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@ Resumen:

Métodos analiticos y equipos automaticos para la de-
terminacién cuantitativa de beta-galactosidasa.

Un primer método consiste en analizar la con-
centracién de (-galactosidasa mediante anilisis
por inyeccidn en flujo (FIA), y se realiza au-
tomaticamente mediante, un ordenador.

Un segundo método aplicado en procesos fermen-
tativos consiste en analizar la concentracion de (-
galactosidasa mediante andlisis por inyeccidn en flujo
(FIA), y se caracteriza por un tratamiento previo de
la muestra mediante sonicacién, inyectando una con-
centracién y volumen de reactivo conocido en una co-
rriente de muestra sonicada portadora, estando pre-
sente otro portador tampdn que permite realizar di-
luciones y homogeneizar la muestra.

El caudal de la muestra es variable en funcién de la
concentracion de (-galactosidasa y es controlado por
ordenador en funcidon de los valores obtenidos y de
parametros programados de antemano.

Comprende los respectivos equipos para la reali-
zacion de los métodos citados.

También se refiere a la utilizaciéon del método apli-
cado en procesos fermentativos para la determi-
nacién de biomasa.

Se reduce el tiempo de anilisis.
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DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a un método
analitico automatico para la determinacion cuan-
titativa de § - galactosidasa y al equipo corres-
pondiente para llevar a cabo el citado método.
Mas particularmente, se refiere a un método
analitico automatico para la determinaciéon en
linea de 3 - galactosidasa en procesos fermentati-
vos en los que intervienen microorganismos y al
equipo correspondiente.

También se refiere a la utilizacién de este
dltimo método para la determinacion de la bio-
masa.

Antecedentes de la invencién

El auge de los enzimas en las industrias
quimicas, alimentarias y farmacéuticas ha tenido
como consecuencia un aumento en los esfuerzos
de automatizacién de los procesos de produccion
de estos enzimas. No obstante, las estrictas con-
diciones de esterilidad a las que son sometidos
los procesos fermentativos, han impedido dispo-
ner de sensores apropiados para la determinacion
en linea de la concentracién enzimatica, restrin-
giendo hasta la fecha su uso.

El enzima 3 - galactosidasa es usado en la in-
dustria alimentaria y lactea para la hidrdlisis de
la lactosa en la leche desnatada, proporcionando
un producto exento de lactosa para pacientes que
sufren intolerancia de esta substancia. También
se emplea para la conversion de suero de lactosa
en jarabes de glucosa y galactosa, asi como para
tratar sueros acidificados producidos durante la
fabricacion del requesén.

El enzima § - galactosidasa es muy usado en
el campo de la investigacion béasica y aplicada so-
bre la expresion génica, tanto de células proca-
riotas como eucariotas, siendo una herramienta
muy util para estabilizar proteinas recombinan-
tes expresadas en bacterias y como indicador en
experimentos de clonaje molecular.

La actividad 3 - galactosidasa de clones in-
dividuales creciendo en placa de Petri se detecta
por la aparicién de un color azul en la colonia
cuando se ha anadido X - gal (5 - bromo - 4 -
cloro - 3 - indolil - 3 - D - galactopiranoside) al
medio. En cultivos liquidos, la cuantificacién de
la actividad enzimatica se lleva a cabo mediante
el test de Miller, un ensayo manual (“off line”)
basado en la absorcién a 420 nm del producto de
una reaccion catalizada por el enzima sobre un
substrato cromogénico anadido al ensayo.

Un ejemplo de substrato es o - nitrofenil - 3 -
D - galactopiranoside (ONPG), el cual en presen-
cia de (3 - galactosidasa se hidroliza en galactosa
v o - nitrofenol. Kl o - nitrofenol es amarillo y
puede medirse por su absorcién a 420 nm. Si la
concentracion de ONPG es suficientemente alta
la cantidad de o - nitrofenol producida es pro-
porcional a la cantidad de enzima presente y al
tiempo en que el enzima reacciona con el ONPG.
La reaccién se interrumpe anadiendo una solucién
concentrada de Na,CO3 que cambia el pH a 11,
produciéndose la inactivacion del enzima g - ga-
lactosidasa.

El FIA (Flow injection analysis) o Anélisis
por Inyeccién en Flujo constituye una reciente e
importante innovacién metodolégica en Quimica
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Analitica que se caracteriza por un fundamento
simple, un utillaje barato, un manejo sencillo y
comodo y una gran capacidad para lograr unos
resultados que son sorprendentes dadas sus ca-
racteristicas: rapidez, exactitud y precision.

