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El uso de en2i mas 

la biotecnologia que 

principalmente en el 

INTRODUCCION 

en la indust..ria es una. de :las. aPl-iCaciones .de 

presenta un r~pi~o d~si~roUo ~ecnológico . 

campo de·.· ··1~': i 1~d~s~ri1: aÍf~enüria y 

farmacéutica, y que a la~go , P~-~~~~,~:\~~,d~,~--~ ~~\··~p~~~~si,ones muy 

importantes en la industria quimica é'p~l",~leo< hule y plástico). 

' ·:.·' .. ·.-,:·: 

En México; la importancia, d~ i"~~:.·~~Zfmas para cualquiera de las 

ramas !"'esult.a muy costos:O, poÍ- :lo -que, -.-~l desarrollo de t.écnologias 

basAdas: en estos productos .1~~l{ca. ·~;, riesgo de dependencia externa 

cada ve: mayor. 

Por esta ·razon. es necesario la generación de t.ecnologia propia 

asi como ~a ~Osque~a ~e fuentes.de obtención de enzimas. Una de las 

fuentes de .obtenCión -pOt.encial de enzimas son los: microorganismos, . - . . . . 
algunos. de l_os ·cuales segregan la enzima por lo que no requier-en de 

ruplura cel_ular. Sin embargo, hay que t.omar en cuenta que el cost.o de 

obtención de las enzimas y su actividad depende de la buena elección 

del método de extracción y purificación. 

Por ot.ra part.e. los microorganismos son capaces de desarrollarse 

f.!.cil y rápidamente en su medio de cullivo y la tecnología al 

respect.01 a gran escala, se encuentra bien est.a.blecida. 
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OBJETIVO GENERAL 

EsrABLECER LA METOOOLOGIA MAS ADECUADA PARA LA EXTRACCION Y 

PURIFICACION DE· LÁ ENZIMA GLUCOSA OXIDASA OBTENIDA A PARTIR 

DEL HOÍJGO A~~rBil!us niBer. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1.EsruDIO BIBLIOGRAFICO DEL AsperBil!us niBer COMO PRODUCTOR DE 

GLUCOSA OXIDASA. 

2. EsrLIDIO BIBLIOGRAFICO SOBRE LOS METOOOS DE EXTRACCION, 

PURI FI CACION , Y MEDI CI ON DE LA ACTIVIDAD ENZIMA TI CA DE• LA 

GLUCOSA OXIDASA • 

3.SELECCION DE LA METOOOLOOIA DE EXTRACCION ,PURIFICACION Y 

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GLUCOSA OXIDASA. 
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Resumen. 

El presente trabajo se enfocó en la recopilación bibliografica 

sobre la enzima glucosa oxidasa obtenida a ¡:oat.ir del Asper11i !tus 

ní~er, s.u extracción, purificación asi como l~s técnicas para medir 

la actividad enz1málica y cuanlificaci6n de proleina. 

Existen varias fuentes de··-'obtenéión de est.a enzima. siendo este 

hongo un buen produclor cor: a1t6s_ renÚ.inientos ; fácil manejo y por 

ser considerado por la ·Fof.:.''~om6' .GRAS C del inglés Generally 

Recognized as Safe),:.:que;/pu;;d;., .~t;r_'ut.Üizado sin riesgos en los 

alimentos y sin peligropara la·:s.iltid del consumidor. 

Se revi~6 y c·omp'a"ró diferent.es medios de cult.ivo para la 

producción de la enzima por Asper11i ll'US ni11er encont.rá.ndose 

diferencias en ·-ia fuent.e de carbono, nitrógeno, minerales y ot.ros, 

as1 como la acU vi dad enzimát.ica CU/g) reportadas. 

Una vez producida la enzima es necesario romper el micelio 

por alguno de los mét.odos reportados Cprensa francesa, sonicación y 

molienda con arena), observandose diferencias significativas en 

cuanla a la actividad CU/g). Utilizándose esle mismo parámetro para 

la purificación de la enzima. 

Para la pur1ficaci6n se analizaron diferentes t.écnicas, las 

cuales emplean una combi'naci6n de varios métodos de purificación. Es 

import.ant.e que tanto el método de extracción como de purificación no 

desnat.uralizen la enzima. 

F1nalment.e se p~opone el mét.odo para la medición de act.i vi dad 

enz1rnatica y cuant.ificaci6n de prot.eina. 

13 



CAPITULO 

GENERALIDADES 

D E 

ENZIMAS 
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l. GENERAL! DADES DE ENZIMAS 

Los p:--ocesos biológicos se. llevan a cabo. en gran medida por 

reacciones cat.alizadas por prot.einas que son moléculas de gran 

t.amario, complejidad y realizan funciones biocat.alizadoras Chormonas 

y enzimas ,estas últimas pueden presentar estructura primaria, 

secund~ria, terciaria y cuaternaria) de reacciones quimicas , y están 

estructuradas por los aminoácidos . 

Las enzimas debido a su gran poder cat.alit.ico a las bajas 

energias de act.i vaci6n Permanecen a e t. i v a s a temperaturas de 

subcongelación y por ello hay riesgo de que sean importantes 

estimuladores de reacciones de degradación en alimentos refrigerados 

o congelados, asi como instrumentos primarios para expresar la acción 

de los genes .C46l 

Dependiendo del tipo de acción catali ti ca que ejerce la 

enzima puede clasificarse en los siguientes grupos 

1. Oxido reduct.asas. 

2. Transferasas 

3. Hidrolasas 

4.Liasas 

9. I somerasas 

6.Ligasas C 13,14,31, 3Z,33l 

El grupo má.s amplio de enzimas utilizadas en la elaboración de 

alimentos es el de las hidrolasas. Se usan algunos oxido reduclasas e 

isomerasas. pero escasamente las lransferasas 

liasas. [10,26,28,38,39,41] 

ligasas y 
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Además de su, ·p~de~ ,,cat~,litico las enzimas presentan las 

siguientes ca.racteristfCas ::· 

1. Son muy especificas .. 

a. La velocidad ·de reacción es de ·.dos ~ tres órdenes de magnitud 

mayor que la de ·los cataliza~ores.1.~orgáñicoS. 

3. Las condiciones de reacción. temperatura ba.ja . presión hace 

que su uso sea poco costoso . 

4.Se pueden producir facUmente,· y en gran escala 

mediante técnicas de ingenieria genética. 

5.Se reutilizan mediante técnicas de;i~,;.~~UÍ.zaci6n. 
6. Se pueden realizar reacciones d~ Sif\leSis. en ·varios pasos. 

7. Se puede efectuar reacciones en· po~iC·i~O'e·s de la molécula que 

ordinariamente no se 
-::, 

lleVan: a· cabo porque están 

insuficientemente activadas·. 

De estas caracleristicas la especificidad de las enzimas es lo 

que las distingue de los catal1zadores no biologicos, La 

especificidad de las enzimas es muy importante en la elaboracion de 

alimentos, donde a menudo interesa modificar un sólo componente 

durante ella . La precisión de los métodos enzimáticos depende de la 

especificidad. [131 
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Hoy en dla es import.ant.e r:ecorlc-:er. que la t.ecnologia enzimAlica 

es un camino·viable para solucionar los· pr.oblemas::básido~ .del hornbr.e 

como por ejemplo: 

. . . 
Reutilización de los desperdicios industriales 

Uso de materiales de b~jo precio' en producc.ión. 

Disminución"' de la dependencia del petróleo en la 

industria quimica 

Uso má.s -eflcient.e de recursos. 

Disminución en el consumo de agua en la indust.ria qulmica. 

Sust.ituci6n de la fermentación por procesos enzimáticos. 

Uso de enzimas como catalizadores en la industria quimica. 

Disminución en el número de unidades de proceso. 

Aumento de la vida de operación del equipo. 

Reducción de mano de obra. 

Desarrollo de nuevos productos y procesos. 

Mejorar la calidad de los productos. 

Progreso en la terapia de las enfermedades congénitas. [31,391 

Tabla.1 Areas de aplicacion presentes y potencial de la 

tecnologia enzimática. 

Agricultura 

Qui mica 

Energia 

Alimentos 

l. 
Productos fArmacéuticos 

Fijación de nitrógeno. 

Biodegradaci ón. 

Síntesis orgánica 

Petroqui mi ca. 

Conversión de celulosa. 

Utilización de ali mentes 

Alimentos. 

Anti bi óti cos 

Enzi mot.er~pi a 

[:31] 
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Tabia 2. Principales grupos enzim.lt.licos con·aplicacion industrial 

Clase.de enzima 

Proteasas 

Ami lasas 

Celulasas 

Isomerasas 

Lipasas y Fosfolipasas 

Oxido reduct.asas 

Acción.que efectúa 

Hidrolizan prole!nas 

Hidrolizan almidones 

Hidrolizan celulosas, 

hemicelulosa,pect.inas, 

B-glucona. 

