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INTRODUCCION

Alimentos funcionales

El concepto de “alimento funcional” se acuié en Japon a mediados de 1980. En
ese momento, las autoridades sanitarias de Japdn llegaron a la conclusion de que un
mayor consumo de ciertos tipos de alimentos podria reducir los riesgos a padecer
ciertas enfermedades. Después de un comienzo relativamente lento, el concepto de
alimentos funcionales ha estimulado el interés entre las principales empresas de
alimentos de todo el mundo. En la actualidad, el mercado de alimentos funcionales
ronda los 43 mil millones de dolares en los EE.UU., con un crecimiento anual de

mercado del 5-10% (Sloan, 1999).

Roberfroid fue uno de los primeros en definir un “alimento funcional” en 1996,
lo definia como “un componente de la dieta que puede ejercer efectos fisiologicos sobre

el consumidor, que puede eventualmente conducir a un buen estado de salud”.

En la actualidad un alimento funcional es considerado ampliamente como
cualquier alimento o ingrediente que, ademdas de proporcionar beneficios nutricionales,
puede contribuir a la salud del consumidor (Marriott, 2000) de forma que se traduzca en
una mejora de la salud del individuo y/o una reduccion del riesgo de enfermedad
(Howlett, 2008). Estos beneficios pueden ser de varios tipos de acuerdo a Bellisle ef al.
(1998), un alimento funcional afecta a uno o un numero limitado de funciones en el

cuerpo humano de manera especifica con el fin de tener efectos positivos sobre la salud.

Tradicionalmente, las frutas y los vegetales se han visto como una fuente de
componentes funcionales, pero investigaciones recientes han establecido que los
alimentos derivados de los animales como la leche y los productos lacteos también

pueden ser una fuente valiosa de estos componentes (Bauman et al., 2006).

Algunos ejemplos de alimentos funcionales son: fibra dietética, prebidticos,
probidticos, acidos grasos, péptidos bioactivos, antioxidantes naturales, vitaminas,
minerales, fitoesteroles y fitoestanoles. Para ayudar al restablecimiento del equilibrio
intestinal asociado a un estado saludable se encuentran los denominados probidticos,

prebidticos y simbioticos (Roberfroid, 2000).




Los productos lacteos funcionales, son uno de los sectores mas desarrollados en

la Unién Europea.

Galacto-oligosacaridos

Un componente funcional tipico es lo que se conoce como fibra alimentaria. Los
Galacto-oligosacaridos (GOS en adelante) estdn clasificados como carbohidratos no
digeribles (NDOs, Non Digestible Oligosaccharides) resistiendo a los procesos
digestivos en estomago e intestino delgado de forma que el 90% de los GOS

consumidos alcanzan el colon (van Loo et al., 1999).

Los GOS no pueden ser digeridos por las enzimas del intestino delgado, pero
son fermentables por bacterias en el intestino grueso (Champ et al., 2003). Esto es
debido al sustrato ya que las enzimas digestivas en humanos tienen cierta especificidad
hacia enlaces a-glucosidicos mientras que estos GOS tienen una configuracion f.
Algunas [B-galactosidasas localizadas en el intestino delgado son capaces de digerir

GOS pero su actividad es por lo general débil o a menudo deficiente (Ito et al., 1993).

Esta fibra puede tener distintos origenes y por lo tanto distintas propiedades. Los
galacto-oligosacaridos son utilizados en la industria alimentaria para afiadir un caracter

funcional a los alimentos que lo incorporan.

Estos GOS presentan ventajas para la salud del consumidor. El consumo de los
mismos en la dieta, estimula la proliferacion de bifidobacterias y lactobacilos en el

intestino, los cuales son beneficiosos para la salud humana (Sako et al., 1999).

Tienen una formula genérica de D-glucosa-[B-D Galactosajn donde n puede
variar, cambiando asi la longitud total del azucar entre tres y diez monosacaridos,

aunque los més abundantes son los de tres y cuatro monosacéridos (Figura 1).

Los efectos beneficiosos que aportan los GOS a la salud, son por un lado,
mediante la proliferacion selectiva de bacterias beneficiosas en el intestino,
especialmente Bifidobacterium y Lactobacillus, se genera una resistencia frente a la
colonizacién de patogenos reduciendo asi infecciones intestinales y modulando el

sistema inmune. El otro mecanismo es la produccion de 4cidos grasos de cadena corta




(en adelante, AGCC), que es uno de los procesos fisioldgicos mas importantes mediado

por los microorganismos colonicos mostrando diversos beneficios para la salud.
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Figura 1: Esquema de algunos de los principales GOS sintetizados a partir de lactosa (Extraido de
Colinas, 2013)

La ingesta de GOS estimula el crecimiento y/o activa el metabolismo de algunas
bacterias del colon. Esto conlleva una modificacion selectiva de la microflora intestinal,
asociado con una disminucion en el pH fecal, provocando unas condiciones

desfavorables para muchos microorganismos patdégenos (Kunz et al., 1993).

Entre los productos finales de la fermentacion de GOS por las bacterias del
colon encontramos, acido acético, acido propionico y lactico (Hidaka et al., 1986;
Hidaka et al., 1988). Por ejemplo, el acido propidnico es absorbido y llega al higado por
via de la vena porta inhibiendo la litogénesis hepatica (Wolever et al., 1991). Estos
acidos también impiden el crecimiento de microorganismos patdégenos como

Escherichia coli y Clostridium perfringens (Tanaka et al., 1983).

El valor calorico de los oligosacaridos no digeribles se ha estimado que esté
comprendido entre 1,0-2,0 kcal/g (Roberfroid et al., 1993). En concreto se calcul6 el
valor calorico de GOS en 1,73 kcal/g (Watanuki et al., 1996). Se ha visto que los GOS
son muy estables a altas temperaturas, incluso mas estables que los fructo-
oligosacaridos (FOS) (Voragen, 1998). Esta propiedad permite su utilizacion en

alimentos tratados térmicamente.



Algunas caracteristicas generales de estos GOS se engloban en la Tabla 1.

Propiedades fisico-quimicas

Solubilidad en agua 80% (p/p)
Dulzor 30-60 % sacarosa
Apariencia Translucidos
Viscosidad Similar al jarabe de maiz con alto contenido en fructosa
Estabilidad Estable a 160°C / 10 min / pH 7; estable a 100°C / 10 min / pH 2;
estable a 37°C / meses / pH 2
Punto de congelacién Se ve reducido en alimentos
Prop. humectante Aumenta capacidad retencion humedad para prevenir excesiva
sequedad
Actividad de agua Baja actividad H20 reduciendo contaminacién microbiana
Cariogeneidad Bajo potencial para su desarrollo

Propiedades fisioldgicas
Digestibilidad No digestibles pero fermentables, estimandose el valor caldrico
entre 1-2 kcal/g (Sako et al. 1999)
Propiedades prebidticas  Actividad metabdlica y proliferacion de bacterias bifidogénicas

Tabla 1. Propiedades generales de GOS (adaptado de Macfarlane et al., 2008; Playne y Crittenden 2009).