Sus caracteristicas esenciales son:

- Kl flujo no es segmentado por burbujas de
aire, lo que constituye la diferencia funda-
mental con los métodos clasicos de CFA
(Andlisis de flujo en continuo).

- La muestra liquida es inyectada e insertada
directamente en el flujo en lugar de ser as-
pirada por el mismo.

- Se realiza el transporte del “segmento”
inyectado a través del sistema. Puede
también tener lugar un proceso fisico -
quimico adicional al transporte (reaccién
quimica, didlisis, extracciéon liquido -
liquido, etc).

- La dispersién o dilucién parcial del analito
en este transporte puede ser perfectamente
manipulada mediante un control de las ca-
racteristicas geométricas e hidrodinamicas
del sistema. Se produce una mezcla incom-
pleta pero reproducible, que da lugar a un
gradiente de concentracién variable en el
tiempo a lo largo del sistema.

- Un sistema de detecciéon continua propor-
ciona una senal transitoria, que es conve-
nientemente registrada.

- En el momento de la deteccion de la senal no
se ha alcanzado el equilibrio fisico (que su-
pondria la homogeneizacién de una porcién
del flujo) ni el equilibrio quimico (reaccién
completa). Por ello las técnicas FIA pueden
considerarse dentro de los métodos cinéticos
de andlisis y en su modalidad de medida a
tiempo fijo.

- Kl tiempo de operacién debe ser muy repro-
ducible pues las medidas se realizan en con-
diciones de no estabilidad y, por tanto, pe-
quenas variaciones del mismo pueden pro-
ducir graves alteraciones de los resultados.

La técnica FIA se encuentra aplicada ac-
tualmente a un gran nimero de compuestos y
campos. Asi en Quimica Clinica se aplican
métodos no enzimaticos para la determinacion
tanto de compuestos organicos como inorganicos,
mientras que aplicaciones clinicas de anélisis en-
zimdticos se realizan mediante enzimas en di-
solucion, reactores enzimaticos y electrodos en-
zimaticos.  Otra gran aplicacién del FIA es
en andlisis ambiental para la determinacion de
contaminantes en aguas de especies catidnicas,
anidnicas, demanda quimica de oxigeno (DQO),
contaminantes organicos y otras especies conta-
minantes.

En el articulo “Assay of 3 - galactosidase acti-
vity by Flow Injection Analasys (FTA)” de Cairo
J., et al. publicado en la revista Biotecnology Te-
chniques Sept/Oct pp. 389 - 392, se describe un
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método para la determinacion de 3 - galactosi-
dase mediante el andlisis por inyecciéon en flujo
(FTA).

En la figura 1 se representa esqueméaticamente
dicho método.

La soluciéon a analizar Q1 con una con-
centracion de § - galactosidasa desconocida es
inyectada a través de la valvula automatica de
inyeccidn en la corriente Q2 (portador) compuesta
por el reactivo ONPG (2 - nitrofenil - 3 - galac-
topiranoside) disuelto en tampén Z. Este reactivo
se descompone en presencia de luz por lo que el
instrumental que lo contenga tiene que estar pro-
tegido por la luz.

Esta soluciéon fluye a través de tres metros de
tubo, sumergidos en un bano de agua termostati-
zado, donde se produce la siguiente reaccion en-
zimatica catalizada por la 3 - galactosidasa.

3 - galactosidasa
ONPG ——— D - galactosa + o - nitrofenol

La reacciéon enzimatica se finaliza por la
adicion al sistema de un tercer canal, QQ3, con-
teniendo una solucién de carbonato sédico lo que
provoca un aumento del pH de la solucion por
encima de 11 inactivando el enzima. Finalmente
la actividad 3 - galactosidasa es detectada por la
absorbancia de la muestra a una longitud de onda
de 420 nm en un espectrofotometro dependiendo
ésta de la concentracién de o - nitrofenol (de color
amarillo) liberado en la reaccién, siendo funcién
de la concentracién de ONPG empleada y de la
concentracion de 3 - galactosidasa presente en la
muestra.

En la figura 1 pueden verse la corriente de
muestra - Q1 - , el reactivo ONPG - Q2 - y la
corriente de carbonato sédico - Q3 - , una bomba
multicanal - P - para transportar las distintas co-
rrientes de muestra y reactivos, una valvula de
inyecciéon manual (3) a través de la cual se inserta
la muestra, un serpentin tubular (4) termostati-
zado en el que se realiza la reaccién, posterior-
mente a este serpentin se desactiva el enzima, y
un dispositivo medidor de absorbancia o espec-
trofotémetro (5) para la deteccién del producto.
Con la referencia - R - se indican los residuos.

