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P, ! 184000 ! <100000 ! 154000 152000

pH Optimo !  S.5 ! 5.6-5.8 ¢ 5.5 - 5.8 ! 5.6-5.8
; ; ; ;

a (u.1.y ¢ 80 N 112 Y
13 ] 1 ]

Km Glucosa! 0.1t 8 ! 1.5M : - L 9.6 oM
; X .

Km oxiganol! 0.2 mM : -— : -——- - _——

1

p 1 | 4.2-4.3 ! 4.2-4.3 ! 4.2 - 4,3 ! 4,2-4.3
; :
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X ; : ;

pH E:zab\ali 4.5-7.0 : - : a—- ' -
! ! : ' .
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~ cistina 1
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Wtanirzs 3
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Fa3. 27



FROPAZACICH

Stembra en adlito,

izaca , wantEada en placa e FLa (Merck),

, a¢ lngubd a 37 9 C én una

se3@ion Incabanir (1234 M0 KA
L3 oopfdis: 2 2nfiias se Jlbechartn despuds d2 3 dias de

2 ai inczula,

wha fhosoit 28 SON1AYA3, ta53padas

etpatulld, &n tra sclclion esterli 3@ Twaen

SSnCantralilnes dx Tonwilds se #stiaargn por

Ramazit

sanan Catisas wedoB3L33-2 zen un

wizrosespin 12 zoate

342 de Ffase  Aaerilan Ipl.iad .

Cultiie en Mqurda,

ar medio yuido VIS0 ai Je medid y 4.3 ml de

2e vidrig J2 000 al de capgasmizad,

ireutadas =n oo crbital routatar Shaker,nes Srunbeitk 3ciantnie O,

a teuzeratira zaistas

. z .
LE.ELw .33 el UeRPo de ncubacidn, las noteilas

sw iuwd del meais Jde cultivo an

er  Geinan aciencas ae

Bsta pail a: otahied pupel flitro de poro

7/ wns bonba d: ovacls  Fedsa n0d.1404  nasta que

an Tpasteitnd,

fe3e 28



J Gha 2e2stra para

coupaztado se pesn’ an
Dettier Fog, FC 4400 Y

aslzn, se 2aprumd y se

i Aumerican lod, LL-800 en

eniinas

13038 Leadsdzienante, puss 31 el métaco es mds

125 srlucad ieDU23 pasrfan ser inactivavas
FCTRCHE 230 00 SOR R -2-1- T

Lusieadln a aivel M@ jaborataso, pera
Acitaé3 4 gran 2siald. Estos

wenle fuertes para romper la

< 3Enliced fpard preservar la
frecuantetente iigvan a una

i eacima {(Rhooes,A.1967),

las @nziwas ea un ‘extracto acuosc’ es el primer

zazidn dx dna enzilid.

weislar son varias, que van desde
was Jde Lz mas jentiles:, hasta la

123, Z1 uéindn se elige en funcién del tipo de

Fas. 23

I
|
;
|
)

i
j
i
|
1
1
i




utllizs

At

et s dee LES Le)idds amimalea sS9n 105 mMENDS

s aue CatecEn de pared celuwlar, seguiaos
;oner lkdec y nds didiciles de tratar san

y bacterias

auds de la desintegracién celular,

Antes de dste

Zel matsrial s
L4 Jewd i) HLIADS5ELEES 4 Jeufuds 25 Huy

RPN IR NS

~ed R0 enadante

zonjelads de Ay nmiger

~atto acuosa y se

estaniesEr el Splid.

Fag. 30



Trzejeas de iz grazich celuiar Jtilizadas [Scopes R.RGiF55 ¥

dalker, 3,8, 172430

Lt . L.
fzis zalular Zuzpancicn del Dizsupcian
nic2lic en ag: a. csmdtica 42
fa menprara

calular,

Eatrauz.dn cen La Wenbrana

celdiar se

IS

scismiiza

Farsialmente,

Homegraliads, wizuals ooy 3@ roupen las
aust '.ig'—'ad:l'. caqenas ge
celeias y

algunas da

éatas tamoidn

Teiturazida El micelis se Se "cortan® la
tritura conzzlado pared vy la
7 2Ch uwh adrasivo. membrana.