Re ar r egl an mol éc u1 as con

vi r ti éndol a en sus isómeros 

Hidrolizan acéiles y grasas. 

Reducción u oxidación de mo

léculas. 

[31 l 

Sólo algunas enzimas presentan riesgos, a causa de su actividad 

cat.alit.ica, aún en el manejo de circunstancias normales estas son 

áreas de alt.o peligro potencial, desde su origen y naturaleza 

quimica. En relación a su actividad tóxica, actividad microbiológica 

residual y toxicidad quimica. 

Todas las enzimas existen como prot.einas, y tienen efectos 

potentes si no son manejadas correctamente y si se inhalan en polvo o 

se tiene cont.act.o pueden causar una respuesta inmune ,alergias y 

problemas respiratorios. El problema se soluciona encapsulando y 

preparando la enzima en forma granulada en seco. El productor debe 

proporcionar seguridad en el manejo de las preparaciones de enzimas. 
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No t.odas las enzimas son tóxicas, mutágenicas ni cancerigenas 

debido a que son proteinas. Sin 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 producidas durante su procesamiento o almacenamiento. 

Los microorganismos usados en la producción de enzimas pueden 

ser de una fuente peligrosa y por lo tanto sen focos de atención. 

Algunos de los problemas asociados con el uso independiente de 

enzimas es posible dominarlo usando la inmovilización de enzimas. C13l 

Tornando como referencia que en Estados Unidos las enzimas para 

ser consideradas como seguras por la FDA CFood and Drug 

Administralion ) 1 y poder ser usadas como ingredientes en alimentos, 

se dividieron a las enzimas en cinco clases: 

" Grupo A. Sustancias que se sugieren que son aceptables en el 

uso de alimentos. 

** Grupo B. Substancias que se tiene prueba disponible y que 

pueden ser consideradas provisionalmente aceptables 

para el uso en aliemtos 1 pero falla información para 

que sean disponibles dentro de un intervalo de tiempo 

para su revisión. 

Grupo C. Sustancias con evidencia viable que sugiere toxicidad 

y no puede ser permi lido para el uso en alimentos, 

hasta tener una evidencia adecuada de su seguridad 

y puede ser prevenida hasta su estabilidad y 

aceptabilidad. 
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Grupo D. Sustancias con información disponible indicando en 

definitiva o probabfe toxicidad "·º puede permitirse su 

en ali ment.os . 

Grupo E. No se cuent.a con ii-íforinaciÓn .-·sufici'ent.é. sobre la 

toxicidad .de las ~~~(·:a.~ci~S·,~.:·p~r::::.lo:c.~~~.·:·~.º:·~~ ·tiene 

una opiniÓ~· ace·r·t.~d~'.··sobi-.~·~·~u :jlso'.-.e~· ai!'~ent.~s· >:; 
- . -:: ... ,... ~·, - ¡.; • '~- ... .,·' . 

. c.: ....... · ··[13] 

Esta clasificación tomo encuenta· su:potencial qulmico tóxico de 

los microorganismos y sus met.ab~l.itos secundarios tales como 

mycot.oxinas y aflat.oxinas: .El. desarrollo de los conocimientos a cerca 

de las sustancias y sus-- efectos a largo plazo. es una de las razones 

de los controles legislativos. 

son 

*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 aliment.os. 

C13l 

Los principales factores que afectan la actividad enzimática 

pH, t.emper-at.ura, humedad, fuerza tónica, radiación 

ionizant.e,distorsión, presión y efecto de interfase. [1,59,641 

Finalmente en la actualidad se utilizan disolventes orgAnicos y 

compuestos hidrofóbicos por su habilidad de manejar el equilibrio 

termodinámico de la reacción. además de los cambios quimicos y 

estruct.ur-al es los cuales provocan un incremento en la 

estabilidad, ademas de que causan indct1vación térmica irreversible 

de las enzimas. C13,3Zl 
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CAPITULO 2 

PROPIEDADES GENERALES DE LA 

GLUCOSA OXIDASA 
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2~ G L U C O S A OXIDASA 

La glucosa oxidasa C B-D-gl ucosa oxido reductasa E. C.1.1. 3. 4 ) 

es la enzima más utilizada como antioxidante para prevenir cambios en 

el color, aroma 

transporte y 

antibiótica. 

y sabor de los 

al macenam.1 en lo, 

aliment.os durante su proceso , 

ademá.s de ejercer una acción 

Et'\ 1Q28 Muller descubrió la presencia se glucosa oxidasa en 

cultivos de los hongos Aspersitlu.s niRer y Pen.i.ciHwn. Bla1.1cum., 

también se ha encontradó en otros cultivos como : 

Penici. Z. Z. wn anata l. icwn 

Penici l l um amaeasaJtiense 

Penicillum brunneum 

Peni.ci.Z.Z.wn. chryso6en'Um. 

Pen.ici.Z.Z.wn. di.verstim. 

Penicillum e8)/ptiacum 

Penici l lum. /unicu!osum 

Penicil.han. notatum. 

Penici ll wn paxil li 

Penicillum. purpuroeenum 

Penici Hum. ui tale 

Pen.i.ci. Z. Z.wn. sen.t icosum. 

Aspereillus oryzae 

[2,6,21,34,49, 

51,69, 73] 

Pero no se encuentra en plantas superiores ni animales. 

[45;51,65,69, 79] 
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Entre los principales prnductores de glucosa ox.idasa se 

encuentran los hongos P. amaeak.ten.se, P. notatum., P. purpu.roeenwn y 

Asperirit!us niirer. 

El ·P. frurptJr01fenU10 produce una toxina llamada B. rubrotoxina la 

cual t.iene una. dosis letal de .o. 26 mg/kg esta toxina daf'ia al DNA y 

R~A, .. 'por _lo que no se recomienda este microorganismo para la 

· ··-pr_Oducción. de glucosa o~dasa. El P.notatum. tiene una acumulación 

· mia.xlmá. de enzima a los 14 días, después de est.e tiempo el medio se 

vue~.ve alcalino y la enzima desaparece de la solución. 

El Asperiri! !us niirer es el principal productor de glucosa 

ox.idasa, por no ser patógeno al hombre y no producir toxinas. Por lo 

tanto es la fuente de obtención más empleada. 

La glucosa oxidasa es una deshidrogenasa capaz de utilizar 

'cier"tos colorantes como acept.ores de hidrógeno o de oxigeno molecular 

.-,siñ. l:a·, necesidad de intermediarios. Es por eso que es llamada 

á~r~~-~Sh_idr:_ogenasa, sin embargo la glucosa deshidrogenasa de 

:OrQ~ñi~JÍlc:>s ·y~~vos no son glucosa aerodeshidrogenasa. (69J 

. e;.-~~~ ~l~cc:i_sa_ o~dasa es una flavoprot.eina que contiene dos moles 

de· flavln. adenina dinucleót.ido CFAD) grupo prostético por mol de 

en:Z1
1

m3. '·;ade'más contiene 16X de carbohidratos Cmanosa,galactosa y 
," glu~-~sami'-ri~-~:··'~n .:_· f_ornla N-acetil ::>,por otra parle las cadenas de 

carbohidratos· no'esUn.involucrados directamente con la catál1s1s. 

[20,42,44,61,69,76,82,86] 

La. gl UCOSa . O:xi das a puede ser disociada en dos subuni dades por 

'~om~imienlo · de dos pue~tes di sulfuro por mercaptoetanol y con un 

tratamiento SDS , cada ~ubunidad de polipéptido contiene un átomo de 
~ 2+re . [611 

La especificidad de la glucosa oxidasa es muy alta para la 

forma O de la glucosa que es oxidada 160 veces más rápido que la 

forma oc y' de otros sustratos como el 2-Desoxi -D-gl ucosa y 6-Desoxi -D-

glucosa son oxidados· a.r~z6n del 10~ menos que la forma 3-D-glucosa. 
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La reacción que calaliza es: 

O-O-Glucosa + H O + O 
2 2 

2 H O 
2 2 

gluco11ci ox\de1S1a. 

ca.t.a.le1S1a. 