Sin embargo, el método y el equipo descritos
son manuales y su rendimiento es limitado. Tam-
poco puede utilizarse sin mas para la determi-
nacion de (- galactosidasa en procesos fermenta-
tivos en los que intervienen microorganismos.
Descripcién de la invencion

Con los métodos y equipos de la invencion se
consiguen resolver los inconvenientes citados pro-
porcionandose otras ventajas y aplicaciones que
se describiran.

El método analitico automético para la deter-
minacion cuantitativa de 8 - galactosidasa, objeto
de la invencién, se basa en el analisis FIA descrito
v se caracteriza por el hecho de que el método se
realiza autométicamente mediante un ordenador
que controla el caudal de la muestra en funcién
de la concentracién de 3 - galactosidasa presente
en la muestra obtenida en el analisis y de unos
parametros programados de antemano.

El equipo para la determinaciéon automatica
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cuantitativa de 3 - galactosidasa, que comprende
una bomba multicanal para transportar las dis-
tintas corrientes de muestra y reactivos, una
valvula de inyeccién automdtica en la que se in-
serta la muestra, un serpentin tubular termosta-
tizado en el que se realiza la reacciéon y un dispo-
sitivo medidor de absorbancia para la deteccién
del producto, se caracteriza por el hecho de que
comprende un ordenador que controla los distin-
tos dispositivos del equipo, recoge los datos del
medidor de absorbancia de acuerdo con las carac-
teristicas del analisis previamente determinadas y
monitoriza la actividad de la 3 - galactosidasa, y
comprende también un registrador para la reco-
gida de los datos.

Se trata pues de un método automatico y del
equipo correspondiente.

El método analitico automatico para la de-
terminacién cuantitativa de 3 - galactosidasa en
procesos fermentativos en los que intervienen mi-
croorganismos, se basa en el andlisis FIA descrito
y se caracteriza por el hecho de que consiste en un
tratamiento previo de la muestra mediante soni-
cacion, manteniendo el dispositivo de sonicacion
refrigerado para evitar un aumento de tempera-
tura que desactive el enzima, inyectando una con-
centracién y volumen de reactivo conocido en una
corriente de muestra sonicada portadora, estando
presente otro portador tampon que permite reali-
zar diluciones y homogeneizar la muestra cuando
sea necesario.

Segiin la realizacién preferida del citado
método, el caudal de la muestra es variable en
funcién de la concentracién de § - galactosi-
dasa producida por el microorganismo, siendo el
caudal controlado por ordenador en funcién de
los valores que se obtienen en el andlisis y de
parametros programados de antemano.

También preferiblemente, en los dos métodos
citados, el reactivo utilizado es 2 - nitrofenil - 3 -
galactopiranoside (ONPQG), detectdndose la acti-
vidad enzimatica en base al producto D - nitrofe-
nol.

Por otro lado, la temperatura de trabajo pre-
ferida estd comprendida entre 25°C y 50°C.

También preferentemente, en ambos métodos,
la adicién de una solucién bésica se realiza con-
juntamente con un detergente para la limpieza de
la célula de deteccion.

El equipo para la determinaciéon automatica
cuantitativa de 3 - galactosidasa, en procesos fer-
mentativos en los que intervienen microorganis-
mos, es del tipo que comprende una bomba mul-
ticanal para transportar las distintas corrientes
de muestra y reactivos, una vélvula de inyeccién
automatica en la que se inserta la muestra, un
serpentin tubular termostatizado en los que se
realiza la reaccién y un dispositivo medidor de
absorbancia para la deteccion del producto y se
caracteriza por el hecho de que comprende un
equipo de sonicacion en continuo para el trata-
miento de la muestra proveniente de un fermenta-
dor, un segundo serpentin tubular termostatizado
previamente al dispositivo medidor de absorban-
cia para desactivar el enzima y homogeneizar y
estabilizar la mezcla, y un ordenador que con-
trola los distintos dispositivos del equipo, recoge
los datos del dispositivo medidor de absorbancia
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de acuerdo con las caracteristicas del andlisis pre-
viamente determinadas y monitoriza la actividad
de la 3 - galactosidasa y comprende también un
registrador para la recogida de los datos.

En caso necesario, el equipo comprende una
camara de dilucién donde se produce la mezcla y
para la homogeneizacion de la muestra diluida.

