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Resumen 

 

La intolerancia a la lactosa representa una limitante para el consumo de leche y 

productos lácteos por una parte importante de la población mundial. La hidrólisis 

enzimática de la lactosa mediante β-galactosidasa constituye una alternativa 

eficiente para la obtención de productos con bajo contenido de lactosa. En este 

trabajo se determinaron los parámetros cinéticos de la β-galactosidasa de 

Aspergillus oryzae durante la hidrólisis enzimática de la lactosa presente en leche 

bovina, con el propósito de generar información útil para el diseño de reactores 

enzimáticos. Inicialmente se caracterizó la composición fisicoquímica de la leche y 

se cuantificaron las concentraciones de lactosa, glucosa y galactosa mediante 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). Posteriormente, se evaluó el 

efecto de diferentes concentraciones iniciales de lactosa sobre la velocidad de 

reacción y los datos experimentales se ajustaron mediante un análisis paramétrico 

no lineal por mínimos cuadrados utilizando el modelo de Michaelis–Menten y 

diferentes mecanismos de inhibición por producto. Se obtuvieron valores de Vmax 

y Km, mientras que el modelo con inhibición por producto permitió describir de 

manera más adecuada el comportamiento cinético del sistema. La hidrólisis 

alcanzó un 91.05 % de conversión de lactosa después de 200 min de reacción. 

Los resultados obtenidos proporcionan parámetros cinéticos confiables que 

pueden emplearse en el modelado, simulación, diseño y escalamiento de reactores 

enzimáticos destinados a la producción de leche y derivados con contenido 

reducido de lactosa. 

 

Palabras clave: β-galactosidasa, hidrólisis enzimática, cinética enzimática, diseño 

de reactores.  
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Abstract 

 

Lactose intolerance limits the consumption of milk and dairy products for a 

significant portion of the world's population. Enzymatic lactose hydrolysis 

using β-galactosidase has emerged as an effective alternative for producing 

low-lactose dairy products. The objective of this study was to determine the 

kinetic parameters of Aspergillus oryzae β-galactosidase during the 

enzymatic hydrolysis of lactose in bovine milk to provide fundamental 

information for enzymatic reactor design. Initially, the physicochemical 

composition of milk was characterized, and lactose, glucose, and galactose 

concentrations were quantified by high-performance liquid chromatography 

(HPLC). Enzymatic assays were subsequently performed at different initial 

lactose concentrations, and the experimental data were fitted by nonlinear 

parametric least-squares analysis using the Michaelis–Menten model and 

different product inhibition mechanisms. The kinetic parameters obtained 

were Vmax and Km. The enzymatic hydrolysis process reached 91.05% 

lactose conversion after 200 min of reaction, while product inhibition models 

provided a more accurate description of the enzymatic behavior than the 

classical Michaelis–Menten equation. The kinetic parameters determined in 

this study constitute a useful basis for the modeling, simulation, scale-up, and 

design of enzymatic reactors intended for the production of lactose-reduced 

dairy products. 

 

Keywords: β-galactosidase, enzymatic hydrolysis, enzyme kinetics, reactor 

design. 
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Introducción  

 

La leche es la secreción natural de las glándulas mamarias de las vacas 

sanas o de cualquier otra especie animal, es una fuente rica en proteínas, 

glúcidos, grasa, minerales (sodio, potasio, magnesio, calcio, manganeso, 

hierro, cobalto, cobre, fósforo, fluoruros, yoduros) (NOM-243-SSAI-20210). 

La leche de vaca es un alimento de primera necesidad y, fundamentalmente, 

en los primeros períodos de vida del hombre, empleándola ya sea 

directamente o transformándola para la obtención de productos lácteos. 

Autores como Chebykim et al 2024 indican que más de 6,000 millones de 

personas en todo el mundo consumen leche; sin embargo, a pesar de su fácil 

digestibilidad, más de la mitad de la población mundial no puede consumir 

productos lácteos por intolerancia a la lactosa. Cuando el organismo de una 

persona no es capaz de asimilar correctamente la lactosa, el individuo es 

diagnosticado con hipolactasia, los principales síntomas de la hipolactasia 

son dolor o malestar abdominal, meteorismo etc. Los individuos con 

hipolactasia disminuyen significativamente su calidad de vida (enfermedades 

comunes el raquitismo, osteoporosis etc) y requieren el uso regular de 

medicación. Autores como Looijesteijn et al 2023, Chebykim et al 2024, han 

reportado diferentes terapias de sustitución enzimática para tratar la 

intolerancia a la lactosa: I) administración oral de la β-galactosidasa 

comprimidos o gotas de venta libre., II) limitar el consumo productos lácteos. 

