sugeridos reportan valores inferiores de rendimiento de GOS (Toba
& Adachi, 1978; Vera et al., 2011; Matella & Dolan, 2006). En los trabajos de Iwasaki et
al.(1996) y Neri et al.(2009), a pesar de trabajar a una baja temperatura (40°C), se logra el
mayor rendimiento debido a la elevada concentracién de lactosa usada, 57 y 50% m/v,

respectivamente.

Esto es un indicativo de que la concentracion de lactosa es una variable de suma
importancia para lograr la maxima produccién de GOS (Mahoney, et al.1998, Gosling, A.,
et al.2010, Torres, D., et al.2010). Esta dependencia de la concentracion inicial de lactosa
tiene al menos dos factores contribuyentes: una mayor disponibilidad de aceptores de
galactosilo de sacaridos y una menor disponibilidad de agua. El primero aumenta la tasa
de sintesis de GOS y el ultimo disminuye la hidrolisis de lactosa y de GOS, esto hace que
usar altas concentraciones iniciales de lactosa promueva la sintesis de GOS (Cruz-
Guerrero, 2006, Chen, S. et al., 2001; Maugard, T. et al., 2003).

Los resultados de la optimizacion usando el disefio de Box Behnken se muestran en la
Tabla 2.6 y Figura 2.6, de acuerdo con estos la enzima Enzeco, logra el mayor rendimiento
y productividad de GOS (28% y 1,38 g. L1.min! respectivamente), a T= 54,3 °C, pH=4,6 y
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E/S =0,39. Esto es una consecuencia del buen balance de las actividades de hidrolisis y

transgalactosilacion, para esta enzima, como se discutio anteriormente.

Tabla 2.6 Resultados de la optimizacion usando el software Minitab 16.*: productividad tomada a los 80 min.

Enzima GOS Productivjdad* Rendimiento | Topt pH E/S
(g/L) (g/L.min) % (GOS/Lo) °C opt opt

Enzeco 110,5 1,38 28 54,3 46 | 0,39
Maxilact A4 99,9 1,25 25 53,9 48 | 0,54
EBGLAN 95,8 1,2 24 51,7 4.8 0,52

Las condiciones optimizadas obtenidas para Enzeco, observadas en la Figura 2.6 pH 4,6,
T=54°C y E/S=0,39, se validaron experimentalmente. El rendimiento asi obtenido fue de
29,2%, la productividad de 1,36 g. L .min? y la produccion de 107,69 g. L?, estos
resultados no presentan diferencias significativas con los optimizados por Minitab 16 (Tabla
2.6 fila 2).

Los resultados de la Figura 2.6 concuerdan con lo encontrado en otros trabajos (lwasaki
et al.,, 1996, Matella & Dolan, 2006; Neri et al., 2009, Vera, C. et al.2011), donde las
enzimas de A. oryzae, se destacan en la produccién de GOS y con rendimientos similares

a los obtenidos en este trabajo.

El mejor desempefio en las pruebas cinéticas, respaldan los resultados de mayor
produccion de GOS para esta enzima, por esta razon fue la seleccionada para el resto del

trabajo que se presentara en los proximos capitulos.

Optimal I-[|:igh
1,0000 [g

a) | cos(a)
Maximum
¥ =110,4990
d =1,0000
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Optimal I'EQH
1,0000 |5y

b) | cos(aL)
Maximum
¥ = 99,9349
d =1,0000

c) | sostam)
Maximum
¥y = 95,7741
d = 0,95484

Figura 2.6. Gréfica de optimizacion de produccion de GOS (g/L) con Minitab 16, para las enzimas a) Enzeco
, b) Maxilact , c) EBGLAN.

2.4 Conclusiones

Se definieron las propiedades hidroliticas para tres $-galactosidasas comerciales, Enzeco,
Maxilact A4 y EBGLAN, usando como sustratos oNPG y lactosa. La enzima Enzeco
presentd la mayor actividad hidrolitica especifica con oNPG, seguido por EBGLAN vy

Maxilact A4 que presentaron el mismo valor.

La actividad hidrolitica especifica con lactosa presenté un comportamiento similar al
obtenido con oNPG, Enzeco presenta el mayor valor y las otras dos enzimas un valor

menor y similar entre ellas.

La actividad de transgalactosilacién especifica se evalu para las tres enzimas y no se
encontraron diferencias significativas, lo que implica una capacidad similar de sintesis de

GOS para ellas.
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Se evalud la produccion de galactooligosacaridos usando las tres B-galactosidasas
comerciales logrando rendimientos de produccion de GOS de 27% m/m, 25% y 24% para

las enzimas Enzeco, Maxilact A4 y EBGLAN, respectivamente.

Las condiciones optimizadas obtenidas para Enzeco, fueron pH 4,6, T=54°C y E/S=0,39,
bajo las cuales la produccion, el rendimiento y la productividad de GOS fueron
107,7 g/L, 29,2% y 1,36 g. L">.min? respectivamente, en el mismo orden los resultados
optimizados por Minitab 16 fueron 110,5 g/L, 28% y 1,38 g.L .min?, que no son

estadisticamente diferentes a los experimentales.

La lactasa de Enzeco presenta los mejores resultados para las pruebas de hidrélisis con
ONPG, lactosa y de produccién de GOS respecto a las otras dos evaluadas por lo que fue

elegida para el trabajo posterior.
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3.Evaluacién de un sistema acuoso de dos
fases (SADF) para la separacion de
galactooligosacaridos (GOS)

3.1 Introduccidn

En 1896, Martinus Willem Beijerinck encontré accidentalmente un sistema acuoso de dos
fases (SADF) mientras mezclaba una solucion acuosa de almidon y gelatina. Sin embargo,
su aplicacién real fue descubierta por Albertsson, quien establecid que los SADF
proporcionan un enfoque alternativo y eficiente para la purificacion de biomoléculas

mediante su reparto entre dos fases liquidas (Albertsson, P., 1971).

Estos sistemas se pueden formar mezclando una variedad de componentes en agua,
siendo los sistemas de dos soluciones poliméricas y de solucion polimérica — solucién
salina (fosfatos, sulfatos o citratos) los que han incrementado su uso y a los que se ha
dedicado mucho esfuerzo investigativo como técnica de separacion (Igbal, M., et al.2016,
Hatti-Kaul R., 2000). Este método tiene ventajas sobre las técnicas de extraccion
convencionales, por ejemplo: ser respetuoso con el medio ambiente, tener bajo costo,
poseer capacidad de operacion continua, facilidad de escalamiento y buena eficiencia para
muchos tipos de separacion especialmente para la concentracién y purificacion de
biomoléculas (Grilo, A., et al.2016, Yau, Y., et al.2015, Hatti-Kaul R., 2000).

Los SADF se fundamentan en los conceptos de extraccion liquido-liquido de la ingenieria
guimica clasica extrapolados a la purificacion de productos biolégicos. Sin embargo, en un
proceso convencional la presencia de solventes organicos y/o condiciones del proceso
(alta temperatura o presion) a menudo impiden el uso de la extraccion liquido-liquido ya
gue podria dafiar los productos biolégicos, por ello la ventaja de los SADF es que pueden

ser formados utilizando componentes biodegradables y biocompatibles (polimeros y sales)



64 Evaluacién de un proceso de produccién-separacion de galactooligosacaridos
mediante un sistema acuoso de dos fases asistido por microondas

en un entorno acuoso no perjudicial. Se ha reportado que para la purificacién de
biomoléculas las caracteristicas mas importantes de los SADF son la baja tensién
interfacial y el alto contenido de agua que preserva la actividad de las moléculas bioldgicas
(Albertsson, P. et al., 1990, Igbal, M., et al.2016).

Los sistemas sal-polimero presentan ventajas sobre los sistemas polimero-polimero ya
gue poseen mayores diferencias en densidad, mayor selectividad, menor viscosidad,
menor costo y rapida separacion de fases (Perumalsamy et al.2007, Murugesan et al.,
2005, De Oliveira et al.,2008, Carvalho et al., 2008).

Convencionalmente en los SADF se usan sales inorganicas como fosfatos y sulfatos; sin
embargo, las altas concentraciones de estas causan problemas ambientales (Banik, R., et
al.2003). Recientemente, Raja & Murty (2013), Nagaraj & lyyaswami (2013), Murugesan et
al., (2005), De Oliveira et al.(2008) y Carvalho et al.(2008) han utilizado el citrato como un
sustituto de las sales de fosfato y sulfato para formar un sistema acuoso de dos fases con
PEG. Debido a que los citratos son biodegradables y no txicos, los sistemas PEG + citrato
podrian formar sistemas de dos fases acuosos ambientalmente seguros, que son mas
adecuados para la extraccion de materiales biologicos (Raja, S., & Murty, V. R., 2012,

Perumalsamy et al.2007).

Algunas aplicaciones de los SADF PEG/citrato se han desarrollado para la purificacion de
biomoléculas como la penicilina acilasa (Marcos, J., et al.2002), hexoquinasa ( Oliveira, G.,
et al., 2003), a amilasa (Zhi, W., et al., 2004), tripsina bovina (Tubio, G. et al.2007),
proteasas (Porto, T., et al.2008), anticuerpos humanos (Azevedo, A., et al.2009),
glicomacropéptidos (Da Silva, C., et al.2009), lectinas (Porto, C., etal.2011), bioconversion
extractiva de xilano (Li, X., et al.2011) y la eliminacion de colorantes textiles (lvetic, D., et
al.2013).

Con estos ejemplos se puede apreciar que los SADF han sido usados en gran medida para
la recuperacion de proteinas, inclusive a gran escala (Hatti-Kaul R., 2000, Nagaraja, V. &
lyyaswami, R., 2013, Yuan, H., et al.,, 2015). Esto sucede por sus caracteristicas
superficiales, que se ven afectadas por variables como el peso molecular del polimero y la
presencia de una sal adicional, entre otras. Hay mas variables que pueden afectar la
particion de una sustancia en un SADF como el pH, la concentraciéon de la sal y del

polimero y la temperatura principalmente (Igbal et al.2016), afectando a su vez las
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propiedades superficiales, eléctricas y de afinidad de las sustancias a separar, las cuales
poseen propiedades intrinsecas que determinan su particibn, como su conformacién, su
tamafio e hidrofobicidad (Albertsson P., et al.1990).

Las cantidades de PEG vy citrato, en este caso, definen la formacién de las dos fases,
cuando se supera el limite establecido por la curva binodal. En esa zona, la proporcion
entre polimero y sal define el volumen de cada fase y la longitud de la linea de reparto
(LLR). La LLR se ha utilizado para estudiar sistemas acuosos de dos fases, por estar

directamente relacionada con el rendimiento del sistema (Grilo, A., et al., 2016).

La LLR es una medida de cuan amplia es la region de dos fases, o en otras palabras, cuan
incompatibles son los dos componentes formadores de las dos fases. Para aplicaciones
analiticas, el diagrama de fases y en particular la LLR son utiles para obtener la particion
en la fase deseada con el volumen de fase mas bajo posible. El objetivo es concentrar el
producto tanto como sea posible para lograr una reduccién de costos (Grilo, A., et al.,
2016). A medida que aumenta la concentracién de PEG vy citrato de sodio, la composicién
de la mezcla se ubica en la zona bifasica mas lejos de la curva binodal, lo que implica un
incremento en LLR (Ver Figura 3.2), a su vez esto incrementa la hidrofobicidad, por el
aumento de soélidos y la menor disponibilidad de agua; siendo este el factor mas
determinante en la particién de proteinas (enzimas) (Andrews, B., et al.2005, Asenjo, J., et
al.2011). Los carbohidratos también presentan diferentes hidrofobicidades seguin su
tamafio y numero de grupos hidroxilo (Buttersack, C., 2017, Aeberhardt, K. et al., 2005), lo

gue los hace susceptibles de ser separados mediante un SADF.

Las mezclas de carbohidratos de diferentes tamafios, diferentes hidrofobicidades vy
propiedades superficiales, como la mezcla de sacéaridos (mono a pentasacaridos) que se
obtienen en la produccion enzimatica de GOS, pueden ser sometidas a separacion por

SADF, con perspectivas interesantes.

Por tanto, después de haber definido la enzima mas conveniente para el desarrollo del
trabajo en el capitulo anterior, en este se evalla la capacidad del SADF como medio de
separacion de GOS, empleando una mezcla comercial de estos y posteriormente se

modifican las condiciones del proceso para lograr la optimizacion del mismo.
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3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Materiales

El polietilenglicol (PEG) (peso molecular 4000, 6000, 20000) y el citrato de sodio usados
son marca Sigma-Aldrich. Vivinal® GOS fue una donacion de Friesland Campina Domo
(Holanda), su composicion se puede observar en el Anexo 4. El acido citrico y el fosfato

dibasico de sodio son marca Merck. El reactivo Bradford marca Panreac.

3.2.2 Andlisis

La cuantificacién de azlcares por HPLC se hizo acorde con lo descrito en el numeral 2.2.4.
Las determinaciones de proteina se hicieron de acuerdo con el método de Bradford
(Bradford, 1976). En el Anexo 5, aparece la curva de calibracion de Bradford, con la que

se calculd la concentracion de la proteina de la enzima en las fases del SADF.

3.2.3 Ensayos preliminares para definir el tiempo de separacion
de fases, el efecto del &rea de transferencia, la
centrifugacion y la agitacion

El correcto funcionamiento de un SADF depende de varios factores; sin embargo, dos

aspectos clave son la separacién de fases y el establecimiento del equilibrio quimico. Por

tanto, antes de explorar el efecto de otras variables sobre la separacién fue necesario

establecer el tiempo necesario para que estas dos cosas sucedieran.

De otro lado, también se determiné como afectaba la agitacién a la obtencion del equilibrio,
el area de transferencia a la separacion y la centrifugacion como una forma de acelerar la

separacion de fases.

El SADF para estos ensayos se prepar6 mezclando dos soluciones de 50% de PEG 6000
y citrato de sodio en buffer Mcllvaine de pH 5, hasta lograr una concentracion en la solucién
resultante de PEG 6000 (10%) y citrato de sodio (12%), esta mezcla incluyé también Vivinal
GOS (15%) y buffer Mcllvaine de pH 5. Las concentraciones de PEG vy citrato de sodio
empleadas estan préximas a la linea binodal y garantizan la formacion de dos fases, de

acuerdo con los resultados del equilibrio PEG-citrato de sodio de Murugesan et al.(2005),
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Perumalsamy et al., (2007) y Raja & Murty, (2013). La disolucién de los sélidos se hizo con

ayuda de calentamiento y agitacion.

Para establecer el efecto del area de transferencia, se depositd el SADF descrito
anteriormente en tubos falcon de volumenes distintos (15 y 50 mL), que corresponden a

186 y 630 mm? de area transversal, respectivamente.

