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INTRODUCCION

El usc de’'enzimas en la indus trla es una de lgs aplicaelones de

“la ‘biotecnologia que pre‘sen;a“ un.;:
principalmente - en el campo

farmaceutica, y que ‘a largb'-_":

importantes en la industria quimica:Cpetréleo hule yb plastico)

En Méxdeo, la imporLancia de las enzimas para cualquiera de las
ramas resulta muy costoso, pnr la que. ‘el "desarrolle de téenologlas
basddas en estos productos 1mplica un riesgo de dependencia externa

cada vez mayor.

Por esta 'ra'ﬁéhﬂ ;s-‘ne:':esarlo la generacidn de tecnologla propia
asi como la bﬁs’que‘d&' &e fuentes ‘de cbtencién de enzimas. Una de las
" fuentes de obtencién potencial de enzimas son los microorganismos,
algunos de los cuales segregan la enzima por lo que ne requieren de
. ruptura}cel‘ular. Sin-embarge, hay que tomar en cuenta que el costo de
gbbfb.encién ld;'e las enzimas y su actividad depende de la buena eleccién
) delfmé,-i_odc de extraccidn y purificacién,

Por otra parte, los microorganismes son capaces de desarrollarse
facll y rapidamente en su medio de cultivo y la tecnologia al

respecto, a gran escala, se encuentra bien establecida.

11



OBJETIVO GENERAL

ES’I‘ABLECER LA METODOLOGIA MAS ADECUADA PARA LA EXTRACCION. Y

PURIFICACIOH .DE-. LA  ENZIMA  GLUCOSA OXIDASA onTE'NIDA A PAPTIE
DEL HONGO Aspergz.llus niger.

'OBJETIVOS PARTICULARES

1. ESI'UDIO BI BLIOGRAFI Cco DEL. Aspergillus niger COMO PRODUCTOR DE
GLUCOSA OXI DASA.

- 2.ESTUDIO BIBLIOGRAFICO SOBRE LOS METODOS DE EXTRACCION,
*PURIFICACION , Y MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE+ LA
GLUCOSA - OXIDASA .

3.SELECCION DE LA METODOLOGIA DE EXTRACCION ,PURIFICACION Y-

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GLUCCSA OXIDASA.

12



Resumen.

El presente trabajo se enfocd en la recopilacién bibliografica
sobre la enzima glucesa oxidasa obtenida a patir del Aspergillus
niger, su extracelon, purificacién asi como las técnicas para medir
la actividad enzimitica y cuantificacidn de préﬁeina.

Existen varias fuentes de obtencion de esta enzima, siendo este
honge un buen productor con alt.es_ rendimlent.os . facll manejo y por
: del Inglés Generally

ser  econsiderado. por !
Recognized as Safed uede: ser o utilizado sin rlesgos en los

alimentos y sin peligro para la salud ‘del ‘consumidor.

. Se revisa y comparé‘ direrentes medios de cultive para la
produccidn de la enzima por  Aspergillus niger , encontréndose
diferencias en’la fuente de carbeno, nitrégeno, minerales y otros,
asi écrﬁd la ;'ac‘t‘.!.vidad enzimatica CUrg) repertadas.

Una vez producida la enzima es necesario romper el micelio
por algunc de los métodos reportados (prensa francesa, sonicaelédn y
molienda  con arenad, observandose diferencias significativas en
cuanter a la actividad CUsgd. Utilizandose este misme parametro para

la purificacién de la enzima.

Para la purificaciéon se analizaron diferentes técnicas, las
cuales emplean una combinacién de varios métodos de purificacién. Es
importante que tanto el métode de extraceidédn come de purifieacién no

desnaturalizen ia enzima.

Finalmente se prépone el método para la medicién de actividad

enzimatica y cuantificacién del' prételna.

13



CAPITULOD

GENERALIDADES
DE

ENZIMAS
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1. GENERALIDADES DE ENZIMAS

-Los procesos ‘biolégices se llevan a cva'bo -en. gran medida por
‘reacclones’ catalizadas por proteinas que- son moléculas de gran
Lamgﬁo'. complejidad 'y realizan funciones bioccatalizadoras Chormonas
Yy ~enzimas 7 sestas  ultimas pueden ‘ pre'senﬁ‘.ark estructura primaria,
secundaria, terciaria y cuaternariad de reacciones quimicas , y estan

estructuradas por los aminoacidos .

Las enzimas debido a su gran poder catalitico a las bajas
energlas de activacién permanecen a ¢ t 1 v a s a temperaturas de
subcoengelacién y por ello hay riesgoe de que sean importantes
estimul adores de reacciones de degradacién en alimentos refrigerados
o congelados, asi como instrumentos primarios para expresar la aceidn

de les genes .[46]

Dependiendo del tipo de accién catalitica que ejerce la

enzima puede clasificarse en los siguientes grupos :

1.0xido reductasas.

2. Transferasas

3.Hidrolasas

4.liasas

S. Isomerasas

6. Ligasas 013,14,31,32,33)

El grupoc mAs amplio de enzimas utilizadas en la elaboraeiédn de
alimentos es el de las hidrolasas. Se usan algunos oxido reductasas e
isomerasas, pero escasamente las transferasas . ligasas y
liasas. [10,26,28,38,39,41)

15



sigut entes caracteristicas

que

Ademas de su poder catalitico las enzimas presentan las

1.Son muy especificas : :

2. La velocidad ‘de reaccién es de dos a Lres 6rdenes de magni tud
mayor que 1a de ‘los caLalizadores lnorg.‘:nicos

3. Las condiclones de reaccién. temperatura baJa + presién hace

que SU UsSo Sea poco CQStOSQ .

4.8e ' pueden producir t‘acilmente ; : en “Uogran escala

mediante técnicas de ingenieria: gene!..l ca

5.Se reutilizan mediante técnicas de (inmovilizacién

6.8e pueden realizar reacciones de sintesis en. varios pasos

7.8e puede efectuar reacciones en'posiciones de la molécula que

ordinariamente no se 11eva» cabo porque  estan

insuficientemente acti vadas’, : trsvi )

De estas caracteristicas la especificidad de las enzimas es lo

las distingue de los catalizadores no biolegicos. La

. especificidad de las enzimas es muy importante en la elaboracidn de

'aii}nentos. donde a menudo interesa modificar un sdélo componente

‘durante ella . La precisién de los métodos enzimiticos depende de la
e‘speclricidad. [13] :

.1'6



Hoy en dia es meort.ant.e recenczer, que la tecnologia enzlmauca ;
es un camino viable para soluclonar los problemas

" como por eJemplo

Reuullzacién de lo" esperdi

Uso de materlales de ba_jo pre:

c£ os 1 ndustri al es

cio en pr oducei 6n.

Dlsmlnuc!.cm de la dependencia " del’ petréleo en la.

Vlndustria quimi ea ’

Uso més ‘eficlente de recursos.

Disminucién en el consumo de

agua en la industria quimica.

Sustitucién de la fermentacidn por procesos enzimiticos.

Uso de enzimas como catallzad
Disminueidn en el numero de ul
Aumento de la vida de operaci
Reduccidn de mano de obra.

Desarrollo de nuevos producto!
Mejorar la calidad de los pro
Progreso en la terapta de las

ores en la industria quimica.
nidades de proceso.

én del equipo.

S y procesos.
ductes.
enfermedades congénitas. [31,35]

Tabla.1 Areas de aplicacion presentes y potencial de la

tecnologia enzimitiea.

Agricultura

Quimica

) Enérélé'

Alimentes -7

Productos  farmacéuticos

;Petroqui mica.

Fi jacitn de nitrégeno.
Biodegradaeion.

Sintesls organica

Conversién de celulosa.

Utilizaeidn de alimentos
Alimentoes.

Antibiéticos
Enzimoterapia

(31l

sicos del hombre .

17



Tabla 2. Principales grupos enzimiticos g:omaplicaé\ion ‘iﬁdqstri.'al .

Clas'é, de enzima * Accién que efectua ..
Proteasas Hidrolizan proteinas
Amilasas Hidrolizan almidones
Celulasas Hidrolizan celulosas,

hemicelulosa,pectinas,
fA-glucona. h
Isomerasas Rearreglan moléculas con-

virtiéndola en sus isémeros

Lipasas 'y Fosfolipasas Hidrolizan acéites y grasas.

Oxido reductasas Reducclén u oxidacidn de mo-
léculas.

311

Sélo algunas enzimas presentan riesgos, a causa de su actividad
catalitica, aun en el manejo de circunstancias normales estas son
areas de alto peligro potencial, desde su origen y naturaleza
quimica. En relacién a su actividad téxica, actividad microbiolégica
residual y toxicidad quimica.

Todas las enzimas existen como proteinas, y tienen efectos
potentes 5i no son manejadas correctamente y si se inhalan en polvo o
se tliene contacto pueden causar una respuesta inmune ,alerglas y
problemas respiratorios. El problema se soluciona encapsulando y
preparande la enzima en forma granulada en seco. El productor debe

proporcionar seguridad en el manejo de las preparaciones de enzimas.



No todas las enzimas son téxicas, mutagenicas ni cancerigenas
debido a que son proteinas. Si{n embargo, las preparaciones de las
enzimas no pueden ser consideradas como complementos de seguridad, ya
que muchas pueden estar como contaminantes de derivados de la fuente

de enzimas o produclidas durante su proecesamiente o almacenamiento.

Los microorganismos usados en la produccién de enzimas pueden

ser de una fuente peligrosa y por lo tanto son focos de atencion.

Algunos de los problemas asociados con el uso independiente de

enzimas es posible dominarlo usando la inmovilizacién de enzimas. [13]

Tomande como referencia que en Estados Unidos las enzimas para
ser consideradas como seguras por la FDA (Food and Drug
Administration 3, y poder ser usadas como ingredientes en alimentos,
se dividieron a las enzimas en cinco clases:

*

Grupo A. Sustancias que se sugleren que son aceptables en el

uso de alimentos.

e Grupo B. Substaneias que se tiene prueba dispenible y que
pueden ser consideradas provisionalmente aceptables
para el uso en aliemtos, pero falta informacién para
que sean disponibles dentro de un i{ntervale de tiempo
para su revisién.

Grupo C. Sustancias con evidencia viable que suglere toxicidad
y no puede ser permitido para el uso en alimentes,
hasta tener una evidencia adecuada de su seguridad
Yy puede ser prevenida hasta su estabilidad vy
aceptabilidad.

19



Grupu D. Sustancias con informacién di:ponlble 1nd1cando en

definitiva o p"obable Loxicidad ho puede permitirse suU- .

en alimentos .

Grupo E. No se cuenta éon_"in{ormaci‘o'n suficiente:sobré | la

Esta clasificacian tema encuenta su potencial qulmico téxico de
los microorganismos -y sus met.abolltos “secundarics -~ tales como
mycotoxinas y aflatoxinas. El desarrollo de los econocimientos a cerca
de las sustancias y sus- efectos a largo plazo, es una de las razones

de los controles legislativos.

*Son exclusivamente de plantas y animales, por ejemplo,

papaina,catalasa, lipasa, renina y otras proteasas.

£
Contiene un amplio rango de enzimas de origen microbiano y

pueden ser usadas en el procesamiento de alimentos.
(133

Los principales factores que afectan la actividad enzimatica
son : pH, temperatura, humedad, fuerza idénica, radiacién

isnizante,distorsién, presidn y efecto de interfase. [1,59,84)

Finalmente en la actualidad se utilizan disclventes organicos y
compuestos hidrofébicos por su habilidad de manejar el equilibrico
termodinimico de 1la reacelédn, ademds de los cambios quimicos y
estructurales los cuales provocan un incremento en la
estabilidad, ademas de que causan inactivacién térmica irreversible

de las enzimas. [13,32}
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CAPITULO 2

PROPIEDADES GENERALES DE LA

GLUCOSA OXIDASA
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2. GLUCOSA OXIDASA

La glucosa oxidasa ¢ 8-D-glucosa oxido reductasa E.C.1.1.3.4 )
es la enzima mas utilizada como antioxidante para prevenir cambios en
ei coler, arocma y sabor de los alimentos durante su proceso
transperte , y almacenamtente, ademis de ejercer una accién
antibidtica.

En 1828 Muller descubrid la presencia se glucosa oxidasa en
cultivos de los hongos dspergillus niger y Pentciliun glavcum,
también se ha encontradd en otros cultivos como :

{2.6,21,34,49,
51,68, 73]

Penicillum anatalicum

Penicillum kiense

Penteillum brunneum

Penicillum chrysogenum

Pentcillum diversum

Penicillun egyptiacun

Penicillum funiculosum

Penicillum notatum
Penietllum paxtllt
Penicillun purpurogenun

Pentcillium vitale

Penicillum senticosumn

Aspergillus oryzae

Pero no se encuentra en plantas superiores ni animales..
[45:51,65.69,7Q
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Entre - los principales pradﬁctores de glucosa oxidasa se

" ene uentran los  honges P.amagakiense, P.notatum, P.purpurogenun y

A;'pérgf lfug niger. .
El P. purgurogenwn produce una toxina llamada B.rubrotexina la
‘ cual Liene una.dosis letal de .0.25 mgrkg est.a toxina dafla al DNA y

'»RNA.,porj lo que no se recomienda este micrcorganismo para la

"'-producciénA de glucosa oxidasa. El P.notatum tiene una acumulacidn
: nﬁxlma de enzima a los 14 dias, después de este tiempo el medio se
:"vuelve alealino y la enzima desaparece de la solucion.
. El  Aspergillus niger es el principal productor de glucosa
1:caxidasa. por. no ser patégeno al hombre v no producir toxinas. Por lo
t.a.nto es la fuente de obtencién mas empleada.
o La glucosa oxidasa es una deshidrogenasa capaz de utilizar

;'cier(.os colorantes como aceptores de hidrégenc o de oxigeno molecular

"z'}.sln'la'necesldad de intermediarios. Es por eso que es llamada

v‘fagrqqg-shiq:f_agenasa. sin  embarge la glucosa deshidrogenasa de

2 isrgéhisinps 'Vivos'no son glucesa aerodeshidrogenasa. [69)

L. gklijqqsav.-cn’d‘dasa es una flavoproteina que contiene dos moles
'a'de'hi‘ria ‘dlnucleéudo CFAD) grupe prostético por mol de

fjenzima mAs contiene 16% de carbohidratos (manosa,galactosa y

t"Qlucasamin crma N-acetil J, per otra parte las cadenas de

: carbohidr

a_n_tnyolucrados directamente con la catalisis.
) 120,42, 44,51,89,76,82, 85]

La glucosa axidasa ‘puede ser disoeiada en dos subunidades por

rompimien o de dos puentes disulfuroc por mercaptoestanosl y con un
Lratamien*.o SDS , cada subunidad de polipéptido contiene un itomo de
Fe?*. 1811

La especiﬂcldad de la glucosa oxidasa es muy alta para la
) r"qrma, ‘8 'de la ‘glucosa que’ a@s oxidada 180 veces mas rapido que la
Cforma’o 'y\de o;Eos susiratos como el 2-Desoxi-D-glucosa y 6-Desoxi~D-
. gluecosa ‘s.;:nvoxidados a.razén del 10% menos que la forma B-D-glucosa.
) > g [51,69]
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La reaccién que cataliza es:

B~D-Glucosa + Hzo + 02 glucosa oxidasa  D-dcido glueénico + H ?2

catalasa
—————
EHZOz 30z+ EHZO

(s,9,12,39,51,60)

El perédxido de hidrégenc es un efective bactericida y puede
removerse despuez de su ugso por tratamiento con catalasa. Para
aplicaciones a gran escala, las dos actividades enzimiticas no son
separadas glucosa oxidasa y catalasa pueden ser usadas Jjuntas cuando

la produceisn de peréxide de hidrégeno debe ser eliminade. [13)

Sin embargo, en muchas aplicacliones la glucosa oxidasa es
utilizada para generar perédxido de hidrégeno para cuantificar el
sustrate gluceza. Cuands la catalasa esti presente el peréxide de
hidrégeno es destruido esto hace el andlisls poco exacto o incluse

inefectivo. (el

Es importante hacer notar que la enzima glucosa oxidasa es
relativamente cara, por lo que puede ser beneficioso emplearla en

forma inmovilizada. [11
Aplicacliones de la glucosa oxidasa

Para una enzima especifica como la glucosa oxidasa podria
pensarse que no son muchas las aplicaciones en las que puede
emplearse. Las aplicaciones que se han encontrade son numerosas,

variadas, inusuales,y en pocos casos inereibles. (89)
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Las preparacicones de glucosa oxidasa para uso en alimentos son
generalmente estandarizadas a 780 o 1500 unidades por mililitro, en
forma li'quida o a 1500 unidades por gramo si es en forma seca. (68]

El requetrimiento de pureza de la glucosa oxlidasSa para su empleo

se describe en la tabla 3.