D-áci do gl ucónico + H f 
2 

30
2

+ aH
2
o 

[8,9,12,39,61,60] 

El peróxido de hidrógeno es un efecli vo bactericida y puede 

removerse despues de su uso por lratamienlo con calalasa. Para 

aplicaciones a gran escala, las dos actividades enzimálicas no son 

separadas glucosa oxidasa y cat.alasa pueden ser usadas juntas cuando 

la producción de peróxidÓ de hidrógeno debe ser eliminado. C13l 

Sin embargo, en muchas aplicaciones la glucosa oxidasa es 

utilizada para generar peróxido de hidrógeno para cuantificar el 

sustralo glucosa. Cuando la catalasa eslá presenle el peróxido de 

hidrógeno es destruido eslo hace el análisis poco exaclo o incluso 

inefectivo. [9] 

Es importante hacer notar que la enzima glucosa oxidasa es 

relat.i vamente cara, por lo que puede ser beneficioso emplearla en 

forma inmovilizada. Cll 

Aplicaciones 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 encontrado son numerosas, 

variadas, inusuales,y en pocos casos increibles. C69l 
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Las preparaciones de glucosa oxidasa para uso en alimentos son 

generalment.e est.andarizadas a 750 o 1500 unidades por mililit.ro, en 

forma li°quida o a 1500 unidades por gramo si es en forma seca. [691 

El requerimient.o de pureza de la glucosa oxidasa para su empleo 

se describe en la t.abla 3. 

Tabla 3. Requerimiento de pure2a . 

Actividad~ 200 U/mg de sust.ancia C25°) 

Contaminant.es (relativo a la actividad especifica de 

glucosa oxidasa) ::: 0.01 "' amilasa y sacarosa, 10 U de 

cat.alasa /mg .Para preparaciones poco puras, satisfacen 

los requerimientos, con una actividad de catalasa de 

20 U/mg C25°) y 0.1 Y. amilasa y sacarosa. 

[4,691 

Dependiendo del proceso de purificación, las preparaciones 

comerciales contienen cantidades de enzimas cont.aminanles como son : 

catalasa, invert.asa, mularasa, gluconolaclonasa y glucoamilasa. C61l 

La enzima puede usarse para cuatro fines: 

1. Formar peróxido de hidrógeno. 

2. Formar ácido glucónico. 

3. Para remover glucosa. 

4. Para remover oxigeno. [ 691 
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fines 

Consideremos algunas aplicaciones : 

1. Como formador de per6Xido de hidrógeno, con los siguientes 

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

catalasa . 

b)Para formar oxigeno en presencia de catalasa. 

c)En conjunto con un sistema secundario para el peróxido 

Cejemplo,peroxidasa y cromógeno) como una prueba de glucosa. 

d)En el tratamiento de harina, mediante la formación de 

peróxido con glucosa oxidasa libre de catalasa. 

2. Para formar ácido glucónico y sales como medio de obtención 

de sales de alta pureza. 

3. Para remover la glucosa. 

a) En el análsis de mezclas de azúcar, mediante la 

determinación del poder reductor antes y después de la 

eliminacion de glucosa. 

b)Prueba de tolerancia de la galactosa. 

c)Para prevenir obscurecimiento de Maillard en huevos. carnes 

seca y papa. 

4.. Para remover oxigeno. 

a) Estabilización canta los efectos: det.eriorat.ivos de la luz 

como en jugos cit.ricos, en el fondo de refrescos. 

b) Determinación de glucosa en un sistema cerrado por la 

medición polarográfica del oxigeno residual. 

c)Para remover oxigeno atrapado en emulsiones aceite- agua 

previniendo el desarrollo de la rancidez. 
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d)Para prevenir oxidación de cerveza ant.es del envasado. 

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

f)Para prevenir el obscurecimiento enzimático de frutas frescas 

congeladas, incluyendo las cerezas y duraznos. 

g)Para prolongar la vida de anaquel del semen de vacunos. 

h)Para evi t.ar la corrosión de latas y en refrescos. 

!)Para costear las preparaciones de vitaminas solubles de ácido 

asc6rbico y cianocobalamina ce12) [691 

5. Mi scel anees. 

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

componente act.1 vo. 

b)Para seguir el curso de reacciones glucogénicas, como varias 

enzimas incluyendo malt.asa, invert.asa, lact.asa,fosfat.asa y 

amilasa. [691 

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

glucosa oxidas a . [33,45,56,691 
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Tabla 3. Resumen de aplicaciones de la glucosa oxidasa 

Maduración de harina. 

Como agente bactericida. 

Formar acido gluconico 

En el cuajado de leche. 

En la producción de t6nicos con 
alto contenido de 
azucares (fructosa-glucosa) 

Para formar oxigeno en presencia de En la industria textil por su 
catalasa. · acción como secuestrador ionice. 

Como agente terapéutico, 

RU10v•r gluco•a 

Disminución de la glucosa en el 
jarabe de maíz. 

En la eliminación del azllcar del 
huevo. 

En la carne magra de puerco. 

Como uso analítico en la 
determinación de glucosa en la 
orina y sangre. 

Bn hidrólisis de almidón. 

Para proteger la vida de anaquel 
del Lactobacillus 1 en preparaciones 
de uso oral. 

Para aumentar el rendimiento de los 
pozos profundos perforados en 
terrenos calcáreos. 

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

Para la formaci6n de sales de alta 
pureza. 

~n el curtido de cuero blanco, 

En la composición del cemento para 
aumentar su plaoticidad. 

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

RCDOV•r Oxig•no 

Protección de grasas animales 
contra la oxidación. 

Desoxigenación de la cerveza. 

Bn tratamiento de vino blanco. 

Bn la prevención de la decoloración 
de camarones . 

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

Para aumentar la vida de anaquel de 
los aderezos . 

Para proteger la cianocobalamina 
~~¡d~c1¿n ~cido ascorbico de la 

Para extender la vida de anaquel 
del semen del toro de la oxidación. 

28 



2.1.1. Futuras aplicaciones 

La enzima es inactiva en productos secos, y la humedad 

adicionada causa el deterioro del alimento. Para usar la glucosa 

ox.idasa se debe adicionar junto con glucosa, un amortiguador y puesta 

en una bolsa sellada, impermeable al vapor de agua pero permeable al 

o><.!geno. La bolsa sellada consiste de una pelicula de polietileno 

con 50-250 miligramos de glucosa, 50-200 miligramos de MKC glucosa 

oxidasa P y 5 ml de amortiguador de acet.at.o de sodio a 1. O M y pH 

6.0. [33] 

En leche en pol'Vo y sopas deshidratadas para prevenir su 

deterioro por oxidación y también para et.ros productos tales como 

pasteles, panecillos y post.res, et.e. Estas bolsas son bast.ant.e caras 

y son sólo factibles para productos caros. [331 

2.1.2. Aplicaciones de la cat.alasa. 

La cat.alasa es una ferroporfirina que no requiere de mayores 

cuidados, sin embargo, su presencia es indispensable porque debido a 

ésta enzima se prolonga grandemente la vida media de la glucosa 

o><.!dasa. [64l 

La mezcla de la glucosa ox.idasa y cat.alasa es usada a 165 U/mg 

junto con peró><.!do de hidrógeno C cerca del 0.1% p/p) para asegurar 

el suficiente o><.!geno molecular que esté disponible a la acción de 

la cat.alasa. [13,50,61] 
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a.a .. Propiedades f1s1cas. 

a. a. l. Estabilidad 

La· glucosa .o>ddasa e~- f~rma sólida és est.abÍe p~r 2 ·,arios ·a .-oº~ 
.y. por' 8 ~fÍos~.~ :·~{6~~C;·.:,:)r.:~n soiución a~u~sa a Concent.racioi;ies. de 0.1" 

a. O. asn a 5o¿ ~or l seihana . · [2] 

La enzima crist.alina es estable en soluci~n de sulfato de 

amonio por· un tiempo prolongado a temperatura ambiente. La actividad 

de la enzima no se ve afectada por incubación a 39°C y pH 5. 6, por 

lh, y·0.2 "de dioxicloro de sodio, 0.2 "de dodecilsulfat.o de sodio, 

1 ~ de pepsina, 1" de papaina. El tratamiento con pepsina a pH 2. 5 y 

t.ripsina a pH 7. 5 por 8 horas no afecta su actividad. La enzima es 

inestable a temperaturas arriba de 40°C. C2l 

La enzima liofilizada es estable por varios meses a 4°C. La 

liofilización causa además una pérdida de cerca del 20"'- de su 

acli vi dad. La act.i vi dad enzimática puede ser mejorada cerca del 30~ 

por adición de flav1rt;}o.1 n de peso seco). El preparado fue 

relativamente estable durante el primer a~o de almacenamiento en el 

refrigerador a 4°C de enzima seca, la actividad no camb16 del todo y 

después de dos a~os esta decreció s6lo un 10~. [1,70]. 

La alta pureza es obtenida por la reprecipitaci6n de la enzima 

pero desafortunadamente es poco estable en condiciones más 

concentradas. El concentrado de glucosa oxidasa puede perder el 20% 

de su actividad original en un mes, almacenada a baja temperatura. 