Preferentemente, en los dos equipos descritos,
la deteccion de absorbancia se realiza a 420 nm
de longitud de onda y los serpentines termostati-
zados tubulares tienen un diadmetro comprendido
entre 0,5y 1 mm.

También preferentemente, el equipo para la
determinacion automatica cuantitativa de G -
galactosidasa, en procesos fermentativos en los
que intervienen microorganismos comprende una
bomba y una valvula para realizar el paso contro-
lado de la muestra del fermentador al sonicador.

La invencién comprende también la utilizaciéon
del método de determinacién automatica cuanti-
tativa de § - galactosidasa, en procesos fermen-
tativos en los que intervienen microorganismos,
para la determinacién de la biomasa. FEllo se
consigue porque la variacion de la linea base del
analisis proporciona el nivel de biomasa, debido
a que esta linea base de la que parte el pico del
andlisis por inyeccién en flujo (FTA), funcién de la
concentracion enzimatica, aumenta a medida que
aumenta la concentracién de microorganismo por
efecto del crecimiento a medida que transcurre la
fermentacién.

Breve descripcion de los dibujos

Para mejor comprension de cuanto se ha ex-
puesto se acompanan unos dibujos en los que, es-
quematicamente y tan sélo a titulo de ejemplo
no limitativo, se representa un caso practico de
realizacién.

En dichos dibujos, la figura 1 es un esquema
del método analitico para la determinaciéon cuan-
titativa de § - galactosidasa del estado de la
técnica; la figura 2 es un esquema del equipo para
la determinacion automatica cuantitativa de 3 -
galactosidasa, objeto de la invencién; la figura 3 es
un esquema del método analitico automatico para
la determinacion de 3 - galactosidasa en procesos
fermentativos en los que intervienen microorga-
nismos; la figura 4 es un esquema del equipo co-
rrespondiente al método de la figura 3; la figura
5 muestra la variacion de la altura del pico de
ONPG en funcién del caudal de dilucién utilizado
para una misma muestra de 3 - galactosidasa; la
figura 6 muestra dos curvas de calibracion para
dos caudales de dilucién diferentes, indicando en
abscisas la concentracién de - galactosidasa y en
ordenadas la altura del pico de ONPG; La figura
7 muestra la relacion existente entre la densidad
6ptica de las muestras sonicadas (en abscisas) y
de las muestras sin sonicar (en ordenadas) a dos
longitudes de onda diferentes; la figura 8 mues-
tra una calibracién para distintos caudales de di-
lucién, indicando en abscisas la densidad 6ptica a
550 nm y en ordenadas la altura de la linea base;
v la figura 9 muestra el seguimiento de la biomasa
v de la 8 - galactosidasa, indicandose en abscisas
el tiempo y en ordenadas la absorbancia a 550 nm
y la concentracién de 3 - galactosidasa en U/ml.
Descripcién de ejemplos de realizacion

La presente descripcion esta dividida en tres
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apartados. En el primero se expone sucintamente
el método analitico automatico para la determi-
nacién cuantitativa de g - galactosidasa, en el
segundo el método analitico automatico para la
determinacion de ( - galactosidasa en procesos
fermentativos en los que intervienen microorga-
nismos y en el tercero la determinacion de la bio-
masa con el mismo método del segundo apartado.

1. - Método analitico automatico para la de-
terminacion cuantitativa de 3 - galactosidasa.

En los antecedentes de la invencion se ha des-
crito un método analitico para la determinacion
cuantitativa de 3 - galactosidasa basado en el
analisis FTA.

Este método esta representado en la figura 1.

Segin la invencién el mismo método se rea-
liza automaticamente mediante un ordenador que
controla el caudal de la muestra en funcién de
la concentracion de [galactosidasa presente en
la muestra obtenida en el analisis y de unos
parametros programados de antemano.

La figura 2 muestra el equipo para realizar el
método automatico de la invencién.

En ella pueden verse una bomba (1) para la
muestra, una bomba (2) para el reactivo, una
vélvula de inyeccién (3), un esquema FIA (4),
un espectrofotémetro (5), un sistema convertidor
A/D (6), un ordenador (7), un voltimetro (8) y
un registrador (9).

El ordenador (7) controla los distintos dispo-
sitivos del equipo, recoge los datos del espectro-
fotémetro (5) de acuerdo con las caracteristicas
del andlisis previamente determinadas y monito-
riza la actividad de la 3 - galactosidasa. El regis-
trador recoge los datos obtenidos.