Los oligosacaridos se conocen por el nombre de bifidogénicos o bifidofactores,
en referencia a su capacidad para promover selectivamente, como se ha comentado
anteriormente, la proliferacion de: Bifidobacterias spp. (Tales como B. longum, B.
breve, B. pseudolongum, B. infantis y B. lactis) y Lactobacillus spp. (tales como L.
acidophilus, L. casei, L. reuteri, L. rhamnosus, L. johnsonii, y L. plantarum) que se cree
que son beneficiosas para la salud intestinal (Shortt, 1999). Estas bacterias se han
descrito como amistosas o bacterias probioticas (del griego, npo PBrotoc, que literalmente
significa "para la vida"). La incorporaciéon de cepas probidticas en productos
alimenticios tradicionales ha sido bien establecida en la industria lactea, lo que lleva a la

produccion de nuevos tipos de leches y quesos (Gomes ef al, 1999) fermentadas.

Gibson y Roberfroid, definen ya en 1995 un prebiodtico, como un alimento o
ingrediente no digerible que afecta beneficiosamente al huésped estimulando
selectivamente el crecimiento y / o el metabolismo de una o un niimero limitado de
especies bacterianas beneficiosas ya existentes en el colon. Por lo tanto, un prebidtico
no hidrolizado y / o absorbido en la parte superior del tracto gastrointestinal, sirve como
un sustrato selectivo para al menos una especie bacteriana del colon, alterando la

composicion positivamente de la microflora.

Muchos de los ingredientes alimenticios como oligosacaridos no digeribles,
algunos péptidos, proteinas y lipidos, podrian actuar como prebidticos pero solo los
oligosacaridos son capaces de cumplir con todos los requisitos de los prebioticos,

especificamente los GOS.



Organismos tales como E. coli, Clostridium perfringens o Streptococcus mutans,
potencialmente dafiinos no pueden utilizar GOS (Tomomatsu, 1994). Esto conduce a

una mejora del equilibrio de la microflora intestinal en el intestino.

Otra estrategia en la gestion de la microflora es el uso de simbidticos, en el que
prebidticos y probiodticos se utilizan en combinacién (Gibson et al., 1995). En vivo,
adiciones microbianas pueden ser utilizados en conjunto con sustrato especifico para el

crecimiento (es decir Bifidobacterias con GOS o FOS) (Collins et al., 1999).

Hay estudios y avances que se producen en las aplicaciones médicas de
oligosacéridos especificos. Por ejemplo, el tratamiento de enfermedades infecciosas
intestinales utilizando oligosacaridos ha sido propuesto por Playne (2002), quien
descubrio la capacidad de oligosacaridos especificos para unirse a la mucosa intestinal y

las superficies epiteliales y por lo tanto prevenir la union de ciertos microorganismos.

Otras investigaciones han establecido que la presencia de la microflora “Bifidus”
en los intestinos de los bebés alimentados con leche materna se atribuy6 a la presencia
de GOS en la leche humana (Matsumoto, 1993). Gyorgy (1973) mostrd que la fraccion
de GOS de la leche humana (denominada como factor de Bifidus) mejora el crecimiento
de bifidobacterias en el intestino no solo de los lactantes alimentados con leche materna,

sino también de los lactantes alimentados con leche de vaca suplementada con GOS.

Las propiedades prebidticas de varios oligosacaridos se han demostrado por la
administracion de cantidades reducidas de dichos productos a los animales. También un
estudio en humanos con galacto-oligosacaridos y fruto-oligosacaridos como prebioticos
mostrd que una dosis diaria de 4-20 g aumenta significativamente los niveles de
Lactobacillus y de Bifidobacterias en el intestino (Ryocroft et al., 1999). Del mismo
modo, los estudios anteriores de Tanaka et al. (1983) demostraron que después de una
semana de ingesta de -1 — 6 GOS a una dosis de 3-10 g/dia en individuos adultos
sanos, el conteo fecal de Bifidobacterias se increment6 significativamente. De hecho,
una ingesta diaria de 2,5 g de f-1 — 6 GOS parece ser suficiente para aumentar el
recuento fecal de bifidobacterias cuando el nivel inicial es bajo, lo que es frecuente en el

caso de las personas de edad avanzada (Ito et al., 1993; Boehm et al., 2000).

Por otra parte Kanamori et al., (2003) también demostraron que la

administracion oral de un simbidtico el cual contiene GOS (3 g / dia) en combinacion



con vancomicina contribuy6 a erradicar Staphilococcus aureus MRSA (methicillin-

resistant Staphylococcus aureus) y restablecid la flora en un bebé de 3 meses de edad

que sufria enterocolitis MRSA. Deguchi et al., (1997) mostré que las condiciones

intestinales mejoran después de la ingestion diaria de 5 g GOS durante una semana. En

un estudio de sujetos diabéticos con estrefiimiento, se encontrd una correlacion entre la

mejora en el estrefiimiento y la disminucion de la bacteria fecal Bacteriodaceae después

de la ingestion de GOS (Narimaya et al., 1996).

Los galacto-oligosacaridos tienen otros efectos beneficiosos potenciales ademas

de ser bifidofactores. De esta manera se le atribuyen los siguientes beneficios:

Favorecer la sintesis de vitaminas del complejo B, producido por cepas de

bifidobacterias (Perugino ef al., 2004; Kanbe, 1992).

Reducir los niveles de colesterol en el suero, debido a la asimilacion del
colesterol en la dieta de algunas cepas de Lactobacillus acidophillus (Chonan et

al., 1995; Gilliland et al., 1990).

Estimular y mejorar la absorcion de minerales de metales tales como calcio y
magnesio (Sako et al., 1999). En particular, aumenta la solubilidad del calcio
como resultado de la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) por

Bifidobacterias (Chonan et al., 1995).

Afectar positivamente a la mineralizacion 6sea (Chonan et al., 1995; Scholz-

Arhens et al., 2001).
Mejorar el nivel de glucosa en sangre y triglicéridos (Nakakuki, 2002).

La eliminacion de compuestos toxicos (Van den Heuvel ef al., 1999.) tales

como el amoniaco (Tamai et al., 1992).