Sin embar-go, el producto comercial estandarizado es 

razonablemente estable a temperatura ambiente en forma seca. C 451 



La presenci 3: de alcoholes poli h1 dr i cos tiene efecto 

estabilizante sobre la glucosa ol<idasa. A temperatura de congelación 

es muy estable, sólo pequel'!as pérdidas de acli vi dad se han encontrado 

con muestras de enzimas almacenadas por varios afies a aºc. En 

presencia de óxido de deut.ério es má.s estable que en agua. También se 

encontró que en presencia de 4 M de xilit.ol se incrementa la vida 

media en un factor cercano a 25 . [51,80,82] 

2.2.2. Temperatura óptima. 

La temperatura óplima rara vez se menciona porque la 

solubilidad del oxigeno disminuye cuando se aumenta la temperatura. 

lo que tiende a cancelar las ventajas que representarla un aumento 

de la temperatura; A pesar de esto la velocidad de reacción es 

aproximadamente constante entre 30°y 60 ºc. Esta enzima es 

relativamente estable en un amplio intervalo de pH y t.emperat.ur-a. 

[i2,69l 

2. 2. 3. Aceptores de hidrógeno. 

Keilin y Hart.ree reportaron que la glucosa oxidasa podria usar 

2,6-diclorofenolindofenol como aceptor de hidrógeno Cademás del 

oxigeno). Con la enzima cristaH.na, la velocidad de ol<ldación de 

glucosa con la presencia-ae-2,6-diclorofenolindofenol es sólo un 3.3~ 

con respecto a la presencia de oxigeno. Esto se muestra en la tabla 

5. [2] 
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Tabla S. Aceplores .de hidrógeno .·para gluéosa oxi~asa. 

Colorant.e- oración 

·Azul .de 
Ti 0"01,na , -:.-·:- •:: ... ~:~' 

. ·_,_·> - " 
Az~r:cie met.ilen~ • : 0;011> 

Piocianina -0.034· 

Safranina T ~o.2e9 

4 Result.ados de Franke y Deffner en glucosa oxidasa · Cpreparación 

de Muller). Cal 

a.2.4. Influencia del pH. 

El pH ópt.imo de la enzima es de S. 6, y la variación de 

concentración de los amort.iguadores de fosfat.o y acelat.o enlre 0.03 

y O. as M no influyen en la velocidad de consumo de oxigeno. La enzima 

es por t.ant.o inestable a valores de pH mayores de 8 y menores de a , 

a pH e.1, sólo cerca de un 10X de la act.ividad original permanece 

después de 10 min y el proceso de inact.ivación es m.l.s rApido a pH 

9.1. En la gráfica 1 se muest.ra la influencia de la variación de pH 

en la velocidad de oxidación de O-glucosa por glucosa oxidasa. 

A cualquier pH de B.1 o 9.1 la presencia de glucosa ejerce una 

acción prot.ect.iva. La oxi.dasa crist.allna es estable a pH de 3. 6 y 7, O 

a 40°. cal 
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GrAf.tca 1. Efect.o del pH en la velocidad de oxidación de 

O-glucosa por glucosa old.dasa. [671 

2. 3. Inhibidores. 

La enzima no es inhibida por narcóticos (alcoholes y 

uretanos),HCN, H
2

S o NH
3 

.A concent.raciones de 0.01M los siguientes 

porcent.ajes de inhibición se reportan : 8-hidrold.quinolina, 11% ; 

nilralo de sodio, 13 ~ ; semicarbazida, 20Y..La enzima cristalina eS 
completamente inhibida por 10-~ M de p-mercuribenzoato y parcialmente 

por soluciones de dimedon a 10-
3

,renilhidrazina, hidrazina, 

hidroxilamina y bisulfito de sodio. 
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Las inhibiciones por los reactivos carbonil aparentemente 

no se deben a reacciones con metales como son fierro y cobre en 

las preparaciones cristalinas. La act..1 vi dad o:ddat.i va es a lo má.s 

reducida sólo un 15Y. por la adición de muchos olf"os azúcares¡ 

sin embargo, D-arabinosa y 2-deoxi-O-glucosa, se han reportado que 

inhiben también a glucosa oxidasa del AsperBi!lus niBer. C2,33l 

La glucosa oxidasa es inhibida por el peróxido de hidrógeno que 

es uno de los productos formados cuando la glucosa oxidasa cat.aliza 

la reacción entre la glucosa y el oxigeno. est.e causa inact.ivaci6n 

irreversible. La velocidad de desactivación depende de la velocidad 

de oK!dación de la glucosa a diferentes niveles de concentraciones de 

peróxido de hidrógeno. [43l Esta velocidad puede ser descrita como 

una reacción de primer por orden con respecto al peróxido de 

hidrógeno. La desactivación es relativamente veloz con un tiempo de 5 

días. Existen estabilizadores del peróxido de hidrógeno orgánicos e 

inorgánicos para inhibir la descomposición de est.e ¡ como son, 

urea, sulfato de quinona, acet.anilidas, pirosulfato de sodo. 

[27,43, 44,62,88] 

La glucosa oxidas a es i nhi bi da por sal es de metal es pesados 

como cloruro de mercurio. plata y nitrato de plata, agentes 

sulfhidrilos y quelantes, mientras que la catalasa es inhibida por 

urea, congelación y descongelación bajo condiciones aeróbicas. [69l 

Si la desnaturalización térmica es discontinua dos clases de 

inactivación se distinguen: 

1. Una severa inacti vación debido a la producción de peróxido 

de hidrógeno este es disminuido por catalasa y por 

catalisis mineral. 

a. La segunda es una autoinact.ivación que depende del nórnero de 

ciclos catal1ticos transportados fuera de la enzima. [9J 
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3. Los narc6U~os inh¡be~ la C:apa::idad oxidali va de la enzima, 
\ .··.' ,· ' 

lo que' concuéi-da:·. Con lo observado para otras des:hidrogenasas 

y no con. oxi'dasas; . [ 8l .e 

La aut.oinacUv.aci6n puede ser en part.e debido a los resultados 

de la reacción quimica de los grupos fosfatos que van junt.o a un FAO 

dando por resul fado la formación de un puent.e ent.re dos aminoácidos 

en la parle cent.ral de la enzima C27l 

También se ha encont.rado que la pérdida del FAD destruye 

irreversiblemente la act.!vidad de la enzima del A. ni6er , y s6lo se 

restablece parcialmente con la enzima del P. a.ma6asakiense [67) 

Por otra parte la velocidad de autoinact.i vaci6n tiende a 

reducirse cuando se sust.1 t.uye oxigeno por derivados de ferroceno o 

crinoidal, y un acept.or de electrón final o bien introduciendo una 

sust.anc!a qu1mica soluble en el proceso. C27l 

La velocidad de inact.i vaci6n es muy rápida a pH abajo de 4. O. 

La enzima es relativamente res! st.ente al calor, está no cambia 

después de eo minutos de cal en t. ami en to a 40°C aunque a 

temperaturas más altas causa su rápida inact.ivación. Se encontró que 

esta velocidad en la forma reducida no depende de la concent.raci6n 

de D- glucosa . También se ha demostrado que el complejo enzima

sust.rato es más susceptible a la autoinactivac:ión que la enzima. 

misma. La glucosa ox.idasa atrapada es más resistente a la 

desnaturalización en 

temperatura de 50° 

enzima. C27,72l 

condi cienes tal es como pH al c:al i no y 

eoºc que la forma soluble de la 

Recientemente Laane y colaboradores propusieron el uso de un 

electrón artificial de aceptar en vez de oxigeno para eliminar el 

problema de inact.ivación por peróxido de hidrógeno. Cal 
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Existen enzimas tales como sacar asa. mal tasa que son 

i11deseables y al mismo tiempo con catalasa deben ser separadas o 

inactivadas por medio de una columna o gel de filtración u otras 

métodos. C 331 

2. 4. Mecanismo de acción y cinética de la glucosa oxidasa. 

En 1949 se descubrió que la glucosa oxidasa, no oxida a la 

O-glucosa por la combinación directa de oxigeno molecular con la 

O-O-glucosa. Las siguient.es observaciones son evidencia de esto y del 

mecanismo de acci6n: 

1. La glucosa oxidasa no es inhibida por HCN y CO, indicando que 

no t.iene un ión metálico esencial. En general las oxidasas 

contienen iones metálicos como cofactores esenciales. 

2.0t.ros aceptares de hidrógeno, como la tionina, azul de 

met.ileno y quinona pueden reemplazar el requerimiento de 

oxigeno. La capacidad de usar tales compuestos es caracer1s -

tico de deshidrogenasas y no de oxidasas. 