Este método automaéatico presenta las siguien-
tes caracteristicas y ventajas en comparacion con
el test manual.

- El limite de deteccion es de 25 U/mL.

- La desviaciéon standard relativa es 3 veces
menor, 0,954 % frente a 2,4%.

- La automatizacion del método de analisis es
total.

- La velocidad de muestreo es muy elevada,
del orden de 55 muestras/hora frente a 12 -
15 muestras/hora en el método manual.

2. - Método analitico automatico para la de-
terminacion de 3 - galactosidasa en procesos fer-
mentativos en los que intervienen microorganis-
mos.

En el ejemplo descrito el microorganismo es
FEscherichia coli presente en procesos fermentati-
vos diversos (batch, continuo).

2.1. - Tratamiento previo de la muestra.

De las diferentes estrategias posibles para la li-
beracién al medio de la 3 - galactosidasa retenida
en la célula se utilizo la sonicacién. Pruebas rea-
lizadas off - line demostraron que con Fscherichia
coli, tres series de sonicacion de 20 segundos con
un intervalo de parada entre series de 15 segun-
dos, teniendo la muestra refrigerada para evitar
un aumento importante de temperatura que de-
sactive el enzima, era suficiente para liberar en el
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medio la 3 - galactosidasa. Para otros microor-
ganismos puede ser necesario modificar el tiempo
de exposicién de la muestra a la sonicacion para
obtener la liberacién al medio del enzima.

2.2. - Optimizacién del esquema FIA.

El montaje experimental utilizado (Figura 4)
consta de un fermentador (10) del que se toman
muestras periédicamente, pasando éstas a través
de un equipo de sonicacién en continuo (11) pre-
vio al equipo de analisis para la determinacién
de 3 - galactosidasa. Un ordenador (12) controla
toda la secuencia de andlisis de acuerdo con los
niveles de 3 - galactosidasa y las limitaciones en
cuanto a frecuencia de muestreo.

En la figura pueden verse también una bomba
(13) y una vélvula de paso (14) para realizar el
paso controlado de la muestra del fermentador
al sonicador. También pueden verse unas bom-
bas para la muestra (15) y para el reactivo, una
camara de dilucién (16) donde se produce la mez-
cla y para la homogeneizacion de la muestra di-
luida, una valvula de inyeccién (17), un serpentin

18) donde se realiza la reaccién, un serpentin
519; para desactivar el enzima y homogeneizar y
estabilizar la mezcla, un espectrofotémetro (20) y
un registrador (21).

El esquema FIA estd representado en la figura
3. En este caso, el portador es la muestra soni-
cada Q3 proveniente del sonicador , siendo inyec-
tado en el portador el reactivo especifico ONPG
Q1. La muestra sonicada es diluida antes de en-
trar en la valvula de inyeccién por una corriente
de agua QQs. Para disminuir las oscilaciones de la
linea base observadas con muestras reales (presen-
cia de biomasa) se acopla al sistema una cdmara
de dilucién (16) previa a la inyeccion en la vélvula
(17) con objeto de homogeneizar la muestra. Esta
corriente, 2, tiene un caudal variable en funcién
de la concentracion de 8 - galactosidasa produ-
cida por el microorganismo, y que es controlado
por el ordenador en funcién de los valores que se
obtienen en el analisis y de unos parametros pro-
gramados de antemano.

Una vez la muestra es inyectada pasa a través
de 3 metros de tubo (18), termostatizado en un
bano a 46°C, que es donde tiene lugar la reaccion.
Posteriormente se le anade la corriente Q4 que
contiene el carbonato sédico 1M y el SDS 0,5%
w/v con los mismos objetivos del método cono-
cido. Finalmente, la solucion pasa a través de
un serpentin tubular (19) de 1 metro de longitud
previo al espectrofotémetro (20) con objeto de ho-
mogeneizar la corriente final y evitar oscilaciones
no deseadas en el detector.

2.3. - Cuantificacion de la actividad en-
zimatica.

En la figura 5 se recoge la variacién de la al-
tura de pico de ONPG (en ordenadas) en funcién
del caudal de dilucién Q2 (en abscisas) utilizado
para una misma muestra de § - galactosidasa.
Esta grafica proporciona un punto de partida
para utilizar el caudal de dilucién apropiado para
cada concentracién enzimaética.