Teniendo como antecedente que la leche, por su valor nutricional y la 

cantidad de personas que son intolerantes a la lactosa, el principal 

carbohidrato en la leche, la industria alimentaria ha incursionado en diversas 

alternativas para producir productos libres de lactosa, tales como la leche, 

yogurt, queso deslactosado, etc. El costo monetario de estos productos es 

más elevado que los productos con lactosa. Empresas como Pasteurizadora 

La Laguna (Grupo Lala, S.A.B. de C.V.), Ganaderos Productores de Leche 

Pura (Alpura S.A.P.I. de C.V.), entre otros, producen leche y productos 

lácteos deslactosados a través de un proceso de ultrafiltración (UF) y 

nanofiltración (NF). La UF retiene partículas del tamaño de proteínas y 
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glóbulos de grasa, mientras que la NF retiene partículas del tamaño de 

azúcares como sacarosa y lactosa. Una alternativa poco estudiada por el 

sector industrial es la hidrólisis de la lactosa (enzimática). La β-galactosidasa, 

ejerce un efecto catalítico hidrolizante, es decir, producen la ruptura de 

enlaces por agua según: H-OH + R-R' → R-H + R'-OH.  En este trabajo de 

investigación se diseñará un proceso para la producción de leche 

deslactosada, manteniendo las características nutricionales y fisicoquímicas 

similares a las versiones comerciales disponibles en el mercado, y que sea 

accesible por la mayoría de la población Este proceso aprovechará la leche 

entera, como materia prima principal (sistema modelo- Industria), y utilizará 

el suero de leche (un subproducto residual- impacto Social). 

 

Antecedentes  

 

Producción de leche y suero de leche a nivel internacional  

 

i) La producción de leche, a nivel internacional, es una de las 

actividades más importantes en el sector agroalimentario. La leche 

es considerada uno de los productos agrícolas más producidos y 

valiosos del mundo. Se estima que en el 2013 hubo una producción 

total de 770,000 millones de litros, valorada en 328,000 millones de 

dólares estadounidenses. En 2013 fue el producto agrícola más 

relevante dentro del mercado global de productos lácteos. Los 

países con mayor índice de producción fueron India, Estados 

Unidos, así como también la Unión Europea.  

ii) La producción de queso fresco constituye una de las actividades 

más relevantes dentro de la industria láctea a nivel mundial. De 

acuerdo con la Food and Agriculture Organization, la producción 

global de queso supera los 22 millones de toneladas anuales, 

siendo el queso fresco uno de los productos de mayor consumo 

debido a su bajo tiempo de maduración y alta demanda en 

mercados locales (FAO, 2022). Este proceso industrial genera 

grandes volúmenes de lactosuero como subproducto; se estima 
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que por cada kilogramo de queso producido se generan entre 8 y 

9 litros de suero de leche, lo que representa aproximadamente el 

85–90% del volumen inicial de la leche procesada (Gallegos-Daniel 

et al., 2023). A nivel mundial, la producción de lactosuero se estima 

en más de 180 millones de toneladas anuales, de las cuales cerca 

del 50% no es aprovechado adecuadamente, siendo descargado 

como efluente industrial (Carvalho et al., 2013). A nivel nacional, la 

Secretaría de Agricultura y Desarrollo Rural reportó que en 2023 

se generaron más de 2.4 millones de toneladas de suero de leche, 

de las cuales solo aproximadamente la mitad es valorizada dentro 

de la industria alimentaria, mientras que el resto representa un 

residuo con alto potencial contaminante. El lactosuero posee una 

elevada carga orgánica, caracterizada por valores de demanda 

bioquímica de oxígeno (DBO) que pueden oscilar entre 30,000 y 

50,000 mg/L, lo que lo convierte en un contaminante significativo si 

es vertido sin tratamiento adecuado (Carvalho et al., 2013). Sin 

embargo, este subproducto presenta un alto valor nutricional, ya 

que contiene aproximadamente 4.5–5% de lactosa, 0.6–0.8% de 

proteínas de alto valor biológico, además de lípidos, minerales y 

vitaminas. Se estima que cerca del 20% de las proteínas originales 

de la leche permanecen en el lactosuero, principalmente en forma 

de β-lactoglobulina y α-lactoalbúmina (Lizárraga-Chaidez, 2020). 

Debido a estas características, el aprovechamiento y valorización 

del lactosuero ha cobrado gran relevancia en los últimos años, ya 

que permite no solo mitigar el impacto ambiental asociado a su 

disposición, sino también generar productos de alto valor 

agregado, como concentrados proteicos, bebidas funcionales y 

derivados fermentados (Smithers, 2008). 

 

 

 



 

 
4 

 

Según la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 

Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés), la leche y suero de leche  

presentan un alto potencial para lograr el cumplimiento de los Objetivos del 

Desarrollo Sostenible (ODS), adoptados por la ONU, los cuales buscan, entre 

otros, los siguientes vínculos dentro del sector lácteo: I) fin de la pobreza 

(ODS 1), el sector lechero directa e indirectamente contribuye al sustento de 

150 millones de ganaderos y genera oportunidades de empleo en toda la 

cadena de valor; II) hambre cero y seguridad en los alimentos (ODS 2), por 

la importancia de la leche y suero de leche como fuente de energía, proteínas 

y micronutrientes; III) producción y consumo responsables (ODS 12); IV) 

acción por el clima (ODS 13), protección y restauración de los ecosistemas 

terrestres. 

