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Palabras claves: Hidrolasas,
Glicosidasas. Lactasa, fi-Galaclosidasa,

Ahsiract: The p-Galactesidic
activities of several commercial
enzymes are presented. also the cinetic
paremeters of the most active enzyme.

Resumen: Se presenta la actividad p-
Galaclosidisica de algunas enzimas
utilizadas en la industria lactea para la
hidrélisis del disacdrido lactosa. asi
como los pardmetros cinélicos de la en-
zima mas activa

INTRODUCCION

La Enzima Lactasa (E.C. 3.2,1.23, ji-
D-Galactdsida galactohidrolasa),
cataliea la hidrélisis del enlace p-D-

CHOH

Lactasa

mon
LH oLy _me

galactosidico de la lactosa liberando un
mol de D-Glucosa ¥ un mol de D-
Galactosa por cada mol de lactosa,
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0

T Departamento de Quimica, TTniversidad Nacional de Colombaa,
Apartada 3840, Medellin-Colombia. E-mail: jquijance@cpm.net.co
T Ddepaptamenta de Oiimica, Umiversidsd de Antioguia, Apartado 1226, Medellin-Colomba

r
Fils!



Il 5 N® 1 ."r';'_lr-J'J'-.'n:.Ju'r 97 Marza 98

Industnialmente se usa prncipalmente
cn la produccion de:

® Leche deslactosada, para la alimen-
racion de nifios v adulios imoleran-
tes a la laclosa durante el proceso.

® Arcquipe o dulce de leche. para
evilar la cristalizacion de la lactosa
durante el proceso v dar plasticidad
al producto

® Helados (loe gream) evitando también
la cristalizacion de lactosa v porende
la consistencia arenosa de la crema,
® (uesos proccsados:
cheddar.

collage,

La lactasa csid ampliamente distribui-
da:  Se encuentra en la emulsina de
algunas Rosaceas'” {Almendro, duraz-

no, mansang, albaricoque). scmllas de
alfallfa'? v de cald ¥, algunos tipos de
rosas silveseres'® Fsta presemic on
Aspergtliluy orvzae (lakadiasiasa)’ ™,
Aspergitlus niger, Aspergiliusg Tavis,
Escherichia coli'* 7', Saccharomyces
fragilis'®, Newrcespora'™ v algunos
otros microorganismost'™ T

En animales se ha encontrado en el ca-
racol de tierra (Helix pomatia) v en el
intestino delgado de algunos mamife-
tﬂs:u 136 0 i}

Estudios de inhibicion y actividad vs.
pH, han demostrado la presencia de dos
grupos: sulfihidrilo o imidazol, en el
sitio activo de la enzima de E. coli.

Wallenfels y Malhotra han propuesto ¢l
meganismo mosirado haciendo una
analogia con el de las estearasas’ ™
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Con el fin de evaluar la calidad de las
enzimas a utilizar en el deslaclosaje de
la leche, o en otro uso industrial, cs
neccsario conocer su actividad  Esta
pucde ser estimada con laclosa comao
sustrato. siguiendo enzimiticamente la
formacion de glucosa’'™ "' En nues-

tro caso utilizamos el cromoégeno o-
nitrofenil-f-D-galactdsido (ONPG) Y
, que también en hidrolizado por la en-
#ima, siguiendo la liberacion de o-
nitrofenol espectrofotométricamente a
410 nm. La reaccion se llevd a cabo a
pH=4 4 v 37,
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PARTE EXPERIMENTAL

I numa

Dos mi. de ONBG de concentracion
conocida, 1 mL de solucion bulfer de
fosfato-citrato pH =4 4 v ImL de solu-
cion de enzima. se incuban a 317°C por
20 minutos, al cabo de los cuales se
agrega | ml de solucion alcalina
(Na_CO-EDTA) para detener la reac-
¢ion v desarrollar el color se lece
absorbancia a 410 nm frenic a un blan-
Lo que contiene agua en lugar de envi-

ma' '

Para cvaluar la real actividad [§-
Galactohidrolasica de algunas enzumas
que se ofrecen comcrcialmente en nues-
tro medio asi como de otra hidrolasa
no cspecifica para ¢l cnlace -
galactosidice (invertasa: pB-D-

————

CI01 0

(rucafurannsidasa), sc trabajé con
Takamine Brand Fungal Lactase 30 000
{Fungal), Lactasa Miles Gynl 30
(Gynl), Maxilact L 2000 (Maxilac),
Inveriasa-S (Invertasa)

Con ¢l fin dec hacer una comparacion
reproducible, s¢ cuantificd la concen-
tracion en mg de proicing’ mL de solu-
cion (Mdétodo Biuret)''™, de las cnzimas
con ¢sla presentacion.  lgualmente a
la enzima solida (Fungal) se le averni-
pud la purcea cn términos de mg de
profeina/mg totales

RESULTADOS
a) Actividades

Los resultados cstin presentados en la
labla 1,

Actividad f-galactosidasica de algunas enEiMas comearciales
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TABLA
‘ D
Lnzima Presentacion my Fiotcing Achivudad
comergial ml. de solucion mmel ONPG A
1V mim mg Prot
Maxilact Solucian 50 1.43
Invertasa Salucion 10 304
Gyl Solucidn [47.2 .46
Fungal(Lactasa) Sohdo 816" 512
\ J

" mg Proteinas/ 100 mg totales
b Parametros cinéticos
Con la enzima Fungal, s¢ hicicron lus

correspondientes mediciones cinehicy
(Michaelis Menten) para evaluar la

constante de Michaelis (km} v la velo-
cidad maxima (Vm). Igualmenie se
utilizd D-Galactosa como 1nhibidor
competitivo Los resultados estin
mosirado en la tabla 2.

TABIL.A 2

Paramectros cindlicos ¢n Ty hidrolisis de ONPG con Fungal-Laciasa

Em (M) 146 x 104
Vim (pmol ONPG/mg enzima nin) 9.60 x 107
Bom (M) 681 x 10
KAM) 6.80 x 10°
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CONCLUSIONES

Los valores de actividad obiconidos,
MUCSIran quc Cs NCCCsario pl’{'\'i:_.] men-
te a la uhilizacidn de cnzimas, cuanti-
ficar la aclividad para escoger adecun-
damente la mas conveniente. Aunque
Las envimas (ienen cspecificidad. pue-
de ensayarse otra simular (eomo en ¢l
caso de la inveriasa) para pesquisar su
probable cficiencia
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