Posteriormente se hizo muestreo a tres tiempos 2, 4 y 6 h, todos los ensayos se evaluaron
a dos condiciones: con agitacion orbital (120 rpm) y sin ella, estos experimentos se llevaron

a cabo por triplicado, a una temperatura de 40°C.

Justo después de disolver los componentes en los tubos falcon, estos se centrifugaron a
6000 rpm durante 10 min. para provocar la separacion de fases. La obtencion del equilibrio
se evidencid con la medicion de la concentracion de los carbohidratos en ambas fases en

los tiempos evaluados (2, 4y 6 h).

3.2.4 Variables de respuesta

Los componentes del medio posterior a la transgalactosilacién de la lactosa para la
produccién de GOS son, ademas de estos ultimos: lactosa residual, glucosa y galactosa.
En un SADF aplicable a la separacion de este medio, los productos se repartiran entre las
dos fases acuosas, por lo que la situacion ideal es obtener la totalidad de los GOS en una
de ellas y el resto de componentes en la otra, siendo el objetivo mas importante separar

los monosacaridos de los GOS.

Es pertinente mencionar que segun algunos antecedentes (Chen & Wang, 1991; Del Val
& Otero, 2003; Hong Yang et al., 2013; Naganagouda, & Mulimani, 2008) y ensayos
preliminares realizados, la enzima junto con la lactosa y los GOS se ubican en la fase
inferior en mayor proporcion. Por ello, es conveniente ubicar preferencialmente a los

monosacaridos en la fase superior y con ello evitar la inhibicion de la enzima.

Teniendo esta situacion en mente, se definid K;psiac COMoO la relacion entre la
concentracion de GOS vy lactosa en la fase superior y la fase inferior, mostrando asi la

preferencia de esos compuestos por alguna de las fases:
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K _ CGOS—LACS B
GOS-LAC — ~ Ecuacion 3.1

CGOS—LAC I

Adicionalmente se definid la selectividad Syonor COMO la relacion entre la concentracion
de monosacaridos en la fase superior y la concentracion total de sélidos en la misma fase,

mostrando gue tan selectiva es la separacién de los monosacaridos en la fase superior.

_ CMONO S B
SMONO S — Ecuacion 3.2

CMONO—LAC—GOS S

Finalmente, se cred la variable R para mostrar matematicamente las dos situaciones

deseadas: una particion preferencial de los GOS y la lactosa (K;os .ac) €n una de las fases,

y que los monosacaridos sean el componente preferencial en la fase superior. Por tanto,
R se define a continuacion:

Ccos-LACS

R = KGos-Lac _ Ccos—LACI

CMONO S
CMONO-LAC-GOS S

Ecuacion 3.3

SMonoO s

Valores altos de R, representan alta concentracién de GOS y lactosa en la fase superior
junto con baja concentracion de GOS vy lactosa en la fase inferior, ademas de baja

concentracion de monosacaridos en la fase superior.

Por esta razon, se debe minimizar R de tal manera que se promueva incrementar la
concentracion de GOS y lactosa en la fase inferior (con la enzima) y de los monosacéridos
salientes en la fase superior. Estos Ultimos son necesarios para la sintesis de GOS y son
generados a su vez en la fase inferior por la enzima, pero su exceso trae consigo

problemas de inhibicién, por lo cual conviene su migracion parcial hacia la fase superior.

Adicionalmente se determind la relacién de volumenes (RV) como el cociente entre los

volimenes de la fase superior y de la fase inferior.

3.2.5 Planeacién experimental

El desarrollo experimental descrito en la Figura 3.1, se bas6 en la metodologia propuesta
por Raja et al., 2011 y empleada por Glyk et al., 2015, Carvalho et al., 2018 y Garai &
Kumar, 2013 para la optimizacién de diferentes SADF. De acuerdo con esta metodologia,

se aplicé un disefio de experimentos Plackett-Burman de tamizado, de 12 tratamientos por
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duplicado (PB-12 x 2) para seleccionar las variables del SADF que influyen

significativamente sobre R.

L Seleccion de variables DE - FC o0 PB )
significativas

-

‘ //_\
Método de ascensoo ™

[ Optimizacion gruesa W Qﬂso/)

) '

{ Optimizacién final ‘ DE-CCoBB

-
*

A

[ Resolucion del modelo }

Y

[ Validacion del modelo J

Figura 3.1 Esquema de desarrollo experimental. DE: Disefio de experimentos, FC: Factorial completo,
PB:Plackett.Burman, CC: Central compuesto, BB: Box Behnken. Adaptado de (Raja et al., 2012a)

Los intervalos de las variables a evaluar aparecen en la Tabla 3.1. El pH debe ser cercano
al de operacién de la enzima que se seleccion6 en el capitulo dos, es decir entre 4,5y 5;
La temperatura evaluada tiene como limite superior el valor 6ptimo para la enzima (55°C)
y como limite inferior la temperatura ambiente (25°C), este intervalo cubre valores
evaluados en otros trabajos (Carvalho et al.,, 2008, Ahmad, A., et al.2008, Glyk, A., et
al.2015). De acuerdo con la revision bibliografica y la disponibilidad, se establecié que el
peso molecular minimo del PEG seria 6000 y 20000 como el maximo. Las concentraciones
de citrato de sodio y PEG se definieron con base en los antecedentes (Raja & Murty, 2013,
Nagaraja & lyyaswami, 2013, Murugesan et al., 2005, De Oliveira et al., 2008, Carvalho et
al., 2008) y la concentracién de GOS se establecié con base en las concentraciones

logradas en la reaccién enzimética, descrita en el capitulo anterior.
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Tabla 3.1 Condiciones evaluadas en el disefio de experimentos de Plackett-Burman.*:los valores entre
paréntesis corresponden a la masa en g de cada sustancia.

T PEG(%) Citrato de GOS(%)
H MW PEG .
P (°C) ©) sodio(%)(g) ©)
10-14 12-16 8-24
45-55 | 25-55 | 6000-20000 | ; &0 | (192 _256) | (128 3.84)

Las variables significativas definidas por medio del PB-12 (concentraciéon de PEG y de
citrato de sodio), se utilizaron para realizar una optimizacion gruesa por medio de un disefio

factorial (22 x 2) que se describe a continuacion:

El equilibrio de fases para este sistema (PEG-citrato de sodio) a diferentes pesos
moleculares de PEG (600, 1000, 2000, 4000, 6000) se muestra en la Figura 3.2; para
evaluar la separacion se definieron tres zonas dentro del diagrama para cada peso
molecular de PEG (4000 y 6000), enmarcadas por un rectangulo rojo. Al principio de la
experimentacion relacionada con el SADF se contaba con PEG 20000 y 6000; sin
embargo, posteriormente se adquiri6 PEG 4000 cuyo uso puede facilitar la manipulacion
por impartir menos viscosidad en la fase superior, por esta razén se decidio utilizarlo en
los ensayos posteriores. Las tres zonas se distribuyeron a lo largo de la curva binodal
correspondiente a cada peso molecular, del lado de la zona de dos fases. La zona de

optimizacion se definid como aquella en la que se encuentra el menor valor de R.

Se encontrd que para disminuir el valor de R es necesario aumentar la temperatura; sin
embargo, el maximo posible es la temperatura éptima de operacién de la enzima (55°C)

por lo que esa fue la temperatura empleada en estos ensayos.

Como se mostrard mas adelante, el peso molecular del polietilenglicol (MW PEG) no es
una variable significativa en este proceso; por tanto, modificar su valor no afecta el valor
de R.

Con la zona de optimizacién definida, se aplicé un disefio central compuesto de superficie

de respuesta para la optimizacién final, cuyo resultado fue validado experimentalmente.
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Figura 3.2 Zonas de evaluacion proximas de la curva binodal para MWPEG 6000 y 4000 Da (basada en Raja
& Murty, 2013)

3.2.6 Tratamiento estadistico

El tratamiento de los datos se hizo con ayuda de Microsoft Excel y el andlisis estadistico
de los mismos se hizo con el software Minitab 16. El nivel de significancia empleado en los

analisis fue de 0,05.

3.3 Resultados y Discusion

3.3.1 Efecto del area de transferencia sobre la separacion

No se encontraron diferencias significativas en los coeficientes de particion para ninguno
de los carbohidratos sometidos a separacion con las dos areas de transferencia evaluadas,
lo que implica que la transferencia de estos azlcares entre las fases no se vio afectada
por el cambio de &area Figura 3.3. Esto permitié definir que las pruebas de separacion
posteriores se realizarian en los tubos falcon de 15 mL (186 mm?), con los cuales se logra

un ahorro en el uso de materiales.
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En la Figura 3.3 se puede apreciar que todos los coeficientes de distribucién de los
carbohidratos son inferiores a uno, lo que implica una mayor tendencia a permanecer en
la fase inferior, resultados que son similares a los encontrados en el trabajo de Del-Val &
Otero (2003). Sin embargo, existe una diferencia aprovechable en los coeficientes de
reparto de la glucosa y los demas compuestos, asi como los de la lactosa y la galactosa

con los de los GOS, lo que puede permitir una separacion diferencial.

0,45
0,4 | 0186 mm2 Id
0,35 | B630 mm?2
C
03 | = e
0,25 | b 7 I/f

0,2 |

a 7
0,15 |
0,1 %

0,05 |

0 T T T T
GOS4 GOS3 LAC GLU GAL

Coeficiente de particion (K)

Figura 3.3 Coeficiente de particion (K) para GOS4, GOS3, lactosa, glucosa y galactosa para areas de

transferencia de 186 y 630 mm?2.

Los GOS3 presentan un coeficiente de particion cercano de 0,2 mientras que para Del-Val
& Otero (2003) estan entre 0,14 y 0,38; el de la lactosa fue cercano a 0,3 y para el trabajo
citado estan entre 0,24 y 0,39. Finalmente, para los monosacaridos Del-Val & Otero
obtuvieron para glucosa valores de 0,25 — 0,67 frente a 0,39 en este trabajo y para
galactosa 0,22-0,58 comparado con 0,24; asi mismo Chen & Cheng (1991) determinaron
coeficientes de 0,69 para ambos monosacaridos, pero a diferentes concentraciones de
PEG y citrato de sodio, lo cual afecta el resultado. En general, los coeficientes de particién
de este trabajo estan dentro de los intervalos encontrados por otros trabajos, lo que hace

suponer un comportamiento similar en cuanto a la particion.

Como se ha comentado previamente, la particibn en un SADF depende entre otras
variables de la hidrofobicidad, el tamafio y la carga electrostatica del o los solutos. Segun
esto la diferencia de tamafio entre la mezcla de monosacaridos, disacéridos y GOS, podria

explicar parcialmente lo observado en la Figura 3.3, donde los solutos de mayor tamafo
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(lactosa y GOS), tienden a permanecer mas en la fase inferior que contiene al compuesto
de menor tamafo (el citrato de sodio es de menor tamafio que el PEG), lo cual puede hacer
gue los monosacaridos tiendan mas hacia la fase superior con el polimero. Este fenédmeno
es reportado por Ahmad, A., et al. (2008), y por Hemavathi, A., & Raghavarao, K. (2011),
guienes aducen que este efecto es por el volumen libre disponible, que es menor en la
fase superior, debido al mayor tamafio del PEG en relacion con el del citrato de sodio,
dando una mas facil cabida a moléculas pequefas, como las de monosacaridos, en la fase

superior, que a moléculas de mayor tamafio (lactosa y GOS).

De otro lado, la diferencia de hidrofobicidades entre los componentes de la mezcla
comercial de GOS también ayuda a explicar el comportamiento de la Figura 3.3. De
acuerdo con Buttersack, C. (2017) y Aeberhardt, K. et al.(2005), los monosacaridos
presentan mayores hidrofobicidades que la lactosa y esta que los GOS. Este
comportamiento se explica por la relacion inversa de esta propiedad con el nUmero de
grupos hidroxilos y el numero de hidratacion. Teniendo en cuenta que este ultimo es
superior para los oligosacéaridos en comparacion con la lactosa y los monosacaridos (los
valores reportados para los nimeros de hidratacion para monosacaridos, disacaridos,
trisacaridos y pentasacaridos son 8,48, 14,9, 21,3 y 34,16 respectivamente, Aeberhardt, K.
et al.(2005)), se puede decir que los GOS presentan los menores valores de hidrofobicidad
en comparacion con los otros compuestos. Adicionalmente, la fase polimérica presenta
mayor hidrofobicidad que la fase salina (Andrews, B. et al.2005, Andrews, B. et al., 2010),
por ello es mas afin con los monosacéaridos (mas hidréfobos), lo que justifica su mayor
tendencia a la fase superior y con ella mayores coeficientes de reparto (Hatti-Kaul R.,
2000).

La diferencia de la particion entre glucosa y galactosa puede atribuirse a su diferencia en
la polaridad, por la diferente distribucién de los grupos hidroxilo respecto al plano ecuatorial
de cada una de las aldohexosas, lo cual podria marcar una diferencia en su distribucion
entre las fases (Simons, J., et al.2009) gracias a la diferente distribucién de cargas entre
las soluciones de PEG Yy citrato de sodio. Adicionalmente es necesario considerar que este
ultimo se ioniza débilmente en solucidn acuosa. Este fenbmeno no es equivalente para los

GOS vy la lactosa ya que no presentan una formacion de cargas parciales.
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La suma de todos los fendbmenos mencionados puede explicar las diferencias en los

coeficientes de reparto que se mencionaron anteriormente.

3.3.2 Determinacion del tiempo necesario para alcanzar el
equilibrio

El tiempo de duracion del proceso de separacion debe ser posterior al tiempo necesario
para lograr el equilibrio, donde se obtiene una separacion completa de fases e invariancia
de la concentracion de las especies quimicas involucradas. La Figura 3.4 permite
establecer que no hay diferencia significativa en el coeficiente de particién para cada una
de las sustancias en los tres tiempos evaluados, 2, 4 o 6 h; esto implica que el tiempo
necesario para lograr el equilibrio de fases es menor a 2 h y por tanto este sera el tiempo

empleado para el proceso de separacién para el resto del trabajo.
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Figura 3.4. Coeficiente de particion (K) para GOS4, GOS3, lactosa, glucosa y galactosa a diferentes tiempos
de muestreo, 2, 4,y 6 h.

3.3.3 Efecto de la agitacion y la centrifugacién sobre el
coeficiente de particion

El efecto de estas operaciones sobre la separacién se muestra inicamente mediante los

resultados para GOS3; sin embargo, estos son similares para las demas especies

guimicas presentes. De la Figura 3.5 se infiere que el tiempo del experimento es lo

suficientemente largo como para superar la resistencias a la transferencia de masa por lo
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cual el efecto de agitacion no incide en los resultados experimentales observados. De igual
forma, se ve que la centrifugacion aplicada inmediatamente después de haber hecho la
mezcla de los componentes del SADF no afecta significativamente el coeficiente de

particion ya sea con o sin agitacion.