 

Producción de leche y suero de leche a nivel nacional  

 

i) La industria láctea en México desempeña un papel fundamental en 

la economía nacional, posicionándose como la tercera actividad 

más importante dentro del sector alimentario. En 2023, la 

producción de leche de bovino alcanzó 13,333 millones de litros, 

siendo los principales estados productores Jalisco con un 19.5% 

de la producción total, Coahuila con el 11.5%, Durango el 11.3% y 

Chihuahua el 9.3% (Secretaría de Agricultura y Desarrollo Rural, 

2023).  

ii) La producción de queso fresco es una de las principales 

actividades dentro de la industria láctea. En México, se estima que 

la producción anual de queso fresco es aproximadamente de 

400,000 toneladas. La producción de queso genera cifras 

significativas de suero de leche; se estima que, por cada kilogramo 

de queso elaborado, se generan nueve litros de suero de leche 

como residuo o subproducto (Gallegos-Daniel et al., 2023). Según 

la Secretaría de Agricultura y Desarrollo Rural, para el año 2023 se 

generaron más de 2.4 millones de toneladas de suero de leche, de 
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lo cual se estima que solo la mitad es aprovechada como 

subproducto en la industria alimentaria. El desaprovechamiento del 

suero de leche representa un impacto ambiental debido a su carga 

orgánica. El suero de leche tiene un alto valor nutricional, ya que 

contiene biomoléculas como lípidos, proteínas, carbohidratos, 

minerales, etc. Aproximadamente 20% de las proteínas presentes 

en la leche permanecen en la composición del lactosuero. Por ello, 

su valorización y aprovechamiento en la industria alimentaria y 

otros sectores se presenta como una oportunidad para mitigar su 

impacto ambiental y generar productos de alto valor añadido 

(Lizárraga-Chaidez, 2020). 

 

 

Producción de leche y suero de leche a nivel Estatal, el caso 

de San Luis Potosí  

 

i) Leche; Según la Secretaría de Desarrollo Agropecuario y Recursos 

Hidráulicos de San Luis Potosí, en el año 2013, la producción de 

leche a nivel estatal se estimó en aproximadamente 132.1 millones 

de litros, con una marcada concentración en municipios con 

vocación ganadera como Tamuín, Villa de Reyes, Ébano, San 

Vicente Tancuayalab y San Luis Potosí (Rodríguez-Gallegos et al., 

2022). En años recientes, la producción lechera ha mostrado una 

tendencia relativamente estable con ligeros incrementos. De 

acuerdo con el Servicio de Información Agroalimentaria y 

Pesquera, en el año 2023 la producción de leche bovina en el 

estado fue de 10,978.81 miles de litros a nivel estatal (SIAP, 2023).  

ii) En el estado de San Luis Potosí, la generación de lactosuero está 

estrechamente vinculada a la transformación de leche en 

productos lácteos, particularmente queso fresco, el cual representa 

uno de los principales destinos de la producción lechera regional. 

Durante este proceso, el lactosuero se obtiene como el principal 

subproducto líquido derivado de la coagulación de la leche y la 
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separación de la cuajada. De acuerdo con el Servicio de 

Información Agroalimentaria y Pesquera, en el año 2023 la 

producción de leche bovina en el estado fue de 10,978,810 litros, 

lo que permite dimensionar la magnitud potencial de generación de 

lactosuero a nivel estatal (SIAP, 2023). A partir de este volumen, y 

considerando que aproximadamente entre el 85% y 90% del 

volumen inicial de la leche procesada se convierte en lactosuero, 

es posible estimar que en San Luis Potosí se generan grandes 

cantidades de este subproducto (aproximadamente entre 9.3 y 9.9 

millones de litros anuales). 

 

Producción de alimentos deslactosados en la industria 

 

En la actualidad, la industria láctea ha desarrollado diversas tecnologías para 

lograr el proceso de deslactosado de la leche entera. La tecnología más 

utilizada es la ultrafiltración (a través de peso molecular). Al respecto, algunos 

hallazgos científicos son los siguientes: I) Llerena Ramírez, 2021, investigó 

las condiciones de hidrólisis de las lactasas Lactozym Pure 6500 L y Saphera 

2600 L para la producción de leche deslactosada de cabra, concluyendo que 

el uso de estas enzimas comerciales es eficiente para el proceso de 

deslactosado a nivel industrial, haciendo énfasis que, para maximizar la 

conversión de lactosa en glucosa y galactosa, el grado de hidrólisis obtenido 

depende de condiciones óptimas de pH, temperatura y tiempo de reacción. 

II) Solís Oba et al. (2023) realizaron una propuesta para el aprovechamiento 

industrial del lactosuero, llevaron a cabo un proceso de ultrafiltración con el 

objetivo de obtener agregados proteicos a partir del suero de leche, como 

producto obtuvo un polvo asilado de proteína de suero de leche con un 

contenido de proteínas del 47% (p/p) del producto. En su trabajo, agregaron 

el aislado de proteína al proceso de elaboración de queso Oaxaca, mejorando 

el rendimiento y la consistencia del producto final. La adición de 0.5% de 

lactosuero concentrado en polvo durante la producción de queso incrementó 

el rendimiento en un 4.16% en comparación con el uso de 1% de leche en 
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polvo. III) Rinaldoni, Campderrós y Pérez Padilla (2010), desarrollaron 

yogures deslactosados elaborados con concentrados de leche bovina y de 

soja obtenidos por ultrafiltración. Sus resultados muestran que el yogurt 

presentó un 37 % mayor de proteínas, aumentó en un 37% y una reducción 

significativa del 32% de lactosa, por lo que este producto sirve como 

alternativa para combatir el padecimiento de hipolactasia. 