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

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

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

de deshidrogenasas y no de oxidasas. 

5.Hay una correlación direcl.a ent.re el contenido de riboflavina 

y la actividad enzimatica. Si se elimina el FAD se pierde 

completamente la actividad, la que puede ser restituida con 

la adición de FAD. 
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6. La glucosa oxidasa en su forma oxidada tiene un máximo de 

absorbancia de 280 nm, lipica de ladas las prole1nas y de 

'otros máximos a 377 y 455 nm debidos al FAD. Si se adiciona 

glucosa en condiciones 3.n.~erobias, las absorbancias rná.ximas 

en "377 y 455 nm desaparecen . Cuando se suministra oxigeno al 

sistema las dos absorbancias máximas reaparecen. 

7. La glucosa oxidasa no cat.aliza la reacción completa bajo 

condiciones anaerobias y el orden de reacción depende de la 

concentración de oxigeno. Una evidencia del papel de oxigeno 

y su fuente se puede obtener con experimentos en donde se usen 

oxigeno y agua ft\arcadas radiacti vamente. Con el H20 11 y el 

Oxigeno'ª se encuentre en el producto final, que es el á.cido 

D-glucónico, pero no en el peróxido de hidrógeno. Con el 
18 

oxigeno éste se encuentra en el peróxido. [44,62,66,681 

La forma oxidada de la enzima E FAD funciona como una 

deshidrogenasa al extraer dos hidrógenos de la B -D-gl ucosa para 

formar la enzima reducida, E FAD H2 y la 6-D- gluconolaclona. 

Además de la oxidación de O-glucosa a 8-D-gluconolact.ona por la 

enzima glucosa oxidasa ést.a también ataca a 2-desoxiglucosa, D-manosa, 

O-galactosa y D-xilosa, aunque la conversión de estos azucares es muy 

lenta. [1,661 

En un paso subsecuente la a-o- gluconolact.ona se hidroliza 

enzimát.icament.e, a ácido D-glucónico y la enzima reducida es 

reoxidada enzimat.icament.e por oxigeno molecular . 
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La subsecuente hidrólisis de 8-gluconolactona es la reacción 

espontánea que se muestra a continuación en la figura 2 : 

me"•º" 
o 

HO 
OH 

R OH R 

3-D-Gl ucosa 

glucoaa. 

+ F'AO 
oxi.da.aa. 

8-D-Gl uconolact.ona 

o j .g 
·k H O 

:;: z 
o 

H CH20H OH 

>(oH H ,l'COOH 
HO ,i.----;,H 

D- Acido gluc6nico 

+ F'AOH 
2 

lº· 
F'AO 

+ 

12,66,69] 

Figura a. Mecanismo de reacción de la glucosa oxidasa. 

Cuando la glucosa oxidasa cataliza la reacción es una reacción 

de segundo orden . Pero en la enzima comercial se usa bajo 

condiciones en las cuales uno de los reactantes tiene la constante de 

actividad, entonces la reacción es de primer orden. [891 
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2. 4. 1. Acción de la enzima como tma deshldrogenasa 

Muller originalment.e clasificó la enzima como una ox.idasa, 

asumiendo que la enzima es ''activada•' ~por oxigeno molecular. 

Franke y Lorenz adujeron que la enzima era una deshidrogenasa, 

quizás remueve hidrógeno de glucosa de la forma hidratada de glucosa 

aldehido como se muestra en las siguientes ecuaciones, C1,2,3 y 4) .El 

mecanismo esencial de glucosa oxidasa fué mostrado por rastreo. 

CHO +O+HO 
d tZ d Z 2 

CHO.CHO+HO 
5 u. 5 2 

CdHt20? + H202 
CH O.CHCOH) 

5 u ~ z 

(1) 

(2) 

FADH
2 

+ 0
2 

---+ FAO + H O •• (4) 

Observaciones polaromét.ricas mostraron que el producto primario 

de la reacción de glucosa oxidasa fué d-gluconolact.ona. [2J 

2. 4. 2. Cinética. 

Los datos que se reportan a continuación son el resultado de la 

experiment.ac16n con glucosa oxidasa de A. niser . Cver referencia 

66). 

1. La glucosa reacciona mucho 

C2-desox.iglucosa, manosa, galactosa 

Km glucoaa. = 0.11M, Km
0 

= 2 X 10-
4 

M. 

m.As rApido que los azucares 

y x.ilosa), vn\(1.l( a 0° =240 seg-1
; 
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a. Las .Velocidades de reacción de enzima oxidada por azucares 

bajo condiciones anaeróbicas se muestra en la_ tabla 6: 

Tabla- 6.·. Velocidades de reacción de la glucosa oxidasa. 

Azucar M -· -· seg 

Glucosa 1 X 10
4 

Manos a aa 
Galactosa 8 

Xilosa 3 

[661 

Las velocidades de reacción son direct.amente proporcional a 

altas concentraci6nes de azúcar. 

3. La velocidad de reacción de la enzima con oxigeno es 1. 4 x 

10" M-1seg-1_ [661 

4.Un esquema de rápido análisis espectofotométrico de la 

reacción final es dada. La oxidación de glucosa está descrita por el 

esquema 

Eox + G 

Ered + º• 
Donde : 

k 
1 EredP 

1 

k • 
Eo><l'z 

P 
1 

= Gl uconol actona 

P = H O 
2 2 2 

G = Glucosa 

k 
2 Ered + p 

1 

k, 

Eox + P, 

[2,36,62,661 
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Las elapas 2 y 4 son de prl mer orden y conlribuyen a observar 

la velocidad limile a concentración infinita de sustrato. [661 

5. En la labla 7 se mueslra las constantes cinéticas a 

diferentes condiciones de pH y Temperatura. 

·Tabla 7, Resumen de las constantes cinéticas para la oxidación de 

glucosa ox!dasa. 

Fuente pH T Kkat Km 0
2 

Km glucosa 

microbla- cºo -1 
CM:> Cseg ) c10"'"° na 

A. nlger 5.6 27 1160 4;9 0.11 .. 6.66 26 1440 B.2 0.11 .. 5.6 30 1433 5.37 0.0602 .. 4.95 26 977 6.01 0.100ª .. 6.2 30 1309 114.B 0.0217 
• .. 6.66 26 1162 6.63 0.0823 

Donde: " originalmente represenla el valor de Km ª = O. 0683M 

relativo a la forma B concentrado puede ser · recalculado la 

concentración total de azucar con el uso de la constante de 

equilibrio K. CBOI 

*Nota. Estos valores están reportados solo para la referencia [80] y 

los demás son especificas de otros trabajos experimentales. 
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CAPITULO 3 

CARACTERISTICAS GENERAl.fS DEL Asper11i t tus ni11er 

Y SUS MEDIOS DE CULTIVO. 
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3. 'ASPE:RGILLUS NIGE:R 

La familia Aspergillaceae e·su compueslo de aproximadamente de 

SO eSpecies. -1a:rnaYór1a··de )os Oeut.eromycet.es, sin embargo, algunos 

presentan un, éSt.~~.O de perfectos ascosporados. 

. . ' 

Vari Tfeghem en .1867 desarrolló al Aspersi llus ni ser en medios 

de cul li vos ~rdinários como agar Sabouraud y papa dextrosa CPDA), a 

28°C. Nunca deben sembrarse en medios con ant.ibiót.icos,porque las 

especies.de Aspergillus se inhiben con la cicloheximida, ya que estos 

hongos son contaminantes. del medio ambiente e inclusive de vias 

respiralórias, piel y conduelo auditivo externo. 

Las colonias se desarrollan rápidamente y post.eriorment.e 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 diámenlro Cde nutrición) e hifas 

cenocit.icas más anchas de 4 a a micras Cde reproducción) ,estas 

terminan con las clásicas cabezas aspergilares que miden en t.ot.al de 

80 a 100 micras de diAmet.ro, est.An compuestas por conidi6foros, 

cenocilicos largos ClOO a 200 micras) ves1culas redondas C10 a 25 

micras de diámetro) de donde nacen dos series de est.erigmas son má.~ 

grandes ca a 10 micras ) y los segundos (5 a 7 micras) l de estas 

nacen microconidias redondas o elipticas de 2 a 3 micras. C7,87l 

Aspersi llus niser es uno de los Aspergillus más fáciles de 

identificar con su micelio blanco o amarillo que después lleva 

~anidios negros. Esta especie se encuentra en forma muy comt:Jn en 

Aspergilomas y es el agente que se halla con ~s frecuencia en la 

ot.omicosis, se ha encontrado en infecciones diseminadas . 