Estimular el peristaltismo intestinal, previniendo el estrefiimiento (Deguchi,

1997)

Aliviar los sintomas de la diabetes mellitus y la intoleracia a la lactosa (Li et al.,

2008).

Prevenir el cancer de colon (Van Dokkum et al., 1999).



Los GOS son en su globalidad reconocidos como seguros (GRAS, Generally
Recognized/Regarded As Safe), estos tienen componentes de la leche humana y de
productos tradicionales como el yogurt. Se han realizado estudios de toxicidad aguda y
cronica que han dado negativo, asi como estudios con resultados negativos de

mutagenicidad (Sako et al., 1999).

En 1995 se estima que la produccion en Europa de GOS fue de alrededor 15.000
toneladas (Playne et al., 1996). Algunas de las empresas que actualmente estdn
produciendo GOS para su distribucién comercial son Friesland Foods Domo en los
Paises Bajos o Snow Brand Milk en Japon. Los procesos de produccion de los productos
comerciales Vivinal ® GOS (de Friesland Foods) o P7TL ® GOS (Snow Brand Milk),
estan patentados. Estos preparados se utilizan para formular productos dirigidos a
grupos especificos de la poblacién, como los bebés, nifios, mujeres y ancianos.
Comercialmente disponibles, estos preparados de GOS se venden a distintas
concentraciones dependiendo de la casa comercial. Por ejemplo, la composicion tipica
de Vivinal GOS es de mas del 55% de GOS, lactosa y glucosa en torno al 20% y una

pequena cantidad de galactosa (menos de 1%).

A medida que la investigacion y la industria de los GOS aumenten, se
entenderan mejor sus propiedades funcionales (Crittenden et al., 1996). Muchos son los
productos en los que se pueden incluir los GOS, como el pan o los productos lacteos
fermentados, ya que durante la fermentacion llevada a cabo por la levadura y la coccion
del pan, los GOS no se descomponen y pueden influir positivamente en las propiedades

organolépticas de estos alimentos.

Analizando la literatura existente sobre el tema, se llega a la conclusion de que
solo unos pocos investigadores afirman que han alcanzado el nivel de GOS sintetizado
superior al 40%, mientras que la mayor parte de los investigadores llegaron a la
conclusion de que los maximos GOS sintetizados se encuentran entre 20-25% (Colinas,
2013). La produccion de niveles més altos de GOS es un desafio actualmente y puede

requerir nuevos enfoques y perspectivas.



Sintesis enzimatica de GOS por B-galactosidasas

Las B-galactosidasas son enzimas hidrolasas que catalizan la hidrolisis de B-
galactosidos en sus monosacaridos correspondientes. Debido a esta capacidad, estas
proteinas son muy importantes en las industrias alimentaria, farmacéutica y clinica. Esta
enzima fue una de las primeras enzimas en ser aisladas y purificadas a partir de diversas
fuentes naturales como plantas, drganos de animales y microorganismos (Richmond et

al., 1981).

Existen B-galactosidasas provenientes de procariotas y de eucariotas (incluyendo
los seres humanos). La primera (-galactosidasa secuenciada fue la de Escherichia coli

(Fowler y Zabin 1970) con 1.024 aminoacidos.
Las B-galactosidasas mas importantes debido a su potencial biotecnologico son:
1. La B-galactosidasa de Escherichia coli
2. La B-galactosidasa de Kluyveromyces lactis
3. La B-galactosidasa de Aspergillus niger

En 1992 se publicé la secuencia de la B-galactosidasa de K. lactis, revelando
que esta B-galactosidasa esta compuesta por 1025 aminoacidos y tiene un peso en KDa
de 117.618. Esta B-galactosidasa es muy importante en sectores como el alimentario o
farmacéutico/médico y recientemente ha sido publicada su estructura (Pereira-

Rodriguez et al., 2012).

El pH 6ptimo de esta enzima es neutro (cerca de 7), y se considera GRAS por la
FDA (American Food and Drug Administration). Esto es debido a que es producido a

partir de un organismo eucariota considerado como seguro.

Estas [-galactosidasas pueden actuar de diferente manera dependiendo de las
caracteristicas del medio, pudiendo llevar a cabo una reaccion de hidrdlisis o de
transglicosilacion en condiciones concretas. Por lo tanto, el mecanismo de reaccion B-
galactosidasa incluye tanto la hidrolisis de la lactosa como la reaccion de

transglicosilaciéon (Mahoney, 1998).

Que una B-galactosidasa se comporte de una manera u otra tiene que ver con

diversos factores, siendo uno de los mas importantes la concentracion de lactosa en el
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medio, llevando a cabo una mayor actividad de transglicosilaciéon cuando se encuentra
en un medio con alta concentracion de lactosa. Otros factores influyen en la reaccion,
tales como: condiciones de reaccion, temperatura, el pH y la presencia de inhibidores o

activadores especificos para la enzima (Zarate et al., 1990).

Algunos autores (Bakken et al., 1992; Portaccio et al., 1998; Shukla et al., 1993)
afirman que la galactosa tiene capacidad para actuar como un inhibidor competitivo
tanto de la hidrdlisis de lactosa como de la reaccion de transglicosilacion. Desde un
punto de vista termodindmico, la alta concentracion de galactosa implicaria una mayor
transglicosilaciéon y a su vez, una mayor concentracion de GOS, pero estudios

demuestran que la adicion de galactosa a la reaccidn, inhibe la actividad de la enzima

(Neri et al., 2009).

También influye la distinta fuente de la que obtenemos la enzima, ya que por
ejemplo algunas B-galactosidasas extraidas de E. coli o A. niger, parecen promover una
fuerte actividad hidrolitica, mientras que la B-galactosidasa de A. oryzae o Bacillus

circulans exhiben una fuerte transglicosilacion (Mahoney, 1998).

La sintesis de GOS mediante enzimas 3-galactosidasas tiene lugar en tres pasos

como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2: Sintesis de GOS mediante 3-galactosidasa (Extraido de Colinas, 2013)

Primeramente, se forma un intermedio galactosil-enzima liberando una molécula
de glucosa. Este intermedio sufre un ataque nucleéfilo transfiriéndose a otro aceptor con
grupo hidroxilo como puede ser una molécula de agua o bien otro carbohidrato. La
formacion de GOS viene determinada por un balance entre ambas reacciones: hidrolisis

y transgalactosilacion. En el caso de soluciones con baja concentracion de lactosa se
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favorecera la hidrolisis con la consecuente formacion de galactosa, y a concentraciones
elevadas de sustrato, la molécula de lactosa actua de nuevo como aceptor formandose

asi una serie de GOS con diferente grado de polimerizacion (Figura 3).