 

El proceso de ultrafiltración y nanofiltración utilizado actualmente en la 

industria láctea para la producción de leche deslactosada.  

La ultrafiltración (UF) es una técnica de separación cuyo fundamento se basa 

en la retención de partículas a través de membranas semipermeables según 

su peso molecular, con la finalidad de retener partículas y macromoléculas 

de interés. En la industria alimentaria, este método es ampliamente usado. 

Principalmente se utiliza en la industria láctea, para llevar a cabo la 

separación de las proteínas del suero de leche, obteniendo proteínas como 

la beta-lactoglobulina, la alfa-lactalbúmina, la albúmina de suero bovino y la 

inmunoglobulina. Este método permite el aislamiento de componentes 

específicos sin modificar sus características fisicoquímicas (Ramírez-Navas 

et al., 2018). La eficiencia de la tecnología de ultrafiltración depende de 

factores como la temperatura, el pH y la presión transmembrana. Según 

Solís-Carvajal et al., 2017 el tamaño de partícula de la molécula de interés 

define la membrana que se utilice como: microfiltración, nanofiltración, 

electrodiálisis y diafiltración, con el fin de mejorar la selectividad y la eficiencia 

de separación.  

Por otro lado, la nanofiltración es una tecnología de membranas cuyo 

fundamento es la separación por diferencia de peso molecular. Según 

Chacón-Villalobos (2006), el uso de la tecnología de nanofiltración mejora la 

eficiencia de los procesos industriales y se obtiene una mejor calidad del 

producto final. Esta técnica es utilizada en la industria láctea en el tratamiento 

de la leche para separar la lactosa o proteínas presentes. De igual forma, 

este proceso permite la concentración y desmineralización del lactosuero, 

facilitando la recuperación de componentes valiosos como proteínas y 



 

 
8 

 

lactosa. El uso de suero de leche contribuye a reducir el impacto ambiental 

de la elaboración de quesos, haciendo énfasis en que a partir de un residuo 

se puede transformar en un subproducto que contribuye a la implementación 

de alimentos con alto valor nutricional (Posada David, 2018). 

 

 
Figura 1. Diagrama de proceso de ultrafiltración 

         Fuente: Elaboración propia (Copilot) 

 

 

Hidrólisis de la lactosa vía enzimática 

 

Las enzimas son compuestos químicos orgánicos que, estructuralmente, 

cumplen con la organización molecular de una proteína, la enzima hace 

referencia a una proteína catalizadora (biocatalizador). Dichos compuestos 

son esenciales en procesos de metabolismo en los seres vivos y se les 

conoce como catalizadores debido a su capacidad para acelerar reacciones 

químicas sin degradarse en el proceso. La eficacia de las enzimas se debe a 

las condiciones de temperatura, presión y fuerza iónica. Una de las 

características de las enzimas es su especificidad, es decir, cada enzima 

cataliza una reacción en particular. La actividad catalítica de las enzimas 

depende de que mantengan su estructura tridimensional y que no sufran 
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despegamiento. En esta estructura tridimensional se forman cavidades 

llamadas “sitio activo”, las cuales muestran afinidad por las moléculas 

específicas (sustratos) que se convertirán en productos. El uso de enzimas 

en la industria alimentaria es de gran importancia y tiene una amplia gama de 

aplicaciones. Una de ellas es el uso de la glucosa oxidasa, lo cual tiene el 

objetivo de eliminar el oxígeno en los envases, prolongando así la vida de 

anaquel del producto y mejorando la calidad de los productos envasados 

(González González et al., 2021). Autores como González González et al., 

s.f. y Corrales Ramírez, Caycedo Lozano & Quijano Duarte, (2022) clasifican 

las enzimas según su aplicación como biocatalizador en diferentes 

reacciones químicas. I) Oxidorreductasas: Catalizan reacciones de óxido-

reducción; en este grupo se encuentran, las deshidrogenasas, oxidasas, 

peroxidasas, oxigenasas y/o reductasas, entre otras. II) Transferasas: 

Catalizan las reacciones en las que se cambia de posición un radical químico 

dentro de una molécula y para cumplir con su función la mayoría de veces 

requieren un cofactor. III) Hidrolasas: Estas enzimas pueden considerarse 

como un subgrupo de las transferasas puesto que catalizan la hidrólisis con 

el consecuente cambio en la posición de un grupo químico, como es el caso 

del grupo PO4. IV) Liasas: Catalizan reacciones de eliminación que implican 

formación de dobles enlaces en el sustrato; mientras que las sintasas 

catalizan reacciones de adición. V) Isomerasas: Catalizan reacciones en las 

que en el sustrato un grupo cambia de posición y se forma un isómero, como 

la glucosa-6 fosfato isomerasa que cataliza la reacción reversible de glucosa-

6-fosfato a fructosa-6-fosfato. VI) Ligasas: Catalizan reacciones de síntesis 

en las que se unen dos sustratos, también se les asigna el nombre de 

sintetasas. 
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Figura 2. Hidrólisis de la lactosa. 