Interval Plot of K-GOS3
95% CI for the Mean
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Figura 3.5. Grafica de Caja — afartn da la anitariAn v la cantrifiinaciAn enhra al cnaficjente de particic’)n para
Gréfica de intervalos de KGOS3

En conclusion, como resultado de estos ensayos preliminares se definié que en adelante
los experimentos se llevaran a cabo en tubos falcon de 15 mL, sin agitacion, por un tiempo

de 2 hy sin centrifugacion.

3.3.4 Seleccion de variables

Después de realizar el proceso de seleccion de variables cuyos resultados se muestran en
la Figura 3.6, se encontré que las variables que afectan significativamente (y de forma
inversa) a la variable de respuesta R son las concentraciones de PEG, citrato de sodio y

la temperatura, siendo frecuente encontrar este hecho para las dos primeras variables en
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otros trabajos de optimizacion de SADF (Glyk, A., et al.2015, Garai, D.& Kumar, V., 2013,
Ahmad, A., et al.2008).

A pesar que el pH resulté no poseer un efecto significativo para este proceso, es una
variable importante para la enzima, cuya particion depende de este por afectar a sus
propiedades superficiales, su conformacién y punto isoeléctrico de una forma marcada
(Naganagouda, & Mulimani, 2008, Dhoot, S., et al.2007); sin embargo, para la optimizacién
gruesa el pH se fij6 en 4,5 debido a que es el 6ptimo para la enzima definida en el capitulo

anterior. Adicionalmente la concentracion de GOS seleccionada fue 8% (1,289).

PEG CIT Na MW PEG
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Figura 3.6. Efectos principales del disefio de tamizado sobre R. PEG (%), Citrato de sodio (CIT Na) (%),
peso molecular de PEG (MW PEG) (kDa) ), Temperatura (°C), GOS(qg).

El efecto de las variables manipuladas en el PB12*2, sobre la relacion de volimenes (RV)
se puede apreciar en el Anexo 2. Este efecto es similar al observado para R, con la
diferencia que el aumento de la concentracion de PEG incrementa RV, lo cual es previsible
sabiendo que con esto aumenta el volumen de la fase superior. El incremento del volumen
de la fase superior y/o reduccion del volumen de la fase inferior, disminuyen las

concentraciones en la fase superior.
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A su vez, el aumento en la concentracion de GOS vy lactosa en la fase inferior y/o la
disminucién de la concentracion de las mismas especies en la fase superior, favorecen la
minimizacién de R. SimultAneamente el aumento de la fuerza i6nica, como sucede en la
fase inferior por la presencia de citrato de sodio, mejora la migracion de compuestos de
bajo peso molecular hacia la fase de polimero (Benavides & Rito-Palomares, 2008), esto

también ayuda a minimizar R.

3.3.5 Optimizacion gruesa

Habiendo establecido las variables significativas como resultado del disefio de
experimentos de tamizado, se evalu6 el SADF en seis zonas que fueron distribuidas
uniformemente a lo largo del intervalo de concentraciones de PEG y citrato de sodio en las
vecindades de la curva binodal, como se puede apreciar en la Figura 3.2. En cada zona se
evalué un disefio factorial 22, los dos factores son las concentraciones de PEG y citrato de

sodio, las condiciones de cada uno de los tratamientos aparecen en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Condiciones evaluadas en la optimizacion gruesa, factorial 22 en las seis zonas definidas.

pH | TCC) |GOS( | MWPEG | PEGOY) | oS
Zona 1 6000 | 94-125 | 94-125
Zona 2 4000 11-14 11-14
Zona 3 6000 3-6 17-20
Zoraa | *° | P 8 4000 5-8 16 - 19
Zona 5 6000 26 - 29 5-8
Zona 6 4000 28 -31 6-9

Los resultados de la separacion con el SADF se muestran en la Figura 3.2 para cada zona
evaluada, alli se puede ver como las zonas 5y 6 (bajo contenido de citrato y alto de PEG,
con PEG6000 y PEG4000, respectivamente), presentan los valores mas bajos para
R = Kgosrac-/ Swono.s, que es lo que se pretende. Por esta razén se definié la zona 6,
como la zona sobre la que se debe centrar la optimizacion final, lo cual implica el uso de
PEG 4000 en esa fase.

En el anexo 3 se puede ver como varia RV en las seis zonas, para las zonas 3 y 4 se dan

los valores menores, para 1y 2 valores intermedios y para 5 y 6 los mas elevados. De tal
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manera que la minimizacion de R se ve favorecida por valores altos de RV, donde las altas
concentraciones de PEG y bajas de citrato de sodio, aumentan el volumen de la fase

superior y disminuyen el de la fase inferior.

Grafica de Intervalos para R
0,35 4
&
0,30 4
& 0,25-
% &
0,20
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1 2 3 4 5 6
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Figura 3.7. Grafica de intervalos para R = K;ps.4c / Suonos €N las 6 zonas.

3.3.6 Optimizacion final

La optimizacion final se realiz6 por medio de un disefio central compuesto con las
siguientes condiciones: pH: 4,5, temperatura: 55°C, [GOS]: 8% y PEG4000; el intervalo de
las variables fue el siguiente: [PEG]: 28-31% y [Citrato de NaJ: 6-9%. En la
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Figura 3.8 se muestra la superficie de respuesta para R en funcion de las variables
analizadas, en ella se puede ver que existe un minimo en las siguientes condiciones:
[PEG]: 29,56% y [Citrato de sodio]: 7,39%, que produjeron un valor minimizado de R =
0,1678.

La definicibn de las concentraciones de PEG y de citrato de sodio como variables
significativas para la optimizacién es el resultado del efecto mas marcado de estas
variables sobre R y K, lo cual es comun para la optimizacién de extracciones por SADF
(Ahmad et al., 2008, Carvalho et al., 2018). El aumento de la concentracion de PEG y/o
citrato de sodio implica el aumento de la longitud de la linea de reparto (LLR), esto quiere
decir que hay mayor cantidad de sélidos y por ende menor cantidad de agua, es decir se

incrementa la hidrofobicidad de las fases (Benavides, J. & Rito-Palomares, M., 2008).
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Figura 3.8. OptlmlzaCIén de R = KGOS.LAC / SMONO.S

En el caso de las condiciones optimizadas la alta concentracién de PEG, produce un
aumento de la LLR y a su vez la menor cantidad de agua disponible incrementa su
hidrofobicidad, confirmando el hecho de que esta y la LLR son proporcionales (Raja, S., &
Murty, V., 2012)

Es importante resaltar que el valor de R disminuyé a medida que se realiz el proceso de

optimizacion, en la etapa de seleccion de variables se logr6 un valor de 0,32, luego en la
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optimizacion gruesa 0,18 y finalmente en la optimizacion final 0,1678, logrando una

disminucién total aproximada del 50%.

3.3.7 Modelo de Optimizacién

El modelo mostrado a continuacién, ajusta los datos experimentales con un R? ajustado de
94,91%.

K,
= _GOSLAC _ 279932 — 1,8164 % P — 0,2625 * C + 0,0304 x P2 + 0,0130 3
Smono T Ecuacion 3.4

*C%2+0,0024 %P xC

R

Donde P y C son las concentraciones de PEG y Citrato de sodio respectivamente.

3.3.8 Validacién del Modelo

Se llevé a cabo la validacion experimental del modelo, a las condiciones establecidas en
la optimizacion final: pH: 4,5, temperatura: 55°C, [GOS]: 8%, PEG4000, [PEG]: 29,56% y
[Citrato de Na]: 7,39%. A estas condiciones el valor resultante de R fue de 0,162, que

resulta ser 3,5% menor que el predicho por el modelo.

En la Tabla 3.3 se muestran las concentraciones de los carbohidratos en las condiciones
Optimas para la validacion experimental del modelo optimizado. Observando los promedios
de la tabla en mencion, la glucosa presenta una concentracion promedio total de 18,07
mg/g totales de mezcla, lo que implica que después de la separacion en promedio el 84%
(15,18 mg/g) se queda en la fase inferior; mientras que el restante (2,89 mg/g) migra hacia
la fase superior. Para la reaccion que se evaluara posteriormente, es conveniente evitar la
presencia de la glucosa, por su capacidad inhibidora sobre la enzima a usar (B-
galactosidasa), la cual se ubica preferentemente en la fase inferior. Esto hace que la
disminucioén de la concentracion de glucosa (16%) en la fase inferior con el proceso de
separacion disminuya el riesgo de alcanzar los valores de inhibicion de la reaccion
enzimatica que para la glucosa estan entre 18 y 19 mg/g (Vera et al.2011).

Tabla 3.3 Resultado de la validacion experimental del modelo optimizado. GLU: Glucosa, GAL: Galactosa, S:
fase superior, I: fase inferior.

R = Kgos
[PEG] [CIT Na] Keos GLU GAL
% % S._ACT/ Lne Swmono's TOTAL TOTAL GLUS GLU | GAL S GAL |
MONO S

29,50 7,50 0,1610 0,0456 | 0,3666 | 18,4761 1,6128 0,1376 0,8624 0,1146 | 0,8854
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0,1584 0,0570 | 0,3596 | 16,8941 1,4321 0,1609 0,8391 0,1239 | 0,8761
0,1662 0,0593 | 0,3569 | 18,8468 1,6547 0,1812 0,8188 0,1677 | 0,8323

PROMEDIOS 0,1619 0,0540 | 0,3610 | 18,0723 1,5665 0,1599 0,8401 0,1354 | 0,8646
DESVIACIONES 0,003985 | 0,0073 | 0,0049 | 1,03703 |0,118305 | 0,021789 | 0,021789 | 0,02835 | 0,03663

De manera analoga sucede con la galactosa, en una concentracion total promedio de 1,57
mg/g, cuyo 14% (0,22 mg/g) va a la fase superior y el 86% (1,35 mg/g) a la inferior. Para
el caso de la galactosa la inhibicién se da a partir de cualquier valor en la concentracién
(Vera et al.2011).

El valor promedio de los coeficientes de particion de GOS-lactosa (columna 4 de la Tabla
3.3), es de 0,054 +/- 0,0073, esto indica que el 94,9% de la mezcla GOS-lactosa
permanece en la fase inferior. Esto implica que el proceso de separacidon remueve muy
poco sustrato de la fase donde se realiza la reaccion enzimética y por tanto le afecta

débilmente.

La distribucion observada de los carbohidratos en las dos fases es una consecuencia de
la suma de varios efectos. El primero y quiza mas importante, la hidrofobicidad diferencial
de las fases y los carbohidratos, la fase PEG (soluto de mayor tamafio), mas hidréfoba, es
mas afin a los monosacaridos, por efecto estérico. Consecuentemente los GOS y lactosa,
de mayor tamafio que los monosacaridos, prefieren la fase citrato de sodio (soluto de
menor tamafio), mas hidrofilica. Simultaneamente las cargas parciales (dipolos) formadas
alrededor del plano ecuatorial de los monosacaridos, por la desigual distribucion de los
grupos hidroxilos en torno a este, provocan una distribucién desigual entre glucosa y

galactosa.

Por otro lado los valores de RV para las condiciones optimizadas validadas, fueron de
4,03+/- 0,06, lo que implica un volumen de la fase superior cuatro veces mayor al de la
inferior. Un volumen bajo en esta fase con alta concentracion de GOS facilita la labor de

purificacion posterior, por tener un menor volumen para tratar.

La optimizacion llevada a cabo permitié encontrar las condiciones que conducen a la
minimizacion de R, lo cual implica una fase inferior con lactosa disponible para la reaccion
junto con GOS parcialmente separados de los monosacaridos. Estos migraron

parcialmente a la fase superior, lo cual es conveniente pensando en la inhibicién de la
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enzima en el capitulo 4 y puede justificar la aplicacion del SADF en el sistema simultaneo

de reaccion-separacion.

3.4 Conclusiones

Las variables que afectaron significativamente la separacién de la mezcla comercial de
GOS (Vivinal ®) empleando un sistema acuoso de dos fases (SADF) fueron: la

concentracion de citrato de sodio, la temperatura y la concentracion de PEG.

El proceso de optimizacién logré una reduccion de R del 49,7%, obteniendo un valor

minimo final de 0,1678 para R.

Las mejores condiciones para la separacion de la mezcla de GOS comercial empleada son
pH: 4,5, temperatura: 55°C, [GOS]: 8%, PEG4000, [PEG]: 29,56% y [Citrato de Na]: 7,39%,
los resultados en estas condiciones fueron validados experimentalmente con un error

pequefio.

El proceso de separacion logro que la mayoria de lactosa y GOS permanecieran en la fase
inferior (94,9% m/m), retirando a su vez una parte de los monosacaridos hacia la fase
superior (16% de la glucosa y 14% de la galactosa), lo que permite disminuir parcialmente

la inhibicién enzimatica.

Las relativamente altas relaciones de volumen, con los consecuentes voliUmenes

pequefios de la fase salina, favorecen la purificacion posterior de GOS.
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4.0ptimizacion de las condiciones de
produccion de galactooligosacaridos (GOS)
usando un sistema acuoso de dos fases

(SADF)

4.1 Introduccion

La baja productividad es uno de los problemas mas comunmente observados en los
procesos biotecnoldgicos debido a la inhibicién, toxicidad e inestabilidad del producto final
(Hatti-Kaul, R., 2000), siendo esto aplicable para muchas reacciones enzimaticas
especialmente por la presencia de inhibidores. De otro lado, aproximadamente el 60-90%
del costo de un producto biolégico est4 asociado con las operaciones de purificacion
implicadas (Banik, R., et al., 2003). Por ello, los procesos intensificados se plantean como
una metodologia para contrarrestar la inhibicién en reacciones enzimaticas, ademas de
lograr una reduccion notable en el tamafio de los equipos, el consumo de energia o la
generacion de residuos, alcanzando un objetivo de produccion determinado (Reay D. et
al.2013).

Un ejemplo de esos procesos es la bioconversion extractiva o recuperacion in situ del
producto, en el cual se integran la reaccion bioldgica con los procesos de separacion para
incrementar el rendimiento del producto y disminuir problemas de inhibicion y costos (Yau,
Y., etal., 2015, Sinha, J., et al., 2000).

En este trabajo se plantea la obtenciébn de una alta concentracion de producto final
aprovechando la baja tension interfacial, la posibilidad de operacién en continuo, la
separacion selectiva y la biocompatibilidad que son caracteristicas de los SADF (Hatti-

Kaul, R., 2000, Banik, R., et al., 2003). Esta estrategia implica la eliminacion continua de
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algunos productos de la reaccidn, mientras simultdneamente se realiza su produccién
(Sinha, J., et al., 2000, Raja, S., et al.2012).

En los capitulos anteriores se definié la enzima mas apropiada y sus mejores condiciones
de operacién, y posteriormente se establecieron las condiciones éptimas para un SADF
como estrategia de separacion de una mezcla comercial de GOS. En consecuencia, a
continuacioén, se plantea un proceso intensificado de produccién de GOS y separacién por

SADF simultanea.