Yazrcses,

Lnirasanizacién Sangadsr. Causa desinte-

.
gracicn por
aita presun
Que &jerce &l

é:mdo



Gall de agjea por grame de mic#zid tongelado,

retacids 22 Yo
en &pnsens de vidris =2 =ro 4 S d dias
on frrszos de vidris o S22 vantunzein a a & duranta cinca dias.
Urna vel e branscarrid eats tenps, s& sentmifu3d en una
Zocarwall a2 13,000 ren par 1S minuios y a 4 O 8 en un

23 a2 seszond,

-l Lakl d@ asua caliente

fLi CONLrSl autamdtico ae

lavd con amurtijuador de azatatas 3

#ndid 2n el fasMo amortigoador, se

ot

Fege 32



nILaisa,

L0 tinwilis en apics de 2

d can vacic en un wduco

tazala {pyrex) 300 & atelo, En

L& Whas pruelfas de

an potn d& vidrie en pulva,

C. 3@ padd can mirdgeno

e o ieia
iguigo fLizuid

tiles, 4 e btriturd con el pisulo

saiva fa y wnifor e, asre3ands pesolodicamwents

ihar el ledllnj2izasants g2l micalio. tna vez

22 s_:,;m\.ii-ﬁ 2n L vols de ansruguadcr de acetatos S

[Ze) ) Se ::2:.::;', acor2 niels, en un sonicador  Fisher

Szeie Disnawpatos Mod, 020 durante 0 s a9 winutos, A continuacisn se

:er.trl‘uga' zzmo 24 123 metcocdze anlericies



FROCEZIMIZUTRS VARIZE,

25td formado por varias especies ,

al3unsz s&3¢ 5530 ioafuas G.e s0n peiigessas para el nomdre

LS w3 & wasy d¢ = s fiavus

siYtioa, .,x;-‘.s]. gstas taxinas,

Lan 35ida repgriadas regientemente &n otras

A, oryzae que 3e

Fur o 23lh razin aw hiza 2oa prusdad por dupilcaso, para

con la que %2 Wa a trabajar

se Hli0 por cromatograria en capa fina,

alwtura para ia estraccion ae as muestras

wii adapiadian de ia weknica enpicada para

las y granos aimacenados. La

datoztanle d= afiatos es de L miZrasramo/Kg

pag. 54



Téenica de l2terninazida de afletuslias ilewig,5.,1572)

en wald Zaso &l wed1d ae cultivo donde se

erezls 2l borsz, se le agisgaics 3 .ol ow acetona (Baker! al 7O %, se

Z2 NGO peva aspeids lad g waad,

inar pegiezncus pracipitandolos, oz

2 A% gioas Fo08. dJdie 9@ MUnLerraeyl, Se

S pal #vBpos adidn BN D3AU dE Ao

44 Glasutaria il en un enpuGd ge

a 42 2 za de afametro gor 15 om

crd Db

3 alts g2 zmatenfal 1T _a le Flznzil S Dlerck) y o ancama 3 ca de
saldats de sudiz 133hai, Rura guitar ajua y aigun piguento

¢ z.ARSracicn, haata id@gar a 2wl

wrzibics del concentraso en ana

i'hica Jel cun indizaaur de

3.5 cw ce la placa, la colocacidn

135 s& d2teruica por 3u capacidad o@ emtir

ancia cuands 3s 2atada con luz Jitravioleta de onda corta y su

pag. 35



Izt 1Lia3i0d, i, 17700,

ik para praweinas se eliminan la

=3 problanas Sue @ovuiJen Procesos como el de Laery

3T 0T,y gue esid 3u,ets a interfsrencias por diferantes

EDTAy Tis, anWig, etCe.,y y €5

srnLrdar oanlews Ja0U0Qades 32 nuestras as{

ind dulzadcc.

2 224J Danado &n ia abservacicn d@ que el azul

es do5 uirstenbles tormas de colorg

%32, 13 Luigh L) oSlersabe con la protaina e% un Proceso

(rprzainadanents 2 omnatdsd , @l colple)o proteina-colorante

©ua pEited relativanente largno

§ud F3Le procesd @5 rdpido 7 no

sn.ines sranzualis;l pard el ensazd.

pad 26



& jnterforsniis pLr cauanes tales como

o= Ma, aj poe martoelizoatzs, Lza Iniids compuesios que nterflgren

$otd pantesy Loma 3L3 o Tritan X-100 (al.

Y32 _LiZiéd.eday wa la tendencia del complejo

-idris a las paredes de la celaa de

setrefohanetsfa, 1o gor 14 coac resultado una celaa tedida de azdl

dard mror en las lacturas. Para eviter ests; puede

Zeldats) con wna sciuzidn de agua 7 acetcna o con ACl
sz 52 cSserva en las celaas de cuar:s y puede ser

cellas 32 plaaiizs,

Sradford,

= 122 ag ezl trillant2 coomassis 3-250 (Sigmal se disuelven en 50

- L2 czluzidn cesuliants sz duduys a un eclemen final de 1 htro.

aies en &l reactive sonj azul ceomassie 0.01

- Laz zzezantraziosss

Yotaldd , ektansl A7 % lafeiy y doida fostdeico 8.3 4 iwivi.