[28,29,30,37,41,57,63,871 



La enzima glucosa oxidasa del Asperti t lus nid'er es considerada 

una enzima intracelular, y eslo fue apoyado por estudios citoqulmicos 

realizados por Van Oijken y Veenhuis C1980) quienes concluyeron que 

la enzima estaba localizada en peroxisomas, por lo que se disminuyen 

las contaminaciones por et.ras enzimas y met.aboli los que el 

microorganismo excreta al medio, a la vez ésta sirve como fuente de 

energia, adern!s delenergran estabilidad y habilidad para acumular 

varios Acidos orgánicos como: ácido clt.rico, glucónico y ox.1lico. 

[15,40,51,52,551 

Algunas de las propiedades importantes de la glucosa oxidasa 

obtenida del Asperd'ittus, niser se muestran a continuación: 

3.1. Composición de arninoAcidos 

3. 2. Eslabilidad 

3.3. Efeclo de la lemperalura 

3. 4. Acción de la glucosa oxidasa sobre diferentes azúcares 

3. 5. Peso molecular 
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3.1. La composición de a::Unoacidos de la glucosa 

oxidasa puriricada del Asperiritlus niBer, fue determinada por 

Hayashi y Nakamura C 1981): 

Tabla e. Composición de aminoácidos de la glucosa oxidasa. 

Aminoácidos 

Lisina 
HisUdina 
Arginina 
Acido aspártico 
Treonina 
Serina 
Acido glutt.mico 
Prolina 
Glicina 
Alanina 
Cisteina 
Valina 
Metionin&. 
Isoleucina 
Leucina 
Tirosina 
Fenil al ani na 
Triptófano 

La glucosa oxidasa consiste de 583 aminoácidos. Est.a secuencia 
es precedida por unos 22 aminoácidos extensión N- terminal. 

[51] 
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3. 2, La estabilidad· de. u~a preparación comercial de glucosa 

oxidasa P.or. A. nigerc a·: 30~C en. pol vó a pH .2. 6 y grageas a pH 3. 2 

Grage3.s . 100 90 87 72 55 

Polvo 100 93 86 79 66 

[69] 

En la tabla Q se observa que la presentación en pol va es la que 

presenta mayor estabilidad respecto al tiempo. 

3.3.El efecto de la temperatura se muestra a continuación. 

Tabla 10. Efecto de la temperatura sobre la actividad de la glucosa 

oxidasa de Asper6íllus ni6el'. 

Temperatura o
2 

captado Actividad relativa Cli.o 
cºc ) Cmicroli tros) 

o 154. 0.51 1.15 
10 178 0.59 1.30 
20 230 0.77 1.30 
30 300 1.0 1.10 
4.0 330 1.10 0.95 
50 314. 1.05 0.97 
60 306 1.02 

[69] 
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Como s:e muestra en la tabla 10 al incrementarse la temperatura 

la actividad de glucosa oxidas:a aumenta hasta un punto máximo as1 

como su coeficiente de temperatura CQ
10

). después empieza a decrecer 

lo cual se explica como una desnaturalización de la enzima. (69] 

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

A. niBer,P. notatwn. P. 011'ltl8asaltiense sobre diterentes: sus:t.rat.os:. 

Tabla 11. Acción de la glucosa oxidasa sobre los azúcares:ª. 

Enzima derivada de : 

Sustrato A.nl'.Ber P.notat1.1m. P. a.mo.irasa!ciense 

Glucosa 100 100 100 

2-Cesoxi-D 
glucosa 3.30 - -
Manos: a o.so 1.0 o 

Galactosa 0.55 o.u o 

[6QJ 

Medido en actividad relativa 

La glucosa es el sustrato donde mejor actúa la glucosa oxidasa 

obtenida por diterentes microorganismos. 
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3. 5. Los resul lados del peso molecular por tres diferentes 

métodos se resumen,en la.tabla 12. 

Tabla 12. ·Determinación del peso molecular de glucosa oxidasa del 

Aspérstllus ntBer. 

Método P'eso molecular 
. · . 

.· .· 

Vel oc! dad de sedimenta:..: 

ción y difusión. 188 000 

Aproximado e qui Ú br i o 

de sedimentación. 187 000 

185 000 

186 000 

Peso seco y aná.lisis 

de flavin 184 000 

[1J 

Ya se mencionó algunas de las caraclerlslicas del A. ni8er 

como son pH, temperatura, inhibidores entre otras que se deben de 

tornar en cuenta para su desarrollo y por ende para el medio de 

cultivo. C7,15,28,29,30,37,40,41,51,52,5S,57,63,66,69,80,87J 

En la industria se prefiere trabajar con Asper6illus ni6er en 

cultivo sumergido, dado que este microorganismo proporciona mejores 

rendimientos en este Upo de cultivo. C12,54l 
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Existen algunas obJeciones que ;:e oponen al cultivo 

superficial d" hongos: las célufas del cultivo son visiblemente de 

diferentes Upes y eslan expuestas a diferentes condiciones 

ambientales. La hifa aérea estA lejos del caldo de cultivo y por lo 

t.ant.o de los nut.rient.es; las células del fondo, en cambio están en 

contacto con los nutrientes,_ pero sufren en un ambiente parcialmente 

anaerobio. [12] 

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 

esporulación es generalmente suprimida C otro factor de homogeneidad 

y el cul t.i vo con agi t.ación tiene mucho mayor contenido de oxigeno), 

en cambio en cultivo superficial, la totalidad del cultivo es 

probablemente siempre deficiente en oxigeno. Cll,12] 

Los cultivos sumergidos son en general más fáciles de manejar y 

sufren menos con t. ami naci enes, aún cuando el costo del equipo es 

mayor, el bajo costo de la mano de obra. los altos rendimientos y. 

menor tiempo de fermentación, hacen posible la amortización de dicho 

equipo. C11.12l 

Por las ventajas que presenta ~l medio de cultivo sumergido se 

eligió para la producción de glucosa oxidasa. 

La si ntesi s de glucosa oxidas a depende de la composición del 

medio de cultivo principalmente de la fuente de carbono. 

nitrógeno. glucosa y sacarosa siendo estos los componentes más 

adecuados para su producción. [ 11, 51 l 
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Como fuente .de carbón se .puede ulili2.ar glucosa, sacarosa y 

melazas. Las melazas son· el" jatabe residual del jugo concentrado de 

azúcar de caría, suelen cont.ener del .48 - 55 %' de sacarosa. Aunque las 

melazas contienen generalmente la mayor parte de las sustancias 

nutritivas necesarias para la fermentación, para suplir la 

deficiencia de fosforo o nitrógeno puede aNadirse fosfato o sulfato 

de amonio o utilizar liquidas de remojo de maiz. El fosfato se puede 

aNadir como fosfalo de calcio .icido o fosfato monoam6nico o fosfato 

solo. [11,16,811 

En presencia del ión calcio se promueve la formación de la 

enzima, pero se ha reportado que cuando se tiene sales de amonio se 

inhibe la formación de la misma. Ambos mecanismos no han sido 

elucidados. C23,61l 

Los extractos de levadura y de carne tienen un efecto favorable 

ya que son un a fuente de nitrógeno, péptonas y vi laminas las cuales 

sirven como cofactores para la producción de la enzima. [11,23,51,811 

Las sales de amonio se adicionan para dos fines que son el de 

proporcionar nilr6geno y como agenle precipilanle para la 

enzima. C9,11.86l 

El lipo de nitrógeno adicionado se diferencia por su valor 

relativo en la fermentación. unos estimulan el crecimiento por ceder 

sustancias nut.ri li vas y otros de gran interés ya que aumentan el 

rendimiento en productos finales deseados. C9,11l 

En algunos casos se adiciona urea como fuente de nit.r6geno a la 

vez que funciona como un agente est.abi 1 i zant.e del per6xi do de 

hidrógeno ya que al haber un exceso de este se llega a inactivar la 

enzima. C23,27,44,61l 

so 



Se adiciona .. ácido citrico para obtener el pH óptimo requerido 

por el microor9anis?10 .. pa"ra>1a producción de glucosa oxidasa, ademas 

de evitar que la.·rea~ci6,; se dirija hacia la producción del ácido. La 

restricci6n-·en ·.ei:-·.abastecimiento de nitrógeno tiende aumentar la 

producción de ádé:!o~i::Ílrico: [11,55,811 

A co.nt.inüación-se cit.an los: medios de cultivo y sus condiciones 

para :la >¡,~i>du'cci6n' de glucosa oxidasa reportadas en diferentes 

articules. 