TRANSGALACTOSYLATION REACTION

Acceptor

Acceptor

cceptor

LACTOSE HYDROLYSIS

Figura 3: Esquema de la hidrélisis y transglicosilacion de la p-Galactosidasa. La ruta inferior
representa la hidrolisis de lactosa y la ruta superior la transglicosilacion, ambas llevadas a cabo por B-
galactosidasa, en el mecanismo de regulacion de estas dos actividades influye la concentracion de lactosa
entre otros factores (Esquema extraido de Neri, 2008).

Roberts et al. (1957) demostraron que la transglicosilacion por B-galactosidasa a
partir de Saccharomyces fragilis era Util para la sintesis de GOS a partir de lactosa. Por
lo tanto, una mezcla de reaccion de 15% de lactosa con 0.5% de P-galactosidasa
obtenida de S. fragilis condujo a la formacion de GOS a partir de lactosa de la siguiente

manera (Figura 4).
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CONGENTRATION OF HYDROLYZATE GOMPONENTS (GRAMS PER 100 ML)

TIME OF INGUBATION {HR)

Figura 4: GOS sintetizados a partir de lactosa mediante la utilizacién de pB-galactosidasa de
Saccharomyces fragilis. Reaccion llevada a cabo en buffer fosfato (0,067 M, pH 6,2) y 35°C (Figura
extraida de Roberts et al., 1957).

OBJETIVOS

En el desarrollo del presente trabajo se han perseguido los siguientes objetivos
principales:

e Desarrollo de un método para determinar la sintesis de GOS por la B-
galactosidasa de Kluyveromyces lactis mediante HPLC

e Aproximacion inicial a la sintesis de GOS por la B-galactosidasa de K. lactis a
partir de lactosa en polvo monohidratada.

e Aplicacion de métodos estadistico para determinar las condiciones Optimas de
produccion de GOS por la B-galactosidasa de K. lactis

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

e p-Galactosidasa

Se ha empleado como fuente de enzima la [3-galactosidasa comercial
MAXILACT® LX50000 (Gist Brocades). Maxilact es una preparacion de J-
galactosidasa purificada a partir de Kluyveromyces lactis. Este compuesto se suministra

como una soluciéon conteniendo glicerol. Maxilact cumple con los requisitos de la

13




FAO/WHO's Joint Expert Committee of Food Additives (JECFA), con el Food
Chemical Codex (FCC) y con las directrices exigidas por la Food Enzymes of the
Scientific Committee of Food (SCF) en Estados Unidos para su uso en la industria
alimentaria. La preparacion de esta enzima se almacena en su envase original a 4°C.

Bajo estas condiciones, la pérdida de actividad seria de menos 1% mensual.

La determinaciéon de su actividad enzimatica por el método descrito mas
adelante dio como resultado 1886,8055 U.E / ml de preparado. Una unidad de enzima se
define como la cantidad de enzima que libera 1 pumol de o-nitrofenol a partir de o-

nitrofenil B-D-galactopiranosido a pH 7,0 y 40 ° C.
e Lactosa

Se ha utilizado lactosa en polvo monohidratada de la casa comercial SIGMA

para llevar a cabo la mayoria de los experimentos.
e Suero de leche

El suero viene a ser un subproducto de la elaboracion del queso y el
procesamiento de la caseina en la industria lactea. Existen dos tipos; el suero dulce (pH
6 a 7) resultado de la fabricacion de los quesos maduros tales como el Cheddar, y el
suero acido (pH 3 a 4) resultado de la produccion de quesos frescos tales como el

cottage (Siso, 1996).

La composicion del suero varia considerablemente dependiendo del origen de la
leche y el proceso de manufactura que lo envuelve, de ello dependerd su uso. Pero en
general, el suero estd compuesto principalmente por agua (cerca del 93%), lactosa (4,9 a
5,1%), proteina soluble (0,9 a 1 %), minerales (0,5 a 0,7%), lipidos (0,1 a 0,3%) y 4cido
lactico (0 a 0,2%). Hacer 1 kg de queso, genera aproximadamente 9 kg de suero, la
producciéon mundial de queso genera mas de 145 x 10 ° ton de suero liquido al afio del

cual 6 x 10 ¢ ton es lactosa (Siso, 1996)

El permeado de Ila ultrafiltacion del suero de leche concentrado
(aproximadamente 2X) utilizado en este trabajo fue suministrado por la fabrica de
quesos Queizuar, S. L. (Bama, A Coruia, Espafia). Una vez traido de la fabrica, los
sueros se almacenaron congelados a -20°C en alicuotas de 1 litro. Como paso previo a

su utilizacion, inmediatamente tras ser descongelados se esterilizaron en autoclave
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(121°C durante 20 minutos), provocando la coagulacién de las proteinas remanentes.
Para separar dichas proteinas, el suero se centrifugd en condiciones estériles (15
minutos a 10000 r.p.m). El sobrenadante asi obtenido se ha empleado como medio para

realizar las reacciones.
e Tampones empleados

Los tampones empleados fueron el Buffer Z para la determinacion de la
actividad B-galactosidasa y el Buffer fosfato para algunos de los ensayos realizados.

Presentan la siguiente composicion:

Buffer Z

100 mM Na,HPO4
40 mM NaH,PO,
10 mM KCI

1.6 mM MgSO4
Buffer fosfato

Se utilizo un buffer fosfato pH 6,8, 0,1 M. Para ello se prepararon las siguientes

disoluciones:
A) Fosfato s6dico monobasico 0,2 M
B) Fosfato sdédico dibasico 0,2 M

Siguiendo las indicaciones de la tabla 2, para obtener una disolucién final pH 6,8
0,1 M, mezclamos 51 ml de la soluciéon A (Fosfato s6dico monobasico 0,2 M) y 49 ml

de solucion B (Fosfato sodico dibasico 0,2 M).

Sodium | di-sodium Sodium | di-sodium

Ph dibydrogen | hydrogen Ph dihydrogen | hydrogen

phosphate | phosphate phosphate | phosphate
{ml} {ml} (ml) (ml)
58 46 4 i 19.5 305
B 44 6.2 72 14 36
5.2 40.7 8.2 74 19.5 40.5
6.4 367 13.2 7.6 5.5 43.5
6.6 31.2 18.7 7.8 4.2 46.7
5.8 255 24.5 B 26 473

Tabla 2. Tabla de preparacion de Tampon Sodio fosfato para un volumen total de 50 ml.
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METODOS

e Medida de la actividad B-galactosidasa

La determinacion enzimatica del preparado comercial de la f—galactosidasa de

K. lactis (Maxilact) se realiz6 diluyendo el preparado 1/5000 y 1/10000 en Buffer Z.

Se utilizé el método de Guarente (1983) con modificaciones. En este método se
utiliza ONPG (o-nitrofenil-p-D-galactopirandsido) como analogo de la lactosa para
realizar el ensayo. Este sustrato en contacto con la B-galactosidasa es hidrolizado
produciendo un compuesto (o-nitrofenol) que presenta un intenso color amarillo (Figura
5). Se cuantifica la actividad enzimatica en funcién de la intensidad de este color

amarillo, (medida por absorbancia a una longitud de onda de 420 nm).