Las variables que afectan los SADF como medios de reaccién-separacion simultanea son
las concentraciones de polimero, sal, lactosa, enzima, peso molecular del polimero, pH,

temperatura y agitacion.

El uso de un polimero de mayor PM, hace que sea necesaria una menor cantidad de este
para producir la separacion de fases, también produce una disminucién del coeficiente de
reparto, debido a un efecto estérico en la fase polimérica, como consecuencia del mayor

tamanio del polimero (Igbal, M., et al. 2016).

La temperatura determina propiedades de transporte como densidad y viscosidad, las
cuales afectan la velocidad de movimiento del polimero y el citrato de sodio para la

separacion de fases y de los solutos para lograr su particion entre las fases.

El pH del SADF puede alterar la carga y las propiedades superficiales de los solutos, lo
gue afecta la particion de las biomoléculas. La carga neta de la proteina (enzima) se vuelve
negativa para un pH mas alto que el punto isoeléctrico (pl), positiva si es menor que ply si
el pH es igual a pl, la carga neta sera cero (Raja, S., et al.2012). La particion de una
biomolécula cargada negativamente en un sistema de pH mas alto aumenta el coeficiente
de particion y la biomolécula objetivo prefiere la fase superior (Igbal, M., et al.2016). Para
el caso de los carbohidratos no se ha encontrado un efecto del pH sobre su hidrofobicidad

0 su carga electrostatica.

Adicionalmente, algunas de las variables que definen el comportamiento de los SADF
también afectan las reacciones enzimaticas como la temperatura y el pH; ademas de la
concentracion de la enzima, de sustrato y la agitacion (Doran, P., 1995). Por tanto, para

establecer el comportamiento de un SADF reactivo es preciso evaluar el efecto de todas
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las variables sefialadas, ya que no se ha establecido sus consecuencias sobre el proceso

propuesto.

La informacion obtenida en los capitulos anteriores y en ensayos previos permitio
establecer intervalos adecuados para las ocho variables importantes del SADF reactivo. A
pesar de ello, fue necesario modificar las condiciones de separacion definidas en el
capitulo 3, especificamente la concentracion de PEG ya que la alta concentracion de
lactosa (alrededor del 40%) necesaria para la reaccion, provocé precipitacion y dificultad
de formacion de las dos fases. Sin embargo, a partir de esos intervalos, se aplicé una
metodologia de optimizacion con la que se encontré un punto 6ptimo del proceso de

reaccion-separacion que fue validado experimentalmente.

Aunque la produccién de GOS en un SADF fue estudiada en el trabajo de Del Val, M., &
Otero, C. (2003), las condiciones en las que se realizé el trabajo no son las mas adecuadas
para la produccion de GOS, ya que emplearon un coctel enzimético poco selectivo con
concentraciones bajas de lactosa (200 g/L aproximadamente). Adicionalmente, el SADF
empleé sales de fosfato que son menos amigables con el medio ambiente. En
consecuencia, en este trabajo se realizd una exploracién exhaustiva del efecto de algunas

variables sobre la reaccion, la separacion y finalmente sobre el proceso intensificado.

4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Materiales

Los materiales usados son los mismos detallados en los numerales 2.2.1y 3.2.1.

4.2.2 Analisis

La preparacion de las muestras para el andlisis por HPLC se hizo como lo muestra el
numeral 2.2.4, pero en este caso para la determinacion de las concentraciones de lactosa,
glucosa, galactosa y galactooligosacaridos se uso otra columna de cromatografia en otras
condiciones. La columna fue una Benson BP100Na (Poliestireno divinil benceno sulfonado
Na+) a 80°C, operada por un sistema HPLC (Thermo) equipado con un detector Shodex
RID-10A. El eluyente fue agua desionizada y desgasificada a un caudal de 0,5 mL/min

(Vera et al., 2011). La cuantificacidn se apoy6 en patrones de maltooligosacaridos, con los



92 Evaluacién de un proceso de produccién-separacion de galactooligosacaridos
mediante un sistema acuoso de dos fases asistido por microondas

cuales se construyeron las curvas de calibracién con un coeficiente de correlacién superior
a 0,99. Las determinaciones de proteina se hicieron de acuerdo a lo expuesto en el

numeral 3.2.2.

4.2.3 Particion de la enzima

Para determinar la reparticion de la enzima en las fases del SADF se establecié como
indicador el coeficiente de particion de la proteina, debido a que la enzima es la Unica
proteina comprometida en el proceso. Dicho coeficiente se definio como la concentracion
de proteina en la fase superior sobre la concentracién de proteina en la fase inferior. Las
condiciones del SADF fueron: PEG 4000 (10%), citrato de sodio (8%), estas cantidades se
establecieron con base en ensayos preliminares, como medio de disolucién se usé buffer
Mcllvaine (0,01M) (65,5%), de pH 4,5 y con agitaciéon de 120 rpm.

4.2.4 Ensayos preliminares para definir el efecto de la
concentracion de citrato de sodio, PEG y temperatura sobre
la distribucion de la lactosa en alta concentracion.

Debido a las altas concentraciones de lactosa necesarias para la produccion de GOS y a

la necesidad que el SADF esté ubicado en la zona de dos fases y que no se presente

precipitacién fue necesario disminuir las concentraciones de polimero y sal que se
encontraron en el capitulo anterior. Por tanto, las concentraciones de PEG evaluadas
fueron 9, 10, y 11%, las de citrato 7, 8 y 9% y la de lactosa del 32%. La preparacién se

llevé a cabo disolviendo una solucion de 50% m/m de PEG 4000 en buffer Mcllvaine (0,01

M, pH 4,5), con una solucién 50% m/m de citrato de sodio en buffer Mcllvaine (0,01 M, pH

4,5), para posteriormente adicionar la lactosa. Aunque se evalud la concentracién de

lactosa obtenida en el capitulo 2 (40%), se presentd su precipitacion por lo que fue

necesario disminuir su valor a 32%, condiciones en las cuales se verifico la formacion de
dos fases. La solucion se complet6 con buffer Mcllvaine (0,01M) de pH 4,5y la mezcla de
los soélidos se hizo con ayuda de calentamiento y agitacién hasta la disolucion de todos los
componentes. El SADF se preparé en tubos Falcon de 15 mL. Los tubos se dejaron en
reposo en un bafio a dos temperaturas: 25 y 55°C, tomando muestras al cabo de 2 h y con

agitacion de 120 rpm
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4.2.5 Variables de respuesta

Las variables de respuesta establecidas en este capitulo son las definidas en 2.2.2.5 para
la reaccién, es decir la produccién de GOS (g/L) calculada por balance de materia, como
la diferencia entre la cantidad inicial de lactosay el resultado de la suma de lactosa, glucosa
y galactosa en un tiempo determinado. La productividad de GOS (g/ L.min) se definié como
la cantidad de GOS total por volumen de medio de reaccién y tiempo de reaccion y el
rendimiento como la masa de GOS obtenida sobre la masa inicial de lactosa * 100 (%). La
conversion definida como el porcentaje de lactosa que reacciona y la selectividad definida
como el porcentaje del producto de interés respecto al total de productos generado. Para
la separacion las variables fueron definidas en 3.2.4, (R y la relacion de volumenes de las
fases (RV)).

4.2.6 Planeacion experimental

De manera similar a la planeacion experimental propuesta en 3.2.5 y de acuerdo con la
Figura 3.1, se aplicé un disefio de experimentos de tamizado Plackett-Burman de 12
tratamientos con tres repeticiones en el punto central (PB-12 + 3), para seleccionar las

variables significativas entre las ocho mencionadas anteriormente.

El detalle del disefio experimental empleado se encuentra en la Tabla 4.1. Los intervalos
definidos alli para el pH, la temperatura, MW PEG, la agitacién y la concentracion de
enzima son los valores definidos como 6ptimos en los capitulos 2 y 3. Los intervalos para
las concentraciones de lactosa inicial, PEG y citrato de sodio se definieron gracias a

ensayos previos.

Tabla 4.1 Tratamientos del disefio de experimentos Plackett-Burman 12 + 3 repeticiones en el punto central..

Concent. | Citrato Enzima
Inic. de MW (mg/g
Tratamien Temperatura | lactosa(% | Sodio PEG PEG | Agitacion | lactosa
to pH (°C) m/v) (Yom/m) | (Yom/m) | (Da) (RPM) inicial)
1 55 40 35 6,29 6,26 | 20000 0 0,68
2 55 60 35 4,87 7,7 20000 0 1
3 4,5 40 25 6,29 7,7 20000 0 1
4 55 60 25 6,29 6,26 4000 0 1
5 55 40 25 4,87 7,7 20000 200 0,68
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6 4,5 40 35 6,29 7,7 4000 200 1

7 5 50 30 5,58 6,98 | 12000 100 0,84
8 4,5 60 25 4,87 6,26 | 20000 200 1

9 5 50 30 5,58 6,98 | 12000 100 0,84
10 4,5 40 25 4,87 6,26 4000 0 0,68
11 4,5 60 35 6,29 6,26 | 20000 200 0,68
12 5 50 30 5,58 6,98 |12000 100 0,84
13 55 60 25 6,29 7,7 4000 200 0,68
14 4,5 60 35 4,87 7,7 4000 0 0,68
15 55 40 35 4,87 6,26 4000 200 1

Segun la metodologia expuesta en 3.2.5, habiendo establecido las variables significativas
definidas en el PB-12+3, se procedié a hacer la optimizaciéon gruesa, para la cual se aplicé
un disefio factorial (22 + 3), con las tres variables significativas establecidas en el PB.
Basados en los resultados de la optimizacion gruesa se aplicé un disefio Box Behnken
(BB) de superficie de respuesta para la optimizacion final, y para finalizar se definié un

modelo de optimizacidn que fue validado experimentalmente.

4.2.7 Tratamiento estadistico

El tratamiento de los datos se hizo con ayuda de Microsoft Excel y el andlisis estadistico
de los mismos se hizo con el software Minitab 16. El nivel de significancia empleado en los

analisis fue de 0,05.

4.3 Resultados y Analisis

4.3.1 Andlisis preliminar de la particion de la enzima

El coeficiente de particion de la enzima en las condiciones evaluadas (citrato de sodio 8%,
PEG 10%, lactosa 32% y T:54°C) fue de 0,12 +/- 0,01, lo que implica que entre el 87 y el
89% de la enzima se encuentra en la fase inferior, lo cual favorece la reaccién en esa fase.
Este resultado coincide con lo encontrado por Silva et al.,1997, para una lactasa de
Aspergillus oryzae, en condiciones similares y puede ser aprovechado para lograr una

buena produccién de GOS.
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4.3.2 Efecto de la concentracién de citrato de sodio, PEGy
temperatura sobre la distribucién de la lactosa en alta
concentracion

El efecto de la temperatura y las concentraciones de PEG y citrato de sodio sobre la

distribucion de la lactosa en concentraciones elevadas (32%) en un sistema acuoso de dos

fases, se puede apreciar en la Figura 4.1; alli se muestra el comportamiento del coeficiente
de reparto para tres parejas de concentraciones citrato-PEG a dos temperaturas. De
acuerdo con el analisis estadistico realizado (ANOVA), que aparece en el Anexo 2c, se
puede afirmar que la temperatura no tiene efecto significativo sobre la distribucion de la

lactosa en las dos fases.

De igual forma, se observa que el coeficiente de particion de la lactosa es inversamente
proporcional a las concentraciones de PEG y citrato de sodio. En consecuencia, para
obtener la mayor concentracion del disacérido en la fase inferior, donde se encuentra la
mayor parte de la enzima, y de esta forma favorecer la reaccién de formaciéon de GOS; se
debe aumentar la concentracion de PEG y citrato. Por tanto, se evaluaron concentraciones
superiores a 9% para citrato de sodio y a 11% para PEG pero se presentd precipitacion de
la lactosa, para concentraciones de ésta entre 25y 35% como consecuencia de un exceso

de sélidos respecto al solvente (buffer).

Por tanto, fue necesario limitar las concentraciones de citrato y PEG en valores que
garanticen la ubicacién del sistema en la zona de dos fases de la curva binodal; con la
informacién anterior y algunos ensayos preliminares se definieron las concentraciones que

aparecen en la Tabla 4.1.
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Figura 4.1 Coeficiente de particion de lactosa a 25 y 55°C y a diferentes concentraciones (%) de citrato de
sodio — PEG.

4.3.3 Seleccion de variables

En la Figura 4.2 se muestra el diagrama de Pareto para los resultados obtenidos en el
disefio de experimentos de Plackett — Burman planteado, alli se aprecia que las variables
significativas para el SADF reactivo son el pH, la concentracion inicial de lactosa (Lo) y la
concentracion de enzima, y que mientras que la concentracion de enzima y el pH tienen
una relacion directa sobre R, la concentracion de lactosa tiene relacion inversa (Figura
4.3). Estas variables difieren de las encontradas como significativas para la separacion

(capitulo 3) que fueron la temperatura y las concentraciones de PEG vy citrato de sodio.

Por tanto, las variables que afectan la reaccion ejercen una influencia mucho mayor que la
de las variables implicadas en la separacién, por lo que se puede inferir que la reaccion de

produccién de GOS es el fendmeno controlante, frente a la separaciéon de estos.

Esto puede ser explicado por diversos fenémenos entre los que se pueden mencionar los
siguientes: las bajas concentraciones de PEG y citrato de sodio empleadas provocan bajas
viscosidades en ambas fases y bajos tiempos de separacién de estas. Ademas, permiten
una facil movilidad del sustrato hacia la enzima en el seno de la fase salina, que es la de

menor viscosidad y mayor densidad (Yuan, H., et al.2015); lo que hace que la reaccién no
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se vea muy afectada. Adicionalmente, el pequefio volumen libre en la fase salina producido
por la alta concentracion de solutos (Benavides, J., & Rito-Palomares, M., 2004) hace que
las sustancias de mayor tamafio como los GOS, migren preferencialmente hacia la fase

superior, lo que perjudica su permanencia en la fase inferior.

Adicionalmente, la presencia de la lactosa hizo que fuera necesario desplazar las
concentraciones de PEG vy citrato desde su punto Gptimo para la separacién (zona 6
mencionada en el capitulo 3), a valores cercanos a la zona 1 en donde la separacion se
ve muy afectada. En ese mismo sentido, como no fue posible combinar las condiciones
Optimas para la separacion y para la reaccion encontradas anteriormente, se explica a su
vez porqué primaron las variables correspondientes a la reaccion y muestra que el
compromiso entre la reaccion y la separacion depende de las concentraciones de PEG y

citrato empleadas.

2,571
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Enzima

Agitacion

ermino

-

PM PEG 7
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PEG J
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Figura 4.2 Diagrama de Pareto de efectos estandarizados del disefio de experimentos de Plackett-Burman,

para R.