Tabla 3. Requerimiente de pureza .

Actividad 2 200 U/mg de sustancia €25°) .

Contaminantes (relativo a la actividad especifica de
glucosa oxidasa) £ 0,01 % amilasa y sacarosa, 10 U de
catalasa /mg .Para preparaciones poco puras, satisfacen
los requerimientos, con una actividad de catalasa de
20 U/mg ¢25%) y 0.1 % amilasa y sacarosa.

[4,801

Dependiende del proceso de purificacién, las preparaciones
comerciales contienen cantidades de enzimas contaminantes como son :

catalasa, lnvertasa, mutarasa, gluconolactonasa y gluccamilasa, I[81]
La enzima puede usarse para cuatro fines:

1. Formar perédxido de hidrégeno.
2. Formar 4cido glucénice.

3. Para remover glucosa.
4

Para remover oxigeno. [68]



Ccnstdere_mas algunas aplicaciones :

1.Come formador de peréxido de hidrégeno, con log siguientes

- fines :

. a)Como bactericida que puede removerse después de su uso con

catalasa .

bdPara formar oxigeno en presencia de catalasa.

c)En conjunto con un sistema secundario para el peréxido

Cejemplo, peroxidasa y cromégenod como una prueba de glucosa.
d)En el tratamiento de bharina, medlante la formacidn de
peréxido con glucosa oxidasa libre de catalasa.
2.Para formar aAcide glucénico y sales como medio de obtencién

de sales de alta pureza.

3. Para remover la glucosa.

a) En el analsis de mezclas de aztcar, mediante 1la
determinacién del poder reductor antes y después de la
eliminacion de glucosa.

bIPrueba de tolerancia de la galactosa.

cOPara prevenir obscurecimiente de Maillard en huevos, carnes

seca y papa.

4. Para remover oxigeno.

a) Establlizacidn conta los efectos deterioratives de la luz
como en jugos citricos, en el fondo de refrescos.

b> Determinacién de glucosa en un sistema cerrado por la
medicién polarografica del oxigeno residual.

cdPara remover oxigeno atrapado en emulsiones aceite- agua

previniendo el desarrolle de la rancidez.
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d)Para prevenir oxidacién de cerveza antes del envasado.

e)Para prevenir que el vino vaya a formar vinagre.

f)Para prevenir el obscurecimiento enzimitico de frutas frescas
congeladas, incluyendo las cerezas y duraznos.

gOPara prolongar la vida de anaquel del semen de vacunos.

hdPara evitar la corrosién de latas y en refresces.

iJ)Para costear las preparaciones de vitaminas solubles de Acido

ascoérbieo y clanocobalamina CBia) . [441=)]
S.Mlscel aneos.

a)En goma de mascar, cuando la enzima se encuentra como

componente activo.
b)Para seguir el cursc de reaccliones glucogéniecas, como varias

enzimas incluyendo maltasa, invertasa, lactasa,fosfatasa y
amilasa. [69)

En la tabla 4 se presenta un resumen de aplicaciones de la

glucosa oxidasa . {33, 45,586,69]
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Tabla 3. Resumen de aplicaciones de la glucosa oxidasa

Formar Hy0;

Formaxr acido gluconico

Maduracién de harina.

Como agente bactericida.

Para formar oxigeno en presencia de
catalasa, e

Come agente terapéutico.

En el cuajado de leche.

En la produccién de ténicoa con
alto contenido de
azucares (fructosa-glucosa)

En la industria textil por su
accibén como secueatrador icnico.

Para aumentar el rendimiento de los
pozos profundos perforades en
terrenos calcdreos.

Para remover los sedimentos de
leche, cerveza, etc. Asi como
limpiar los envases.

Para la formacién de sales de alta
pureza.

Zn el curtido de cuero blanco,

En la icién del para
aumentar su plasticidad.

Se usa en detergentes, piel,
accesorios fotograficos, en la
industria alimentaria y
farmacéutica.

Remover glucosa

Remover Oxigeano

Disminucién de la glucosa en el
jarabe de maiz.

En la eliminaciSn del aziicar del
huevo.

En la carne magra de puerco,
Como uso analitico en la
determinacién de glucosa en la
orina y sangre.

En hidr6lisis de almidén,

Para proteger la vida de anaquel

del Lactobacillus, en preparaciones
de uso oral.

Proteccidén de grasae animales
contra la oxidacién.

Desoxigenacién de la cerveza.
En tratamiento de vino blanco.

En la pravencién de la decoloracién
de camarones.

Mejoramiento de la estabilidad
térmica en el 1llenado caliente de
los alimentos.

Para aumentar la vida de anaquel de
los aderezos.

Para proteger la cianocobalamina
Byy y al dcido ascorbico de la
oxidacién.

Para extender la vida de anaquel
del pemen del toro de la oxidacién.
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2.1.1. Futuras aplicaciones

La enzima es inactiva en productos secos, y la humedad
adicionada causa el deteriorc del alimento. Para usar la glucosa
oxidasa se debe adicionar junto con glucosa, un amertiguader y puesta
en una bolsa sellada, impermeable al vapor de agua perc permeable al
oxigeno. La bolsa sellada consiste de una pelicula de polietileno
con 50-250 miligramos de glucosa, S50-200 miligramos de MKC glucosa
oxidasa P y § ml de amortiguador de acetato de sodio a 1.0 My pH
6.0. [33)

En leche en polvo y sopas deshidratadas para prevenir su
deterioro por oxidacién y también para otros productos tales como
pasteles, panecillos y postres, ete. Estas bolsas son bastante caras

y son sélo factibles para productos caros. (33)

2.1.2. Aplicaciones de la catalasa.

La catalasa es una ferroporfirina que no requiere de mayores
cuidades, sin embargo, su presencia es indispensable porque debide a
ésta enzima se prolonga grandemente la vida media de la glucosa
oxidasa. [64)

La mezcla de la glucosa oxidasa y catalasa eg usada a 165 Urmg
Junto con peréxide de hidrégenc ( cerca del 0.1% p/p) para asegurar
el suficiente oxigenc molecular que esté disponible a la accién de
la catalasa. (13,580,611
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2.2. 'Propledades fisicas. ,

2.2.1. ;Esc"abiudaa

La gl.ucosa oxidasa en torma sélida es est,abln por a aﬁog ‘a O C
en solueién acuosa a concentraclones de 0.1%

semana ST

"'La- enzima cristalina es estable en solucién de sulfato de
amonio’ por’ un tiempo prolengado a temperatura ambiente. La actividad
de1la eniima no se ve areci.adz por incubacién a 38°C y pH 5.8, por
ih, ‘y‘o.a % de diexielors de sodio, 0.2 % de dodeecilsulfato de sedlio,

1 % de pepsina, 1% de papaina. El tratamiento con pepsina a pH 2.5 y
tripsina a pH 7.6 po_r 8 horas no afecta su actividad. La enzima es

inestable a temperaturas arriba de 40°C. 21

La enzima liofilizada es estable por varios meses a 4°C. La
liofilizacidn causa ademids una pérdida de cerca del 20% de su
actividad. La actividad enzimitica puede ser mejorada cerca del 30%
por adlcién de tlavir@o.i % de peso secod. El preparado fue
relativamente estable durante el primer afio de almacenamiento en el
refrigerador a 4°C de enzima seca, la actividad no camblé del todo Yy

después de dos afios esta decrecid sélo un 10%. [1,70).

La alta pureza es obtenida por la reprecipitacién de la enzima
perc desafortunadamente es poco estable en condiciones mas
concentradas. El concentrade de glucosa oxidasa puede perder el 20%
de su actividad original en un mes, almacenada a baja temperatura.

Sin  embargo, el producto comercial estandarizado es

razonablemente estable a temperatura ambiente en forma seca. [45)



La  presencia de alecoholes polihtdricos tiene efecto
establlizante sobre la glucosa oxidasa, A temperatura de congelacidn
es muy estable, sélo pequelas pérdidas de actividad se han encontrado
con muestras de enzimas almacenadas por varios afos a 3°%. En
presencia de éxido de deutério es mas estable que en agua. También se
encontrd que en presencia de 4 M de xilitol se incrementa la vida

media en un factor cercano a &5 . [51,80,82)
2.8, 2. Temperatura optima.

La temperatura éptima rara vez <se menciona porque la
solubllidad del oxigeno disminuye cuando se aumenta la temperatura,
lo que tiende a cancelar las ventajas que representaria un aumento
de la temperatura; A pesar de esto la velocidad de reaceién es
aproximadamente constante entre 30°y 60 °C. Esta enzima es
relativamente estable en un amplio intervalo de pH y temperatura.

[1e,89]

2.2.3. Aceptores de hidrégeno.

Keilin y Hartree reportaron que la glucosa oxidasa pedria usar
2,6-diclorofenolindofenol como aceptor de hidrégeno Cademas del
oxigenod. Con la enzima cristalina, la velocidad de oxidacién de
glucosa con la presencia 'd?é.s-dlclorofenolindofenol es sélo un 3.3%
coh respecte a la presencla de oxigeno. Esto se muestra en la tabla

5. [2a)
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Tabla 5. Acepioi‘es de’ h;drégéno :'p’arba ‘glucosa c_nddQsa. )

-Tle ppide_:de;colbrafi n )
S emand®

_Picefanina™; 7,
Séfranina T

5L -0.880 1400°

¥

o Resultados de Franke y Deffner en glucosa" oxidasa" ¢ pi-epara;:ién
de Mullerd. [2) ‘

2.2.4. Influencia del pH.

El pH éptimo de la enzima es de 5.8, y la variacién de
concentracién de los amortiguadores de fosfato y acetato entre 0.03
y 0.25 M no influyen en la velocldad de consumo de oxigeno. La enzima
es por tante inestable a valores de pH mayores de 8 y menores de 2 ,
a pH 8.1, sélo cerca de un 10% de la actividad original permanece
después de 10 min y el proceso de inactivacién es mis répido a pH
0.1. En la gr&fica 1 se muestra la influencia de la variacidn de pH

en la velocidad de oxidacién de D-glucosa por glucosa oxidasa.

A cualquier pH de 8.1 o 8.1 la presencia de glucosa ejerce una
accldn protectiva. La oxidasa cristalina es estable a pH de 3.5 y 7.0
a 40°. (21
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Grarica 1. Efecto det pH en la velocldad de oxidacién de
D-glucosa por glucosa oxidasa. [67]

2.3. Inhibidores.

La enzima no es inhibida por narcéticos Caleoholes 'y
uretanosd, HCN, Has ° NH .A concentraciones de 0.01M los siguientes
porcentajes de .lnhlchién se reportan 8~-hidroxiquinolina, 11% ;

13 % ; semlcarbazida. 20%.La enzima cristalina es

nitrato de sodlo, i
cempletamente inhibida por 10 3 M de p-mercuribenzoato y parcialmente
por solucicnes de dimedon a 1073, rent1hidrazina, hidrazina,

hidroxtlamina y bisulfite de seodio.
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Las inhibiciones: por  los reactivos carbonil aparentemente
no se deben a reac;lones con metales como son fierro y cobre en
las preparaciones cristalinas. La actividad oxidativa es a lo mis
reducida sélo ‘un 15% por la adieldn de muchos otros aztcares;
sin embargo, D-arabinosa y 2-deoxi-D-glucosa, se han reportado que
inhiben también a gluccsa oxidasa del Aspergillus niger. (2,33)

. La glucosa oxidasa es inhibida por el perdxide de hidrégeno que
es uno de los productos formados cuando la glucosa oxidasa cataliza
la reaccién entre la glucosa y el oxigeno, este causa 1inactivacién
irreversible. La velocidad de desactivacién depende de la veloecidad
de oxtdacién de la glucc;sa a diferentes niveles de concentraciones de
peréxide de hidrdégeno. [43]1 Esta velocidad puede ser deserita como
una reaccidén de primer por orden con respecto al perédxido de
hidrégeno. La desactivacién es relativamente veloz con un tiempo de 5
dfas. Existen estabilizadores del peréxido de hidrégeno orgdnicoes e
inorganicos para inhibir la descomposicidén de este ; come son,
urea, sulfate de quinona, acetanilidas, pirosulfate de sodo.

127,43,44,62,881

La glucosa oxidasa es inhibida por sales de metales pesados
como cloruro de mercurio, plata y nitrato de plata, agentes
sulfhidrilos y quelantes, mientras que la catalasa es inhibida por
urea, congelacidn y descongelaciédn bajo condiciones aerdbicas. (60]

St la desnaturalizaeiédn térmica es discont{nua dos clases de

inactivaelén se distinguen:

1. Una severa inactivacién debido a la produceién de perdxido
de hidrégene este es disminuido por catalasa y por
catalisis mineral.

2. La segunda es una autoinactivacién que depende del ntmero de

clclos cataliticos transportades fuera de la enzima. 8]
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3.Los narcéticos 1nhiben la capa"idad oxidativa de la enzima,
lo que concuerda [ onrlo observado para otras deshidrogenasas

y no- con oxidasas

" La .autoiyrjia';gi‘\(‘:gfziérjr puede ser en parte debido a los resultados
de la reacclén quimica:.de los érﬁpos fosfatos gue van junte a un FAD
dando por resultade la formacién de un puente entre dos amincicides
en la parte central de la enzima [27]

Tambiéﬁ se ha encontrado que la pérdida del FAD destruye
irreversiblemente la actividad de la enzima del 4. niger , y sélo se

restablece parcialmente con la enzima del P. amagasckiense [67)

Por otra parte la velocidad de auteinactivacién tiende a
reducirse cuando se sustituye oxigeno por derivadeos de ferroceno o
crinoidal, y un aceptor de electrén final o bien introduciendo una

sustancia quimica soluble en el proceso. 271

La velocidad de inactivacidén es muy ripida a pH abajo de 4.0.
La enzima es relativamente resistente al calor, estd no cambia
después de 60 minutos de calentamiento a 40°C , aunque a
temperaturac mias altas caugsa su rapida inactivacién. Se encontré que
esta velocidad en la forma reducida ne depende de la concentracién
de D- glucosa . También se ha demostrade que el complejo enzima-
sustrato es mis susceptible a la autoinactivaeién que la enzima
misma. La glucosa oxidasa atrapada es mis resistente a la

desnaturalizaecién en condiciones tales como pH alealino y
o

temperatura de G0 i 80°C que la forma soluble de la

enzima. {av,7al

Recientemente Laane y colaboradores propusieron el use de un
electrén artificial de aceptor en vez de oxigeno para eliminar el
problema de inactivaclién por perédxido de hidrégeno. {8)
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Existen enzimas  tales - como- sacarasa, maltasa que son
indeseables y al mismo tiempo con catalasa deben ser separadas o
inactivadas por medio de una columna o gel de flltracién u otras
métodos. (33

2.4. Mecanismo de aceién y cinética de la glucosa oxidasa.

En 1948 se descubrié que la glucosa oxldasa, no oxida a la B8
D-glucosa por la combinacién directa de oxigenc molecular con la
B-D-glucosa.las sigulentes observaciones son evidencia de esto y del

mecanismo de acclén:

1.La glucosa oxidasa no es inhibida por HCN y CO, indicando que
no tiene un ién metalico esencial. En general las oxidasas

contienen iones metalicos como cofactores esenciales.