L
[ actase] OH HO
NO,

Oln
Oln

0,
ONPG B-D-Galactose o-Nitrophenol
(o-Nitrophenyl-galactosid: (gelb)
farblos)

Figura 5: La enzima f -galactosidasa escinde el ONPG a galactosa y o -nitrofenol, que se puede detectar
fotométricamente a 420 nm. La cantidad de o -nitrofenol es directamente proporcional a la cantidad de
hidrolisis producida.

Para realizar la determinacion, a 150 pl de enzima convenientemente diluida en
Buffer Z se le afiadieron otros 150 pl de la solucién de sustrato (4 mg/ml de ONPG en
agua destilada) y se dejo que la reaccion se desarrollase a 40°C hasta la aparicion del
color amarillo caracteristico del producto, habitualmente 2 o 4 minutos. Tras la
aparicion del color se afnadid una disolucion 1 M de NaCO; (300ul) para parar la
reaccion. Posteriormente, se determind espectrofotométricamente el o-nitrofenol

liberado, por medida de la absorbancia a 420 nm.

La actividad enzimatica se calculdo mediante la siguiente férmula:

AAbs400
AE= AT.V.e .VR.DF

Donde:

AAbs400= Absorbancia del o-nitrofenol a 420 nm medida en el espectrofotometro

16



AT= tiempo de reaccion.

V = volumen de muestra real

e= Coeficiente de extincion molar del o-nitrofenol a 420 nm (4500 M cm™)
VR= Volumen de reaccion

DF= Factor de dilucion

Se definié la Unidad Enzimatica (U.E) como la cantidad de enzima que libera un
umol de o-nitrofenol por minuto en las condiciones del ensayo. Como se ha comentado

anteriormente, utilizando esta formula se determind una actividad enzimatica inicial

para el Maxilact de 1886,8055 U.E / ml.

e Determinacion de azucares reductores (reaccion del acido 3,5-dinitrosalicilico)

Se ha empleado el método de Bernfeld (1951) con modificaciones, que se basa
en la determinacion de los grupos reductores (de la glucosa, galactosa y lactosa)
presentes en la muestra a estudiar. El acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) tiene la
capacidad de oxidar a los azucares reductores dando resultados colorimétricos que se
pueden leer al espectrofotdmetro. Se utilizd6 este método para determinar la
concentracion de lactosa presente en el ultrafiltrado concentrado de suero de leche y
también en paralelo a las medidas mediante HPLC de las concentraciones iniciales de
las disoluciones de lactosa preparadas en el laboratorio. Se mezcla 0,1 ml de muestra
convenientemente diluida con 0,1 ml de reactivo. La composicion del reactivo DNS
para 100 ml es la siguiente: 1 g de Acido 3,5-dinitrosalicilico; 30 g de Tartrato Na-K-
4H,0 y 20 ml de NaOH 2 N. La mezcla muestra y reactivo se trata 5 minutos a 95°C, se
deja enfriar a temperatura ambiente o en hielo, se afiaden 1 ml de agua destilada y se
mide la absorbancia a 540 nm frente a un blanco en el que la solucidon a valorar se

sustituye por agua destilada.

El calibrado se llevo a cabo sobre una serie de diluciones preparadas a partir de
una solucién acuosa de lactosa. Un intervalo de concentraciones adecuado es 1-3

mg/ml. La recta de calibrado obtenida para la lactosa se muestra en la Figura 6.
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Figura 6: Recta de calibrado para la lactosa mediante el método de los azucares reductores.

e Ensayos con disoluciones de lactosa comercial

Se ha utilizado un tampén fosfato (pH 6,8; 0,1 M) para disolver las distintas
cantidades de lactosa en polvo comercial (SIGMA) para cada ensayo. Se ha disuelto la
lactosa ayuddndonos de un agitador magnético y calor. Una vez disuelta, la disolucion

se filtré con un filtro con un diametro de poro de 0,2 nm.

En ocasiones, estos medios filtrados se guardaron hasta 12 horas en estufas a
30°C. No se observaron diferencias significativas, con lo que a la concentracion de

lactosa respecta, con respecto a aquellos medios utilizados tras su preparacion.

Se afnadi6 una cantidad de enzima variable, dependiendo del experimento, al
sustrato y se incub6 durante un tiempo prolongado en un rango de temperatura tolerable
para ésta enzima, estas temperaturas varioron en cada uno de los ensayos con la
finalidad de encontrar un 6ptimo de produccion de GOS. La incubacion se llevo a cabo

con agitacion (80 rpm).
e Ensayos con disoluciones de ultrafiltado de suero de leche concentrado

Previamente a realizar los ensayos con el ultrafiltrado de suero de leche
concentrado se determind la cantidad de lactosa presente mediante el método de los
azucares reductores. Se obtuvo una concentracion inicial de lactosa del 7.8%, por lo que

fue necesario suplementar con lactosa comercial (SIGMA) para alcanzar la
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concentracion requerida para el experimento. Asi mismo se determiné el pH del suero

mediante un pH-metro marca Crison y se ajust6 a un pH de 6,83 con NaOH.

e Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, High-Performance Liquid

Chromatography)

La determinacion de los niveles de lactosa, glucosa, galactosa y de GOS se
realizaron en un HPLC de la casa comercial Waters con bomba isocratica de la serie
Breeze modelo 1515 con detector de indice de refraccion modelo 2414 y una columna
Sugar Pak 1 de Waters de 6.5 mm x 300 mm. El solvente utilizado fue agua ultrapura
sonicada a un flujo de 0,5 ml/min manteniendo la temperatura a 90°C. Como patrones se
han empleado estaquiosa, rafinosa, lactosa, glucosa y galactosa todos ellos de la casa
comercial SIGMA. El software utilizado para el analisis de las cromatografias fue el

Waters Breeze 1.