Fuente: Adaptado de Fornera, Yazawa y Walde (2010). 

 

Principales enfermedades por intolerancia a la lactosa. 

 

La intolerancia a la lactosa es un trastorno digestivo caracterizado por la 

incapacidad parcial o total del organismo para digerir la lactosa, principal 

carbohidrato presente en la leche y sus derivados, debido a una deficiencia 

en la enzima b-galactosidasa también llamada lactasa en el intestino delgado. 

Esta condición provoca una absorción incompleta de la lactosa, la cual es 

fermentada por el microbiota intestinal, generando síntomas como distensión 

abdominal, flatulencia, dolor y diarrea (Martínez-Vázquez et al., 2020). Desde 

el punto de vista clínico, la intolerancia a la lactosa se considera un síndrome 

con diversas formas según su etiología. La más frecuente es la intolerancia 

primaria o hipolactasia, causada por una disminución progresiva de la 

actividad de la lactasa. Esta condición tiene un componente genético y 

presenta alta prevalencia en poblaciones de origen africano, asiático, hispano 

y nativo americano, lo que la convierte en un problema relevante de salud 

pública. Por otra parte, la intolerancia secundaria se desarrolla como 

consecuencia de enfermedades que afectan la mucosa del intestino delgado. 

El daño a los enterocitos reduce la producción de lactasa, generando una 

incapacidad temporal o permanente para digerir la lactosa. Entre las 

principales causas se encuentran infecciones gastrointestinales, 
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enfermedades inflamatorias intestinales y otros trastornos que comprometen 

la integridad del epitelio intestinal (PROFECO, 2021). 

Autores como (Gómez-Gómez et al., 2007) describen la intolerancia 

transitoria a la lactosa, como una forma de intolerancia secundaria frecuente 

en población pediátrica. Esta se produce tras infecciones intestinales que 

alteran temporalmente la función del epitelio intestinal y la actividad de la 

lactasa. Aunque es reversible, puede contribuir a cuadros de deshidratación 

y desnutrición si no se trata adecuadamente. Asimismo, la intolerancia a la 

lactosa puede coexistir con otros trastornos gastrointestinales funcionales, 

como el síndrome de intestino irritable, lo que dificulta su diagnóstico y puede 

llevar a la eliminación innecesaria de productos lácteos, incrementando el 

riesgo de deficiencias nutricionales (Martínez-Vázquez et al., 2020). 

 

Justificación  

 

La leche es un alimento esencial por su alto valor nutricional; sin embargo, 

más de la mitad de la población mundial presenta intolerancia a la lactosa, lo 

que limita su consumo y puede afectar su calidad de vida. Los productos 

deslactosados disponibles actualmente suelen tener un costo elevado debido 

a los procesos utilizados para su producción, como la ultrafiltración y la 

nanofiltración. Por ello, este proyecto propone una alternativa más accesible 

mediante la hidrólisis enzimática de la lactosa utilizando β-galactosidasa, 

permitiendo obtener leche deslactosada con características nutricionales 

similares a las de la leche convencional. 

Para que este proceso pueda implementarse a mayor escala, es necesario 

conocer el comportamiento de la enzima durante la hidrólisis de la lactosa. 

Por ello, en este trabajo se determinaron los parámetros cinéticos de la β-

galactosidasa de Aspergillus oryzae, los cuales sirven como base para el 

diseño de un reactor enzimático y para la optimización del proceso. La 

información obtenida puede contribuir al desarrollo de procesos más 

eficientes para la producción de leche deslactosada y facilitar el acceso a este 

tipo de productos para las personas con intolerancia a la lactosa. 
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Hipótesis  

 

Es posible obtener leche y suero de leche deslactosado por hidrólisis de la 

lactosa de la leche, lo cual permitiría el acceso de este alimento nutritivo a 

toda la población, haciéndolo accesibles (seguridad alimentaria). Esto se 

alcanzará, determinando la composición fisicoquímica de la leche y suero de 

leche de la industria (una empresa), determinando la actividad enzimática de 

β-galactosidasa, (parámetros de pH, temperatura, fuerza Iónica, etc,) a nivel 

escala. Para la aplicación en la industria, se determinar la composición de la 

leche y suero de leche (sólidos totales) y se realizara la estandarización de la 

leche y suero. Se asesorar y se ofrecerá el seguimiento a empresas 

interesadas en utilizar esta investigación como alternativa para producir leche 

y suero deslactosado. 

 

 

Objetivos  

 

Objetivo General  

 

Diseñar un proceso para la producción de leche deslactosada y suero de 

leche deslactosado mediante hidrólisis enzimática, manteniendo las 

características nutricionales y fisicoquímicas similares a la leche 

deslactosada y suero de leche deslactosado, comerciales disponibles en el 

mercado. Este proceso aprovechará la leche entera como materia prima 

principal, convirtiéndolo en una alternativa valiosa de estos alimentos 

nutricionales. El propósito es ofrecer una opción de leche deslactosada, 

accesible para la mayoría de la población mexicana, contribuyendo así a la 

seguridad alimentaria.  
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Objetivos específicos  

 

I) Determinar la composición fisicoquímica de la leche industria productos 

Medellín S.A. de C.V., en la ciudad de Matehuala S.L.P., México (LAS 

SEVILLANAS). Una empresa como sistema modelo disminuyendo las 

interrogantes de la composición de leche depende de la raza bovina, 

temporada de lluvia, alimentación etc.  