2.0tros aceptores de hidrégeno, como la tionina, azul de
metileno y quinona pueden reemplazar el requerimiento de
oxigeno. La capacidad de usar tales compuestos es caraceris -

tico de deshidrogenasas y no de oxidasas.

3. Los narcéticos inhiben la capacidad oxidativa de la enzima, lo

que concuerda con lo observado para otras deshidrogenasas y no
con oxidasas.

4.La alta especificidad de la enzima es una propiedad general

de deshidrogenasas y no de oxidasas.

S.Hay una correlacién directa enire el contenido de riboflavina
¥ la actividad enzimatica. SL se elimina el FAD se plerde
completamente la actividad, la que puede ser restituida con
la adiclén de FAD.
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6;La glucosa oxidasa en su forma oxidada tiene un maximo de
absarb‘ancla de 280 nm, tipica de todas las protefnas y de
otros maximes a 377 y 455 nm debidos al FAD, Si se adiciona
glucosa en condicicnes ’angeroblas. las absorbancias maximas
en 377 y 455 nm desaparecen .Cuando se suministra oxigeno al

sistema las dos absorbancias maximas reaparecen,

7.La glucosa oxidasa no cataliza la reaccién completa bajo
A condiciones anaerobias y el orden de reaccién depende de la
concentracién de oxfgeno. Una evidencia del papel de oxigeno
Yy su fuente se puede obtener con experimentos en donde se usen
oxigeno y agua farcadas radiactivamente. Con el Haoﬂ y el
Oxj.gem.vu se encuentre en el producto fipal, que es el acido

D-glucdnico, pero no en el peréxido de hidrégen'o. Con el
18
oxigeno éste se encuentra en el peréxido. [44,62,66,68)

La forma oxidada de la enzima E FAD funciona come una
deshidrogenasa al! extraer dos hidrégenos de la 8 -D-glucosa para
formar la enzima reducida, E FAD H2 y la 8-D- gluconolactona.

Ademas de la oxidacidn de D-glucosa a d-D-gluconolactona por la
enzima glucosa oxidasa ésta también ataca a 2-desoxiglucosa, D-manosa,
D-galactosa y D-xllosa, aunque la conversién de estos azucares es muy

lenta. [1,66]

En un paso subsecuente la @-D- glucenolactona se hidroliza
enzimiticamente, a 4ecide D-glucénico y la enzima reducida es

reoxidada enzimaticamente por oxigeno molecular .
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La subsecuente hidrélisis de &-gl uconolactona es la - reaceidn

espontanea que se muestra a continuacién —en la figura 2 :

cH o tI:HzQH
fal
[=1 glucosa H
o NG
+ FAD —m—e—— 7 ~—on + FADH
# '— on oxidaza 4/ OH 2
& oM 4 ) A
0
2
B8-D-Glucosa . . 8-D-Gluconclactona FAD
@ +*
2
B Hzoz
.r:
E3 HZO
o
-]
CH,OH
H L——on
Ho/(ou H__COoH
3«
D~ Acido glucénico
{2,66,69]

Figura 2. Mecanismo de reacciédn de la glucosa oxidasa.

Cuando la glucosa oxldasa cataliza la reacelédn es una reacelédn
de segunde orden . Pero en la enzima comercial se usa bajo
condiciones en las cuales uno de los reactantes tiene la constante de

actividad, entonces la reacciédn es de primer orden, [ 608)
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2.4.1. Accidn de la enzima como una deshidrogenasa

Muller originalmente clasificéd la enzima como una oxidasa,
asumiendo que la enzima es ‘tactivada’' ‘por oxigeno molecular.
Franke y Lorenz adujeron que la enzima era una deshidrogenasa,
quizis remueve hidrégeno de glucosa de la forma hidratada de glucosa
aldehido come se muestra en las siguientes ecuaciones, €(1,2,3 y 4) .El

mecanismo esencial de glucosa oxidasa fué mostrado por rastreo.

CHO+0+H0______.. CH O HO c1d
612 © 6 12 7
CHOCHO+HO _— CHOCHCOH) (¢->]
513 515

CH O.CHCOH) + FAD ————— C H O .COOH + FADH .
3448 2 S5 2

FADH + O ———— FAD + HO (5]
2 3 22
Observaciones polarométricas mostraron que el producto primaric

de la reacciédn de glucosa oxidasa fué d-glucenclactona. [2]
2.4.2. Cinética.

Los datos que se reportan a continuacién son el resultado de la
experimentacién con glucosa oxidasa de 4.niger . Cver referencia
68,

1.La glucosa reacciona muche mis rapido que les azucares
(2-desoxiglucosa, manosa, galactosa y xilesad, Vmu a 0° =240 seg_‘;

m = 0.11M, Km_= 2 x 10* M.
glucosa a 2
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- 8.las .\}elocidades‘_ de feaccién de en;éima oxidada por azucares

" baje cnndicioneé'ahdébébi?:as se muestra en la tabla 6 :

Tal?i'a-si.va Ve‘icéidades. de reaceidn de la glucosa oxidasa.

Azucar M™* seg ™t
Glucosa 1. x 10*
Manosa 22
Galactosa 8
Xilosa 3

1661

Las velocidades de reaceién son directamente propercional a

altas concentracidnes de aziecar.

3.La velocidad de reaccién de la enzima con oxigeno es 1.4 x

10° M'seg™. (68)

4.Un esquema de rapido analisis espectofotométrico de la
reaceién final es dada. La oxidacién de glucosa estid deserita por el

esquema :
k k
Eox +6 —> EredP‘-————z——» Ered + P,
k! kl
—_ .
Ered + oz ———— onPz Eox + Pz
Donde :

P = Gluccenolactona
P, = H_“Oz 7
G = Glucosa [2,386,62,886)



Las etapas 2 ¥y 4 son de primer orden y cbntribuyen a observar
la velocidad limite a concentracidn infinita de sustrate. [B6]

5.En la tabla 7 se muestra las constantes cindticas a
diferentes condiciones de pH y Temperatura.

‘Tabla 7. Resumen de las constantes cinéticas para la oxidacién de

glucosa oxidasa.

Fuente PH T Kkat. Km 0z Km glucosa
° =4,

microbia- (e (seg €10™ %0 (470

na .

A.niger 5.6 27 1150 4.8 ) 0.11.
A 5.85( 28 1440 8.2 . . 0.11
e 5.6 30 1433 6.37 0. 0602
" 4.5 25 077 8. 01 0.108%
' 5.2 30 1308 114.8 0.0217

' 5.55| 25 1152 5.63 0.0823

Donde: ® originalmente representa el valor de Km % = 0.0883M

relativo a la forma B8 concentrado puede ser -recalculade la
econcentracién total de azuear con el uso de la constante de
equilibric K, 1801

'Nota. Estos valores estan reportados solo para la referencia [(80] y

los demas son especificos de otros trabajos experimentales.
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CARITUID 3

CARACTERISTICAS  GENERALES DEL 4spergillus niger

Y 8US MEDIOS DE CULTVD.
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3.0 .4$PERGILLUS : NIGER

La familia‘Aspergillaceae est.é compuesto de aproximadamente de
80 especies. la mayoria de los Deuteromycet.es. sin embargo, algunos

presentan un Lado- de pert‘ect.os ascosporados.

: Van Tieghem
de cult,ivos ordinarlas como agar Sabouraud y papa dextrosa  (PDAY, a

1857 desarrolld al 4spergillus niger en medios

28°C. Nunca deben sembrarse en medios con antibidticos,porque las
especies de Asperg'illus se inhiben con la cicloheximida, ya que estos
hongeos son contaminantes del medio amblente e inclusive de vias
respiratérias, piel 'y conducto auditivo externo.

La;s colonias se desarrollan ripidamente y posteriormente se
transforman en colonias planas, granulosas, negras e ilimitadas, al
reverso no presentan pigmentos. Al microscopio se observan hifas
tabicadas de 2 a 4 micras de diamentro Cde nutricidén) e hifas
cenociticas mids anchas de 4 a 8 micras (de reproducciénd,estas
terminan con las clasicas cabezas aspergilares que miden en total de
80 a 100 micras de diametro, estan compuestas por conidiéforos,
cenociticos largos C100 a 200 micras) vesiculas redondas (10 a 25
micras de diametro) de donde nacen dos series de esterigmas son mas
grandes (8 a 10 micras > y los segundos (5 a 7 micras), de estas

nacen microconidias redondas o elipticas de 2 a 3 micras. (7,87)

Aspergillus niger es uno de los Aspergillus mis f4ciles de
identificar con su micelio blanco o amarillo que después lleva
conidios negros. Esta especie se encuentra en forma muy comun en
Aspergilomas y es el agente que se halla con mas frecuencia en la
otomicosis, se ha encontrado en infecciones diseminadas .

[28,29,30,37,41,57,563,87)



. La enzima glucosa oxidasa del Aspergillus niger es considerada
una ehzlma intracelular, y esto fue apoyade por estudios citoquimices
realizados por Van Dijken y Veenhuis (19800 quienes concluyeron que
la enzima estaba locallizada en peroxisomas, per lo que se disminuyen
lazs contaminaciones por otras enzimas y metabolites que el
mieroorganismo excreta al medio, a la vez ésta sirve como fuente de
energia, ademis detenergran estabilidad y habllidad para acumular
varios Aclidos organicos como: acido ecitrico, glucénico y oxalice.

(15,40,5t,52,55)

Algunas de las propiedades importantes de la glucosa oxldasa
obtenida del Aspergillus niger se muestran a continuacién:

3.1. Composicién de aminoicidos

3.2, Estabilidad

3.3. Efecto de la temperatura

3.4, Acclén de la glucosa oxidasa sobre diferentes azucares

3.5. Peso molecular
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3.1, Lta
.oxidasa purificada del

Hayashi y Nakamura ¢ 1981):

composicidén

de

Aspergillus niger,

aminoseidos

de la

fue determinada por

glucosa

Tabla 8. Composicién de amincAcidos de la glucosa oxidasa.

Ami noAcidos

Lisina
Histidina
Arginina

Acido aspartico
Treonina

Serina

Acido glutamico
Prolina

Glicina

Alanina
Cisteina

Valina
Metionina
Isoleucina
Leucina
Tirosina
Fenilalanina
Triptéfano

La glucosa oxidasa consiste de 583 aminoicidos.

Esta secuencia

es precedida por uncs 22 aminoAcidos extensidn N- terminal.

[511
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3.8 La es_tapi’i_lc!ag de; .'-"35 preparaeién comercial de glucesa
oxidasa por *A.niget

: a30°c en’ ﬁo‘iivo' ‘a’.pH 2.6 y grageas a pH 3.2

se n‘\uest.‘ranle'n la‘tabla:@.

stabllidad:de’la glucosa:oxidasa’ por

Tabla .9 ’ ispergillus niger.

100

- Grageas” ;7100 %) 87 72 55

“Polve - - 100" o3 86 79 66
(601

En la tabla © se observa que la presentaciédn en polvo es la gue

-presenta mayor estabilidad respecto al tiempo.
3.3.El efecto de la temperatura se muestra a continuacién.

Tabla 10, Efecto de la temperatura sobre la actividad de la glucosa
oxidasa de Aspergillus niger.

Temperatura oa captado Actividad relativa Qio
¢°c > Cmicralitros)
o 154 0.51 ) 1.18
10 178 0.59 | 1.30
20 230 0.77 . .80
30 300 1.0 . 1.10
40 330 1.10 0. 65
50 314 1.085 0.07
30 308 1.02
eg]

46



Come se muestra en la tabla 10 al incrementarse la temperatura
1g actividad de glucosa oxidasa aumenta hasta un punto maximo ast
como su coeficiente de temperatura (Qm). despuéz empieza a decrecer

lo cual se explica como una desnaturalizacién de la enzima. [8B8]

3.4.En la tabla 11 se muestra la acecién de la glucosa oxidasa de

A. niger,P. notatum P. cmagasakiense sobre diferentes sustratos.

Tabla 11. Accidn de la glucesa oxidasa sobre los azucares®,
Py

Enzima derivada de :
Sustrato A.niger P.notatum P. gasakiense
Glucosa 100 100 100
2-Desoxi -D
glucosa 3.30 — —_—
Manosa 0.80 1.0 : o
Galactosa 0.55 0.14 o

(68l

a

Medido en actividad relativa

La glucosa es el sustrato donde mejor actta la glucosa oxidasa.

obtenida por diferentes microorganismos.
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3.5. Las resultados del peso molecular por tres diferentes

mét.odos se resumen .en la tabla 12..

Tabla 12 Determinacl.én del peso molecular de glucosa ox!.dasa del
Aspergt.llus m.gez-

o R }(é_lédc ‘Peso molecular

Velocidad de ‘sedimenta=: SRR
-188 000

letén’y difusten, .
Aproximado equilibric )
de’ sedimentacidn.. = i 187 000
. 185 000
188 000
Peso seco y anAlisis
de flavin i84 000

1)

Ya se mencionéd algunas de las caracteristicas del 4. niger
como son pH, temperatura, inhibidores entre otras que se deben de
tomar en cuenta para su desarrollo y por ende para el medio de
cultive. (7,15,28,26,30,37,40,41,51,52,55,57,63,66,69,80,87}

En la industria se prefiere trabajar con Aspergillus niger en
cultivo sumergido, dado que este microorganismo proporciona mejores

rendimlentos en este tipo de cultive. (12,54]
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Existen algunas objeciones  que = =e¢ oponen al cultive
superfieclal de hongos: las edélulas del cultive son visiblemente de
diferentes tipos y estan expuestas a  diferentes condiciones
ambientales. La hifa aérea esti lejos del caldo de cultive y por lo
tante de les nutrientes; las células del fondo, en camblo estan en
econtacte eon los nutrientes, pero sufren en un ambiente parcialmente

anaerobio. (121

En cultivos sumergidos, el crecimiento es al menos el doble que
en cultivo superficial, otra ventaja mayor es que el crecimiento es
homogéneo, pues el hongo esta expuesto a condiciones uniformes. La
esporulacién es generalmente suprimida ¢ otro factor de homogeneidad
y el cultivo con agltacién tiene mucho mayor contenido de oxigenod,
en camblo en cultivo superficial, la totalidad del cultivo es

probablemente siempre deficiente en oxigeno. (11,12}

Los cultivos sumergidos son en general mds faciles de manejar y

sufren menos contaminaciones, aun cuando el costo del equipo es

mayor, el bajo costo de la mano de obra, los altes rendimientos Y.

menor tiempo de fermentacién, hacen posible la amortizacidn de diche
equipo. [11,12)

Por las ventajas que presenta el medio de cultivo sumergidc se

eligid para la produccién de glucosa oxidasa.