Tras la recogida de muestras (1 ml) en cada uno de los tiempos en los diferentes
ensayos, se para la reaccion de la enzima. Para parar la reaccion de la -galactosidasa se
somete a una desnaturalizacion de la enzima por calor, calentando la muestra en un
bloque a 100°C durante 10 minutos. A continuaciéon se llevan a cabo diferentes
diluciones de las muestras recogidas. Dichas diluciones son de 1/100 salvo la
correspondiente a tiempo 0 que se diluye a 1/200. Las diluciones se hacen con agua
bidestilada y desgasificada por sonicacién. Por ultimo, las muestras diluidas son
filtradas por filtros de 0,2 nm y depositadas en viales especificos para HPLC. El

volumen de inyeccion fue de 10 microlitros.

e Analisis estadistico

Los datos estadisticos (plan factorial y el método de la maxima pendiente)
fueron analizados con la ayuda del programa informatico StatGraphics Plus para
Windows (Statistical Graphics Corporation) version 5.1. La significancia estadistica de
las diferencias entre medias fue determinada mediante el fest t de Student realizado con

el mismo software. Aquellos valores con un p<0,05 fueron considerados significativos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Puesta a punto de un método para determinar la sintesis de GOS mediante
HPLC

En primer lugar se intentdé poner a punto un método para determinar y
monitorizar la sintesis de GOS mediante HPLC. El HPLC es una técnica sencilla, rapida
y relativamente barata que ofrece la posibilidad de observar todos los componentes de la
sintesis de GOS al mismo tiempo. Asi, bajo las condiciones adecuadas se puede
determinar la concentracion de GOS, lactosa, glucosa y galactosa simultineamente.
Para ello es necesario tener unos patrones adecuados de concentracion conocida que nos
permitan realizar una grafica de los datos obtenidos para las soluciones estandar con el
area de pico versus la concentracion de la muestra y nos posibilite posteriormente
determinar la concentracidon de cada componente presente en la muestra desde la curva
estandar creada.

Un cromatograma tipico obtenido para una solucion estandar con sus tiempos de
retencion esta recogido en la Figura 7. Dada la imposibilidad de conseguir GOS puros
de tres y cuatro osas, como estandares para GOS se han utilizado la estaquiosa y la
rafinosa. La estaquiosa [gal (al — 6) gal (al — 6) glc (al < 2B) fru] es un
tetrasacarido que consiste en dos unidades de a-D-galactosa, una unidad de D-glucosa y
una - D-fructosa unidas secuencialmente por enlaces glicosidicos que presenta una
estructura similar a alguno de los GOS formados por la unién de cuatro osas. La
rafinosa [ gal (a1l — 6) glc (al <> 2PB) fru] es un trisacarido que consiste en una unidad
de a-D-galactosa, una unidad de D-glucosa y una - D-fructosa unidas secuencialmente
que presenta una estructura similar a alguno de los GOS formados por la unién de tres
osas. Ademas de la estaquiosa y la rafinosa se ha empleado también la lactosa, glucosa
y galactosa en la solucion patron.

Las curvas estandar creadas para cada uno de los patrones: estaquiosa, rafinosa,
lactosa, glucosa y galactosa se realizaron con un rango de concentracion de 0.125
mg/ml a 1 mg/ml (Figura 8).

Las condiciones ensayadas, utilizacion como solvente agua ultrapura a un flujo
de 0,5 ml/min manteniendo la temperatura a 90°C, parecieron adecuadas para separar,
utilizando la columna Sugar Pak 1 de Waters, la lactosa, los productos de hidrélisis de la
lactosa (glucosa y galactosa), asi como los productos de transglicosilacion posibles de 3

y 4 osas.
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Figura 7: Perfil tipico de HPLC para una solucién patrén. Los tiempos de retenciéon en minutos para
cada uno de las soluciones patrén son los reflejados en la figura: Estaquiosa 6,445; Rafinosa 7,073;

Lactosa 8,381; Glucosa 9,934; Galactosa 10,836.

Cada componente de la solucién patrén estd presente a

una concentracion de 1 mg/ml. La mezcla patron fue eluida a un flujo de 0,5 ml/min usando agua

bidestilada ultrapura y desgasificada por sonicacion como fase mévil en una columna SugarPakl de
Waters a 90°C y usando un detector de indice de refraccion.

Figura 8: Curvas de calibracién para los patrones de HPLC. Se muestra la linea de tendencia, la

ecuacion y el R? para cada uno de los patrones.
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2. Aproximacion inicial a la sintesis de GOS por la B-galactosidasa de K. lactis.

Una vez establecidas las condiciones para determinar GOS mediante HPLC, se
decidi6 realizar una primera aproximacion a la sintesis de GOS por la B-galactosidasa
de K. lactis a partir de lactosa comercial. Como fuente de 3-galactosidasa de K. lactis se
utilizé un preparado comercial, MAXILACT LX50000 (Gist Brocades).

Se realizaron inicialmente varios ensayos a 40°C en tampoén fosfato (0.1 M, pH
6.8) variando la cantidad de enzima utilizada y la concentraciéon inicial de lactosa y
tomando muestras cada 30 minutos hasta las 7 horas. Las condiciones de los ensayos

realizados estan recogidas en la Tabla 3.

Tabla 3: Ensayos iniciales de sintesis de GOS

N° Ensayo = % (v/v) B-galactosidasa % (v/v) Lactosa
1 0.8 35
2 1.6 35
3 1.6 40
4 1.6 50
5 1.6 60
6 24 35

En la figura 9 se muestra un cromatograma tipico obtenido para la sintesis de
GOS en una de las condiciones ensayadas. Se puede observar a tiempo cero un Unico
pico correspondiente a la lactosa, mientras que a las 5 horas de incubacion se observa la
disminucion de este pico y la aparicion de los picos correspondientes a los productos de
hidrdlisis de la lactosa y los GOS de tres y cuatro osas.