 

II) Determinar la actividad enzimática de b-galactosidasa, utilizando lactosa 

como sustrato a diferentes parámetros de pH, temperatura, fuerza iónica, etc.  

 

III) Hidrolizar la lactosa presente en la leche a escala (laboratorio) para 

producir leche y suero de leche deslactosado. 

 

Materiales y métodos 

 

Materiales 

 

Para el desarrollo de la presente investigación se empleó β-galactosidasa de 

Aspergillus oryzae (BulkSupplements, Estados Unidos) como biocatalizador 

para la hidrólisis enzimática de la lactosa. Como sustrato se utilizó leche 

bovina pasteurizada comercial (Alpura S.A.P.I. de C.V., México). Asimismo, 

se emplearon α-lactosa monohidratada (≥99 %), glucosa grado analítico y 

galactosa grado analítico (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) para la 

preparación de soluciones patrón y el desarrollo de los análisis 

correspondientes. Durante la realización de los experimentos se utilizó agua 

destilada (Apolo Lab, México), ácido cítrico grado reactivo (Kelve, México), 

empleados para el ajuste de las condiciones experimentales y la preparación 

de las soluciones requeridas. 

Para la cuantificación de lactosa, glucosa y galactosa mediante cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC), se utilizaron reactivos grado HPLC, 

incluyendo agua grado HPLC (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, Estados Unidos). 

La separación y cuantificación de los carbohidratos se realizó utilizando una 
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columna Agilent Hi-Plex H, adecuada para el análisis de azúcares presentes 

en la leche. Con el propósito de reducir la variabilidad experimental asociada 

a factores biológicos y ambientales, se empleó leche comercial pasteurizada 

como sistema modelo durante todos los ensayos. La utilización de este tipo 

de materia prima permitió minimizar las variaciones en la composición de la 

leche ocasionadas por factores como la raza del ganado, la alimentación, la 

época del año y las condiciones ambientales, favoreciendo así una mayor 

reproducibilidad de los resultados obtenidos. 

 

Caracterización fisicoquímica de la leche 

 

Para la determinación de los parámetros fisicoquímicos se utilizó un 

analizador ultrasónico de leche Lactoscan SP Ultrasonic Modelo S 

(Milkotronic Ltd., Nova Zagora, Bulgaria). Previamente a cada serie de 

análisis, el equipo fue calibrado utilizando soluciones de limpieza alcalina y 

ácida, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante, con el fin de 

garantizar la precisión y confiabilidad de las mediciones. 

 

Cuantificación de lactosa, glucosa y galactosa por HPLC 

 

El grado de hidrólisis de la lactosa se determinó mediante cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC), cuantificando las concentraciones de 

lactosa, glucosa y galactosa presentes en las muestras obtenidas durante el 

proceso de hidrólisis enzimática. Este análisis permitió evaluar el avance de 

la reacción, identificar los tiempos de retención de cada carbohidrato y 

determinar la conversión de la lactosa en los monosacáridos glucosa y 

galactosa. 

 

Determinación de las condiciones de hidrólisis (diseño 

factorial) 

 

Con el objetivo de evaluar el efecto de la temperatura y el pH sobre la 

hidrólisis enzimática de la lactosa, se empleó un diseño experimental factorial 
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(22). Este diseño permitió estudiar de manera simultánea la influencia de 

ambos factores, así como la posible interacción entre ellos, sobre el 

porcentaje de hidrólisis de la lactosa. 

 

Hidrólisis enzimática de la lactosa 

 

La hidrólisis enzimática de la lactosa se llevó a cabo siguiendo la metodología 

propuesta por (Correa et al., 2019) y (Beltrán & Acosta, 2012), con algunas 

modificaciones para adecuarla a las condiciones experimentales de la 

presente investigación. Los ensayos cinéticos se realizaron con el propósito 

de evaluar el avance de la reacción de hidrólisis enzimática de la lactosa. Los 

experimentos se desarrollaron a escala de laboratorio empleando un sistema 

de reacción por lotes, el cual consistió en un tubo de ensayo colocado en un 

baño seco digital AccuBlock Digital Dry Bath Modelo D1200 (Labnet 

International Inc., Edison, NJ, Estados Unidos). Este equipo permitió 

mantener una temperatura constante y controlada durante todo el desarrollo 

de la reacción enzimática. 

 

Estudio cinético de la hidrólisis enzimática de la lactosa 

 

Con el propósito de evaluar el comportamiento cinético de la hidrólisis 

enzimática de la lactosa, se realizó una serie de experimentos manteniendo 

constantes las condiciones de operación, incluyendo el volumen de trabajo, 

la concentración de enzima, el pH y la temperatura. En estos ensayos, el 

tiempo de reacción se consideró como la variable independiente y se evaluó 

en un intervalo de 0 a 200 min, realizando muestreos cada 20 min, siguiendo 

la metodología descrita por (Beltrán & Acosta, 2012).   