La sintesis de glucosa oxidasa depende de la composicién del
medio de cultivo principalmente de la fuente de carbono,
nltrogeno, glucosa y sacarosa siendo estos los componentes mas

adecuados para su produccién. [11,51]
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Como™ fuente .de’ carbén se puede uLilxzar glucosa, sacarosa y
melazas. Las melazas son- el Jatabe residual del jugo concentrado de
azuear de caffa, suelen eontener del 48 - 55 % de sacarosa. Aunque las
melazas contienen generalment.e la  mayor parte de las sustancias
nutritivas necesarias = para - la fermentacién, para suplir la
deficiencia de fosforo o nitrégeno puede afladirse fosfato o sulfato
de amonio o utilizar liquidos de remojo de maf{z. El fosfato se puede
affadir como fosfato de calcio acido o fosfato monocaménico o fosfato
solo. (11,16,81)

En presencia del ién calcio se promueve la formacién de la
.enzima, pero se ha reportado que cuando se tiene sales de amonio se
inhibe la formacién de la misma. Ambos mecanismos no han sido
elucidados. [23,51]

Los extractos de levadura y de carne tienen un efecto favorable
ya que son un a fuente de nitrégeno, péptonas y vitaminas las cuales
sirven como cofactores para la produccién de la enzima. [11,23,51,81]

Las sales de amonic se adicionan para dos fines que son el de
proporcionar nitrégeno y come agente precipitante para la
enzima. (9,11,86)

El tipo de nitrégenoc adicionado se diferencia por su valor
relativo en la fermentacién, unos estimulan el crecimiento por ceder
sustancias nutritivas y otros de gran interés ya que aumentan el
rendimiento en productos finales deseados. (9,111

En algunos casos se adiciona urea como fuente de nitrégenoc a la
vez que funciona come un agente estabilizante del perédxido de
hidrégenc ya que al haber un exceso de este se llega a inactivar la
enzima. [23,27,44,61]
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Se adiciona - addo eitrieo para obtenér ol pH éptime requerids
por el microorganlsmo para ‘la produr:cién de ‘glucosa ‘oxidasa, ademas
de evitar que la reaccién se dirija hacia la produccién del 4cido. La
restriceidn. en ei abast.ecimient.o de nitrégeno tiende aumentar la
produccién de Aci_do- {irico.” . [11,55,811

A'corﬂl.ivnuaci'éﬁ se citan los medios de cultivo y sus condiciones

para ° la produccién de gluccsa oxidasa repertadas en diferentes

ﬁedlo)ara la esporulacion de la cepa

(g %0
Glucosa 3
NH‘NO’ 0.028
Péptona Inop MC7 C hidroliza-
do pancreatico de caseina) 0.025
MgSO‘. 7 Hzo 0.010
CaCOB 0. 400
Agar DIFCO 2.0
T =30 %
t = 6-7 dias
=)

Nota: En un medio sélido de esporulacién come salvade o remolacha o
en un medio liquido las esporas son separadas del medio de

crecimiento de 5 a 10 dias.
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3.8.1. Medios para la produécién de glucosa oxidasa -

3.6.1.1. Medio de cultivo Zetelaki.

3.8.1.2.

pH

¢ %D
Melazas. 10
CaCNO Y . 4H O 0.8
92 2
KH PO 0. 075
2 4
Extracto de levadura. 1
Extracto de malta. 1
Agua de lavado
de almidén. 2
pH = 5.0
= 28 °c.

t = 48 horas.

Medio de cultivo Zetelk.
Sacarosa
CaCNOSDz .4 Hzo
KH_PO

2 4

MgSO, . 7 H,0
Acido citrico monohidratado
FeCl . 6 HO
9 2
Extracto de carne

= 4.5
18 horas

{12,241

Cg %
5.0
0.8
0.025
0.025
0.073
0.001
0.10

a3
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3.6.1.3. Medio de cultivo Paskova ‘and Munk

< %D
Glucosa 5]
Cac Nog)z. 4 HZO 1
KHZPO. 1
MgSO‘. 7H20 0.0125
K<l 0,025
FeCls . 9 Hzo 0,001
Acldo citrico ' 0.078
pH = 4.0
T = 30°C
t =30 hr.
(12,721
3.6.1.4. Medio de jerzy Rogalski Cutilizando una cepa
A: niger mutante )
Glucosa 8 %
CaCo3 3.5 %
¢ gt D
CNH‘D HPO‘ 0.388
KHz PO‘ 0.188
MgSO‘.'I HZO 0.156
Enriquecido con peptona tipo I
T= 30 C
t= 48 Hoéras
pH = 8.6

Agitacién rotatorio = 220 r.p.m.

(16,72]



) A continuacién se muestra la composieién del " medio de cultive
que 'se reporta en la patente. Para obtener estos  resultades se
‘realizé una‘experimentaclon con cinco cepas que se obtuvieron de
Culture Collection of the Northerm Regional Research Labbra’.ory u.s.
Depa'rtament Of agriculture Peoria III. Primeramente se llevaron a
cabo bajo las mismas condleines de operacidn y fermentacidn .

Después se eligléd a la cepa de Aspergillus niger que
presentara la mayer produceish de glucosa oxidasa y aetividad

especifica.

Posteriormente (Krishnalyer, lakshminarayanan) procedierén
hacer modificaciones al medio de cultivo observindose diferencias

entre ellos, en cuanto a la actividad de glucosa oxidasa,

Finalmente se obtuvo que la composicién del medio de cultivo .

deberd estar de acuerdo a los requerimientos de la enzima como se
indica a continuacién en la tabla 13.:
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Tabla 13. Preduceisn de glucd;a oxtdasa’ repdrtada en la vpa'.ente
No.3, 701, 715, 1972, R S :

Composiciédn del medio: :
Contenido de carbohidratos * . 0

DE del carbohidrato componente. b .

Mafz saturado de agua o i v eal 0.2
Fuente de nitrégeno, (X : - |

Urea ' ninguno
Fosfato de diamonio ningunc
Nitrato de amonio ¢ ' ca. 0.2
Sulfato de magnesio heptahidratado ca. 0.006

Ac. citrico o ac. succinico - ' Sca. 0.02
Condiciones de fermentacidn : :

pH durante la fermentacién - 4 -6
Duracidén de la fermentacién Chrd 0 - 12
Velocidad de aereacién v. v. m 0.5 -1.0
Presién del aire, p.s.i.qg. 30
Temperatura, °C . ’ 33 - 34
Agitacién vigorosa
Glucosa oxidasa producida por

litro de calde, unidades 3,000 - 6,500
Produccién de micelio por litro,Cgramos) 4 -8B
Actividad especifica del micelio,Usg 800 - 1,500

*Mezcla de carbohidratos de almidenes y dextrinas a partir de
hidrélisis enzimAtica o &cida . (811

##DE, equivalente de dextrosa, es la relacién del azucar reducido
Cexpresado como dextrosa) entre el total de carbohidratos expresado

en porcentaje.
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En el proceso si el total de carbohidratos que compone el medio
tiene un DE de 60 a B85 hay rapido y suficiente azucar metabolizado,
principalmente glucosa, para mantener el rapido crecimiento del
honge que produce glucosa oxidasa. Ademds de una reserva de
carbohidratos de baja metabolizacién para mantener las células del
hongo en estado active con respecto a la formacién de glucosa
oxidasa., Si el total de carbohidratos tienen un DE menos del 60 no
hay suficiente aztcar metabolizable, que permita el rapido
crecimlento de las células del hongo. Pero si tiene un total de
carbohidratos de 85 existe un rapido crecimiente y una cantidad
limitada de células del:hongo, pero las células son mantenidas en un
estado de células productivas por solo un corto tiempo y por tanto

menor cantidad de glucosa oxidasa es formada.

Los carbohidratos usados son: almidones, dextrinas, azucares
preparados por Acidos, hidrélisis enzimatica de almidén y mezclas de

tales sustancias.

El almidén se obtiene de una amplia fuente como son el maiz,

trigo, arroz, papa, tapiocca.

La concentracién final de carbohidratos en el medio nutriente
empleado en el proceso puede estar en el intervalo de 1.0 a 3.8

% y preferentemente en el intervale de 1.5 a2 2.5 . (81)
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Tabla 14 .Actividad de gl.ucosa oxidas‘ e
de cultivof

obtenida por diferentes medios

Medio de Culuvo

ctividad CUZRDd

: - Pasknva y Munk

cia 72

pH= 4.0 L
t= 30 horas :0.3
Cig, 723
Paskova y Munk
con CaCo, 3.5 % l
pH=858 """ ‘
~t = 30 horas 1.0
[€538)
Patente -
pH=4 -6
T =33 24 °C ;
t =8 - 12 horas 3 -6.5.
€16,72>
Jerzy Rogalski
) T =30 °c
= 48 horas 1.8
pH = 6.6
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Observaciones;

‘El; medic reportadd en la patente a pesar de que tiene una
actividad alta de glucosa oxidasa y con un tiempo de 8 - 12 horas,
parece ser ‘el medio mas efectivo., Sin embargo cabe aclarar que este
medio se usa para produccién a gran escala, lo que quiered decir
también que utiliza equipo mas sofisticado y con volumenes grandes de
produceidn. Por lo que no se recomlenda para fines de produceiédn de
glucoéa. oxidasa a nivel de laboratorie. [81]

Por otra parte el medio Zetelk y Jerzy donde se observa que
tiene buena actividad de glucosa oxidasa. Se pueden utilizar a nivel
de laboratorioc. Por su facilidad en cuanto a equipo y material
empleado. Cabe mencionar que el medio utilizado por Jerzy es para un

mutante de A. niger. [16,23,72)

Para la eleccidén del medio de cultivo debe de tomarse en cuenta
que no exista presencia de sales de amonie ¢ NH‘NOS.NH.SO‘). ya que

actuan como inhibidores de la enzima.

Los otros dos medios que son el de Paskova y Munk y el segundo
siendo el misme pero con adieidn de carbonato de caleio no reportan
una actividad razoenable superior a 1.0 U/ml, ademis de que el
tiempo que se necesita para la produccidédn de glucosa oxidasa es

demasiade ¢ 30 horas 3. (128,72]

Por Ultimo el medio debe contener K, P, Mg deben ser provistes

para el crecimiento de A. niger.

Una vez producida la enzima, ésta se debe liberar de la célula
por medio de un método de ruptura celular. Existen varios métados

como se menciona a continuacién.
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CAPITULO 4

TEGNICAS DE RUPTURA CELULAR
PARA LA EXTRACCION DE LA

ENZIMA GLUCOSA OXIDASA
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- 4. EXTRACCION. .

‘La recuperacién de proddctos"vlntx;acel‘ulares es una operacién
multietapa basados primero en la cohcéﬂtfacién de células en un 50 %
- v/v solucién seguidos de una’ rup!."ura 'celﬁlar.,‘En las aplicaciones
industriales se usa métodos mecénl_das.;loé éuéies son comercialmente

_disponibles, simples, et‘ecuvos.y‘f‘é'cumente escalables. (13}

Las condiciones de operacién deben ser selecionadas con base en
la aplicacién especifica considerando la estabilidad del producto y
la resistencia de la cé'lul'ar a la ruptura .[13)

La fase inicial dél proceso de’ recuperacién es la separacién de
la célula y del caldo. Consideramos que una enzima puedefuncionar
dentro de la célula CinLracelula'r) y otras son segregadas por la
célula ¢ extracelular). (82)

La recuperacién de las primeras implica la necesidad de romper
la pared celular para poder liberar la enzima. Algunos métodos

utilizados para ello son :

adMaceracidn del tejide con un abrasivo,como arena, o por
alta velocidad, en especial con pulverizadores.

b)Congelacién y descongelaciédn alternas.

c)Deshidratacién segulido de molienda, con la cual la
materia queda en forma que permita facilmente 1la
extraceion.

dd)Homogeneizacién seguida de centrifugacién y a alta
velocidad, para separar diversos cuerpos en forma de
particulas, come mitocondrias que pueden contener ciertas
enzimas,

edAutélisis.

fiUltrasonido.

gdQuimicos 4cido, base y detergentes.

{13,52,83)



Para disolver.la enzima poer une de los métodos mencionados se

emplean’ agua, ‘glicerina, o diversas soluciones amertiguadoras. [83]

,,Parav_La'Eecu‘pgraéién del producto extracelular se separan de las
~celu1$s,‘ "és\t.osr productcs estdn en bajas concentraciones. Por tanto la
etapa in!.i:ialn de’ recuperacién consiste en clarificacién y
cohcen@.rééién. Las ‘concentraciones de producte se encuentran en un
Eangb‘dé O.i a 100 mg por litro de cultivo. {20,21,64,83]

De las muchas técnicas disponibles no todas son adecuadas para

: t.rrabavjar a gran escala, debido a restricciones inherentes a las
te‘cnlca.s o a los aparatos disponibles, o al aumentc del tiempo que
usualmente acompafia la transicién a un procese a gran escala,Por
ejemplo la ruptura eficdz de las celulas puede lograrse por
sonicacidn, congelacidn y descongelacién , o per molienda del
material sélido, ete. En muchos casos el aumento de escala de estas
técnicas no es practico, y en otros el resultade no es el adecuado.De
forma similar la ultracentrifugacién es una técnica de laberatorie
Util, pero no puede utilizarse convenientemente en los procesos a

gran escala . (83]

La definiciédn a *‘gran escala '’ se refiere a los procesos que
utilicen uno o mas kilogramo de pasta de celulas hamedas. El término
de ‘' extraccién'' se utiliza para definir los métodos de ruptura de
los microorganismos y los términos ** aislamiento y purificacién’’'se
refiere a otras técnicas implicadas en la obtencién de un preducto

purc o especifico, (83)

En la figura 3 se muestra un esquema general para la
separacién de enzimas.
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FIG. 3 DIAGRAMA DE FLUJO GENERAL PARA LA SEPARACION DE
. LAS ENZIMAS

Fermentacién miecrobiana

!
{2 1
Enzimas intracelular - Enzimas extracelular -
Tejido . Separazién
- animal ,vegetal liquidossélido
Sélido —I Liquido "

‘Ccentrifugacidn) Cfiltraciond

Desintegracion celular

Separacién liquidorsélido

S6lido ————————— Liquido
desechos.

eliminacién de
Ac. nucléico.

' Purificacién -——————T

concentracién

!

Products ————— Terminado
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Ya se mencionarén las técnicas generales para la extraccién de
enzimaz ahora, se muestran las tres técnicas mas usadas que se
reportan para la extraceidén de la enzima glucosa oxidasa. También se

dan algunas ventajas y desventajas de ellas.

4.1.Extraccién por prensa francesa
4.2.Extraceién por molienda con abrasivos
4.3, Extraccién por ultrasonicacién

4.1. PRENSA FRANCESA

Principio:

. Método mecanico el cual cchsiste en mezclar la pasta
celular con un abrasivo C ejemplo tierra diatomea) o se congela a -20
® ¢, én cuyo caso los cristales de hielo actuan como abrasivo,
despuas Se ejerce presién de unos 10 a 15 Ton/ in® ¢ 150 - 230 MP.

" La ruptura de las células se debe a la fuerza de cizalla
ejercidas 'y por abrasives y/o los cristales de hielo formados en la

pasta tongelada.