Pag. 37



sxtuzids jra. = 2& albimina de suerg

22 Junn A=4Zl3 (Zishal ool e twivl, la cual

A 233 am wn upa ceida d@ 1 cm de

ut

I de reactvo de Sradforg,

gu2s ds T oulrakis s anlen d@ Gnaa LUidy Be ww id dDstipancla de

Voot E3puuil ATelowsdrS, Iontra uh placzo e 2l

FRI2 TLiMGe la Tusva ;.a;r.-"., Que Rostericrmente

vands ew proteina de muestras o

L3 a%52r5ansii 5& wderplla e ia curva patrSn y asi se obtiene




FURIFICACICIH,

Procizitazids zzs zzliantss or Sanicas.

ziin fe un sslvenie orgamico, como atanol o acetona,

on un extrastt atucad gqua contivng protefnas tiene varios efectos, los

cuales zambinadoz, condagen 2 la precipitacuds de las proteinas

2 zfecin prlanipal en la reductidn de la acuividad del

& izl a3ua para ia= woldculas indrotilicas

Zuiais 1a zoecanteacidn del solvente aumenta

f2eorez,RVL,L95S), en Sliras paisbras aiswinuye la solunilidad de la
nayer paste do lis pesirinas 24 4 aged iLanninges,n., 19310,

E3Lz ;o342 mer d=senit3 en LSMIAes ce und reduccién de la

aoivente, O sinplenente de un despiazamiento

dz la a5 past2 d2 asua

LaES, R, 1755), Fuesto gue el etanol
2teica mendr gue id del agua (Taola 4.2), su
Liwcsa de proteinas ancrementa las fuerzas

Zar3as cpuestas, sismnuyendo de este modo el

5 31upas R de 1a protzina, Como resultado las

pa3. 29



P

wel i Zowinds en una mecla de

Sueal d e i ige.ente figural

3 e ounla macla ge




fsl la zmagezidn zoiere par interaccidn et 2 las areas
rtitzinas, ¥y la

riienfieizas dewiaa Al spivents en

d2ia la pe ezig.lac.on cun salvences organicos

roel porlentags Je suilante necssarto para
£ 3

e
i
i-
I

-

S8 IRUEisldalga® MISCIDIE gn agua

Lavia, LA Duen 10 prEtimtante,

applizmente .32333 3dn 2 slandi 4 la acetopa, LO3

28 solvartas poe pusds eldntly neprupacl,

f-przzancl, diz-za, metsunetandl p sijenBs dtares y zetanas,

woasidgrarse en e nanas de

“i.85, Phr esa razan el dickan »

s de la lista {30opes,R.he 1735,

Z:cda es  gue el solvenie puecs
desraturnlizor laz protelias a tewperaturas ssbi? cercypur o tanto la

wperatira 2 la gue se trabaja icke manlenerse muy baja { bajo cerol

La ra:sn gor o 5u2 osurre la desnaluralizacicn, es Que a

temoeraturas altas las fuerzas hidroicdicas internas que ayudan a

wztura 42 la sroteina sza muy fuertes y rigidas y las

daa zone resultads pordita de la conformanidn de la protefna y por

sarsisulante do la an &l vasa de una enzina,

ray. 41




Pee 3l

protefra ec flo-ikblz | lag

estructura sn

stanch ilgrzid ar ¥3 4 y Jlucknate de

Lo per liu 3 we etanal, y

Sremadit

MEINIE Ll wGeadvo de 3ralid 13000 2nadantal.

Az prevdanente entrizac a -10 o €. con

az:tader nragedtizo Felisa Mod, 210,

2318353, <i 8atractas 38 afaaid coa un

€.t gor debajs de la separfcie gzl atansl, Se
a3tz aor L7 winutss ads

La mezzla s3-dajs roposars durant2 una hora para gue la enzina
mracipitara,

La mezzla de ua y alioirol se decanto, y el residuo se tiltrd,

' zon atanscl , 3¢ §8CJ cOn vacio durante 10 horas pera

.
14 me2tia se elevo

trabajd samre una

Pay 42



TOMTRECL 0T CILTIZAD, (Inticaieasidn de purszal.

Erzayo da 2t iiad,

&l 2nsayo de actividad eutinario se
arlzs ara la activizae enumdtica de G0

=i S-Fuowmnylendtamina y &l

zelzzniong =) was enzient2.Sn el capiwlg de

;43 y dwssentajas de caca uno de jos

LA altiesad snainatiza se detarmad per la productidn ae

Suiuwl<gnts CIn geroxidasa y O-Diamisidina

EERENER)
Sen

frueka estandar, caonsiste &n lo

= HZ3 Jestilada .

a 33 g por 2 minutss y a continuacitn

0 Far.ieg-alser M24A.359A uv/vis a 300 nm,

ut
o

w
A
o
>
"
5

szlucich de GO glucosa-oadasa

Juadar de acetats de sodis 3 mM , pH

“

za3 4%



v la miswa cantizaad de las rracciones de

Se resistra =i Jaaewa di@ assortancia 3 300 nm 2 0 4 minutos

incranenta ue sLsordancia por

L0,

= wnpdades tucrosol per ml

de sol de GO.