 

Determinación de los parámetros cinéticos 

 

Para la determinación de los parámetros cinéticos de la hidrólisis enzimática 

de la lactosa, los datos experimentales obtenidos a diferentes 

concentraciones iniciales de sustrato se ajustaron mediante el modelo 
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cinético de Michaelis–Menten, el cual describe la relación existente entre la 

velocidad de reacción y la concentración de sustrato. Este modelo constituye 

una de las herramientas más ampliamente utilizadas para caracterizar el 

comportamiento cinético de reacciones catalizadas por enzimas y permite 

estimar parámetros fundamentales relacionados con la actividad enzimática. 

 

Los parámetros cinéticos correspondientes a la constante de Michaelis–

Menten (Km), que representa la afinidad de la enzima por el sustrato, y la 

velocidad máxima de reacción (Vmax), fueron estimados mediante un 

análisis paramétrico no lineal por mínimos cuadrados utilizando la 

herramienta (Solver) de Microsoft Excel 

 

 

Resultados 

 

Determinación fisicoquímica de la leche bovina 

 

La calidad de la leche bovina utilizada como sustrato en los ensayos de 

hidrólisis enzimática se evaluó mediante la determinación de sus principales 

parámetros fisicoquímicos.  

 

Selección de las condiciones de operación para la hidrólisis 

enzimática 

 

Los resultados obtenidos del diseño experimental factorial (22) permitieron 

evaluar el efecto de la temperatura y el pH sobre el porcentaje de hidrólisis 

de la lactosa. Las condiciones de 40 °C y pH 6.6 permitieron obtener el mayor 

porcentaje de hidrólisis. Por esta razón, dichas condiciones fueron 

seleccionadas para la realización de los ensayos posteriores de hidrólisis 

enzimática y para la determinación de los parámetros cinéticos de la β-

galactosidasa. 
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Cuantificación de lactosa, glucosa y galactosa mediante HPLC 

 

La hidrólisis enzimática de la lactosa se evaluó mediante la cuantificación del 

sustrato (lactosa) y de los productos de reacción (glucosa y galactosa) 

utilizando cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). Esta técnica 

permitió monitorear el consumo de lactosa y la formación de los 

monosacáridos durante el desarrollo de la reacción enzimática. 

Estos autores observaron una disminución progresiva de la concentración de 

lactosa acompañada de un incremento en las concentraciones de glucosa y 

galactosa durante el transcurso de la reacción enzimática, comportamiento 

similar al observado en la presente investigación. 

 

Evaluación de la hidrólisis enzimática de la lactosa 

 

La evolución de la hidrólisis enzimática de la lactosa se evaluó mediante el 

seguimiento de las concentraciones de lactosa, glucosa y galactosa durante 

el transcurso de la reacción.  

Conforme avanzó la reacción, la concentración de ambos monosacáridos 

aumentó de forma continua. 

 

En conjunto, estos estudios describen un comportamiento cinético 

caracterizado por una fase inicial de hidrólisis rápida, seguida por una 

disminución gradual de la velocidad de reacción y la acumulación progresiva 

de los productos de hidrólisis, comportamiento que fue igualmente observado 

en la presente investigación. 

 

Modelos cinéticos 

 

La cinética de la hidrólisis enzimática de la lactosa se evaluó mediante el 

modelo de Michaelis–Menten, el cual describe la relación entre la 

concentración de sustrato y la velocidad de reacción en procesos catalizados 

por enzimas, considerando la formación del complejo enzima–sustrato como 

etapa fundamental del mecanismo catalítico (Orten & Neuhaus, 2013). Este 
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modelo ha sido ampliamente utilizado para describir la hidrólisis de la lactosa 

catalizada por β-galactosidasa, debido a que permite caracterizar el 

comportamiento cinético del sistema y estimar parámetros representativos de 

la actividad enzimática. 

Para la obtención de los parámetros cinéticos, la velocidad de reacción se 

calculó a partir de la variación de la concentración de sustrato con respecto 

al tiempo (−rs=dCs/dt) para cada uno de los puntos experimentales. 

Posteriormente, los datos experimentales fueron ajustados mediante 

regresión no lineal utilizando el modelo de Michaelis–Menten. 

 

Evaluación de los modelos de inhibición de Michaelis–Menten 

 

Con el propósito de identificar el mecanismo de inhibición asociado a los 

productos de reacción durante la hidrólisis enzimática de la lactosa, los datos 

experimentales se ajustaron a los modelos de inhibición competitiva, 

acompetitiva y no competitiva derivados del modelo de Michaelis–Menten 

mediante un análisis paramétrico no lineal por mínimos cuadrados. 

El desempeño de cada modelo se evaluó utilizando el coeficiente de 

determinación (R²), la suma de cuadrados de los errores (SSE) y la raíz del 

error cuadrático medio (RMSE). Debido a que los valores de R² obtenidos 

para los diferentes modelos fueron muy similares, la selección del modelo 

cinético se realizó principalmente con base en los estadísticos de error (SSE 

y RMSE), ya que estos permitieron discriminar con mayor precisión el 

mecanismo de inhibición que mejor describió el comportamiento 

experimental. 