En la figura 6 se observan dos curvas de ca-
libracion para dos caudales de dilucién diferen-
tes. Los circulos corresponden a un caudal de
1,35 ml/min y los tridngulos a un caudal de 2,25
ml/min.
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A medida que aumentamos el caudal de di-
lucién, se produce una disminucién de la senal
y por consiguiente un aumento del rango de li-
nealidad, con el inconveniente de perder limite de
deteccién. La optimizacién del caudal de dilucion
en funcién de la dltima muestra de 3 - galactosi-
dasa utilizada nos proporciona el analisis 6ptimo
v nos permite seguir automadaticamente una fer-
mentacion de Fscherichia coli en que los nive-
les de § - galactosidasa pueden llegar hasta 4000
U/mL sin necesidad de realizar ninguna modifi-
cacion del esquema de andlisis basico empleado.

No es necesario pues utilizar una mayor con-
centracién de reactivo, o inyectar un mayor vo-
lumen del mismo. Unicamente con la variaciéon
automatica del caudal de dilucién se puede conse-
guir monitorizar “on line” la actividad enzimatica
producida en una fermentacién, ya que sélo se
produce un desfase de 3 minutos desde que se ex-
trae la muestra del fermentador hasta que se mo-
nitoriza en la pantalla del ordenador, o se archiva
en un fichero su actividad, incluyendo la etapa de
sonicacién.

3. - Determinaciéon “on line” de la biomasa
simultdneamente al andalisis FIA de 3 - galactosi-
dasa.

La determinacién de la biomasa no es un
andlisis sencillo de realizar on - line. Actualmente
se conocen diferentes técnicas que bien por su
complejidad de montaje, sus grandes problemas
de operacion o su elevado coste, hace que no sean
de uso cotidiano en los laboratorios de investi-
gacion , y escasamente en procesos industriales.

El método de estimacion de biomasa, ob-
jeto de la invencién, tiene como principal carac-
teristica su sencillo y operativo modo de empleo,
va que se puede realizar el analisis de la biomasa
asociado al andlisis de 3 - galactosidasa.

Un hecho observado durante el analisis de 3 -
galactosidasa de muestras reales de fermentacion
sonicadas es que la linea base de la que parte el
pico FIA es mayor a medida que el microorga-
nismo va creciendo. Se trata, por tanto, de apro-
vechar el aumento de la linea base para poder
estimar la biomasa existente en el reactor.

3.1. Calibracién de la biomasa entre muestras
sonicadas y sin sonicar.

En la figura 7 se observa que la relacién exis-
tente entre la densidad 6ptica de las muestras so-
nicadas (en abscisas) y sin sonicar (en ordena-
das) es lineal a las dos longitudes caracteristicas
del analisis. Los circulos representados en la fi-
gura corresponden a 550 nm (longitud habitual
de determinacién de biomasa) y los cuadrados a
420 nm (longitud habitual de determinacién del
andlisis de 3 - galactosidasa).

Podria interpretarse que el aumento de la den-
sidad éptica de las muestras sonicadas a altas con-
centraciones de microorganismo se debe a que la
sonicacién ha sido incompleta, con lo que ademas
de falsear los resultados de biomasa, se estaria
infravalorando la concentracién de 3 - galacto-
sidasa, ya que parte del enzima no habria sido
liberada al medio.

No obstante, pruebas realizadas “off - line” de-
mostraron que el tiempo de sonicacién al que eran
sometidas las muestras era suficiente para liberar
todo el enzima, y que un mayor tiempo de expo-
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siciéon no provocaba un descenso de la densidad
optica.

La lectura de la densidad 6ptica se realiza “off
- line” a 550 nm, pero no se observaron problemas
al realizarse a 420 nm, longitud de onda empleada
para el analisis de 3 - galactosidasa.

Una calibracién D.O. altura de linea base para
diferentes caudales de dilucién se presenta en la
figura 8, en donde los circulos corresponden a un
caudal de 1,35 ml/min y los cuadrados a un cau-
dal de 2,25 ml/min.

3.2. Aplicacién a un caso concreto; fermen-
tacion de Escherichia coli.

Estas técnicas desarrolladas y comentadas se
pusieron en practica en un caso real de fermen-
tacién Fscherichia coli para produccion de 3 -
galactosidasa. En la figura 9 se recoge el segui-
miento efectuado de la biomasa y de la 3 - ga-
lactosidasa y su comparaciéon con las muestras
efectuadas “off - line”. En abscisas se indica el
tiempo y en ordenadas la absorbancia a 550 nm
y la concentracién de 8 - galactosidasa en U/ml.
Los triangulos corresponden a la 3 - galactosidasa
v los circulos a la biomasa.