Venta jas:
"= Aunque el equipoe utilizado quiza es algo complicado
para ser  usado Euunariamente. el hecho es que la ruptura de las
‘células “se . realice a - 20 ¢ €., es util cuando  se requiere

‘emraér enzimas termoestables o termosensibles.

’ Desi)e:n".ija‘s:
- A‘pesar de que con este método =& pueden obtener una
. eeraEclcn- ca_'si‘ completa, no es recomendable para utilizarse a gran

) escala, por- el costo'y disponibilidad del equ;'po. {(86]
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Procedimiento:

La torta del micelio se lav

agua desulada.

operando a -28% .La concentracién celular seevalua determlnando el

‘contenido de materia seeca sobre. una allcuota d a suspensién y-la
actividad de la glucosa oxidasa en el scbrenadant.e de otra alicuota

centrifugada a 15 000 x g durante 10 min a 4°C .. '[23,24)
4.2 MOLIENDA CON ABRASIVO.

Principio:

Es un método fisico que consiste en la disrupcién de
microorganismos mediante agitacién en presencla de perlas de vidrioc o
arena de mar. Mickle ( 10948) construyé un aparato que es el mas
utilizado para la separacién de paredes de células microbianas a

partir de bacterias, esporas bacterianas, microbacterias y honges.

Esta ruptura consiste en ejercer una agitacién a una frecuencia

epetidamente ‘con ’

de 50 ciclos/ seg. . el recalentamiento e evita trabajando en cidmara =

fria y el grado de rompimiento se cAleula empiricamente.

La ruptura ce debe a las fuerzas de cizalla producidas por los
gradientes de velocidad. Ademis de las colisicnes entre los organismes
y el agente abrasivo.

El grade de desintegracién depende de la velocidad de
agitacién, la concentracién de micreoorganismo, la concentracién y

tamaffo de las perlas y el tiempo de contacto.
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Ventajas:

- Este método puede llevarse a gran escala obteniendose
buenos rendimientos.

- Se puede aplicar a bacterlias resistentes a la
ruptura. Es un equipe de fécil montaje y seguro cuande
se trata de romper microorganismos patégenos o
modificados genéiicamante.

- El equipo esta disponible en el mercado.

Desventajas:
- Desgaste de las perlas de vidrie.
- Regulacién de la temperatura ¢ camara fria)d
- No es muy recomendable para pequefias cantidades de

bacteria o a baja concentracién. (86)

Procedimiento:
ta ruptura célular se lleva a cabo con molienda
con arena de mar y un amortiguador de fosfatos de 0.1 M a pH=5.6 . La
;eficiencia en la extracciédn de la glucosa oxidasa resulta ser muy
alta en comparacién con las otras dos enzimas, catalasa e invertasa

que se encuentran dentro del micelle. [65]

Si se quiere comercializar glucosa oxidasa liquida, este seria
un buen método de obtencién ya que el rendimiento es muy alto y se
inhiben otras enzimas que podrian considerarse como impurezas. Ver
.tabla 15. .
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Tabla 15. Comparacidén de actividad y porcentaJe de recuperacian por

el método de molienda “don’ abrasiv

Acuvidad :
CUsg cel) ;

recupe=

racién

Glucosa oxldasa i - 83.77

Catalasa : -25.84
Invertasa” =~ 26.85
» . : . ) :
Actividad de la célula. ) [6s5)

4.3. ULTRASONICACION

Principio:

El término ultrasonido se wutiliza para designar a los
sonidos con frecuencias situadas por encima del nivel del ofdo humano
¢ 20 KHz ) y que expresado en longitudes de onda, en los liquidos leos
sitta en un rango de 6 a 2.4 x 10" cm ordenes de magnitud similares

a los de la luz visible.

Utiliza el rapido movimiento sinoidal y la formacién de
burbujas que colapsan porque convierte la energlfa sénica en energia

mecinica.

Las burbujas aumentan la presidén la cual provoca una cavitacidn
que produce ei rompimiento de las células vegetales, animales y

microbianas.
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Ventajas:
- Es un métods fisico, ttil y versatil para trabajar a

'escalak de laboratorio.

Desventajas:

- La eficacia del tratamiento depende de varios pardmetros
como pH, Temperatura, fuerza idnica del medio de suspensién
y ‘el tiempo de exposicidrn.La seleccidén de una serie de
condiciones es esencialmente empirica , variando en
funcién del organisme ¥y el producto que se desea obtener.

- Su aplicacién a gran escala se ve limitada por la dificultad
de transmitir suficlente potencia a grandes volumenes de
suspensioén,

(13,52,86]
Procedimiento:

Para la preparacién de extracto de células libres el micelio
se suspende en 50 mM de un amortiguador de fosfato de potasio a pH
de 7..0 la suspensién es sonicada a 20 kHz por 5 min. de O - 4°c
con un desintegrador ultrasénico MSE 100 W ., Al término de la
ruptura el residuo es removido por centrifugacién (20 min a 20 000 x
g 2. 1521

Para la extraccién de la enzima intracelular , la glucosa
oxidasa de Aspergillus niger a nivel de laboratoric por alguno de
los métodes de ruptura célular reportados se debe de considerar lo
siguiente:

Condiciones de cperacién ¢ pH , Temperatura J.

Costo y disponibilidad de! equipa.

actividad enzimatica.

% de recuperacién.
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Analizando los ' tres . métodos mis comunes de extraccién para
“glucosa oxidlasa ¢ ver Labl& 16 ) , se puede decir que el método de
molienda con arena dé mar es el que cumple con uma ruptura
eficiente, . disponlﬁlidad . de equipo, faeil manejo, alto
rendimiento, actividad enzimitica ademas, de que se puede hacer un

escal amiento.

Tabla 16. Comparacién ‘de la actividad CU-gd por tres métodos de
extraceién y actividad enzimitica para la glucosa oxidasza.

Método etz Actividad
S : - Usg

23,24
Prensa X e
Ultrasonicacidn C52) : ioa','fo/oo '
R L cesy -
Molienda con abrasives 217, 000

Una vez teniendo la enzima disponible en el extracto crudo, se
procede 2 su purificacién con el fin de obtener un producto mas
ectable, sin que se vea afectada su actividad enzimitica. En seguida

se dara algunas generalidades sobre purificacidén.
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CAPITULO §

TECNICAS DE PURIFICACION

DE LA GLUCOSA OXIDASA
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6. PURTFICACION ..

El- ob_]e'.ivo de .la ‘purificacién es el obtener una enzima de
calidad "que cumpla con las especi ficaciones del mercado (pureza,
concentracion,’ conformaciv:m. baJa en impurezas, estabilidad, etc.)
ast como el  costo. Los réqderimlentos de costo, pureza y actividad
enzimitica varfan segtin ei método de extraceién y  purificacién

empl eado. : . .

Frecueniemente las enzimas pueden ser purificadas varias veces,.

pero el rendimiento. es Vminimé. abajo del 10% de la actividad del
material coriginal. En 12 industria se purifica la enzima lo menos que
se pueda; sélo cuéndo.‘el }nAterial interfiera en la catalisis de la
enzima, [i3],

En la- puriﬂcacién de enzlmas debe emplearse el minimo numero

‘de. etapas de acian. las cuales deben ser compatibles con su

,'e; purificacién. Asi misme Bonnerjea y
anéli'zab‘én“ 100 publicaciones a nivel escala de

prbocesd de purificacién de proteina. Elles

grat‘ica‘ron” los'irestultados Cver grafica 4).donde se muestra el

'hﬁmero*:’de’“’eta’p’as usédas‘en el esquema de purificacién como una

_a 't‘recuencia del método wusado en cada etapa. La
horncgeneizacién es - frecuentemente usada como la primer etapa de

purificacién. porqu‘ ia mayor!.a de las proteinas son intracelulares,

de aqui de‘ omf:er la célula. La precipitacion es conocida como una

purific cac!. én de métodos resolutives come son

Lnt.ercambic iénico y mé'.cdos de afinidad. [13,47)
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poroantaje de purtficacion por atapas.

L

1 2

3 4
Nomero de stapes

5

Gréfica 4. Parcentaje de purificacidn por etapas

471

Tabla 17, Efecto del niimero de etapas en la produccién y costo
de un proceso comin.

[Rtapa Teso Producto | Actividad Conto Costo/peso | Costa por
relativo ~ especifica total actividad

1 100 1 1.0 1.0 1.0

1 0.25 75 3 1.1 4.0 1.47

2 0.063 s6 9 1.2 19 2.13

3 | o0.016 42 27 1.3 83 3.08

4 ' : 4.92

S 6.32

Snsl
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La  purificaciédn inecesaria puede ser evit.ada 'en’ etapas

adicionales en. términos de . equipe, mane de. obra y pérdlda .de

actividad enzimitica. El' contenido de la prepararién delas’

pueden ser tan alta como sea posible Cejemplo; _10/ p/p,de »prot.ei‘na),

Esto quizi resulte por el desarrollo de las ’»:'céridlci.o’nﬂes;'de

fermentacién o - por ingenieri:a genética. Como ,‘resdliado, ~algunas '

preparaciones de enzimas comerciales consisten esencfalmente en. la
concentracién del caldo de fermentaeién, y en el emplec de aditivos
caros para estabilizar la actividad de la enzima. (13

Es muy im;':orta:n't.'é'qﬁve la actividad maxima sea retenida durante
la preparacién de'" enzil(;a‘s'.,-‘ "La’ inactivacién de enzimas puede ser

PH no Sptimo, oxidaecién, adulteradores

causada por calor,proteélisis,’
,inhibidores 1r‘re\"ersib1‘es y.pérdida de cofactores y coenzimas, de
estos la 1nac_L1y$Ei¢n‘l po cAl:errju‘n!.o con efectos de pH son los mas

1mportantgs’. }[131 .

Por esta razén el elegir el métndo de extracecidn y purificacién
de la enz!.ma sea c 1ntra ° ext.racelular) es primordial. (13]

" Las proteinas pueden separarse em.re st ‘basadndese en las
dlterencias de :

+1). Tamafo

&) Propledades de solubnldad

8) Carga eléctrica

4) Comportamiento frent.e a la absorcién .
S) Afinidad’ bilolégica “de - una . prjoteina para un ligando
especifico. . SO
[456,78,83,86)

nzim@s 8
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La separacién de prot.einas baséndose en el tamafio molecular
.. puede realizarse por dit‘erentes ror-mas de centrlfugacién ,en
~_grad1ente de densidad, y pcr cromatcgraf’ia de excluslbn molecular,
“Tamblén’ pueden separarse ‘por sus diferenclas de solubilidad, segin
4"cua'.ro yariable_s, pH: fuerza’ 1on1ca. constante dieléctrica del
medie y Leﬁpérétura. La separacién de. las proteinas basindose en
“la -carga eléc'.rlca depende de sus propiedades “&cido- basicas,
- que constituyen un reflejo de los grupos R ionizables de las cadenas
polipéptidicas. Cada protefna posee un pH isceléctrico caracteristico
en el cual no se desplaza en el campo eléctrico. Por encima del pH
isoeléctrico posee una carga negativa y por debajo de €1, una carga
positiva neta. Las precipitaciones por salado Y punto
isoeléctrico son de la mayor utilidad. [46]

Por tltimo pueden separarse basandose en sus velocldades de
movimiento en un campo eléctrico ( electroféresis libre en solucién
acuosa o por electroféresis de zona en un gel o seporte semisélido).

La ‘electroféresis discontinua y electroenfoque isceléctrico,
proporelonan  gran  capacidad de resoluciédn. Otro método ez

crpmat.ografla de intercambio idnice, [46]

A continuacién se indican los méteodos de purificacién de

enzimas que se conocen:

5.1, Separacién de .I.osf'éc‘icio{ nuclélcos:

Los A4cidos nuclélcn= se consideran camo _contaminantes, por lo

que se eliminan del extract.o sin daﬁat la ‘enzima, por lo que se

precipitan formando ccmple_jos entre los residuos fosfato con carga

negativa de las moléculas del é.cidc ucléica 'y los grupos cargados

positivamente del agente precipitante La‘precipuacibn de los 4cidos
nucléicos depende de la concern_t.'raciéh['qe sal. A continuacién se

mencionan algunos méteodos:

73



S.1.1.
5.1.2..
§.1.3.
5.1.4. -
6.1.5. "

Fuerza de cizalla.

Bromuro de cetilirimetilarﬁonib.

Sulfato de est.reptomicina

Polietilenoimina.j S .

Tratamlento. con nqclea‘sa's‘ Sl i 174,88)

B2 Concentracion por precipltacién’ con solventes organices.

dieléetrica del’ medio:: Cuando e

de sol ventes orgéni cos s

electrostaucas entre las moléculas de prctei na de disun'.a carga. Se

puede Uty 1 zar 1o st gui ente.

5.2.1.

Sulfato de amonia.

5. 2. a Sclven'.es organicos g Dol .
5,2. 3 Pellmercs de peso molecular elevado .” '[25,28,74,86]

5.3. Concentracién por ultrafiltracién.

La ultrafiltracién utiliza las diferencias ‘existentes entre los

pesos meleculares Ctamafio) de 1af proteii_\; ‘deseada y de las no

deseadas .
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Se puede conslderar ‘como . una de las técnicas de filtracién que
h P limlt de 250" ). ultraflltraciﬁn CSOO
~f11trac1én de particulas
‘ ltr ‘fyllt.r»a,ci‘én‘ y 1a t;‘lyra_cién

ineluyen la 6smosis 1nver
¥y 300 oooalmtracr

. con un cierto solapa

de microparuculas g

Algunas d .las. car act rist

que ‘hacen:.de:la ultrafiltracién
un. método Gtil son’: SEL . . )

5.3.1. 'A tempera r de operacién  baja, por ejemplo,
ultraflltracién N una cAmara fria, de - §°C a + 5°C, se
evitan pérdidas en la actividad debidas a la exposicién

al altas Lemperatur as y se minimiza la autodigestidn.

"B, 3.2 Na se necesit.a cambio de fase.
L-“:. 3.3. vSe LrabaJa a una presién hidrostatica baja
5. 34 Es suave y no destructiva.
5.73.5". iNo ‘necesita reactives quimicoes.
S. SSSe puede conseguir simultiAneamente la cencentracidén y
= purifieacidn.
8. 8. 7,.” El mantenimiento de la fuerza idnica y del pH del
ceﬁncen'.rado evita la inactivacién de la enzima.

"5.3.8. Es econdmica. {74,86)

5.4, Concentracidn por liofilizacién.

Aunque, en algunos cases, la-liofilizacién se puede utilizar
para la concentracién de protefnas, su emples es limitade, ya que al
menos que la concentracién de sal  en la solucién sea muy baja se
pueden formar mezelas eutécticas, ' lo que darfa lugar a un secado
incompleto o a la formacién. ‘de una gran cantidad de espuma y

desnaturalizacién de las prcteinaé.
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Estos problemas pueden evitarse controlande cuidadosamente la
temperatura de la masa congelada para mantener una temperatura por
debajo del mis bajo de los puntos eutécticos. También puede ser

necesario reducir la concentracién de'sal antes de la liofilizacién.
Puesto que se dispone de otros mélodos de concentracidn de
proteinas, este procedimiento se reserva para la preparacién de

materiales que deban ser almacenados o transportados. (74,861

6.5. Cromatografia en gel.

El interés de ‘&sta técnica radica en su capacidad para

fraceionar y purificar enzimas .