De otro lado, en el Anexo 6 se analiza el efecto de las variables evaluadas sobre RV

encontrando que la Unica variable que afecta la respuesta es la concentracion de PEG. Sin
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embargo, en este capitulo esa concentracibn se mantuvo constante debido a que
anteriormente se demostré que no tiene un efecto significativo sobre R, y a la imposibilidad
de usar mayores concentraciones de PEG ya que causaban precipitacion de lactosa; en

consecuencia la LLR y por tanto la separacion quedé determinada.

4.3.4 Particion de la enzima en las fases del SADF

En la Tabla 4.2 se observa la reparticiéon de la enzima para los 15 tratamientos del PB,

segun la cual entre el 81 y el 98 % de esta se concentr6 en la fase inferior.

A pesar que emplearon una sal diferente a la de este trabajo y mayores concentraciones
de polimero y sal, lo que implica mayores valores de LLR; los coeficientes de la Tabla 4.2
son similares a la K, gaiactosiaase F€POrtada por Naganagouda y Mulimani (2008) de 0,156,
guienes recuperan una enzima del mismo origen (Aspergillus oryzae) mediante un ATPS
formado por [PEG]=12%, [Fosfato de potasio]=11,9% y PEG4000 a pH 5. Es necesario
considerar que el citrato de sodio tiene una interaccién mas débil con los segmentos de
PEG que el fosfato de potasio, lo que hace que el citrato induzca mejor la separaciéon de

fases que el fosfato (Carvalho, C., et al.2008).

Tabla 4.2 Coeficientes de particion de la enzima y fraccion de reparto entre las fases superior (FS) e inferior
(FI), para los tratamientos de PB-12+3.

taamiento| [ encima | Fracein e | Fraceion de
1 55 0,188 0,158 0,842
2 55 0,191 0,161 0,839
3 45 0,026 0,025 0,975
4 55 0,129 0,114 0,886
5 55 0,198 0,165 0,835
6 45 0,047 0,045 0,955
7 5 0,102 0,092 0,908
8 4,5 0,064 0,060 0,940
9 5 0,092 0,084 0,916
10 4,5 0,053 0,051 0,949
11 4,5 0,033 0,032 0,968
12 5 0,104 0,095 0,905
13 55 0,118 0,106 0,894
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14 4,5 0,073 0,068 0,932
15 55 0,238 0,192 0,808

et al.La distribucion de la enzima en las fases se ve influenciada por los factores
anteriormente mencionados: hidrofobicidad, carga electrostatica, tamafio, entre otros;
siendo la primera la que causa el efecto mas importante (Banik, R., et al., 2003). En
consecuencia, la hidrofilicidad de la enzima (Naganagouda y Mulimani, 2008) provoca que
se oriente hacia la fase inferior (salina), mas hidrofilica. De otro lado, la carga neta de la
enzima también contribuye, ya que a pH mayores a su punto isoeléctrico (4,6) (Urrutia, P.,
et al. 2013, Tanaka, Y. et al., 1975) esta es negativa y se orienta hacia la fase polimérica,
mientras que para pHs inferiores la carga neta es positiva y tiende hacia la fase salina
(Igbal et al.2016). Como consecuencia de esos fenédmenos los experimentos 3, 6, 8, 10,
11y 14 con pH 4,5, presentan los menores coeficientes de particion de la enzima, es decir

ésta se orienta hacia la fase salina en comparacién con los otros.

4.3.5 Optimizacion gruesa

La optimizacién gruesa se llevd a cabo aplicando un disefio factorial 2% con las tres
variables definidas en la etapa anterior (PB) y aprovechando la informacion recogida
anteriormente se definieron los siguientes niveles para cada variable: concentracion inicial
de lactosa (Lo): 20 y 35%, concentracién de enzima: 0.4 y 0.6 mg enzima/g Lo, pH: 4.5y
5.5. Adicionalmente, se mantuvieron constantes las siguientes condiciones: temperatura:
54°C, citrato de sodio: 5.6%, PEG: 6.9 %, MW PEG: 4000 Da, agitacion: 120 rpm. Los

resultados de esta optimizacion se muestran en la Figura 4.3.

Como se menciond previamente, el efecto del pH sobre la separacion de cualquier
biomolécula en un SADF se da en virtud de la carga superficial de la misma. Sin embargo,
los carbohidratos no poseen carga (De Brito Cardoso, et al., 2013) lo que hace que el pH
no afecte su separacién, resultado que concuerda con lo encontrado en el capitulo 3y que

se puede observar en la Figura 4.3.

A pesar de su efecto aparentemente irrelevante (Figura 4.3), la importancia del pH para la

reaccion hace que no sea conveniente descartarlo para la optimizacion final.
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Figura 4.3 Gréfica de efectos principales del Disefio factorial 23+3, para R.

La particion de los azucares no se vi6 afectada por las variables manipuladas (pH, lactosa
inicial y E/S), se logré un maximo del 85% de los GOS en la fase inferior y 42% de los
monosacaridos en la superior, mientras que el RV oscilé entre 0,25 y 0,38. Estos valores

se usaran como referencia en los andlisis posteriores.

Finalmente, se observa la conveniencia de reducir E/S y de aumentar la concentracion de
lactosa inicial. Para lograr esto ultimo, sin precipitacién de lactosa se emplearon soluciones
sobresaturadas, como se presenta en la literatura (Walstra, P. et al., 2006, Vera, C., et al.,
2012).

4.3.6 Optimizacion final

En la optimizacién final se utilizaron concentraciones de enzima menores a los presentados
en la optimizacion gruesa (0,2 — 0,4 [g de enzima/100 g de lactosa inicial]) y
concentraciones de lactosa superiores a las evaluadas en la etapa anterior, 35 — 45% m/v,
el pH se evalu6 entre 4,5 y 55. Las otras condiciones para los ensayos fueron:
temperatura: 54°C, citrato de sodio: 5.6%, PEG: 6.9 %, MW PEG: 4000 Da, agitacién: 120

rpm.
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Figura 4.4 Superficie de respuesta para la minimizacion de R, segun el disefio de experimentos de Box
Behnken

De manera similar a lo observado en la optimizacién gruesa la particion de los azlcares
no se vid afectada por las variables manipuladas (pH, lactosa inicial y E/S); se logré un
maximo del 93% de los GOS en la fase inferior y 32% de los monosacaridos en la superior.
El aumento de la concentracion de GOS en la fase inferior, respecto a la optimizacion
gruesa, se debié al aumento en la concentracion de lactosa que como se mostré en el
capitulo 2 promueve la produccion de GOS. Adicionalmente, una fase superior menos
hidréfoba respecto a la empleada en la optimizacion gruesa por la mayor concentracion de
solidos presente (Benavides, J., & Rito-Palomares, M., 2008), hace que menos

monosacaridos migren a la fase superior.

La RV oscil6 entre 0,13y 0,22, la disminucidn de este parametro respecto a la optimizaciéon
gruesa es causada por el aumento en la concentracion de lactosa en la fase inferior, que

incrementa el volumen de esta fase.

La minimizacién que se muestra en la Figura 4.4 permitié6 obtener un R de 0,55 para las
siguientes condiciones: concentracién inicial de lactosa (Lo): 41,26% m/v, concentracion

de enzima: 0,32 mg enzima/g Lo y pH 4,5. Adicionalmente, en la Tabla 4.3 se presenta la



102

Evaluacién de un proceso de produccién-separacion de galactooligosacaridos

mediante un sistema acuoso de dos fases asistido por microondas

comparacion de varios indicadores del proceso convencional y del SADF reactivo en la

fase inferior y para el proceso global (considerando las dos fases).

Tabla 4.3 Comparacion de produccion de GOS en un medio de reaccién convencional y un SADF.*: datos
del primer capitulo de este documento. Fl: fase inferior.

GOS Productividad GOS | Conversion | Rendimiento | Selectividad
(g/L) (g/L.min) (%) (%) (%)
SADF reactivo Fl | 91,318 11,415 0,418 0,191 0,657
SADF reactivo | g4 477 10,135 0,295 0,204 0,630
global
Medio 1147690 81,6 0,467 0,272 0,361
convencional

Alli se puede observar que todos los indicadores son mayores en la fase inferior comparada
con el sistema global, exceptuando el rendimiento. Esto es consecuencia de que la mayor
parte (87%) de la produccion de GOS se realiz6 en la fase inferior, ya que como se mostro
previamente mas del 80% de la enzima se encuentra alli, haciendo que la produccion y

conversién sean mayores.

Sin embargo, en cualquiera de los casos esos valores son inferiores a los obtenidos en el
capitulo 2 para el proceso convencional de reaccion, excepto para la selectividad que
aumento6 considerablemente. Esta mayor selectividad puede ser explicada por la migracion
de compuestos de bajo peso molecular (monosacéaridos) hacia la fase polimérica
ocasionada, entre otras cosas, por la mayor fuerza iénica de la fase salina (Benavides &
Rito-Palomares, 2008).

La mayor produccién de GOS en el sistema convencional respecto al SADF, provoca
mayor conversién y rendimiento. De otro lado, la disminucién de la productividad del SADF
reactivo se debe a que el tiempo de reaccion aumentd de 80 min a 480 min. Sin embargo,
la comparacion de este valor en el mismo tiempo de reaccion (80 min) para la fase inferior,
global y convencional (11,415, 10,135 y 80,544 g.L*.h, respectivamente) es un indicio de
que algun factor esta afectando negativamente a la reaccién enzimatica, por ejemplo la
presencia de otras sustancias ajenas a esta (PEG Yy citrato de sodio), que en un medio muy

concentrado, pueden afectar.
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La mayor concentracion de lactosa empleada en comparacién con el capitulo 3 hace que
se logren niveles de monosacaridos mayores que los observados dicho capitulo. Por ello,
aungue se logré que el 20% de la glucosa y el 16% de la galactosa fueran removidos hacia
la fase superior, esta separacion no fue suficiente para evitar los efectos inhibitorios sobre
la enzima y en consecuencia los resultados del sistema integrado resultan menores al
convencional. En ese sentido, las bajas concentraciones de sal y polimero empleadas en
el SADF para poder adicionar altas concentraciones de lactosa hicieron que la separacién

no fuera tan efectiva.

En las condiciones optimizadas, los valores de glucosa y galactosa en la fase inferior
fueron de 42 mg/g y 7 mg/g respectivamente, que superan los niveles limite de inhibicién
de la enzima por estos azlcares (18 mg/g y 0 mg/g, Vera C. et al. 2011), lo cual pudo
provocar la disminucién en la produccion y rendimiento de GOS en la fase inferior para el
sistema de reaccion — separacion. Entre tanto, en la fase superior dichas concentraciones
fueron 13 mg/g y 5 mg/g, con bajas concentraciones de lactosa (72 g/L) y de enzima lo que
hace que la produccién de GOS en esta fase sea baja, y por tanto su contribucion a los

indicadores globales de reaccion no sea muy importante.

Desde otro punto de vista, el aumento en la viscosidad en ambas fases, por la cantidad y
naturaleza de los solutos disueltos, crea una resistencia adicional a los fenébmenos de
transferencia de calor y masa, que inciden en la disminucion en los indicadores del proceso
para el SADF reactivo respecto al medio convencional. Adicionalmente, la presencia de
sales e iones en la fase de reaccién puede disminuir la produccién de GOS como ya ha
sido observado en otros trabajos del grupo de investigacion (Rosales, J., 2020) y por del-
Val & Otero, 2003.

Las bajas RV que se presentan en este capitulo frente al anterior, como consecuencia de
las bajas concentraciones de PEG vy citrato, provocan una fase inferior en un mayor
volumen que en el capitulo 3. Fase que como se menciond anteriormente tiene una menor

concentracion de GOS que la correspondiente para la reaccion en medio convencional.

Finalmente, en la Tabla 4.4 se muestra la comparacion de los resultados obtenidos en este
trabajo con los de del-Val y Otero. Aunque los resultados de ese trabajo fueron logrados

con una enzima y condiciones diferentes, menos adecuadas para la produccion de GOS,
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y emplearon un SADF compuesto por PEG y fosfato, es el Unico antecedente comparable
gue se encontré en la literatura. En la tabla mencionada se puede observar que se logré
una mayor conversion de la lactosa debido a que la concentracién inicial empleada fue
mucho mayor, lo que redundd a su vez en una mayor produccion de GOS. La selectividad
hacia GOS3 es menor que la obtenida por del-Val & Otero, con una enzima diferente, la
enzima de Aspergillus oryzae, usada en el presente trabajo, produce principalmente GOS3
y GOS4, ademas de pequefias cantidades de GOS5 y GOS6 que hacen que la selectividad
hacia GOS3 disminuya.

Tabla 4.4 Comparacion de dos trabajos de produccion de GOS usando un SADF como medio de reaccion.

del val & Otero, | pregente trabajo
(2003)
Tiempo de reaccién (h) 8 8
Temperatura (°C) 45 54
Concent. Inicial de lactosa (g/L) 236,7 412
GOS3 (g/L) 56,7 84
Selectividad GOS3 en la fase 70 61
Conversion (%om/m) 34 42

4.3.7 Modelo de Optimizacion

A continuacién se muestra el modelo encontrado con la informacion recogida, este posee
un r? ajustado de 83,03%.

_ Keos.ac

R = 46,174 —0,417326 * L — 118,025 * E + 21,0947 « P

S
MONOT 2 2 2 Ecuacion 4.1
+ 0,000431818 « L* + 112,879 * E“- — 3,12105 * P

—0,0545189 * L * E +0,0174131* L * P + 14,9694 + E + P

Donde L es concentracion de lactosa, P es el pH y E es la concentracion de enzima.

4.3.8 Validacion del Modelo

Se llevo a cabo la validacion experimental del modelo, a las condiciones establecidas en
la optimizacién final: temperatura: 54°C, [Citrato de sodio]: 5.6%, [PEG]: 6.9 %, MW PEG:
4000 Da, agitacion: 120 rpm, pH: 4.5, concentracion inicial de lactosa (Lo): 41,26% m/v y

concentracion de enzima: 0,32 mg enzima / g lactosa inicial. A estas condiciones el valor
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resultante de R fue de 0,583+/-0,041, que resulta ser 6% mayor que el predicho por el

modelo.

4.4 Conclusiones

Se exploraron ocho variables del SADF reactivo para la produccién de GOS de las cuales
el pH, la concentracion inicial de lactosa (Lo) y la relaciébn enzima sustrato (E/S) son

estadisticamente significativas.

Entre el 80 y 97% de la enzima empleada se encuentra en la fase inferior del SADF (rica

en citrato de sodio), debido principalmente a su carga positiva en el pH de trabajo.

La optimizacion final permitié obtener un R minimo de 0,55, con una concentracion inicial
de lactosa (Lo) de 41,26% m/v, una relaciéon enzima sustrato de 0,32 mg enzima/g Lo, pH
4,5, como variables manipuladas. Esta minimizacion generé un modelo que fue validado
experimentalmente y produjo un R de 0,583 +/-0,041, 6% mayor que el predicho por el

modelo.