 

Discusión 

 

Las características fisicoquímicas de la leche utilizada en el presente estudio 

se encontraron dentro de los intervalos establecidos para la leche bovina por 

el Codex Alimentarius y la norma mexicana NOM-155-SCFI-2012. Esto indica 

que la leche empleada presentó características adecuadas para su utilización 
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como matriz experimental y permitió reducir posibles variaciones asociadas 

con la composición inicial de la materia prima. 

 

La determinación de lactosa, glucosa y galactosa mediante cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC) permitió dar seguimiento a la 

transformación del sustrato y a la formación de los productos durante la 

hidrólisis enzimática. La disminución de lactosa, acompañada por la 

formación de glucosa y galactosa, confirmó la actividad de la β-galactosidasa 

de Aspergillus oryzae durante el proceso. Este comportamiento coincide con 

lo reportado por Erich et al. (2012), quienes demostraron la utilidad de la 

HPLC para el seguimiento de estos compuestos durante la hidrólisis 

enzimática de la lactosa en leche. 

 

La evolución de la hidrólisis en función del tiempo presentó un 

comportamiento característico de los procesos enzimáticos, con una mayor 

velocidad de reacción durante las primeras etapas y una disminución 

progresiva conforme avanzó el proceso. Este comportamiento puede 

relacionarse con la disponibilidad inicial del sustrato y con la actividad de la 

enzima. Conforme transcurrió la reacción, la disminución de la concentración 

de lactosa y la formación de los productos contribuyeron a modificar la 

velocidad de conversión. Este comportamiento es consistente con lo 

reportado por Ladero et al. (2000), Carrara y Rubiolo (1996) y Das et al. 

(2015), quienes observaron tendencias similares durante la hidrólisis 

enzimática de lactosa. 

 

El análisis cinético permitió caracterizar el comportamiento de la β-

galactosidasa de Aspergillus oryzae durante la hidrólisis de lactosa. Los 

parámetros determinados mediante análisis paramétrico no lineal por 

mínimos cuadrados permitieron describir la relación entre la concentración de 

sustrato y la velocidad de reacción bajo las condiciones experimentales 

evaluadas. La comparación de estos resultados con otros estudios debe 

realizarse considerando que los parámetros cinéticos pueden variar de 
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acuerdo con el origen y concentración de la enzima, el tipo de sustrato, la 

temperatura, el pH y las condiciones experimentales utilizadas. Ladero et al. 

(2000) y Carrara y Rubiolo (1996) señalaron que las características del 

sistema enzimático y las condiciones de operación pueden influir de manera 

importante en el comportamiento cinético de la hidrólisis de lactosa. 

 

En conjunto, los resultados obtenidos muestran que la β-galactosidasa de 

Aspergillus oryzae fue capaz de llevar a cabo la hidrólisis de lactosa presente 

en leche bovina. El comportamiento observado durante el proceso permitió 

identificar cambios en la velocidad de reacción conforme avanzó la hidrólisis, 

lo que evidencia la importancia de considerar las condiciones de operación y 

la evolución del sistema durante el proceso enzimático. 

 

Finalmente, la caracterización cinética realizada constituye una base para el 

desarrollo de modelos matemáticos orientados a la descripción de la hidrólisis 

enzimática de la lactosa. Esta información puede ser útil para estudios 

posteriores relacionados con la simulación, diseño y escalamiento de 

procesos enzimáticos, así como para evaluar la posible aplicación de la β-

galactosidasa en procesos de hidrólisis de lactosa a mayor escala. 

 

 

Conclusiones 

 

La leche bovina utilizada en el presente estudio presentó características 

fisicoquímicas adecuadas de acuerdo con la normativa mexicana, por lo que 

pudo emplearse como matriz para el desarrollo de los ensayos de hidrólisis 

enzimática. 

 

La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) demostró ser una técnica 

adecuada para el seguimiento de la lactosa y de los productos generados 

durante la hidrólisis enzimática. La disminución de lactosa y la formación de 
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glucosa y galactosa permitieron confirmar la actividad catalítica de la β-

galactosidasa de Aspergillus oryzae. 

 

Bajo las condiciones experimentales seleccionadas, la β-galactosidasa de 

Aspergillus oryzae permitió llevar a cabo la hidrólisis de la lactosa presente 

en la leche bovina. El proceso presentó una mayor velocidad de conversión 

durante las primeras etapas, seguida de una disminución progresiva 

conforme avanzó la reacción, comportamiento característico de los procesos 

enzimáticos. 

 

El ajuste de los datos experimentales al modelo de Michaelis–Menten 

mediante análisis paramétrico no lineal por mínimos cuadrados permitió 

caracterizar el comportamiento cinético de la β-galactosidasa bajo las 

condiciones evaluadas. Los resultados obtenidos constituyen una base para 

la descripción matemática del proceso de hidrólisis enzimática. 

 

En conjunto, el estudio permitió caracterizar el comportamiento de la β-

galactosidasa de Aspergillus oryzae durante la hidrólisis de lactosa en leche 

bovina. La información generada puede contribuir al desarrollo de modelos 

matemáticos y servir como referencia para futuras investigaciones 

relacionadas con el diseño y escalamiento de procesos enzimáticos 

orientados a la reducción del contenido de lactosa en productos lácteos. 
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