El proceso de cromatografia en gel consiste en el reparto de
las moléculas de soluto entre la fase mévil de solvente y la fase
estacionaria constituida por los espacios existantes entre las
particulas porosas del gel. El mecanismo de esta técnica es mas
facil de comprender, se considera que el gel tiene una estructura
porosa similar a la del pan. La fase mévil es el liquido que cireula
por el exterior de las particulas de gel, y se conoce como volumen
vacio ( VQJ. mientras que la fase estaclonaria es el liquido que
ocupa en el interior de las particulas de gel € V,L)A El soluto se
distribuye por difusién entre la fase estacionaria y la mévil. El
volumen ocupado por la matriz del gel ¢ Vg) también contribuye al

volumen total de la columna € Vt)' que es:
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La eleccidn del tipoc de gel depende princiralmente del peso

molecular de la enzima, en la tabla 18 se muestran algunas de ‘las

caracteristicas de los geles. (26,74,86)

Tabla 18. Propiedades de geles de Sephadex.

Tipo de gel Agua retenida | Magnitud de
dilataciénde
¢ml / g geld

C g7/ g geld

Peso molecular de las
moléculas excluidas
del gel .

G -25. 2.5 5
. 6 -850 " B.O 10
G -75 L. 7.5 14
. 6.-100 | " ..10.0 20
G- 2007} " 20.0 40

3,500 a 4,500
8,000 a 10,000
40,000 a 50,000

100,000
200,000

5.6. Cromatografi{a de intercambic idénicoa.

(171

Dentro de las celulosas pueden introducirse una gran variedad

de grupes cargados, blen catidnices o aniénlicos., La celulosa ha side

el medio tradicional de llevar a cabo la cromatografia de cambio de

iénes para las proteinas.

Se usan :

5.6.1. Resinas intercambladeras de iones.

5.6.2. Celulosas intercambladoras de icnes.
6.6.3. Otros geles intercambiadores de iones. 125, 74, 861
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5.7. Cromatograt'ia de afinidad.

La cromatagraf.ta de a!‘l.nidad quizas sea la forma mas elegante
. de puriﬂcar proteinas indlviduales a partir de .una: mezcla compleja.

Sin embargc N aunque se emplea con t‘recuencir esqala de -laboratorio

rara.vez se ut.il!.za en la purit‘icacian de prote a gran escala.

Es(.a se’ basa en" la lnteraccién-mAs o: meno -

speclfica entre una

Vpro'.eina y un 14, Ando inmovilizadc. que esta ‘ineluido en uno de estos
dos grupos principales. = o :

5.?.'1;1" Aqugllos"dixe sean éspeéificd; para la protefna deseada,
en cy’.\yoc'aso el"_‘.!igér'ido es generalmente un anticuerpo, un substrato,
un substrato ‘anilego © un inhibider..  [74,86)

S.7.2. Aquellos que interaccionan con varias proteinas, y que
pueden ser especlficos par'a las diferentes clases de enzimas, como el
S' AMP, 2', 5* ADP o NAD y o que interacclonan con un amplio rango de
proteinas tales como  las cadenas hidrocarbonadas o algunos

colorantes.,

Es esencial que la interaceién sea reversible. Se pueden
emplear una gran variedad de diluyentes para disolver una proteina de
un ligando de afinidad, que van desde métodos no especificos come el
incremento de la fuerza lénica o la alteracidn del pH hasta métodos
especificos que usan el cofactor o ligando libre. (25,26,68,86]

S.8. Absorbentes no especificos:

S.8.1, Hidroxilapatito. *
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BSTd 1es1s g

El hidroxilapatyivtb.o CHAY se ha usade durante mucho tiempo en
técnicas discontinuas paEa la purificacién de enzimas. El método ha
ido -‘ganando - aceptacién lentamente entre los quimicos de las
proteinas. deblda a su laborlosa. preparacidén, desconoccimiente de los
mecanismos de interaccién entre ‘las proteinas y esta sustancia, su
alto costo, su pcca fiabilidad ‘en lo que respecta a la estructura de

'sus cristales. la velocidad de flujo y la capacidad de adsorcién.

-Sin’ emb#rgb. se considera que la cromatograffa en
hidroxilapatito deberfa de usarse como una herramienta adicional en
la purific}aciOn de proteinas, puesto que la base de la separacién es
diferente de la de los cambiadores de iones o de la filtracién en
gel. (861

6.9, Cromatografia de interaccién hidrofébica.

Esta fue desarrollada a raiz de la observacién de que algunas
proteinas eran retenidas inesperadamente en geles de afinidad que
contenian brazes espaciaderes hidroféblecos. Este halllazge se aplicéd
a la preparacién_ de familias de adsorbentes hidrofébicos utilizando
-cadenas hidrocarbonadas de series homélogas de diferentes longitudes.
En la préactica, la mayorfa de las proteinas pueden purificarse
satisfacteriamente utilizando substituyentes C-8 o fenilo. {861

5.10. Cromatografia liquida de alta resoluci¢n.

Originalmente esta técnica se disefio para separar pequefias
‘moléculas organicas solubles en solventes no acucsos, aunque
rapidamente se adecud para la separacién de compuestos biolégicos de

mayor tamafio, solubles en agua. [861
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5.11. Técnicas electrofaréticas:-

© . 8e basah‘ 'Vslmplemente en i la aceleracién'de las paruculas

cargadas ‘en un campo eléetrica, -a las que se, cpane la friccian debida

al paso de las part.iculas a través’del: medlo que ‘las rodea, de’’ mode”

que Se mueven a uha velocidad constante proporcional su »c._arga. Los

cationes ‘se mueven hacila al citedo.y lo.s‘,

Se pueden mencionar ‘las sigulentes ‘Lé{:ﬁi cas

5.11.1. Electroféresis. -
6§.11.2. Enfoque isoeléctrico.
5.11.3. Electrodecantacién con multimembranas. (68,86)

§5.12. Cromatoenfoque.

) “El cromatoenfoque es una forma de enfoquee isoeléctrico
:realiza'do»enrun lecho de resinas cambiadoras de iones especiales,
llevands a cabo la-dilusién con soluciones anfédteras.

El cromatcenf‘oque combina el poder de resolucidn del enfoque
1soeléctr1co con la’ comodidad de la cromatogral‘ia. por lo que es muy

adecuado para trabajar a gran escala.[86]

5.13." Separacidn en dos fases acuosas.

Los sistemas en dos fases acuosas pueden formarse mezclando

soluciones de polietilenglicol y dextrano o polietllgnglicol' Y.

clertas sales, especialmente sulfato'de amonie o fosfato potasieo.,

Las proteinas y los restos celulares se reparten enire las‘dés fases.

de tal manera que la lecallzarién exacta de una proteina en

particular depende de parametros tales como su peso.. molecular,
y la fuerza i{dénica de la mezecla y la presencia de lones: po;;valeﬁtns

¢ Kula 1978).

el,pH.
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Los sistemas en dos fases pueden aplicarse para eliminar
eficazmente los restos de células de homogenelzadas consiguiende al

mismo tiempo un cierto grado de purificacién. (886

5.14. CONSIDERACIONES EN LA PURIFICACION DE ENZIMAS.

5.14.1. La naturaleza de la solucién, la cual puede venir de
diferentes fuentes C(cultivos vegetales, microblanes) ,puede ser

intra o extracelular.

S.14.2. Especificaciones del preoducto, aspectos tales como
pureza, forma y costo que dicta la aceptabilidad del procesoc de

purificacién,

5.14.3. La eleccidén de las etapas y equipo a utilizar, asi como
el orden en que deben ser usadas. Las etapas deben ser

complementarias una a otra en el grado de purificacién .

S.14.4. Minimizar el numerc de solventes y amortiguadores
empleados, ya que los solventes Linnecesarios y camblos de
anortiguador pueden ser costosos. Se evita si es posible,
amortiguadores que sean caros, complicades de preparar y dificil de
ajustar el pH.

5.14.5, Debe evitarse etapas donde se plerda la actividad
‘enzimatica total o paréialmente debido a cambios de pH, temperatura,

que puedan provocar una desnaturalizacidn. £47]
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Después de conocer algunos métodos de purificaclén de enzimas y
aspectos que deben t.omarse en cuenta para realizarla, es 1mportant.e
hacer notar que no Lodos los métodos de purificacian se’ apl.ican a

Ltodas las enzimas. Estos varian segun sus caracLeristicas y de la

disponibilidad de material y equipo En el caso de gluco*a bxidasa ‘se :

reportan diferentes . Lécnicas las cuales emplean “tna

las mismas
Estas son :-
B.16.1:. Pneéipi‘i.éicfén'con'_ aceteona 'y acido tanice. 3) .

celulosa. [85)

celumna de “Sepharesa y sulfetil
I51] .

5.15.5."

5.15. 6. 'Precipit.acién. ‘dlalisis. cromatografria de Amberlite y
columna de DEAE celulosa. [11
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Técnica S. 15 1.
Purlticacién por preclp.l'.acién con acetona  y 4e.tanico

: Ektracto arudo de enzima

Ccncent.racion por flltracion al vacl.o. e
) Redisolver ol’ sobrenadante
,.;.Precipitacién on 5 L1 do dgue y.~ proeipi=

: v l lrnrlo por adieidn dé acetona

a. Precipuaciﬁn Dtlusr 260 mi del conconl.rndo
: ‘conr ac,: tdnicojeconi: 500 mt de' “ague’ fria y
- o tratarla con una solucidn de
@ o ‘g ac ténicq a o’ ¢,30min.

) Precipit.ad piry pura i

Centrifygaci én

Adicionar 2o 3 p rciones ;
de S0 ml de acetona. :

ngﬁui ;qga¢1 6n

Extraer del »cent.ritv.x'gaddjla enzima
con 40, 35 y 25.ml de agua.

Adicionar nuevamente i
un velumen igual de Precipitacién
acetona fria, : l

Precipitado amarillo
Cent;rirugacién
Adicionar acetbn#- tres veces

eecar rapidamente con
aire y-vaelo. - : 83
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Técnica B. 15.2.

Purificacidn per ~‘pr ecipltacion con sulfato de amonio. -

'Precipitacian con’ (2.5 %..da la - solucidn de
sulfato de amonio: - gluecsa.exidaga enagua o

Cal BO% de sat.d " buffer’' . de _fof:‘vt’atofpl!:‘?.o
" Sobrenadante. .

. se 'll‘gvﬁ a 80X a B3% do
saturacidn.

Precipitacién

Prec..tpit.ado“ama}; lie‘nt;)A :

|

Y { b{nolver en agua

‘per 56 hr con agua destileda
a0’ @G,

} Preci,pi't.a‘ci;;n

Medicién de -actividad.

con ﬂgelona
a o°¢c.

(3]
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Técnica 5.15, 3, . .
‘Puriméacién por ‘precipitacién-con alechol , sulfato - de amonio,

dislisis, crematografia e-‘n‘DEAE"'- celulosa,

 Preparacién del”extracte’ erudo

“Extraer ‘con agua

{ Aﬁici onhar varios vollmenes
“deetil o alcohol propilice

- Centrifugacién {20,000 x g.

" Recoleccisn'del- precipitado.

Filtracién con aire seco
Medieidn de aetividad ’
enzimitica Cdiluyendo D c

las muestras en aguad. Solubilizacién { 150.mi: de "agua /2 hr.

Centrifugacién { 20 0007 g
Sobrenadante {_Sdl\uci 6n ‘clara

" Agla destilada fria /30 hr
asar.;a‘nueves tubos de
i4lisis cada 6 a 10 hr.

Aog)moml de solucidn ol
c6o% de saturacidn y v
refrigerar toda la neche

: P}ec'i‘b,iyt)aci}o:r\", ‘con
.sulfato de amonio

‘Sobrenadanté } Centrifugactsn { 20 000 x g
Medicién do actividad} Precipltado amarillo £85)

Centinua,..
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Continuacidén de la técnica 5.15.3.

Rocuperacidne - — Precipitado amarillo

1

[ Sobr enadante .

B CM\ aul{alo da amonlo 20¢
1 . : Precipit,acién por toomt; obteniondo 5% °
\ E : \.uractén.retnqoror

L- sobrqnc‘ndanl‘g"’

Buffor de acelalo’ de
Na,a O. onl ypH"ﬁ i
'por a2 hr a. 90 €

Butfor. de oealnlo } and Lavado

‘de Na,a 0.0? M y-
pH= 4. 5. . i

“aparicién de bandas sh

Seleccién de banda amarilla
C(glucosa oxidasa) .

con’ 0. 1M .de ul‘l‘af de’acoetato

Dilucidn {de Na,pHZ3.

Ajustar pH: do la naluctén a 4.

} ‘leon . ac. .acéuco

Con 10 g de DEAE celulosa
y ropetir los pases desde
lavade hasta dilucion .

Reeromatografia

o 1885)
Enzima en solucién- :
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La actividad de glucosa oxidasa obtenidas en las etapas de
purificacién de la téenica 5.15.3 se muestra en la tabla 19,

Tabla 19. Actividades de glucosa oxidasa obtenidas en -varias
etapas de purificacidn .

Fraceién Volumen Unidades -~ . .Total de'". * u /mg de
mL por ml. ‘unidades . protefna.

Muestra inicial

de enzima. 208 ?41 112,000 - - 16
Después de .
dialisis 563 188 105,000 51

Después de la
fraccionacién 100 680 88,000 - -
con (NH yso,

ier.Cromato - 7 766 59,000 -
grafia.

2nda, Cromato- T
grafia. 60 802 54,000 130

Se parte de un concentrado de enzima crudo.

[8%]



Téeniea 5.15.4.

. Purificacién por ’preg:lpu.acién cc-n, scido tanico,

‘acetona-y cromatografia .-’

Extracto de enzima erudo

Centrifugacidn { a 20 000 x g. por &5 min.

Sobrenadante { Enzima cruda a'pH=3‘5

Se absorbe con polvo

Absorcién de glucosa { de pbliacrilnnitrilc'

Buffer de fosfat.o a 0 1M

Diluclén{ y pH=.7. 5

Prer.‘ipibaciéynA{ Por una solucibn‘acuosa .

Medicién de

- .Seeado del precipitada { actividad

[B1]
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Técnica 5.15.5.

Purificacién por cromatografia en una

- columna de sepharosa.
Extracto crudo de enzima

Precipitads’ - e j(:eqt.ru‘ugaclén {.A 20:‘0‘06‘ng'. ,25.min.

‘Realizar hidrblisis

Lavado -
B ;parcial.icon dextranasa

de actiiv!

Mediciont grhrenadante

. chupora‘c_ié
. dovlgluc.‘;a"d.

ubles: en:’
.acridina
_diamino-

Solucidn  de: Nacl Vbdej'.,'
0 - 0.8 M.an'buffoeride. "
acetata de Na a 0.008M %
y PH = 4.0, o

‘continua . ...
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Continuacién de la téenica %.1%.5.

l

R DEAE-Sephadex~ A-%0
Cromatografia

(repetir dos vecen),

Lavado de columna

Ultrafiltracien { Medicién de actividad
Secar con alre ¢.

liofilizar.

511

Nota : En cada etapa de purificacién
se mide la actividad enzimatica.
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Téentea 5.15. 8.

Purit‘icacion por diélisis.‘ crnmatograﬂa

a 5 ¢ con:agitac]
cambios de buffer

"Buf ferear conacetato

do Na,pHES. 5, O. 4N } Columna de @nberligg;{c 50°€50

Con Buffer de acetato
de Na,pH=5.0, 0.tM,s0
obtiene uncolor ama-
rillo,

aba;c dnl 80°%.no 's@
: pracipua lc protelna.