Haciendo la comparacion del medio acuoso convencional de reaccion frente al SADF, se
puede apreciar una disminucion del 15%, 86%, 10% y 30% en la produccion, la
productividad, la conversion y el rendimiento de GOS respectivamente. La Unica respuesta

gue se incremento fue la selectividad (82%).

El sistema de reaccién-separacion propuesto provocd una migracion del 27% de los
monosacaridos generados en la fase salina hacia la polimérica; esto no resulté suficiente
para evitar la inhibicion de la reaccién y produjo una disminucién en la produccién y el
rendimiento de GOS.

La fase salina que contiene la mayor parte del producto de reaccién posee un volumen

menor en comparacion con el proceso convencional, pero a mas baja concentracion.
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5.Evaluacion del efecto de la radiacion de
microondas en un sistema acuoso de dos
fases (SADF) para la produccion de
galactooligosacaridos (GOS)

5.1 Introduccidn

El campo electromagnético de las microondas provoca la rotacion de las moléculas
polares; sin embargo, dado que la rotacion molecular es mucho mas lenta que el cambio
del campo eléctrico, la friccion intermolecular resultante convierte parte de la energia
electromagnética en energia térmica (Zhao, H., 2010); razén por la cual la irradiaciéon de
microondas a menudo se denomina calentamiento dieléctrico (Kappe, C., & Dallinger, D.,
2009). Esta irradiacion puede servir ademas como fuente de energia alternativa para iniciar
reacciones quimicas (Adam, D., 2003) y puede aumentar las velocidades de reaccion a
través de ese efecto térmico. La constante dieléctrica, es decir, la capacidad de una
especie de ser polarizada por un campo eléctrico determina la capacidad de un medio para
absorber energia de microondas. Los disolventes polares como agua, metanol y
dimetilformamida son susceptibles de calentarse rapidamente bajo la accion de este tipo
de ondas, mientras que los no polares como el hexano, el tolueno y el éter dietilico son

basicamente "inertes" a esta radiacion (Zhao, H., 2010).

Las microondas también pueden causar efectos no térmicos (de la Hoz, A, et al., 2005). A
pesar que muchos estudios los han abordado, continGia la controversia con respecto a la
medida en que tales efectos realmente existen, en parte porque muchas aplicaciones

usaban hornos de microondas domésticos que no permitian un buen control de la
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temperatura; sin embargo, en la actualidad este problema esta superado gracias a la
disponibilidad comercial de reactores de microondas equipados con controles de
temperatura y presion in situ (Zhao, H., 2010). Muchos investigadores proponen la
existencia de efectos no térmicos ya que los grupos funcionales polares absorben mas
energia de las microondas que otros grupos quimicos, liberando posteriormente esta
energia en la solucion circundante. Por lo tanto, los grupos funcionales tienen mayor
reactividad con reactivos adyacentes en condiciones de irradiacion de microondas que en

condiciones de calentamiento convencionales a la misma temperatura (Zhao, H., 2010).

Se han obtenido algunos resultados en los cuales no existe el efecto de las microondas
sobre las reacciones enzimaticas en medio acuoso, por ejemplo el trabajo de Ward, T., et
al. (1975) quienes sometieron a irradiacion de microondas a 2450 MHz y 25°C
preparaciones enzimaticas con glucosa 6-fosfato dehidrogenasa, adenilato quinasa y
NADPH citocromo ¢ reductasa cuya actividad no presenté diferencia con la reaccion
control, y el de Yeargers, E., et al. (1975) quienes establecieron que las actividades de la
lisozima y la tripsina sometidas a microondas eran comparables con las obtenidas con
calentamiento convencional, lo que implica que la actividad enzimatica en soluciones

acuosas no es afectada por la radiacion.

Por el contrario, tambien hay resultados como los de Gelo-Pujic et al., 1997, quienes
llevaron a cabo la hidrélisis de almidon en agua con y-amilasa a 60°C obteniendo un
rendimiento del 98% de D-glucosa en 15 minutos bajo irradiacién de microondas, y uno de
tan solo 55% en el mismo tiempo y a la misma temperatura; el de La Cara, F., et al. 1999b
con alcohol deshidrogenasa termofilica expuesta a radiacién de microondas que sugirio la
presencia de un efecto no térmico de estas en las propiedades estructurales y funcionales
de la enzima, y finalmente el de La Cara, F., et al. 1999a en donde la irradiacion por
microondas a bajas concentraciones de [(-galactosidasa termdfilica (Bacillus
acidocaldarius) en soluciones acuosas, produjo una inactivacion irreversible de la enzima
a 70°C mientras que estos efectos no se observaron con calentamiento convencional. Los
efectos de las microondas y del calentamiento convencional desaparecieron a altas

concentraciones de enzima, superiores a 50 mg/mL.

El efecto de la radiacion de microondas se ha observado en algunos procesos que emplean

sistemas acuosos de dos fases (SADF) especialmente acelerando la separacion de las
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fases (Nagaraj, N., et al. 2003). Por ejemplo, en la extraccion de antioxidantes y
compuestos fenolicos a partir de residuos de la industria vinicola, empleando un SADF
formado por una solucién acuosa de acetona y otra de citrato de sodio (Dang, Y., et al.
2013) donde se aumento el rendimiento y la velocidad de la extraccion, y en la extraccién
de antioxidantes a partir de Dalbergia odorifera empleando un SADF (25% de etanoly 20%
de fosfato de potasio) en donde los rendimientos aumentaron entre 2,3 a 2,48 veces con

respecto a la extraccion convencional.

Los resultados presentados permiten establecer que el efecto de las microondas sobre las
reacciones enzimaticas depende en gran medida de la concentracion de enzima, de la
intensidad de la radiacion y del contenido de agua del medio de reaccién (Gelo-Puijic et al.,
1997, La Cara, F., et al. 1999a, 1999b). En general, el efecto de las microondas sobre la
capacidad de separacion de los SADF ha sido positivo (Nagaraj, N., et al. 2003, Dang, Y.,
et al. 2013); sin embargo, es importante resaltar que ese efecto sobre un sistema

simultaneo de reaccion separacion por SADF no ha sido evaluado previamente.

Por tanto, en este capitulo se evalud el efecto de la intensidad de las microondas y la
agitacién sobre las condiciones 6ptimas de reaccién-separacion (SADF) simultdneas para

la produccion de GOS encontradas en el capitulo anterior.

5.2 Materiales y Métodos

A continuacion se presenta la metodologia empleada para la evaluacion del efecto de las
microondas sobre las condiciones establecidas en los capitulos 2, 3y 4.

5.2.1 Materiales

Los materiales usados estan reportados en los numerales 2.2.1y 3.2.1.

5.2.2 Métodos

Para establecer el efecto de la radiacion de microondas sobre la reaccion enziméatica de
produccion de GOS, sobre la separacion de estos mediante SADF y finalmente sobre el
proceso integrado de reaccion-separacion se emplearon las mejores condiciones para

cada una de estas etapas que fueron definidas respectivamente en los capitulos 2, 3y 4.
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Con este fin se emple6 un equipo Milestone Microwave extractor ETHOS X con control de
temperatura y agitacion magnética, que se encuentra ubicado en el laboratorio de la planta
de lacteos del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA) de la Universidad
Nacional. Este equipo se ajustd para trabajar a diferentes condiciones: temperatura

constante, potencia de radiacion constante y con presencia o ausencia de agitacion.

5.2.2.1 Variables de respuesta

Las variables de respuestas establecidas en este capitulo son las definidas en 2.2.2.5 para

las correspondientes a la reaccién y en 3.2.4 para las de la separacion.

5.2.2.2 Efecto de los microondas sobre la reaccion de produccion de GOS

El efecto de los microondas sobre las variables de respuesta correspondientes a la
reaccion de trangalactosilacion se determind siguiendo dos metodologias diferentes: a

temperatura y a potencia constante, adicionalmente se evalud el efecto de la agitacion.

La reaccion se realizé en el equipo de microondas citado, que cuenta con doce recipientes
tubulares de teflén de 4 cm de didmetro interno y 16 cm de alto, de los cuales se llenaron
seis intercaladamente con un volumen de reaccién de 40 mL. El medio de reaccion fue
lactosa diluida en buffer Mcilvaine 0,01 M. Las condiciones para los ensayos fueron
T=54°C, pH=4,6 y unarelacién E/S=0,39. Se hicieron pruebas con y sin microondas, y con

(120 rpm) y sin agitacion para establecer los efectos respectivos.

Reaccion sin microondas.

La reaccion se inicido mediante la adicion de la enzima al medio descrito anteriormente de
acuerdo al valor de E/S optimizado en el capitulo 2 (T= 54°C, pH=4,6 y E/S=0,39) , y se
monitore6 durante 80 minutos mediante la toma de muestras cada 20 minutos. Al finalizar
este tiempo, la enzima se inactivd mediante calentamiento en un bafio de agua a 92°C

durante 10 min. y un enfriamiento inmediato posterior.

Reaccion con microondas a potencia constante.

Se emplearon las mismas condiciones mencionadas en el parrafo anterior. El
calentamiento del medio de reaccién se hizo durante 90 s con una potencia de 550W, con

lo cual se alcanz6 una temperatura de 54°C, a continuacién se adiciond la cantidad de
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enzima respectiva, y se sometié el medio de reaccién a radiacion de microondas (170W)
durante 20 min, la temperatura oscil6 entre 52 y 57°C. Posteriormente se hizo el muestreo
y se repitid la secuencia hasta completar el tiempo de reaccién (80 min). La potencia
empleada en el segundo paso fue establecida mediante pruebas preliminares, logrando
gue la temperatura del volumen de reaccion (40 mL) se encontrara en el intervalo
mencionado anteriormente, que es apropiado para la enzima y muy cercano al 6ptimo

establecido en el Capitulo 2.

Reaccion con microondas a temperatura constante

Para estos ensayos se fij0 la temperatura en 54°C y el equipo regulé la potencia de
irradiacion para mantener dicho pardmetro constante. Las condiciones de aplicacion de la

enzimay del muestreo fueron iguales a las descritas para la reaccion a potencia constante.

5.2.2.3 Efecto de las microondas sobre la separacion de GOS en el SADF

Separacion sin microondas

Se preparé un SADF disolviendo PEG 4000 (29,56%) y citrato de sodio (7,39%) para
separar una mezcla comercial de GOS (Vivinal GOS al 8%) disuelta en buffer Mcllvaine de
pH 4,5 (55,05%). Para cada experimento se prepararon 40 mL de la mezcla del SADF con
GOS, los sélidos se disolvieron con ayuda de calentamiento y agitacion. Los tubos con
dicha mezcla se mantuvieron en un bafio a una temperatura de 54+/-0,5°C durante 2h, con
agitaciéon (120 rpm) y sin ella, a la espera de la separacién de fases. Al cabo de este tiempo

se hizo el muestreo para posterior andlisis.

Separacion con microondas a potencia constante

Para la separacion bajo el efecto de las microondas a potencia constante, esta se ajusto a
150W durante dos horas, en este caso también se hizo con agitaciéon (120 rpm) y sin ella.

La temperatura se mantuvo en 54+/-3°C, durante las dos horas de reaccion.

Separacion con microondas a temperatura constante

Para el ensayo a temperatura constante, esta se ajustd a 54+/-0,5°C, por dos horas de

ensayo, con presencia y ausencia de agitacion (120 rpm).
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5.2.2.4 Reaccion de reaccidén-separacion de GOS asistida por microondas

Reaccién-separacion sin microondas

El SADF se prepar6 disolviendo PEG 4000 (6,9%), citrato de sodio (5,6%) y lactosa
(41,26%), en buffer Mcllvaine (0,01M) (46,24%) de pH 4,5. El volumen total de reaccion
fue de 40 mL. Para dar inicio a la reaccion a los tubos cargados con el medio se les aplicé
la enzima siguiendo una relacién E/S de 0,32 mg enzima / g Lo, en un bafio a 54+/-0,5°C,
agitaciéon de 120 rpm en un caso y sin ella en otro. Se hizo muestreo a los 0, 30, 60, 120,
240y 480 min.

Reaccidn-separacion con microondas a potencia constante

En este caso, la potencia se ajusté a 150W durante las 8 h que durd la reaccién, realizando
el proceso con agitacién (120 rpm) y sin ella. Los muestreos se hicieron de la misma

manera que para el caso sin microondas.

Reaccidn-separacion con microondas a temperatura constante

Para este ensayo la temperatura se ajust6 en 54+/-0,5°C durante las 8 h que duré la
reaccion, los ensayos se hicieron sin y con agitacion (120 rpm). Los muestreos se hicieron

de la misma manera que para el caso sin microondas.

5.2.3 Andlisis

El analisis y cuantificacién de azlcares y la determinacion de la proteina se llevé a cabo

de la misma forma descrita en 4.2.2.

5.2.4 Tratamiento estadistico

El tratamiento de los datos se hizo con ayuda de Microsoft Excel y el andlisis estadistico
de los mismos se hizo con un ANOVA mediante el software Minitab 16. El nivel de

significancia empleado en los analisis fue de 0.05.
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5.3 Resultados y Andlisis

5.3.1 Efecto de los microondas sobre la reaccién de produccion
de GOS

En las Figura 5.1, Figura 5.2 y Figura 5.3 se muestra el efecto de la aplicacién de
microondas a temperatura y potencia constantes sobre parametros como la produccion de
GOS, la productividad, la conversion, el rendimiento y la selectividad de GOS comparadas
con el proceso de reaccién convencional. No se observé ningun efecto de dicha aplicaciéon
sobre los parametros de reaccidon mencionados, excepto sobre el rendimiento para el cual
se presenta una ligera diferencia (2% menor) en los tratamientos con aplicaciéon de

microondas a potencia constante.

Segun los resultados mostrados en el capitulo 2, el desempefio de la B-galactosidasa de
Aspergillus oryzae varia con la temperatura en el intervalo de valores empleados en estos
ensayos (52-57°C). Esto concuerda con los resultados de Vera et al. 2011 quienes
observan un descenso en la actividad de transgalactosilacién para temperaturas menores
a 55°C, mientras que para temperaturas entre 55 y 60°C es aproximadamente constante.
Esto podria explicar la pequefa variacion del rendimiento causada por los cambios en la
temperatura en los experimentos a potencia constante, donde se alcanzan

momentaneamente valores inferiores a 55°C.
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Figura 5.1 Efecto de la aplicacién de microondas a temperatura y potencia constante sobre la produccion de
GOS (mg/g). NO MW: Reaccién convencional, MW T KTE: con la accién de microondas a temperatura
constante, MW W KTE: con la accién de microondas a potencia constante.
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Parte de la investigacion acerca del efecto de las microondas sobre las actividades
enzimaticas en soluciones acuosas buffer no ha encontrado un resultado efectivo
(Horikoshi, S., et al., 2019), pero algunos investigadores han indicado la existencia de un
efecto no térmico de las microondas basados en el hecho de que las proteinas tienen altos
momentos dipolares y por lo tanto son muy susceptibles a esa radiacion (Kushwah, P., et
al. 2013, La Cara, et al., 1999a), a pesar de esto tal efecto no se evidencié en este trabajo
quiza por la baja concentracién de enzima evaluada (La Cara, et al., (1999a)). Aungue los
carbohidratos no poseen momentos dipolares marcados como las proteinas, los
monosacaridos tienen un momento dipolar bajo, lo cual explica la baja incidencia de las

microondas en los experimentos realizados.
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Figura 5.2 Efecto de la aplicacion de microondas a temperatura y potencia constante sobre la productividad
de GOS (mg/g.min) y la conversién (fracciéon). NO MW: Reaccién convencional, MW T KTE: con la accién de
microondas a temperatura constante, MW W KTE: con la accion de microondas a potencia constante.
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Figura 5.3 Efecto de la aplicacidon de microondas a temperatura y potencia constante sobre el rendimiento de
GOS (fraccion) y la selectividad (fraccién). NO MW: Reaccién convencional, MW T KTE: con la accién de
microondas a temperatura constante, MW W KTE: con la accién de microondas a potencia constante.