De las 6 condiciones ensayadas, la que produce mayores niveles de GOS al
finalizar el tiempo de incubacion (5 horas y media) es la condicion 6 en la que se ha
afiadido mayor cantidad de enzima (2.4% v/v) y se partia de una concentracion inicial
del 35% (v/v) de lactosa (Figura 10). Los niveles de GOS en la Figura 10 son el
resultado de la suma de las concentraciones obtenidas a partir del area de los picos
eluidos en los tiempos de retencion para la estaquiosa (correspondiente a un
tetrasacarido, GOS de 4 osas) y la rafinosa (correspondiente a un trisacarido, GOS de
tres osas). Analizando las condiciones 1, 2 y 6, en las que se mantiene constante el nivel
de lactosa inicial (35%) pero se varia la cantidad de enzima inicial, se puede observar
que los niveles de GOS aumentan cuando se aumenta la concentracion de enzima
(Figura 10).
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Figura 9: Cromatogramas de la sintesis de GOS a diferentes tiempos de reaccién. Ensayo realizado a
40°C con 1.6% de enzima y 35% de lactosa.
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Figura 10: Concentracion de GOS (mg/ml) a lo largo del tiempo en los diferentes ensayos realizados.
La concentracién de GOS es la suma de los GOS de tres y cuatro osas. Los nimeros de los ensayos de la
leyenda hacen mencion a las condiciones experimentales descritas en la Tabla 3.
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Estudiando las condiciones 2, 3, 4 y 5, en las que se mantiene la concentracion
de enzima constante (1.6 % v/v) pero se varian las concentraciones iniciales de lactosa
(del 35% al 60%), se observa que si bien la condicion 5, con mayor nivel de lactosa
inicial (60%), es la que produce mayores niveles de GOS de tres a cinco horas, es la
condicién 2, con un 35% de lactosa inicial, la que produce mayores niveles de GOS
entre los 90 y 150 minutos. Lo que parece indicar que niveles bajos de lactosa favorecen
la formacién répida de GOS y niveles més altos de lactosa la aparicion tardia de los
GOS. De la misma manera, analizando los experimentos 3, 4 y 5, se puede deducir que
para una misma concentracion de enzima a medida que se aumenta la concentracion de
lactosa se aumenta también la concentracion de GOS y se incrementa también el tiempo
necesario para alcanzar el maximo de GOS.

Los resultados obtenidos estan en consonancia con los descritos por otros
autores (Manucchi, 2009).

Como se ha visto en estos experimentos, la sintesis de GOS se ve influida por la
concentracion de enzima y la concentraciéon de lactosa, por ese motivo se intentd
realizar un plan factorial que nos permitiese evaluar la influencia de estas dos variables

de una manera estadistica.

3. Disefio de un plan factorial completo para evaluar la sintesis de GOS

Se disefi6 un plan factorial completo para evaluar la influencia de la
concentracion de enzima, de la concentracion inicial de lactosa y de una tercera variable
como es la temperatura de reaccion sobre la sintesis de GOS por la B-galactosidasa de K.
lactis. Los dominios y los criterios de codificacion de las variables ensayadas estan en la

tabla 4.

Tabla 4. Dominios experimentales y codificacion de las variables

Valores naturales
Valor Concentracion Enzima Concentracion Lactosa Temperatura
codificado (E: % v/v) (L: % v/v) (T: °C)
-1 0.8 35 38
0 1.6 40 40
+1 2.4 45 42

Codificacion: V=(V,—V,)/AV,; Descodificacion V=V +(AV,xV,.) donde V =valor codificado, V,=valor
natural, Vy=valor natural en el centro del dominio experimental, AV, =incremento del valor natural
correspondiente a un incremento unidad del valor codificado.

La temperatura es una variable importante a tener en cuenta en la sintesis de

GOS ya que se necesitan temperaturas altas para poder mantener concentraciones de

24



lactosa elevadas sin precipitar, dada la baja solubilidad de la lactosa -la solubilidad
maxima en agua de la lactosa es del 20% (Manucci, 2009)-, por otra parte temperaturas
muy altas afectan a la estabilidad enzimatica.

Para cada uno de los experimentos realizados en el plan factorial (recogidos en
la tabla 5) se cogieron muestras cada hora durante las cuatro primeras horas de
incubacion con la enzima. Los resultados obtenidos (GOS observado) es la media a lo
largo del tiempo (4 medidas en las 4 horas) de la suma de la concentracion calculada
para las areas de los eluidos en los tiempos de retencion correspondientes a la estaquiosa

(GOS de 4 osas) y rafinosa (GOS de 3 osas).

Tabla 5. Resultados experimentales del plan factorial y valores esperados segin el modelo predicho.
Variables segiin la tabla 4.

E A A\ GOS observado GOS esperado Residuos
(mg/ml) (mg/ml)
1 1 -1 1 88,74 86,7567 1,98333
2 -1 -1 1 109,42 85,8567 23,5633
3 0 0 0 96,44 107,437 -10,9967
4 1 1 -1 153,19 129,017 24,1733
5 -1 -1 -1 103,35 118,087 -14,7367
6 -1 1 -1 130,71 128,117 2,59333
7 -1 1 1 167,14 160,347 6,79333
8 1 -1 -1 61,93 54,5267 7,40333
9 0 0 0 110,67 107,437 3,23333
10 0 0 0 104,55 107,437 -2,88667
11 1 1 1 81,44 96,7867 -15,3467
12 0 0 0 81,66 107,437 -25,7767

Segun los datos experimentales observados, se realizd una tabla ANOVA (Tabla
6) en la que se ve que soélo tres efectos (% de enzima, % de lactosa y la interaccion de
las tres variables: % enzima, % lactosa y temperatura) tienen p-valores por debajo de
0,05 y por lo tanto presentan un efecto significativo.

Tras eliminar los efectos no significativos, se ha vuelto a realizar un ANOVA
(Tabla 7) y se comprobd mediante el test de la falta de ajuste si el modelo es adecuado
para describir los datos observados experimentalmente. Dado que el p-valor para la
hipdtesis de la falta de ajuste es mayor del 0,05 (0,2321) el modelo seria adecuado para
los datos observados. El R-cuadrado explicaria el 75 % de los datos, bajando al 66% el
R-cuadrado ajustado. Segun el error estandar de la estimacion la desviaciéon normal de
los residuos es de 12,55, siendo el promedio del valor de los residuos (error absoluto de
la media) de 11,62. Dado que el p-valor para el estadistico Durbin-Watson es superior a

0,05 (0,4275) no habria indicios de correlacion de serie en los residuos.
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Tabla 6. Analisis de la varianza

Fuente Suma de Gradosde Mediade F icuada Valor P
cuadrados libertad = cuadrados

E: Enzima 1963,14 1 1963,14 12,47 0,0386
L: Lactosa 3571,82 1 3571,82 22,68 0,0176
T: Temperatura 0,7442 1 0,7442 0,00 0,9495 (NS)
EL 0,1568 1 0,1568 0,00 0,9768 (NS)
ET 955,719 1 955,719 6,07 0,0906 (NS)
LT 581,405 1 581,405 3,69 0,1504 (NS)
ELT 2077,55 1 2077,55 13,19 0,0359
Falta de ajuste 497,588 1 497,588 3,16 0,1735
Error Puro 472,425 3 157,475
Total (Corr.) 10120,5 11

NS = No significativo; R-cuadrado = 90,4154%; R-cuadrado (ajustado para los grados de libertad) =
73,6423%; Error estandar de est. = 12,5489; Error absoluto de la media = 6,61; Estadistico Durbin-
Watson = 1,54438 (P = 0,2274); Autocorrelacion residual Lag 1 =-0,125363