Centrifugacio {A 20000 x g, 25 min.
Redisolver en 50 mlL .~ l >
do buffer de NaPO
a pH = 4.0, O. 1)4.‘ } Prec‘i;‘:i%acién
Dlérl'isiis ‘Solucidn de NaPO, pHz=d.0Q y
. 0.1 N

Cromatograffa {Ev\ columna DEAE-celulosa

(50 x 4cm),bufferear con -

el mismo buffer.
con 5lL del mismo :
buffer . Lavado de columna { Medicidn de actividad,
(&9 ]

Continga.,..

en .
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Continuacién de'la técnica 5.18.6.

. Obcencién de enzima 2
: -eolor: B

Con Buffer 'dwy NaPro
apH =60y 02N,

6maiografia En columna DFA:-celuloﬂg
TEr (50 x 4cm),bufferear con

el miasmo buffer.

Gon. ¢ Lt del mmmo [SANEI .
buffer . ;Lavado de columna

" Obtencién de proteina
diluida,

Precipitacidn {al pox de saturacitnm,

l

Centrifugacién {A 20 000 x g, 25 min.

l {con sulfato de amanio

Precipitado {Redi solver con agua.

!

Dislisis { Con agua fria.

Modieidn de
actividad

} Soiucién de glucosa oxidasa {Relfrigerar .

En la siguiente  tabla se  muestra la act.ividad éspec‘i"!‘ica-v
obf.enida después de cada etapa'de purificacién de la Léénica "5‘15 B,
' Partiendo  de un ext.ractc crudo . de enzlma de . 50 g del
.4spergv.llu- niger, con una act.ividad de 1.45 U/mg -~ Cpeso secad ‘o
13.9 U/mg de proteina. [$9)]



Tabla 20. Act.;vidad y recuperaclén de 1a glucosa oxidasa duranLe

el proceso de puriﬂcacib

. Procedimiante

',,:'eroma;'t;dgra'l'yi_:;:i e

DEAELCeluldsa "

con CNH J
diélisls'

Precipl taci én’ 7 s
250 4 v

.2

32 600, -

La glucoéé o Aasa 'cb?.eﬁldﬁ potr esta téenica cohti‘éne OQO mg

de proteina por:. ml, estimado por el método de biuret. La actividad

especinca de glu:asa oxidasa purificada

37%c,
U/mg de proteina Cpeso seeod o oz Usmg de proteina.

pH= 5.6, fué de 83
T :
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A: contlnuaciﬁn se dan algunos coment.ar.los de las técnicas aqul

r epor tadas.

eleceidn de'la’técnica’’de pf 2. ‘r.tn':'ac'ibn de glucosa oxidasa.

“La Lécn ca 8.15. a. ‘al igual que la anterior no se tomd encuenta.

Ademés de - utilizar alt.as concentraciones de sulfato de amenio que de
no ser reLirado de la enzima puede interferir en la cuantificacién de
proteina por el métedo ‘de biuret. Segtin lo reportado en la tabla 20 y
21, la preciplitacién con sulfato de amonio debe de ir seguida de
dialisis y cromatografia para que la purificacién sea efectiva.

Sin embargo, las técnicas 5.15.3, 6.15.4, 5.18.5 y 5.15.6, si
reportan la actividad enzimitica de la glucosa oxidasa Cver tabla
21) donde se observa que la técnica 5.15.5 reporta la mayor

actividad de glucosa oxidasa .
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Tabla 21. Actividad especifica de glucosa‘c‘»dd‘asa reportadas en
las técnicas 5.15.3, 5.15.4, 5.15.5 y 5.15.8.

Téecnica . Lo e e 'U’/mg de protefina

5.15. 3. Precipitacién con aleohol,: _sv.;l.'fato -de

amenio, dialisis y croma'.dgraﬂa en s 130.
DEAE-celulosa. °_ [B5] ' g T
5.15. 4. Precipitacién econ 4cido tanico,acetona ™.~ " s

y cromatografia . (51)

5.15. 5. Cromatografia en columna de sepharosa

-y sulfetil C-50. [51]

5.15. 6. Precxpitacién con sulfat.o de
diélisis. cromat.ograrla en

y columna de DE_AE-:e,l glosa

U/mg ‘de’ prote!na

p‘rot,einar., :




CAPITULOB

METODOS PARA MEDIR LA
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6. METODOS DE MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Las reacciones catauzadask por... enzlmas pueden seguirse

espectrot‘otométricamente. ya que mu fcs‘-; e lcs subst.ratos o productos

de las enzimas absorben la 1u~

sible c no viy.lble Esta es la forma

: oxigeno. o mAs generalmente medir la liberacién
"manémet.ro Caparato de Warburgd), en muchos cas
considerablemente mas sensibles cuando sei

" fluoreseencia. £86] :

Los métodos pueden ser conveni-e'n_t,ém Nt d.lvldidos en dos
grupos: directos e indirectos. Un método  d.
dato que esta relacionado con la concentracién del substrato o el

.~'sin necesitar

producto, mientras que procede la reaccidn enzim{;uc
de intermediarios . La deteccidn efectuada:en el 1nstrument.o de
medicién, en el que se observa algun cambio en la sefjal, corresponde
a camblios en las propiedades en la solucidn enzimatica. Los métodes
directos son generalmente los mas rapidos, propercicnan informacian
continua acerca de la reacclén  enzimitica Cespecialmente si el
equi po esta acoplado a una computaderad. [74,86) )
Los métodos indirectos requieren un perfodo de incubacién
seguido de otras manipulaciones, ar;tes de que se pueda relacionar la
lectura obtenida con la concentracién del substrato o el preducto; por

su naturaleza los métodos indirectos son discont{nuos. (18,20,221

propor-ciona algun .
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A conunuacicm se clastfican los métodos directes e indirectos.
en 1a Labla 22

: Tab‘la‘ 22. ﬁétdﬂos directos e indirectos

Métodos directos .
Espectrofotometrla D
Espectrnfl uorometria
Metodos Rotact én dpu.ca
Opticos Dispersién de la-
“rotacién éptica s dlst.or—
st én eircular. Corp/CD)
‘Colorimetria conr indicadores
pH, pH- estacionario
Métodos -~ o Gas disueltos y electrodos
Patencipmétriéos especificos.
Electrodos ié¢nicos
: -especificos’
?;:f i::adgs V,tscols’i dad.
. ST S Crio§copia !
;- Propiedades Csmonetria
Coligativas Elasticidad
Métodos 1nd1rectos
Reacelones J'Col orimet 1a :
Quimicas "
VPrecipitacién .
Separacién del i {'Crcmat.ografia
producto i 8 _Sxt.r;acg:iép i
'jrbj;fﬁs‘iyé‘n’ A‘én gel

“11g,20,221



Debide al tratamiento que sufre la  enzima f.iurante el
procese de purificacidn, es necesario evaluar ' la actividad
enzimitica en cada una de las etapas para obser'var si se ha mﬁtenldo
disminuido o pérdide parcial o totalmente esta. Por 1lo tante se
utilizara algtin métode de evaluaeidn.

Los métodos reportados para la medicidn de “la actividad

enzimitica de la glucosa oxladasa son:

Mandmetrico

Conductividad diferencial

Colorimétrico

Titulacidn

Solucién sin amortiguar.
€3,23,24,45,77,81,84, 85)

Obsgervaciones:

El método mancométrico mide la cantidad de oxi{genc consumido de
10 mm’ de oxigeno por minuto en un mandmetro de Warburg a 30 o are.
Sin embargo este método presenta limitantes come son la velocidad de

oxigeno consumido que a veces no se registra. [23,24,84,85]

La titulacién es un método econémico pere large y tediose, las
desventajas que presenta es que los reactivos se deben de preparar
una hora antes de la medicién, los volumenes gque se utilizan deben
ser exactos y en algunas ocasiones se adiciona antiespumante a los
tubos a titular . [45)
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La actividad de glucosa oxidasa es usualmenie determinada por
la medicién de la velocidad inlcial de consumo de oxigene en una
solucidn amortiguada, la cual contiene un exceso de glucosa y es
inicialmente saturada con oxigeno. En el nuevo método, su actividad
en una seolucién sin amortiguar es evaluada por la medicién de la
concentracién de dcido glucénico mientras el oxigeno es continuamente
burbujeado., La principal diferencia son la adieiédn de un amortiguador
en el método tradicional y un mayor tiempo de reaceidn en el nuevo
método. Por lo Lanto no es practico cuando se requiere manejar gran
nimero de muestras. (77)

El método de conductividad diferencial presenta la desventaja
de que a concentracionés 0.0045 % de perdxido de hidrégeno las
burbujas producidas interfieren con la medicién ademas de que el
agua destilada utilizada varia con el tlempo con respecto al oxigeno
disuelto. La ventaja es que ofrece la medicién de pequefins cambios de
conductividad y esta puede ser llevada a cabo en menos de 5§ minutos
transcurrida la reaccidn a altas concentraciones y aproximadamente 15
minutos a bajas concentraciones de glucosa oxidasa 184

Del analisis bibliografico se encontré que el método
colorimétrico ha sido wutilizado por diferentes autores para evaluar
la actividad de Ya glucosa oxidasa en extractos celulares, preparados
purificades y a nivel de enzima inmovilizada, Por le que recomendamos
este método para la medicién de actividad enzimatica. Ademis de gue
se obtienen resultades confiables y reproducibles. Se realiza
la determinacién colorimétrica del peréxido de hidrédgeno producide en
la reacclén con peroxidasa y wuna  sustancia cromégena como

clorhidrato de orto dianisidina, segun:

glucoeu oxideaa

8-D-Glucesa + O+ HO, — Acido glucénico + H .0,

’ e B L Peroxidasa ’
Hzoz+ Ai-lz (orf.? di»aqisiz%inaj.vrefj‘u_ciq‘aj A+ 2 HZO .

(24,27,36,56,1
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Se usan otres colorantes como la e-toluidina, 2,8-
diclerofenolindofencl y otros dispenibles bajo nombres comerciales.

Este método colorimétrico puede lograrse midiendo
espectofotométricamente la marcha de la reaccién o bien deteniendo la
misma a un tiempo determinado por adicién de 4&ecido inhibiendo la
absorbancia resultante en un espectofotdmetro de Beckman 25 con
celda de 1 cm. de espesor a 530 nm. Esta téenica es sensible a razén
de 0.1 unidad de absorbancia que corresponde a 8x 10 micromol por
mililttro de peréxido de hidrégena. Una probable causa de
interferencia en el método colorimétrico puede ser debida a la
presencia de catalasa, que normalmente acompafia a la glucosa oxidasa
en el micelio del hongo. Este método es ripido, sensible y de facil
realizacién por lo tanto es ventajoso frente a los métodos basados

en la medida de oxigenc o formaciédn de Acido glucénico. (241

Una vez que se determina la actividad enzimatica de glucosa
oxidasa en el extracto crude y después de cada etapa de purificacién,
se procede a cuantificar la proteina.

Para esto se conocen varios métodos como el método Kjeldahl,
absoreidn U.V. a 280 nm, reacciédn de Folin- ciocateu y el método de
Biluret,

Para la eleccién del método se debe de considerar las ventajas

y desventajas que ofrece cada unc de los métodos.

Método Principio
Kjeldahl ' La digestién en 4cldo sulfurico en
presencia de un catalizador convierte a

todas las formas de nitrégeno de la.

muestra en ldén amonio, que se separa del
digestante por destilacién a vapor y se

analiza por titulacién,
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Desventa jas

Absorcien U V..
_a 280 nm.

Desventajas
Ventajas

Reaccidn de
Folin - Ciocalteu

Desventajas

Ventajas

Es un método costoso por el equipo y
reactivos, requiere de . mucho ';Liempo y
cantidades grandes ‘de mﬁe‘styra. ademis de
ser un métedo destruetivo. . [5..46.'75]

La absorcién ultravioleta:a 280 nm se debe
a los residuos (grupbs aromiticos) de la
tiresina, fenilalanina y triptéfano.

Las protelnas no contienen las mismas
cantidades de residuos C algunos no las

poseen).

Es un método no destructive y rapido.
(5,18,46,53)

_ La reaccién sé‘ débé a la . reaccién de 1la

ti ltosi.n;a‘:’cbq el ;‘_Acibdé fosfomolibdotungs -~

tico.

.contienen proporciones

"yérlablég 'de*ﬁrosina, aunque algunas no
: l'gs tléhen. ‘esto provoca problemas en la
' -absoreién de U.V,

Utiliza pequefias cantidades de muestra.
5,486
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Biuret Las proteinas reaccionan con el sulfato de
cobre con hidréxido de sodio formands un
complejo violeta de '‘Biuret’''. Donde la
intensidad del color violeta es proporecio-

nal a la concentracién de proteina.

Desventajas . No se puede utilizar en presencia de sales
de amonio.
Ventajas Los reactives que utiliza estan

disponibles en el mercado. Es un método
rapide y econdmico, emplea pequefias
cantidades de muestra y se aplica a todas
las enzimas . {5,46,48,74]

Por lo tanto, por las ventajas que ofrece el método de Biuret,
esté se utilizara ‘para la cuantificacién de protefna. Ademas el
método de purificacién que se propone no utiliza sales de amonio que
puedan interferir en lg cuantificacisn.

Por " las vgﬁtajas_ que .ofrece el método de Biuret, éste se
utilizard para 1# 'c'vuam;!‘.'x/‘ilgiagi“én ‘de protefna. Ademas el método de
purificacién que se,ﬁprdﬁf_:nve":‘hé utiliza sales de amonio que puede
interferir en la cuantificacién,
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CAPITULO 7

METODOLOGIA A BEGUIR PARA LA
FERMENTAEGION, EXTRACCION,

PURIFICAGION Y ANALISIS DE

LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

DE LA GLUCOSA OXIDASA
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Método .. propuesto. ‘para- la - | fermentacién, extraceion

purificacién y anslisis de ‘actividad enzimstica. para’ 1a glucosa oxidasa.

Cepa 'de Aspergﬂl.us‘n 82

Esporulacién de -la cepa

Fermentael én ~——
Lavado del micelio—

Ruptura del micelio

Precipitado ¢——n Centru‘ugacj,vén‘{'A 1

‘Lavade -~ = ‘Modlé&on} Sobrenadanté Realizar hidrélisis -

P v de aetiv! "] parcial con dextranasa

Recuporacidn’ 7 N

de:glue.’ oxd.

R T A 20 000 x g, 258 min de
o : Centrifugacion {T =0° a Sg

Modiclén de” -

Sobrenadante

Fraccionea ¢ e'r ¢ a
del 'osK de” glue, oxd.
p con . .‘redueide [ columna de sepharosa 4B.
‘ido de ,"cat‘c -

Cromatografia en

con aales solubles .an

agua de bases acridina

Precipitacién { lactata deo diemine~
l ) etoxiacridina),

" A 20 000 x g.-25 min.
Ly Tz 0" .a5 } Centrifugacidn
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cont inuacidn,

Dialisis { selucién do Nacl, T= 5°.

Cromatografia {En Sulfetil (sE)-

eephadex €-50.
Sotucidn de Nacl de
O - 0.9 M on buffer de
acetato de Na a 0.c0aM
Yy pH = 4.0 .

Dilucién

DEAE-Sophadox- A-50

Cromatografia { .
(repotir dos vecas).

Lavado de columna
Ultrafiltracién { Medicién de actividad

Secar con aire o
liofilizar.

[18,23,24,48,5,65]

Nota En cada etapa de purificacidn [ mide la actividad
enzimética por ol método colorimétrico y ademia 20
cuantifica la  cantidad  do proteina por al método de

Biuret.