G

ia mezcla de reaccidn,

dw extinCidn mlindlar para

21 ores gefimaa coma ja cantidad g enzima gue

MLLralial ar 3eta-d-jiucusa a acido

iza, suh 1a3 unidasades ge activigad

@,

Lilnica Wds ulii.cada para analisar

cotoewsis en 3el de poltaceilamida

o Zula 83 wid saciaceln 3 la eweciroforesis de




, B30 el oSigias en Inglwsr, £1 5303, comg agente

zanbics cowmfgrmacichal2s en

reguiere de Canalls

Jenktrg dg Cada ladena

Troena seleleln da LT3 {3igwal py 2-mercaptcetans iSigmal,

Seboiadalss &n ferma de barra, las cuales

2373ha0hs, weEntlian Que 24 @je j0ngitudinal varia

T NP R Y I O A N S N

ciew Zelja dEjalica por mSietuia de SD3 ligada

, id tadena polipeptidica se
wha o3pa de Gulezsias 4@ 3LS y 135 jrupos

s& nailan

Lo toadzadze Jde los gelea de asZniiamiga es un

nes. Lu dcusizad de la ctrana

GudsoadIrd, la tuerza Hepuisora para qQua

zi de ugrasiin vigne Jetarminada

cut:do, segdn el

QA 1@térikinada 515tena



MCizii.ar CONCTIAD, Que
ja cumparacién  y sazer
#! . las proteinas gue

ol ald J& Jureza

1 3a geizh BGCSNLAIRS de
; ode Siadeener Jug va a2 3 W oal 20 %, ¥ an

de LD GuE lOnsta 26

7 = Siaw Bes Gryec Loud

wn® LRAGAA.

wrozis U

LES CRACMA,

He 346



aaida do s flaizeloas. .

Lard Jwleiidiad ba presencid de aflatoxinas en el

para la cepa uwbibizaca. lo hubo

azaepvar la plaga de cromatogratia

lai ptueadd reacadas para deteruinar las

da) neea para sotener la mdaina

te ZI, 82 meestian en las taslas 3.1, 5.2 y 5.3 .

WE, ly MAiwa anliliad S6 Sotuwo cun @l media dexbteinas

oowcsmienta SpLino para &l mdaimo

2o, 5 Lose Bl rendind&ntd promedio ae micelio

3 T 4 per dikra de medio 9¢ cultivo, Taubien

La.. 13 Lué &n ningun Casy a2 puede recuperar

3bomedic de oooile.o directawmente.

paz. A7



Tabla 3.1
Ccnpara:icfn de actividad especifica en el extracto crudo
¥ de .A. pizzn en tres diferentas medins de cultivo,

Condiciones de operacion; 200 rpm, 24 hrs, 28 oC.

Medio de cultive ] Filtrado
Zeteleaki 1.16 -
Minimo 0.31 -
Rextrinas 1.8% -

¥ El extracto para esta :umpara:iu'n se realizd
congelanda el micelio con nitedgeno liquida y triturando con

vidrio en polvo en mortero,

Tabla 5.2
Cumparacic'n de actividad especifica en el extracta crudo %
de A, niger a tres diferentes temperaturas de
creciniento (=edio dextrinasl.

Condiciones: 200 rpm, 2% hrs. ' (X entre 7 cultivos)

Temperatura oC 2] Filtrado
28 1.04 -
30 0.32 -
3z 2.36 -

¥ El ex‘racto se hizo como en la tabla 5.1
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C::\::aracicfn de tres cromn'genns distintos para la
deterninacidn de actividad enzimitica de la glucosa oxidasa,

Para las tres cromggenos se utflizd la misma
enzima de Sigma en ura concentracidn de 0.5 unidades por ol
y 109 aicrolitres para cada cromdgena.

Veiocidad de la cartal 2 ca/min

Ranga: 0.00 - 1.00
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CAPITULS VII
CGHCLUSIONES,
E! prozasa de peoducaidn 4o esta enzima, va desce el
estaklaziniento de las condicianes dptimas para el desarroilo ael

alzrorganisns hasta sa almazenaaienta.

Ze shseryd ura eatinuiacidn de la produccidn de enzima por el
alzrarganisma por las Jealcaas contaddas en el medid de cultivo.
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