Como se observa, el seguimiento es éptimo y
la automatizacion del esquema de andlisis y la
monitorizaciéon de estas dos variables es un he-
cho consumado que puede ayudar a este tipo de
sistemas y a otros similares.

El sistema descrito permite multiples apli-
caciones, que se exponen sucintamente a conti-
nuacién:

1. Anadlisis y cuantificacién de 3 - galactosi-
dasa de cualquier muestra natural.

2. Andlisis y cuantificacion de 8 - galactosi-
dasa en controles de calidad de productos
en cuya elaboracion haya intervenido este
enzima.

3. Andlisis y cuantificacién de 3 - galactosi-
dasa durante procesos catalizados por este
enzima.
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4.

10

Anédlisis, monitorizacion y cuantificacién de
[ - galactosidasa durante su produccién por
fermentacién de microorganismos.

Andlisis y cuantificacion de 8 - galactosi-
dasa de muestras procedentes de tests bac-
terianos basados en la expresion de gen lacZ
completo o no, fusionado con la regién ope-
radora de un gen (o con el propio gen), para
la deteccion de sustancias ante las cuales
se produzca la inducciéon. Por ejemplo, el
cromotest para la deteccion de agentes ge-
notoxicos.

Anédlisis, monitorizacion y cuantificacién de
la expresion génica durante fermentacion o
crecimiento de microorganismos en batch,
fed - batch o en cultivo continuo, en los cua-
les la regién reguladora o el gen de interés
se encuentre fusionado con el gen lacZ com-
pleto o parcial.

Anadlisis, monitorizacién y cuantificacion de
la producciéon de proteinas recombinantes
fusionadas con (3 - galactosidasa, codifica-
das en cualquier elemento genético celular,
plasmidico o virico.

Anédlisis, monitorizacion y cuantificacién de
la producciéon de poteinas recombinantes fu-
sionadas con 3 - galactosidasa completa o
truncada, o de 3 - galactosidasa completa
o truncada, siempre que dichas proteinas
retengan total o parcialmente la actividad
enziméatica.

Anédlisis, monitorizacion y cuantificacién de
la actividad (3 - galactosidasa en cultivos ex-
presando proteinas conteniendo segmentos
de enzima, fusionadas o no, que no mani-
fiesten la actividad enzimatica, siempre que
ésta pueda ser recuperada por complemen-
tacién con productos truncados o no, codi-
ficados en el genoma celular, en plasmidos,
o en cualquier otro elemento genético.
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REIVINDICACIONES

1. Método analitico automatico para la deter-
minacion cuantitativa de g - galactosidasa, que
consiste en analizar la concentracion de 3 - galac-
tosidasa mediante andlisis por inyeccion en flujo
(FTA), insertando una solucién con una concen-
tracién de g - galactosidasa desconocida en una
corriente de reactivo portador, que contenga 3 -
D - galactopiranoside y un grupo radical que pro-
porciona color cuando se rompe el enlace por la
accién del enzima, siendo dicho reactivo disuelto
en tampdn y estando protegido generalmente de
la accion de la luz, realizandose una reaccién que
produce D - galactosa mas el grupo radical, fina-
lizdndose la reaccién mediante la adiciéon de una
solucién basica hasta obtenerse el pH adecuado
para la inactivacién del enzima, y detectandose
la actividad enzimética en base a la intensidad
del color, caracterizado por el hecho de que el
método se realiza automaticamente mediante un
ordenador que controla el caudal de la muestra en
funcién de la concentracion de 3 - galactosidasa
presente en la muestra obtenida en el andlisis y
de unos parametros programados de antemano.

2. Método analitico automéatico para la de-
terminacién cuantitativa de 3 - galactosidasa en
procesos fermentativos en los que intervienen mi-
croorganismos, que consiste en analizar la con-
centracion de 3 - galactosidasa mediante analisis
por inyeccién en flujo (FIA), en la que el reactivo
contiene 3 - D - galactopiranoside y un grupo
radical que proporciona color cuando se rompe
el enlace por la accién del enzima, siendo dicho
reactivo disuelto en tampén y estando protegido
generalmente de la accién de la luz, realizandose
una reaccién que produce D - galactosa mas el
grupo radical, finalizandose la reacciéon mediante
la adicion de una solucién béasica hasta obtenerse
el pH adecuado para la inactivacién del enzima,
v detectandose la actividad enzimatica en base a
la intensidad del color, caracterizado por el he-
cho de que consiste en un tratamiento previo de
la muestra mediante sonicacion, manteniendo el
dispositivo de sonicacién refrigerado para evitar
un aumento de temperatura que desactive el en-
zima, inyectando una concentracién y volumen de
reactivo conocido en una corriente de muestra so-
nicada portadora, estando presente otro portador
tampon que permite realizar diluciones y homo-
geneizar la muestra cuando sea necesario.