Esta técnica usa resinas de celulosa que tienen la ventaja de
ser estables a los esfuerzos mecanicos, ademis de su gran capacidad
para absorber proteinas y su rapida sedimentacién. Cuando estan

empaquetadas en columnas permiten altas velocidades de flujo.

Una desventaja es que algunas proteinas no pueden resistir las
duras condiciones necesarias para la dilucién de estas resinas. No
obstante, las resinas cambiadoras de iones se usan con éxito en la

purificacién de proteinas.
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A continuacién se Fie_sgbibe. bréyemente dicha secuencia.

Se parte de l'xﬁa cepa de Aspergtllus niger, estad se coloca en un

medio para-la espér .laclon. que tiene come objetivo mantener al

microorganismo vlvr;a..v VDe'spués se’ pasa a un medio C(Zetalk) para su

fermentacién, s'é :15V con agua destilada para posteriormente llevar a

cabo'la ruptura d mice.lio con arena de mar, el extracto obtenido se
centrifuga a ao oo x. g por 25 min. Se mide la actividad enzimaAtica

en-el precipitado y sobrenadante. Al sobrenadante se le realiza una

hidrélisis parcial con dextranasa, la cual actua rompiendo el
biopo].i_r_nerb y dejando libre a la glucosa oxidasa, se centrifuga
nuevamente y el sobrenadante se pasa a una columna de sepharosa 4B,
““donde sé obtiene fracciones de cerca del 95 % de glucosa oxidasa con
.bajo contenido de catalasa. La columna se lava con un diluyente a
diferentes gradientes de concentracién midiende en cada una la
actividad, para saber si esta presente la glucosa oxidasa, de no ser
- asi se traduce que lo obtenido son impurezas y no la enzima. La
solucion de glucosa oxddasa obtenida se precipita con sales de
acridina y se centrifuga. Para eliminar el excesc de sales del
sobrenadante este se pasa a una bolsa de didlisis en una solucidédn de
cloruro de sodio que por diferencia de concentracién se elimina el
exceso de sales, esta dialisis se repite varias veces hasta llegar al
equilibrioc. La solucién se pasa a una cromatografia en sulfetil (SE)
sephadex C-50, diluyendo con una solucién de clorurc de sodio de
0-0.3 M en amortiguador de acetato de sodioc a 0.008 M y pH=4.0. Se
continua con dos etapas 'de cromatografia en DEAE-sephadex A-50. La
introduccién de grupos DEAE o CM en agarosa entrecruzada da lugar a
sepharosa, ésta soporta velocidades de flujo altas, por lo tanto, no
se deforman en las condiciones de presién utilizadas normalmente en
cromatografia y lo que es mas importante no se contraen ni se hinchan
cuando el pH , o la fuerza iénica de la solucién cambia por lo que

pueden ser regeneradas en la propia columna.

107



Finalmente la enzima se concentra por ultrafiltracién y se mide
su actividad enzimitieca.

La enzima purificada con esta técnica se puede utilizar para
todas las aplicaciones en la industria de alimentos pero no para
fines de analisis clinico. Segun el requerimiento de pureza Ctabla 30
‘la actividad de glucosa oxidasa es L 200 U- mga T = 25° lo cual
queda justificado al utilizar esta técnica .
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8. CONCLUSIONES

Una’ :ven\-aja:':-imﬁprtante ‘en la industria para utilizar el
Aspergillué ‘niger ".es ":‘que. en los preparados comerciales contienen
catalasa la cual '—tgmi:;en' es producida por este microorganismo, se

‘deben 'de us'a'r"'_juﬁf.ﬂdsmcu\a'ndé el ‘proceso lo requiera.

Existen también dtrps productores de glucosa oxidasa como se
reporta en la revisién, pero no se usan ya que representan
problemas de toxicidad y cuando se alcaliniza el medio proveca la
inactivacién de la enzima.

Para la eleccidn del medio de cultivo se tomo en cuenta los
mejores medios para la produccién de glucosa oxidasa. Estos son
Zetelk y Jerzy como se reporta en la tabla 14 , aqui se observa que
se obtiene actividades de 1.5 y 1.8 unidades por mililitro, sin
embargo, con esta ultima se cobtiene en un tiempo mayor (48 horas J,
en comparacién con la primera € 18 horas ). Por otra parte el medio
Jerzy utiliza como fuente de nitrégeno fosfato acido de amonio el
cual actua como inhibidor de 1a glucosa oxidasa. Por lo que se eligié
el medio Zetelk dadc que proporcicna una buena actividad de glucosa
oxidasa y wutiliza poca cantidad de nutrientes para que el

mieroorganismo se desarrolle.

Los métodos empleados en la ruptura de la célula son tres;
prensa francesa, mollenda con abrasive y ultrasonicacién, para su
eleccldn se tomo en cuenta la técnica donde la actividad
enzimatica en el extracto fuera mayor, el costo, tiempo y facilidad
de operacién fueran mencres. La técnica que cubrié el objetivo
planteado fué molienda con arena de mar. Una vez obtenido el extracto
y en las etapas posteriores se mide la actividad de la enzima
por el método colorimétrico por ser un método rapido, faecil y

econémi co,
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Para la pufi ficacidn de 'la enzi'ma de 'igbluccsa oxidasa debe
emplearse el minimo numerc de etapas de‘ purificaclbn las cuales deben

ser compatibles con su uso . En la Lab a- 17 s observa que el costo

esta en funcién del numero de etapas de purjl‘fic;c’ién y en la grafica

4 se esquematiza que utilizando la etéﬁaé""'y e

efectivas para un proceso en particular y donde . se pueden obtener
porcentajes elevados de purificacién, y comparando la gréafica con la
tabla 20 muestra que la actividad de glucesa oxidasa no se incrementa
por una etapa mas de purificacion. :

De las técnicas re;;ortadas. la S.15.1 y la 5.15.4 que utilizan
solventes organicos come agentes precipitantes, los cuales deben ser
usados con cuidado ya que pueden causar pérdidas irreversibles en la
actividad enzimitica y quizas hasta una completa desnaturalizaclién.
Por lo tante no se recomlienda sy uso,

Ademis la técnica 5.15.1 es un procedimiento tedicso que para
fines comerciales no es recomendable. Y la técnica 5.15.4 utiliza
condiclones drasticas de pH ademis de no reporiar una alta actividad
Cver tabla 21 ).

La técnica 5.15.2 utiliza como agente precipitante sales
solubles de amonio C(sulfato de amonioc), que contiene trazas de
metales pesados que pueden inactivar a la enzima este problema se
puede evitar con el uso de sulfato de amonio de grade analftico y
esto repercute en el costo de proceso. Otra desventaja es que se usa
a alta concentracién y debe ser eliminada mediante el uso de didlisis
o ultrafiltracién antes de continuar con la siguiente etapa de
purificacién. Esta técnica es larga y utliza acetona que tiene los
inconvenientes antes menclionados ademds de no reportar la activiad

enzimitica.
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La ,\.ecniga.s.is_.s‘ esar que emplea una combinacl 4n de ‘métados

ara nlvel comercial no

es pré.cuca Aq ida” despues de " cada

ebapa de’ purLficaclén observAndose que después ‘dé la - segunda’ etapa
de de puriticacién se obtiene una - mayor actlvidad con un. voldmen
menor en compara.cmn ¢on las etapas anteriores.:

La técnica 5.15.6 propone purificar la enzima por diferentes
métedos, pero a pesar de que es un procedimiento 1argo. la acu.vidad
enzimatica reportada se esperaria que fuera alta pero: ‘esto no: se. ve
reflejado en la tabla 2t y ademas de 1los anonvgnie,nt..es;v arriba
mencionados. L

Por Gltimo, la técnica 5.15.5 propone a diferencia de vl'asotras.
realizar una hidrélisis parcial para faecilitar la liberacien de
glucosa oxidasa, cuando esti se encuentra unida a otro bicpolimero
lo cual repercute en ia obtencién de la enzima en cuanto a la
actividad y cantidad . La técnica wutiliza una cromatografia en
columna de Sepharosa que a pesar de ser costosa se ve compensada por
las mayores veloecidades de flujo y obteniendose mayor capacidad de
produccién. Esta técnica no utliza solventes organicos ni sulfate de
amonio por lo que este ultimo no interfiere en la cuantificacién de
proteina por el métode de Bluret. Finalmente la actividad reportada
por esti técnica es mayor que las demas € ver tabla 21).
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ANEXO 1

Esporulacién de la cepa
Para la esporulacién de la cepa se encontréd el siguiente medio:

Compenente gl %)

Glucosa 3-3.3
Malz hdmedo 0.33
o peptona Inop MC7
Hidrolizado pancreatico de caseina 0.028
Mg SO‘ .7 HzO 0.010 C trazasd
o fosfato de potasio trazas
CaCO’ 0. 400
NH‘NO! 0.025
Agar DIFCO 2.0

T = 30-3¢ °c

t = 6-7 dias

= 20 P.S.I.G.

[23]



ANEXO &2
Fermentacién

Para la obtencion del indculo se realiza en un medio de cultivo
sumergido con la siguientes condiciones y composicién.

Componente g€ %>
Sacarosa 5.0
Ca € NOSDZ. 4 HzO 0.8
KHz PO‘ 0.025
MgSO‘ .7 Hzo 0.25
Ac. citrico monchidratado 0.075
Fe C.‘.9 -] HzO 0.001
Extracto de carne 0.10
KCl 0.028
t = 18 horas
pH = 4.5
T=28a30°%

Después de la fermentacién se lava el micelio con agua destilada
fria.

[23)
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ANEXO 3
Ruptura del micelio

Para poder liberar la enzima se usa un método mecinico, utilizando un
mortero con arena de mar, el extracto se separa del micelio por centrifu
gacidn a 1500 x g , durante 10 minutos a una temperatura de 4 C . La en-

zima se extrae con un buffer de fosfatos a 0.1 M y pH =5.6 .

Al sobrenadante obtenido se mide su actividad enzimitica por el méto

do colorimétrico a 530 nm 12 1]
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ANEXO 4

Medicién de actividad enzimstica
por el método colorimétrico a 530 nm.

La actividad de glucosa oxidasa se mediri por determinacién
colorimétrica del peréxido de hidrégeno producide en la reaccién con
peroxidasa y una sustancia cromégena como la e-dianisidina segun :

glucosa oxidasa
1

B-D-glucosa + O_ + H O Ac. gluecénico + H O
2 2 2 2

HO, + AH, Ca-dianisidina reducida peroxidasa, ., p R0

Peroxidasa.
Se empleard un liofilizado comercial de grado 1 e indice de
pureza 3.0 ¢ Boehringer ), y con una actividad de 144 U/mg.

Clohidrato de orto dianisidina.
Este reactivo se prepara haciende burbujear clorure de
hidrégeno en una solucion de e-dianisidina en benceno anhidro y

posterior recristalizacién en metanol.

Glucesa.

Se emplea gluccsa p.a, anhidra ¢ B.D.H .
Aclido sulfurico 96 % ¢ Merckd

Glicerol C Malloinkrodt J

Peréxido de hidrégeno al 30 % € Atanor J.

1a4) 3
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Reactivos.

1. Solucién de peroxidasa .y orto .dianisidina.’ Peroxidasa 70
Hgsml y clohidrato de : prto“.diaﬁisidina 300 Mg/mi adicionade del 40 %
de glicerol. Este rééctivo puede ser utilizado  durante 30 dias
manteniéndolo a - 20 ° ¢ - )

‘ 2, Solucién acuosa de D~ glucosa 0.66 M.
' 3. Solucién reguladora de pH, Fosfato de sodio, pH 7.0, 100 mM.

4. Acido sulfirico 1B N.

5. Sclucién patrén de perédxido de -hidrégeno. Se preparara por
dilucidn 1:1000 del producto comercial. Su concentracién aproximada
deberd ser de 8.8 mM. Antes de realizar la curva de calibracién el
contenido exacto de peréxido de hidrégeno . se determinara
iodométricamente con una solucién normalizada de tlosulfate de
sodio.

6. Reactivo indicador: Se preparard en el momento de la
determinacién mezclando volumenes iguales de los reactives 1 y 3 .

Para la preparacién de las soluciones antes indicadas se
utilizara agua bidestilada.

Técnica operativa: La medida se efectuara a 37 °C  en un bafe
termostatico provisto de agitacién mecénica. En un tubo de ensayo de
1.5 x.7.5 em se coleca 1 ml del reactive indicador € reactivo 6 ) y
0.4 ml de la solucién de glucosa € reactivo 2 J. Se coloca en el
bafio termostaAtico y una vez alcanzada la temperatura de trabajo se
adiclonan 0.2 ml de la solucién enzimatica a valorar y el sistema se
agita intensamente para lograr una adecuada aeracién. Transcurrido un
tiempo determinado, se interrumpe la reacciédn mediante agregado de 1
ml de 4cido sulfurico € reactive 4 ) produciéndese un color rojo
estable. La absorbancia resultante se determina a 530 nm frente a un
blanco donde la solucién de enzima se reémplazara por igual volumen
de agua bidestilada, . [24]
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ANEXOQO §
Método de cuantificacién de pn_:'.e.lna
Biuret
_Reactivo de Biuret:

+ . Disolver 1.5 g de sulfato de cobre CCuSO‘.S HZOJ y 6.0 g de
tartrato de potasio sodico ¢ NaKC‘H‘oﬁ. 4 Hgo ) en 500 ml de agua .
Adiecionar, constante agitacién, 300 ml de hidréxide de sedio al 10 %

Cdel preparado inicial de carbonato libre, 85 a 75 % de solucién de
hidréxido de sodiod. Diluir un litro con agua, y almacenar en un
botella sellada con parafina. Este reactivo puede almacenarse
indefinidamente, pero debe ser descartado si, presenta contaminacién
o por mala preparacién,este muestra signos de sedimentacién de color

negro o precipitade con cenizas rojizas.

La adieién de 0.1 % de yoduro de potasio puede prevenir
reduccién excesiva y tiene un efecte no detectable en la velocidad,

grado, o calidad en el color de biuret. [(18,48)
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Tecnica a seguir :

Tubo 1
Reactives:

Solucién

estandar

albumina o]
<8 mg/ml>

Solucidén

problema C alimentod - ~ - .- - 0.1
NaCl 0.9% 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 2.9
React.ivo de biuret 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0

El volumen es en mililitros

P = Problema

Se agita vigorosamente.

Incubar 10 minutos a 50°C.

Leer a 540 nm C densidad éptica en el espectrofotémetre)d
El tubo 1 sirve para calibrar el aparato a2 CERO

Del tubo 2 al 6 sirve para sacar la curva estandar

Se graficara densidad ¢ptica en el eje ¥ y la concentrgcion
mgs/ml en el eje X.C curva estandard).

D.0O.

]

0.266° '0.599 .... [ mg/ml
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Para obtener esta grafica se procesde hacer el siguiente

caleulo:
Tubo 2 :
im —— 8 mg
0.2 mlL ——— X =1.6 mg de protelna
1.8 mg proteina = 0.266 mg/ml

6 ml

De esta manera se calcula los mg/ ml.

Tubo mg/mt
2 0. 266
3 0.533
4 0.800
5 1.086
"8 1.333
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Curva de calibracién.

Se obtendra empleando la técnica descrita utilizando soluciones
de peréxido de hidrégeno de concentracién conocida en reemplazo de la
solucién de glucosa oxidasa.

Nota: Se recomienda que después de cada etapa de purificacién
realizar la medicidén de actividad enzimatica.

(24
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