Medio para la esporulacion de la cepa 

Cg Y.> 

Glucosa 3 

NH,N0
9 

O. 025 

Péptona Inop MC7 C hidroliza-

do pancreático de caseina) 

Mgso, 7 H
2
o 

caco
1 

Agar DIFCO 

T = 30 ºe 
t = 6-7 dlas 

0.025 

0.010 

o. 400 

2.0 

[23] 

Nota: En un medio sólido de esporulaci6n como salvado o remolacha o 

en un medio liquido las esporas son separadas del medio de 

crecimiento de 5 a 10 dias. 

51 



3.6.1. Medios para la producción de glucosa olddasa 

3. 6.1.1. Medio de culli vo Zet.elaki. 

Melazas. 

Y, ) 

10 

Cae NO ) • 4H o o. 8 
• 2 2 

KH PO O. 075 
2 • 

El<t.racto :le levadura. 

El<t.ract.o de malta. 

Agua de 1 a vado 

de almidón. a 
pH 5.0 

T as ºc. 
t. 49 horas. 

3.6.1.Z. Medio de cultivo Zet.elk. 

Sacarosa 

CaCN0
9

) 
2 

KH PO 
2 • 

4 H O 
2 

Mgso •. 7 H
2
0 

Acido cilrico monohidrat.ado 

FeCl.6HO 
• 2 

Extracto de carne 

pH = 4.5 

t. = 18 horas 

[12,241 

Cg Y,) 

5.0 

o.a 
0.025 

0.025 
0.075 

0.001 

0.10 

!Z3l 
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3. 6.1. 3. Medio de cul U vo Paskova · and Munk 

Glucosa 5 

CaCNO) 4HO 

KH,fO• 

Mgso •. 

KCl 

• • • 
7H o • 

FeC1
9 

5 H
2
0 

Acido citrico 

pH 4.0 

T 30°C 

t. 30 hr. 

3. 6.1. 4. Medio de jerzy Rogalski 

0.0126 

0.025 

0.001 

0.076 

C12,72l 

C uU li zando una cepa 

A. ni6er mut.ant.e ) 

Glucosa 

cacos 

CNH ) HPO • • 
KH PO • • 
MgS0

4
7 H

2
0 

8 i: 

3.6 Yo 

Enr 1 queci do con peptona Upo I 

T= 30 C 

t= 48 Horas 

pH = 6. 6 

e g/lt ' 
0.388 

0.188 

0.156 

Ag1t.ac16n rotatorio 220 r.p.m. 

[16,72] 
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A continuación se muestra la composición del ·medio de cultivo 

que se reporta en la patente. Para obtener estos resultados se 

realizó una experimentación con cinco cepas que se obtuvieron de 

Culture Collection of the Northerm Regional Research Laboratory U.S. 

Oepartament Of agricul ture Peoria III. Primeramente se llevaron a 

cabo bajo las misn~s condicines de operación y fermentación . 

Después se eligió a la cepa de Asper&i U us ni6er que 

presentara la mayor producción de glucosa oxidasa y actividad 

espec1f1ca. 

Posteriormente CKrishnalyer, lakshminarayanan) procedierón 

hacer modificaciones al medio de cultivo observándose diferencias 

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

Final mente se obtuvo que 1 a composición del medio de cultivo 

deberá. estar de acuerdo a los requerimientos de la enzima como se 

indica a continuación en la tabla 13.: 
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Tabla 13. Producción de glucosa oxidasa'reporlada en la palenle 

No.3, 701, 715, 1972. 

Composición del medio: 

Contenido de carbohidralos " 

DE del carbohidralo componenle.•• 

Maiz saturado de agua 

F"uente de ni lrógeno, Oú 

.1.5 - 2.5 

CY.> ca. 0.2 

Urea ninguno 

F"osfato de diamonio ninguno 

Nilrato de amonio 

SUlfato de magnesio heplahidralado 

Ac. cítrico o ac. succ!nico 

Condiciones de fermentación 

pH duranle la fermenlación 

Duración de la fermentación Chr) 

Velocidad de aereación v. v. m 

Presión del aire, p.s.i.g. 

Temperatura, ºe . 
Agitación 

Glucosa oxl dasa producida por 

lit.ro de caldo, unidades 

Producción de micelio por li t.ro,Cgramos) 

Act.i vi dad especifica del micelio. U/g 

ea. 0.2 

ea. 0.006 

ea. 0.02 

4 - 6 

9 - 12 

o. 5 - l. o 
30 

33 - 34 

vigorosa 

3,000 - 6,500 

' - 0 

800 - 1.500 

MMe:cla de earbohidralos de almidones y dextrinas a parlir de 

hidrólisis enzimálica o ácida . C81J 

*MDE, equivalente de dext..rosa, es la relación del azúcar reducido 

Cexpresado como dextrosa) enlr-e el total de carbohidralos expresado 
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En el proceso si el total de carbohidratos que compone el medio 

tiene un DE de 60 a 85 hay rápido y suficiente azucar melabolizado, 

principalmente glucosa, para mantener el rápido crecimiento del 

hongo que produce glucosa oxidasa. Además de una reserva de 

carbohidratos de baja metabolizaci6n para manlener las células del 

hongo en estado activo con respecto a la formación de glucosa 

oxidasa. Si el lolal de carbohidratos Uenen un DE menos del 60 no 

hay suficiente azúcar metabolizable, que permita el rá.pido 

crecimiento de las células del hongo. Pero si llene un tolal de 

carbohidratos de 85 existe un rApido crecimiento y una cantidad 

limitada de células del· hongo, pero las células son m.ant.enidas en un 

estado de células productivas por solo un corto tiempo y por tanto 

monor cantidad de glucosa oxi dasa es formada. 

Los carbohidratos usados son: almidones, dextrinas, azucares 

preparados por ácidos, hidr6lisis enzimálica de almid6n y mezclas de 

tales sustancias. 

El almidón se obtiene de una amplia fuente como son el m.aiz, 

trigo, arroz, papa, tapioca. 

La concentración final de carbohidralos en el medio nutriente 

empleado en el proceso puede estar en el intervalo de 1. O a 3. S 

X y preferentemenle en el intervalo de 1.5 a a.5 . [811 

56 



Tabla 14 .Aclividad de gl~c:osa oxidasa:·obtenid~ por diferentes medios 
., ' ' ' r ~ . ' 

Paskova· y Munk 

pH= 4.0 

t= 30 horas 

c12, 72) 
Paskova Y, Munk 

con caco 3. 5 ~ • 

(81) 

Patente 

(16, 72) 

Jerzy Rogalski 

pH = 5.8 

t = 30 horas 

pH = 4 - 6 

T = 33- 24 ºe 
t = 9 - 12 horas 

T =30 ºe 
t = 48 horas 

pH = 5. 6 

e lml) 

1.0 

3 - 6.5 

1.8 
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Observaciones: 

El medie reportado en la patente a pesar de que tiene una 

act..ividad alt..a de glucosa oxidasa y con un t..iempo de Q - 12 horas. 

parece ser el medio rná.s efect.i vo. Sin embargo cabe aclarar que est.e 

medie se usa para producción a gran escala, lo que quiered decir 

también que utiliza equipo mAs sofisticado y con volumenes grandes de 

producción. Por lo que no se recomienda para fines de producción de 

glucosa oxidasa a nivel de laboratorio. C81J 

Por ot.ra parle el medie Zet.elk y Jerzy donde se observa que 

tiene buena actividad de glucosa oxidasa. Se pueden utilizar a nivel 

de laboratorio. Por su facilidad en cuanto a equipo y material 

empleado. Cabe mencionar que el medio ut..ilizado por Jerzy es para un 

mutante de A. niBer. C16,23,72J 

Para la elección del medio de cultivo debe de tomarse en cuenta 

que no exista presencia de sales de amonio C NH
4
N0

3
,NH

4
S0

4
), ya que 

actúan como inhibidores de la enzima. 

Los et.ros dos: medios: que son el de Paskova y Munk y el segundo 

siendo el mismo pero con adición de carbonato de calcio no reportan 

una act.i vi dad razonable superior a 1. O U/ml 1 además de que el 

tiempo que se necesit..a para la producción de glucosa oxidasa es 

demasiado e 30 horas ). [12,72] 

Por últ..imo el medio debe contener K, P, Mg deben ser provistos 

para el crecimiento de A. ni6er. 

Una vez producida la enzima, ésta se debe liberar de la célula 

por medio de un método de ruptura celular. Existen varios mét..odos 

como se menciona a continuación. 
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CAPITULO 4 

TECNICAS OE RUPTURA CELULAR 

PARA LA EXTRACCION DE LA 

ENZIMA GLUCOSA OXIDABA 
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4. EXTRACCI ON. 