La aplicacion de las microondas (a temperatura y potencia constantes) en la reaccion de
transgalactosilacion tuvo como resultado la obtencion de GOS de mayor tamafio. En la
reaccion convencional la produccién de GOS 4, 5y 6 como porcentaje de los GOS totales
fue de 29 +/- 0,4 %, mientras que con microondas a temperatura constante fue de 31,3 +/-
0,1 %y a potencia constante de 29,8+/- 0,3 %, significativamente diferentes entre si. Como
se menciond en el capitulo 2, en el proceso de produccién de GOS la 8 galactosidasa tiene
dos actividades diferentes, la transgalactosilacion para la produccion de GOS y la hidrolisis
gue ocasiona la ruptura de la lactosa y la disminucion de la concentracion de GOS
formados, especialmente hacia el final de la reaccién. Por tanto, la inactivacion de la
enzima despues de un tiempo de exposiciébn a las microondas podria explicar estos
resultados ya que una vez formados los GOS la inactivacién impide su hidrélisis, como ya
ha sido reportado por Kamerke C. et al. (2012) con una B-galactosidasa termoestable. La
vibracion molecular en el agua, causada por la microondas puede dificultar su uniéon con
el complejo enzima-sustrato (E-Gal), que conduce a la hidrélisis, provocando una

prevalencia de la transgalactosilacion sobre la primera.

Respecto a la diferencia encontrada en los dos tratamientos con aplicacion de microondas,
se puede apreciar un porcentaje superior de GOS de mayor peso molecular, para el caso
de temperatura constante, lo cual puede estar relacionado con la pérdida de actividad de
la enzima, debida a la variacién de temperatura, como la comentada para la disminucion

del rendimiento en el caso del proceso a potencia constante.

En el Anexo 7 aparecen las cinéticas de produccion de GOS en medio convencional sin
microondas, con microondas a temperatura constante y con microondas a potencia
constante. Se puede observar que no hay diferencias muy importantes entre las tres
cinéticas, exceptuando una conversion un poco mayor (3%) de la lactosa con el empleo

de microondas.
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5.3.2 Efecto de las microondas sobre la separacion de GOS

El SADF compuesto por PEG - citrato de sodio evaluado en este trabajo se caracteriza
por presentar la solucién polimérica en la fase superior y la salina en la fase inferior,
manteniendo en todos los experimentos una relaciéon volumétrica (RV) de fases de
aproximadamente Vis/Vp; = 4: 1, que no cambid durante las pruebas. (Vgs=Volumen fase

superior, Vy;=Volumen fase inferior).

Los resultados mostrados en la Figura 5.4 dejan ver que no hubo un efecto de la aplicacion
de microondas para ninguna de las metodologias empleadas y que la agitacion solo afect6
a los experimentos donde se hizo la separacién convencional, es decir, sin microondas
logrando un R menor en comparacion (0,18+/-0,015). La diferencia con los resultados
obtenidos en el capitulo 3 donde la agitacién no fue una variable significativa para la
separacion convencional puede deberse al diferente tipo de agitacion empleado, en primer

caso orbital y en el segundo magnética.
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Figura 5.4 Efecto de la aplicacién de microondas a temperatura y potencia constante y de la agitacién sobre
R.. NO MW: Reaccién convencional, MW T KTE: con la acciéon de microondas a temperatura constante, MW
W KTE: con la accion de microondas a potencia constante. SHK: con agitacion, NO SHK: sin agitacion.

En el calculo de R de la Figura 5.4 las concentraciones de GOS y lactosa en la fase inferior
y la de monosacéaridos en la fase superior no se ven afectadas por ningun tratamiento,

mientras que la concentracion de GOS y lactosa en la fase superior si, en particular para
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el tratamiento sin microondas y sin agitacién cuyos valores son los mas bajos. Informacién
mas detallada de las masas de los carbohidratos en cada fase y para cada tratamiento se
encuentra en el Anexo 8. En general, sin agitacion las microondas aumentan R mientras

gue con agitacion el efecto no es significativo.

Una pequefia transferencia de masa desde la fase inferior puede producir un aumento
importante en la concentracion de la fase superior, ya que la fase inferior tiene un volumen
significativamente mayor a la de la superior, como lo representa un RV de entre 0,13 y
0,22. Adicionalmente, la definicion de R en la ecuacién 3.3 hace que las concentraciones
de GOS y lactosa en la fase superior tengan un impacto muy importante sobre R, logrando
gue pequefios aumentos de esas concentraciones ocasionen un aumento mayor en R. A
diferencia del menor efecto de la concentracién de monosacaridos en esa fase (cuyo efecto

es opuesto).

Por tanto, el hecho de que los tratamientos sin microondas y sin agitacion presenten los
menores valores de R, puede implicar que la radiacion y la agitacién incentivan el paso de
GOS, lactosa y monosacaridos hacia la fase superior (especialmente estos ultimos),
probablemente porque estos factores ayudan a disminuir la resistencia interfacial a la
transferencia de masa de esos compuestos desde la fase inferior a la superior. Sin
embargo, el paso de lactosa a la fase superior perjudica la reaccion de transgalactosilacion
gue se da principalmente en la fase salina y no es conveniente para el proceso de
produccién de GOS.

En el SADF preparado para la separacion de los GOS coexisten dos fases acuosas de
composiciones, viscosidades y conductividades diferentes; en consecuencia, Sus
propiedades dieléctricas difieren (Schubert, H., Regier, M., 2005). Sin embargo, debido a
la alta cantidad de agua presente en ellas, el efecto de la radiacién por microondas sobre
estas matrices se ve reflejado en la generacién de calor gracias al alto momento dipolar

del agua.

De igual forma, el factor de disipacion (¢”°/ €) es una propiedad eléctrica que relaciona el
factor de pérdida (¢”") con la constante dieléctrica (¢"). El primero determina la conversion
de la energia de las microondas a energia térmica y la segunda refleja la capacidad del

material para almacenar la energia proveniente de las ondas. Por tanto, los altos valores
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del factor de disipacion para soluciones acuosas implican que su temperatura aumenta

mas facilmente por la accién de las microondas (Mello et al., 2014).

Adicionalmente, el factor de disipacién de la fase inferior, por presentar mayor
conductividad eléctrica, es mayor con respecto al de la fase superior (Schubert, H., Regier,
M., 2005) y a su vez la fase superior al ser mas hidréfoba (mas concentrada en soélidos),
es menos susceptible al calentamiento, y por ende presenta menor factor de disipacion.
Esta diferencia entre los factores de disipacion pudo causar un diferencial de temperatura
entre las fases, lo que a su vez pudo disminuir la densidad y viscosidad de la fase inferior
y aumentar los coeficientes de transferencia de masa de los solutos involucrados. Sin
embargo, el transporte de los monosacaridos hacia la fase superior se pudo ver atenuado
por interacciones dipolares con los iones de la fase salina, lo que puede explicar el
aumento de R con la presencia de las microondas. Ademas, la agitacion promueve el
transporte de todos los compuestos superando este Ultimo fendbmeno haciendo que los

monosacaridos también se transporten a la fase polimérica.

5.3.3 Proceso intensificado para la produccién de GOS asistido
por microondas

En la Figura 5.5 se muestra que la concentracion de GOS, lactosa y monosacaridos en la
fase inferior al término del proceso es considerablemente mayor que la de la fase superior
para los tratamientos sin microondas. En otras palabras, y como se mostré anteriormente,
las microondas parecen favorecer el paso de estas sustancias hacia la fase superior y con
ello el aumento de los coeficientes de particion y a su vez de R. Este comportamiento es
contrario a la separacién deseada y por tanto la aplicacibn de microondas no es

conveniente para el proceso intensificado para la produccion de GOS.

Aunque la agitacion no tuvo efecto significativo para el proceso intensificado estudiado en
el capitulo 4, la diferente forma de aplicacién en el caso de las microondas, pudo causar
un efecto convectivo mayor en la fase inferior, que sumado al efecto de las microondas
pudo potenciarla. Esto puede ayudar a explicar la igualdad en concentracion de las tres
especies involucradas en las dos fases en el tratamiento a potencia constante y sin

agitacion
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Figura 5.5 Efecto de la aplicacién de microondas a temperatura y potencia constante y de la agitacién sobre
la distribucion de GOS, lactosa Y monosacaridos en las dos fases del SADF, superior(S), e inferior (I). NO
MW: Reaccién convencional, MW T KTE: con la accion de microondas a temperatura constante, MW W KTE:
con la accion de microondas a potencia constante. SHK: con agitacion, NO SHK: sin agitacion.

La produccion de GOS depende en gran medida de las particularidades de la (-

galactosidasa empleada. En este trabajo se utilizé6 una enzima comercial (Enzeco), cuyo

origen es Aspergillus oryzae, a las condiciones establecidas como 6ptimas en la

integracion de la reaccion y la separacién desarrollada en el capitulo 4 que fueron: pH 4,5,
agitacién 120 rpm, E/S:0,32 mg enzima / g Lo, T: 55°C, PEG 4000 (6,9%), citrato de sodio
(5,6%), lactosa inicial (Lo) (41,26%) y buffer Mcllvaine (0,01M) (46,24%). La distribucion
de la enzima en las fases se vio un poco reducida por la radiacion, asi entre el 78 y 85%

de la enzima permanecio en la fase inferior en todos los tratamientos llevados a cabo,

mientras que en los resultados del capitulo 4 entre el 80 y 97% permanecié en la fase

inferior, lo que obviamente afecta los resultados del proceso.
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En la Figura 5.6 se aprecia cdmo la accién de las microondas disminuyé la produccién de
GOS entre un 50 y 60% en la fase inferior; una menor cantidad de enzima en esta fase
salina sumado a una posible disminucion de la actividad de ésta por el largo tiempo de
exposicion a las microondas (Kamerke et al., 2012) podrian explicar esta situacion. Esto
sumado a que las microondas hacen que parte de la lactosa migre a la fase superior
disminuyendo su concentracién en la fase donde se producen los GOS. Esa migracion
puede observarse en la informacion consignada en el Anexo 9. De otro lado no se observa
ningun efecto de la agitacion en ninguno de los tres casos (sin MW, con MW a temperatura

y potencia constantes).
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Figura 5.6 Efecto de la aplicacion de microondas a temperatura y potencia constante y de la agitacion sobre
la produccion de GOS en un SADF como medio de reaccién. Las concentraciones presentadas corresponden
a la fase inferior. NO MW: Reaccion convencional, MW T KTE: con la accién de microondas a temperatura
constante, MW W KTE: con la accion de microondas a potencia constante. SHK: con agitacion, NO SHK: sin
agitacion.

La Figura 5.7 muestra que la aplicacion de la radiacién disminuyé la productividad, el
rendimiento de GOS y la conversién hacia GOS, como consecuencia de la menor
disponibilidad de lactosa para la reaccién con la aplicacion de las microondas, asi como

por la migracién de GOS a la fase polimérica, bajo la accién de esas ondas.

Es importante resaltar adicionalmente que para los dos sistemas con aplicacion de la
radiacion (temperatura y potencia constantes), los GOS producidos resultaron ser de
mayor grado de polimerizacién (GOS4, GOS5 y GOS6).
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Figura 5.7 Efecto de la aplicacién de microondas a temperatura y potencia constante y de la agitacién sobre
la productividad de GOS, la conversion y el rendimiento de GOS. Las concentraciones presentadas
corresponden a la fase inferior. NO MW: Calentamiento convencional, MW T KTE: con la accién de

microondas a temperatura constante, MW W KTE: con la accion de microondas a potencia constante. SHK:

con agitacion, NO SHK: sin agitacion.

En la Figura 5.8 se muestra que R incrementa su valor con la aplicacion de la radiacién por
microondas (a T y W constantes) y que la agitacion no tiene un efecto significativo lo que

concuerda con los resultados mencionados en el numeral anterior.
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Figura 5.8 Efecto de la aplicacion de microondas a temperatura y potencia constante y de la agitacién sobre

R, en la reaccion —separacion de GOS. Las concentraciones presentadas corresponden a la fase inferior. NO

MW: Reaccion convencional, MW T KTE: con la accién de microondas a temperatura constante, MW W KTE:
con la accioén de microondas a potencia constante. SHK: con agitacién, NO SHK: sin agitacion.

5.4 Conclusiones

Se evalug el efecto de la radiacién por microondas a temperatura y potencia constantes y
de la agitacion sobre la reaccién enzimatica de produccion de GOS en un medio acuoso
convencional, cuyas condiciones Optimas se definieron el Capitulo 2. No se encontrd
ningun efecto de la radiacion y la agitacion sobre la produccion, productividad, conversion
y selectividad para ninguno de los sistemas. Se encontré una disminucion del rendimiento
de GOS, para el caso de aplicacion de MW a potencia constante. Para los dos sistemas
con aplicacion de la radiacién (temperatura y potencia constantes), los GOS producidos

resultaron de mayor grado de polimerizacion (GOS4, GOS5 y GOS6).

Se establecio el efecto de las microondas sobre la separacién de una mezcla comercial de
GOS usando un SADF formado por PEG (polietilenglicol) (29,56%) y citrato de sodio
(7,39%), usando como variable de respuesta R. Las microondas asi como la agitacion
tienen un efecto no deseado de incremento de R, como consecuencia del paso selectivo
de GOS principalmente y lactosa en menor medida desde la fase inferior del SADF hacia
la superior. De tal manera que el SADF sin microondas y sin agitacién proporcioné el menor

valor de R, es decir una mejor separacion.
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Se determiné el efecto de las microondas sobre la reaccion-separacion de GOS
simultdneas, se encontré que la radiacion a temperatura y potencia constantes hace
disminuir la produccién de GOS, productividad, conversion y rendimiento, debido a la
actividad hidrolitica de la enzima sobre los GOS, motivada por la accién de las ondas por
un tiempo de 8h. De otro lado respecto a la variable de respuesta R para la separacion,
durante el proceso simultdneo reaccidén-separacion, esta se incrementd entre 7 y 8 veces
como consecuencia de la transferencia preferencial de GOS hacia la fase superior, debida

a las microondas, lo cual es perjudicial para la separacion deseada.
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6.Conclusiones

Se evalud la produccion de galactooligosacaridos usando las tres B-galactosidasas
comerciales logrando rendimientos de produccién de GOS de 27% m/m, 25% y 24% para

las enzimas Enzeco, Maxilact A4 y EBGLAN, respectivamente.