3. Método segin la reivindicacion 2, carac-
terizado por el hecho de que el caudal de la
muestra es variable en funcién de la concentracion
de § - galactosidasa producida por el microorga-
nismo, siendo el caudal controlado por ordenador
en funcién de los valores que se obtienen en el
analisis y de parametros programados de ante-
mano.

4. Método segin las reivindicaciones 1 y 2,
caracterizado por el hecho de que el reactivo
utilizado es 2 - nitrofenil - 3 - galactopiranoside
(ONPG), detectdndose la actividad enzimética en
base al producto D - nitrofenol.

5. Método segin las reivindicaciones 1 y 2,
caracterizado por el hecho de que la tempera-
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tura de trabajo esta comprendida entre 25°C y
50°C.

6. Método segin las reivindicaciones 1 y 2,
caracterizado por el hecho de que la adicién de
una solucién basica se realiza conjuntamente con
un detergente para la limpieza de la célula de de-
teccion.

7. Equipo para la determinacion automatica
cuantitativa de 3 - galactosidasa, que comprende
una bomba multicanal (P) para transportar las
distintas corrientes de muestra (Q) y reactivos
(Q2), una vélvula de inyeccién automdtica (3) en
la que se inserta la muestra, un serpentin tubular
termostatizado (4) en el que se realiza la reaccién
y un dispositivo medidor de absorbancia (5) para
la deteccion del producto, caracterizado por el
hecho de que comprende un ordenador (7) que
controla los distintos dispositivos del equipo, re-
coge los datos del medidor de absorbancia (5) de
acuerdo con las caracteristicas del andlisis pre-
viamente determinadas y monitoriza la actividad
de la 3 - galactosidasa, y comprende también un
registrador (9) para la recogida de los datos.

8. Equipo para la determinacion automatica
cuantitativa de 3 - galactosidasa, en procesos
fermentativos en los que intervienen microorga-
nismos, que comprende una bomba multicanal
(P) para transportar las distintas corrientes de
muestra (Qs) y reactivos (Qq), una valvula de
inyecciéon automdtica (17) en la que se inserta la
muestra (Qs), un serpentin tubular termostati-
zado (18) en los que se realiza la reaccién y un dis-
positivo medidor de absorbancia (20) para la de-
teccion del producto, caracterizado por el hecho
de que comprende un equipo de sonicacién (11) en
continuo para el tratamiento de la muestra pro-
veniente de un fermentador (10), un segundo ser-
pentin tubular termostatizado (19) previamente
al dispositivo medidor de absorbancia (20) para
desactivar el enzima y homogeneizar y estabilizar
la mezcla, y un ordenador (12) que controla los
distintos dispositivos del equipo, recoge los datos
del dispositivo medidor de absorbancia (20) de
acuerdo con las caracteristicas del andlisis pre-
viamente determinadas y monitoriza la actividad
de la 0 - galactosidasa y comprende también un
registrador (21) para la recogida de los datos.

9. Equipo segin la reivindicacion 8, carac-
terizado por el hecho de que comprende una
cdmara de dilucién (16) donde se produce la mez-
cla y para la homogeneizacion de la muestra di-
luida.

10. Equipo segin las reivindicaciones 7 y 8,
caracterizado por el hecho de que la deteccion
de absorbancia se realiza a 420 nm de longitud de
onda.

11. Equipo segin las reivindicaciones 7 y 8,
caracterizado por el hecho de que los serpenti-
nes termostatizados tubulares (18,19) tienen un
didmetro comprendido entre 0,5 y 1 mm.

12. Equipo segin la reivindicacién 8, carac-
terizado por el hecho de que comprende una
bomba (13) y una vilvula (14) para realizar el
paso controlado de la muestra del fermentador
(10) al sonicador (11).
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13. Utilizacién del método de las reivindica-
ciones 2 a 6 para la determinacién de la biomasa,
proporcionando la variaciéon de la linea base, el
nivel de biomasa, debido a que esta linea base
de la que parte el pico del andlisis por inyeccién
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en flujo (FTA), funcién de la concentracién en-
zimdtica, aumenta a medida que aumenta la con-
centracion de microorganismo por efecto del cre-
cimiento a lo largo de la fermentacién.
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