Tabla 7. Andlisis de la varianza sin los coeficientes no significativos

Fuente Suma de Gradosde Mediade F icuada Valor P
cuadrados libertad cuadrados

E: Enzima 1963,14 1 1963,14 12,47 0,0386
L: Lactosa 3571,82 1 3571,82 22,68 0,0176
ELT 2077,55 1 2077,55 13,19 0,0359
Falta de ajuste 2035,61 5 407,123 2,59 0,2321
Error Puro 472,425 3 157,475
Total (Corr.) 10120,5 11

R-cuadrado = 75,2183%; R-cuadrado (ajustado para los grados de libertad) = 65,9252%; Error estandar
de est. = 12,5489; Error absoluto de la media = 11,6239; Estadistico Durbin-Watson = 2,01282 (P =
0,4275); Autocorrelacion residual Lag 1 =-0,139655

El sistema se podria definir seglin la siguiente ecuacion:
GOS= 107,437- 15,665E + 21,13L - 16,115ELT

En la tabla 5, ademas de los datos experimentales obtenidos, estan recogidos los
resultados esperados para cada uno de los ensayos utilizando la ecuacién anteriormente

descrita y los residuos obtenidos (diferencia entre el valor observado y el esperado).

Aplicando la ecuacion generada para el modelo, se pueden obtener superficies
de respuestas, planos definidos por 2 variables manteniendo fija la tercera variable en el
punto central, representativas (Figura 11). Se observa en la figura 11 que la respuesta,
sintesis de GOS, aumentaria al disminuir el % de enzima inicial y aumentar el % de

lactosa inicial y la temperatura (E=-1; L= +1; T=+1).
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Figura 11: Superficies de respuesta obtenidas para la sintesis de GOS. La respuesta, GOS, viene

dada en mg/ml.
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4. Método de la maxima pendiente

Con la intencion de encontrar un Optimo fuera del dominio experimental, se
aplico el método de la méaxima pendiente, incrementando los valores de las variables en
la direccion del incremento de la respuesta. El incremento en los valores de las variables
tiene sus limitaciones experimentales ya que es dificil conseguir % de lactosa superiores
al 50% sin incrementar demasiado la temperatura y el incremento en temperatura
afectaria a la estabilidad enzimatica. Por otra parte, el descenso en la concentracion de
enzima parece contradictorio segun los resultados previos, pero habria que considerar
que concentraciones altas de enzima favorecen la reaccion de hidrélisis frente a la
transglicosilacion, la sintesis de GOS. Algunos autores (Chockchaisawasdee et al.,
2005; Buchholz et al., 2005) afirman que la concentracion total de GOS no esta afectada
por la concentracion de enzima, y esta solo influye en el tiempo de reaccidon necesario
para alcanzar la mdéxima concentracion de GOS. Teniendo en cuenta esas
consideraciones y aplicando el método de la méxima pendiente, se realizd un nuevo
ensayo fuera del dominio experimental en el que las variables tomaron los siguientes
valores: E= -1,75, L= +1,65 y T= +2. Esto significé una concentraciéon de enzima del
0,2%, subir la concentracion de lactosa al 48.25% y la temperatura a 44°C. Este nuevo
ensayo se realizd6 ademds de con lactosa comercial con ultrafiltrado de lactosuero
concentrado. Dado que el ultrafiltrado del lactosuero tenia una concentracion de lactosa
del 7.8% se suplemento6 con lactosa comercial hasta conseguir la concentracion inicial
del 48.25%. El tiempo de incubacion fue de 8 horas y se cogieron muestras cada hora

que fueron analizadas por HPLC.

En la figura 12 se recogen los datos obtenidos para la desaparicion de lactosa y
aparicion de los productos de hidrolisis asi como de la sintesis de GOS de tres y cuatro
osas para el medio con lactosa comercial y el medio con ultrafiltrado de suero de leche
suplementado con lactosa. Tanto en un medio como en el otro el GOS mayoritario es el
de tres oligosacaridos (GOS 3) y en menor cantidad el de 4 oligosacaridos (GOS 4). El
GOS 4 es el 15-20% del conseguido para el GOS 3. Se observa (Figura 13) que los
niveles de GOS totales (GOS 3 y 4) son mayores con la lactosa comercial que con el

ultrafiltrado de suero.
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Figura 12: Sintesis de GOS en las condiciones predichas por el método de la maxima pendiente. La
parte superior de la grafica es con lactosa como medio y la inferior con ultrafiltrado de lactosuero
suplementado con lactosa.
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Figura 13: Produccion de GOS totales para los dos medios empleados en las condiciones predichas
por el método de la maxima pendiente. Los GOS son la suma de la concentracion de GOS de tres osas
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El % méximo de sintesis de GOS totales obtenido con respecto a la

concentracion inicial de lactosa fue de un 36% para el caso del medio con lactosa

comercial y del 26% para el medio con ultrafiltrado de suero de leche suplementado con

lactosa. Estos resultados son superiores a los alcanzados por otros autores utilizando la

misma fuente de enzima (Maxilact LX 5000) que consiguen un 13% (Curda et al.,

2006). También son superiores al 17% que se ha conseguido utilizando la [-

galactosidasa de K. lactis del preparado comercial Lactozym 3000 L HP G (Martinez-

Villaluenga et al., 2008) o al 25% conseguido utilizando el Maxilact L2000
(Chockchaisawasdee et al., 2005).

CONCLUSIONES

De los trabajos realizados se pueden extraer las siguientes conclusiones:

El método empleado para determinar la sintesis de GOS por la B-galactosidasa
de Kluyveromyces lactis mediante HPLC parece ser adecuado no solo para
determinar los productos de hidrolisis si no también los productos de

trasglicosilacion de 3 y 4 osas.

De los primeros experimentos realizados se desprende que un aumento en la
concentracion de lactosa supone un aumento en la produccion de GOS aunque

€s necesario mayor tiempo para alcanzar un maximo en la produccion de GOS.

El resultado del método estadistico aplicado (plan factorial) indica que en las
condiciones experimentales utilizadas la maxima produccion de GOS se alcanza
al disminuir la concentracion de enzima y aumentar la concentracion de lactosa

inicial y la temperatura.

Aplicando el método de la méxima pendiente se ha conseguido un maximo del
36% de sintesis de GOS con respecto a la concentracion inicial de lactosa para
medios con lactosa comercial y un maximo del 26% para medios con
ultrafiltrado de suero de leche suplementado con lactosa comercial. Datos

superiores a los alcanzados por otros autores con la misma fuente de enzima.
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