Las condiciones optimizadas obtenidas para Enzeco, fueron pH 4,6, T=54°C y E/S=0,39,
bajo las cuales la producciéon, el rendimiento y la productividad de GOS fueron
107,7 g/L, 27,2% y 1,36 g. L't.min! respectivamente en el mismo orden los resultados
optimizados por Minitab 16 fueron 110,5 g/L, 28% y 1,38 g. L1.min?, que no son

estadisticamente diferentes a los experimentales.

La lactasa de Enzeco present6 los mejores resultados para las pruebas de hidrélisis con

ONPG, lactosa y de produccion de GOS respecto a las otras dos evaluadas.

La optimizacion gruesa del SADF permitié definir una zona limitada por [PEG]=28-31%,
[Citrato Na]=6-9%, PEG4000, dentro de la cual se llevé a cabo la optimizacion final que
produjo un valor de R = 0,1678 , para [PEG]: 29,56% y [Citrato de Na]: 7,39%. Este
resultado se valido experimentalmente dando como resultado

R = 0,162, 3,5% menor que el determinado por el modelo optimizado.

Se logré una particién de lactosa y GOS preferencialmente hacia la fase inferior (94,9%
m/m), adicionalmente se retiré un porcentaje de glucosa (16%) y galactosa (14%) que

ayuda a disminuir la inhibicién de la enzima en la fase inferior.

Los ensayos de tamizaje en la fase de reaccidn-separacion permitieron establecer que
entre el 80 y 97% de la enzima se ubica en la fase inferior del SADF (rica en citrato de
sodio), debido principalmente a la carga positiva de esta, a valores de pH inferiores a su

punto isoeléctrico (4,6).



134 Evaluacién de un proceso de produccién-separacion de galactooligosacaridos
mediante un sistema acuoso de dos fases asistido por microondas

La optimizacion final permitié obtener un R minimo de 0,55, con una concentracion inicial
de lactosa (Lo) de 41,26% m/v, una relacion enzima sustrato de 0,32 mg enzima /g Lo, pH
4,5, como variables manipuladas. Esta minimizacion generé un modelo que fue validado
experimentalmente y produjo un R de 0,583 +/-0,041, 6% mayor que el predicho por el

modelo.

Haciendo la comparacion del medio acuoso convencional de reaccion frente al SADF, se
puede apreciar una disminucion del 15%, 86%, 10% y 30% en la produccion, la
productividad, la conversién y el rendimiento de GOS respectivamente, debido a varias
razones, las concentraciones de lactosa en cada fase por separado son menores que la
total del medio acuoso, esto como se sabe disminuye los GOS producidos, al tratar de
aumentar esta concentracion para igualarla a la del medio convencional, se presenta el
inconveniente de alcanzar la saturacion y producir precipitacion, con el aumento
simultdneo de la viscosidad y los consecuentes problemas de transferencia. La Unica

respuesta que se incremento fue la selectividad (82%)

Se establecio6 el efecto de las microondas sobre la separacién de una mezcla comercial de
GOS usando un SADF formado por PEG (29,56%) y citrato de sodio (7,39%), usando como
variable de respuesta R. Las microondas asi como la agitacion tienen un efecto no deseado
de incremento de R como consecuencia del paso selectivo de GOS principalmente y
lactosa en menor medida desde la fase inferior del SADF hacia la superior. De tal manera
gue el SADF sin microondas y sin agitacion proporciond el menor valor de R, es decir una

mejor separacion.

Se determind el efecto de las microondas sobre la reaccidn-separacion de GOS
simultdneas, se encontré que la radiacion a temperatura y potencia constantes hace
disminuir la produccién de GOS, productividad, conversién y rendimiento, debido a la
actividad hidrolitica de la enzima sobre los GOS, motivada por la accién de las ondas por
un tiempo de 8h. De otro lado respecto a la variable de respuesta R para la separacion,
durante el proceso simultdneo reaccidén-separacion, esta se incrementé entre 7 y 8 veces
como consecuencia de la transferencia preferencial de GOS hacia la fase superior, debida
a las microondas, lo cual es perjudicial para la separacion deseada. Adicionalmente, para
los dos sistemas con aplicacion de la radiacion (temperatura y potencia constantes), los

GOS producidos resultaron de mayor grado de polimerizacién (GOS4, GOS5 y GOS6).
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7.Recomendaciones

Se sugiere evaluar un sistema de SADF en cascada donde sea posible tomar la fase
inferior y someterla a contacto con una nueva fase superior fresca para lograr mayor
transferencia de monosacaridos.

Evaluar el proceso de reaccion optimizado para las tres enzimas en escala mayor.
Ajustar las condiciones de reaccién-separacion favoreciendo mas la segunda etapa, es
decir trabajar con mayores valores de LLR y una poca menor cantidad de lactosa (por
razones de precipitacion).

Valdria la pena evaluar PEG de menor peso molecular, pero con un sistema de
cuantificacién diferente, o por lo menos un sistema cromatografico que opere con columnas
diferentes, que no presenten los problemas de obstruccién de estas, que se presentaron

en este trabajo.
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Anexo 1 Fichas técnicas de las enzimas comerciales

a) Enzeco
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b) EBGLAN (Megazyme)

=7

Megazyme

B-GALACTOSIDASE from Aspergillus niger (Lot 140801a)

E-BGLAN L B
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c) MAXILACT A4
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Anexo 2 ANOVA

a) ANOVA actividad hidrolitica especifica con lactosa

ANOVA unidireccional: Maxilact; EBGLAN; Enzeco

Fuente GL SC MC F P

Factor 2 0,0384 10,0192 1,52 0,292

Error 6 00,0755 0,0126

Total 8 0,1139

S = 0,1122 R-cuad. = 33,67% R-cuad. (ajustado) = 11,57%

ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. --—------ Fom——————= Fom—— = Fom—— = +-
Maxilact 3 1,3018 0,0478 (=== Hmmm oo )
EBGLAN 3 11,1428 0,1408 (-——==—=——-—--- Hmmmmmmmm )
Enzeco 31,2372 0,1252 (—m—————— - Hmmmmmmmmm )
———————— R i e
1,08 1,20 1,32 1,44

Desv.Est. agrupada = 0,1122

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

N Media Agrupacién
Maxilact 3 1,3018 A
Enzeco 31,2372 A
EBGLAN 3 1,1428 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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b) ANOVA actividad hidrolitica con lactosa
One-way ANOVA: Maxilact_1; EBGLAN_1; Enzeco_1

Source DF SS MS F P

Factor 2 298475 149238 131,80 0,000

Error 6 6794 1132

Total 8 305269

S = 33,65 R-Sq = 97,77% R-Sg(adj) = 97,03%
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev —4+-——————-- Fom———— Fom————— Fo——————-

Maxilact 1 3 36,45 1,34 (-=*---)

EBGLAN 1 3 258,27 31,82 (==*--)

Enzeco 1 3 482,52 48,81 (==*--)

B e I I I ———
0 150 300 450

Pooled StDev = 33,65

Grouping Information Using Tukey Method

N Mean Grouping
Enzeco 1 3 482,52 A
EBGLAN 1 3 258,27 B
Maxilact 1 3 36,45 C

Means that do not share a letter are significantly different.
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c) ANOVA Efecto de las concentraciones de Citrato de sodio,
PEG y temperatura sobre el coeficiente de reparto

wo-way ANOVA: k versus Temp_1; cit Na/PEG

Source DF SS MS F P
Temp 1 1 0,003128 0,0031282 4,28 0,084
cit Na/PEG 2 0,138959 0,0694793 95,10 0,000
Interaction 2 0,002728 0,0013639 1,87 0,234

Error 6 0,004383 0,0007306
Total 11 0,149198
S = 0,02703 R-Sg = 97,06% R-Sg(adj) = 94,61%

Individual 95% CIs For Mean Based on Pooled StDev
Temp 1 Mean --------- tom——————- Fo———————- Fm—————— +
25 0,504237 (—-—=====——- Hmm e )
55 0,536528 (=== Hmmm e ——— )

————————— -t 1

0,500 0,525 0,550 0,575

Individual 95% CIs For Mean Based on

cit Pooled StDev
Na/PEG Mean -—-——+--------—- fomm— fo—————— R
07-09 0,660279 (==*--)
08-10 0,502314 (—=*-—-)
09-11 0,398554 (--*--)
———tm— o ——— o ——— o
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Anexo 3 Velocidades de reaccidon enzimatica
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Figura A3.1 Actividad enzimatica de Enzeco
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Figura A3.2 Actividad enzimatica de EBGLAN
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Figura A3.3 Actividad enzimatica de Maxilact A4
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Anexo 4 Composicion de Vivinal® GOS

product data sheet

Vivinal® GOS Syrup
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Anexo 5 Curva de calibracion de Bradford

0,25
©
k=
2 y = 0,3402x - 0,006
s 027 R?=0,0964 .®
o
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°
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o e
S
£ 005 | *
°
a
0 1 1 1 1 1 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Promedio absorbancia a 495 nm
Figura A6.1 Curva de calibraciéon de Bradford
Promedio Absorbancia a 495 nm Promedio Concentracion proteina (mg/mL)
0,1555 0,05
0,257 0,075
0,31 0,1
0,3825 0,125
0,45 0,15
0,531 0,175
0,6095 0,2
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Anexo 6 Diagrama de Pareto del PB 12+3 para RV

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is RV, Alpha = 0,05)

2,571
[

PEG

Shaking -

PH1

Cit. Na -

Term

Lactose init. conc. -

Temperature |

MW PEG

Enzyme

T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Standardized Effect

Figura A7.1 Diagrama de Pareto del PB 12+3 para RV
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Anexo 7 Efecto de diferentes tipos de irradiacion de
microondas (temperatura constante y a potencia
constante) sobre la cinética de produccion de GOS

Cinética de producciéon de GOS en medio
convencional sin microondas
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Cinética de produccion de GOS en medio
convencional con microondas a temperatura

constante
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Cinética de produccién de GOS en medio convencional con
microondas a potencia constante
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Anexo 8 Masas de los carbohidratos en cada fase y para
cada tratamiento de las separaciones por SADF
asistidas por microondas. Reparticion de GOS, lactosa
y monosacaridos en las dos fases

MASA (mg) EN LA FASE SUPERIOR

GOS5 GOS4 GOS3 LAC ALLAC GLU GAL
NO MW NO SHK | 0,03309897 | 0,5121462 | 1,74100317 | 167,539409 | 2,48399472 | 127,432702 | 10,9918455
NO MW SHK 0,02370961 | 0,56520366 | 2,10716752 | 213,049246 | 3,28859653 | 158,560908 | 19,2779398
MW T KTE NO SHK | 0,96763586 | 1,60831902 | 2,4897229 | 205,968725 | 3,51638185 | 155,092403 | 10,5438142
MW T KTE SHK 0|3,75500177 | 6,48385225 | 385,079448 | 7,23028069 | 222,772095 | 20,5101608
MW W KTE NO SHK | 1,03456231 | 1,73630557 | 2,73846515 | 228,754878 | 3,83628575 | 167,490811 | 12,0304028
MW W KTE SHK | 0,95701981 | 2,06407856 | 2,95764491 | 214,997138 | 3,94273601 | 156,627487 | 11,672106

MASA (mg) EN LA FASE INFERIOR

GOS5 GOS4 GOS3 LAC ALLAC GLU GAL
NO MW NO SHK 3,8782647 | 18,3735377 | 41,3826416 | 1793,3227 | 56,4571917 | 875,908547 | 99,9429164
NO MW SHK 5,22000617 | 15,4557006 | 37,6304889 | 1735,86442 | 54,6548305 | 853,315399 | 100,986385
MW T KTE NO SHK | 5,12945533 | 15,5982842 | 40,7369833 | 1802,04307 | 35,3855561 | 847,202611 | 73,7170371
MW T KTE SHK 4,00643704 | 13,9117542 | 29,9651083 | 1686,85104 | 33,4761361| 808,80108 | 67,7996714
MW W KTE NO SHK | 4,51701843 | 15,7070373 | 42,8520687 | 1772,82587 | 35,2426316 | 836,408362 | 74,8253043
MWW KTE SHK | 4,04946936 | 14,1081255 | 24,5093964 | 1784,98914 | 34,4504224 | 870,012206 | 74,6630328

1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

fraccion de carbohidratos
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Anexo 9 Masas de los carbohidratos en cada fase y para
cada tratamiento de la reaccion - separacion
simultanea asistida por microondas.

MASA (g) EN LA FASE SUPERIOR

G0S4,5,6 GO0S3 Lactosa Alolactosa | Glucosa Galactosa
NO MW NO SHK | 2,49238799 | 5,81557198 | 37,8123162 | 0,15646574 | 9,74494358 | 1,43446843
NO MW SHK 3,03030091 | 7,07070213 | 32,8014755 | 0,20518334 | 12,690843 | 2,05609063
MW T KTE NO
SHK 14,0627464 |32,8130749 | 100,244375 | 0,88935996 | 24,9671459 | 6,2562268
MW T KTE SHK 9,79286161 | 22,8500104 | 101,861564 | 0,67232698 | 19,8221243 | 4,89034106
MW W KTE NO
SHK 4,93295849|11,5102365|170,115662 | 1,60701551 | 6,91036157 | 0,79721563
MW W KTE SHK | 6,93915403 | 16,1913594 | 84,0047994 | 0,41590144 | 9,9382574 | 1,34070545

MASA (g) EN LA FASE INFERIOR

G0S4,5,6 GOS3 Lactosa Alolactosa | Glucosa Galactosa
NO MW NO SHK | 29,2400079 | 68,226685 | 184,266714 | 2,64442329 |47,5637369 | 10,6022787
NO MW SHK 29,4913334 1 68,8131114 | 182,481579 | 3,16064125 | 47,6227603 | 10,5759797
MW T KTE NO
SHK 17,0690128 | 39,8276966 | 125,380029 | 2,07583431 | 29,2337087 | 7,18078979
MW T KTE SHK 14,0272108 | 32,7301585 | 154,649837 | 2,0747317|27,7708009 | 8,85803307
MW W KTE NO
SHK 4,96293838|11,5801895 |178,099171 | 1,55549027 | 7,14075815 | 0,78800224
MW W KTE SHK | 15,2477745 | 35,5781404 | 204,959366 | 2,12266983 | 20,1252227 | 3,13664901