La recuperación de product.os int.racel.ulares es una operación 

mulliet.apa basados primero en la concentración de células en un 50 ~ 

v/v solución seguidos de una ruptura celular. En las aplicaciones 

industriales se usa métodos mecinicOs,· los cuAles son comercialmente 

disponibles, simples, efectivos y fácilmente escalables. C13l 

Las condiciones de operación deben ser selecionadas con base en 

la aplicaci6n especifica considerando la estabilidad del producto y 

la resistencia de la célula a la ruptura .C13l 

La tase inicial del proceso de recuperación es la separación de 

la célula y del caldo. Consideramos que una enzima puedefuncionar 

dentro de la célula Cintracelular) y otras son segregadas por la 

célula e exlracelular). [8éll 

La recuperación de las primeras implica la necesidad de romper 

la pared celular para poder liberar la enzirr.a. Algunos métodos 

utilizados para ello son 

a)Maceración del tejido con un abrasivo,como arena, o por 

alta velocidad, en especial con pulverizadores. 

b)Congelaci6n y descongelación alternas. 

c)Deshidratac16n seguido de molienda, con la cual la 

materia queda en forma que perm.1 la fácilmente la 

ext.racciOn. 

d)Homogeneizaci6n seguida de centrifugación y a alta 

velocidad, para separar di versos cuerpos en forma de 

particulas, como mitocondrias que pueden contener ciertas 

enzimas. 

e) Aut6li sis. 

f)Ul trasonido. 

g)Quimicos ácido, base y detergentes. 

[13,5él,83] 
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Para disolver la enzima por une de los métodos mencionados se 

emplean agua, glicerina, o diversas soluciones amortiguadoras. [83l 

Para la recuperación del producto ext.racelular se separan de las 

c:elulast _-es.los productos eslán en bajas concentraciones. Por lant.o la 

elapa inicial' de recuperación consiste en clarificación y 

concenlraci6n. Las ·concentraciones de producto se encuentran en un 

rango de 0.1 a 100 mg por litro de cultivo. !20,21,64.,83] 

De l·as muchas técnicas disponibles no todas son adec:uadas para 

t.rabajar a gran escala, debido a restricciones inherent.es a las 

técnicas o a los aparat.os disponibles, o al aumento del t.iempo que 

usualment.e acompatia la t.ransición a un proceso a gran escala. Por 

ejemplo la ruptura eficáz de las celulas puede lograrse por 

sonicaci6n, congelación y descongelación , o por molienda del 

material sólido, et.e. En muchos casos el aument.o de escala de estas 

técnicas no es pr~clico, y en otros el result.ado no es el adecuado.De 

forma similar la ult.racenlrifugación es una técnica de laboratorio 

út.il, pero no puede utilizarse convenientemente en los procesos a 

gran escala . [ 831 

La definición a • 'gra~ E>scala '' se refiere a los procesos que 

utilicen uno o má.s kilogramo de pasta de celulas húmedas. El término 

de • • extracción'' se utiliza para definir los métodos de ruptura de 

los microorganismos y los términos '•. aislamiento y purificación' 'se 

refiere a otras técnicas implicadas en la obtención de un producto 

puro o especifico. C83l 

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

LAS ENZIMAS 

Fermentación microbiana 

Enzimas intracelular Enzimas ext.r acel ul ar 

1 1 

Tejido Separadón 
animal , veget.al li qui do/sólido 

Sólido -------~-------Liquido 
Ccentrifugación) Cf1l ti-ación) 

Desintegración celular 

l 
Se par aci 6n li qui do/s6li do 

l 
Sólido -------Liquido 
desechos. l 

eliminación de 
ác. nucléico. 

! 
Purificación ---------1 

concentración 

Producto _, Terminado 
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Ya se menc1~narón las técnicas generales para la extracción de 

~n=imas ahora. se muestran las tres técnicas mAs usadas que se 

reportan para la exlracción de la enzima glucosa oxidasa. También se 

dan algunas ventajas y desventajas de ellas. 

4. l. Extracción por prensa francesa 

4. 2. Extracción por molienda con abras! vos 

4. 3. Extracción por ultrasonicaci6n 

4. l. PRENSA FRANCESA 

Princ1pio: 

Método mecánico el cual consiste en mezclar la pasta 

celular con un abrasivo C ejemplo tierra diatomea) o se congela a -20 

=· c. en cuyo caso los cristales de hielo actuan como abrasivo. 

::!~spués s~ e;erce presión de unos 10 a 15 Ton/ in2 C 150 - 230 MP). 

La ruptura de las cél ul."s se debe a la i"'uerza de cizalla 

eJercidas )' por abrasivos y/o los cristales de hielo formados en la 

p.::.sta ::ongelada. 

Ventajas: 

- Aunque el equipo utilizado quiz~ es algo complicado 

para ser usado rutinariamente, el hecho es que la ruptura de las 

células se rea!ice a - 20 ° C., es üt.il cuando se requiere 

ir:rxtraer enzimas iermoes+..ables o lermoser.sibles. 

Desventa.Jas: 

- A pesar de que con este método se pueden obtener una 

extraccion. c~si completa, no es recomendable para ulili=a.rse a gran 

escala, por el costo y disponibilidad del ...:-quipo. caen 
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Procedi m1 en to: 

La torta del ñiicelio se lav~·' ~-~.pet.idimente con 

agua destilada·, se prensa ent.re ·_-papeles filtrOS mant.eniéndose 

congelada a -aoºc hasta la extracéi·ó~~·.ae· '1.~ .erl~íma::·o~·ch.a_ extracción 

se realiza en una prensa X CBiox.,-Swedéri)'.'de···25 'mÍ .·de. c;pacidad 

operando a -2sºc . La concentración celulár ~e ev~1Üí..~cleterm1nando el 
.. --. _. -·.~' ·" . '• .. · .. - :··_ ,.; ' : 

contenido de materia seca sobre una al!cuota .. de .la .suspensión y la 

actividad de la glucosa oxidasa en el sobrenadante de otra alicuota 

centrifugada a 15 000 x g durante 10 nún a 4°C C23,24l 

4. 2 MOLIENDA CON ABRAS! VO. 

Principio: 

Es un método flsico que consiste en la disrupción de 

microorganismos mediante agit.ación en presencia de perlas de vidrio o 

arena de mar. Mickle C 1948) construyó un aparato que es el más 

utilizado para la separación de paredes de células microbianas a 

partir de bacterias, esporas bacterianas, microbacterias y hongos. 

Esta ruptura consiste en ejercer una agitación a una frecuencia 

de 50 ciclos~ seg. , el recalentamiento se evita trabajando en cámara 

fria y el grado de rompimiento se cálcula emplricamente. 

La ruptura ~e debe a las fuerzas de cizalla producidas por los 

gradientes de velocidad. Además de las colisiones entre los organismos 

y el agente abras! vo. 

El grado de desintegración depende de la velocidad de 

agitación, la concentración de microorganismo, la concentración y 

t.ama~o de las perlas y el tiempo de contacto. 
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Ventajas: 

- Est.e método puede 11 evarse a gran ese al a obt.eni endose 

buenos rendimientos. 

- Se puede aplicar a bact.erias resislent.es a la 

ruptura. Es un equipo de fácil montaje y seguro cuando 

se trat.a de romper microorganismos patógenos o 

modificados genéticamente. 

- El equipo está disponible en el mercado. 

Desventajas: 

- Desgaste de las perlas de vidrio. 

- Regulación de la temperatura C cámara fria ) 

- No es muy recomendable para pequeffas cant.idades de 

bacteria o a baja concent~ac16n. C86l 

Procedimiento: 

La 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 ext..racci6n de la glucosa oxidasa resulta ser muy 

alta en comparación con las otras dos enzimas, cat.alasa e invert.asa 

que se encuentran dentro del micelio. [651 

Si se quiere comercializar glucosa oxidasa liquida. este seria 

un buen mét.odo de obt..enci6n ya que el rendimient.o es muy alto y se 

inhiben otras enzimas que podrian considerarse como impurezas. Ver 

tabla 15. 
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Tabla 15. Comparación de actividad y porcentaje·d~ recupe':ación por 

el método de molienda' con abrasivo; 

Glucosa oxidasa 

Catalasa 

InVertaSa 

" 

Actividad" 

CU/g ceD 

'·' 231 • 
0

400 
··5¡¿;31/ 
',792.5 

Actividad de la célula. 

4. 3. ULTRASONICACION 

Principio: 

·~cLiyidad exL:,, 
•. <:u,,¡¡:6~1 ':{ · . 

;)'-.,r~cupe
. ración 

93.77 

25.94 

26.85 

[65] 

El término ultrasonido se utiliza para designar a los 

sonidos con frecuencias situadas por encima del nivel del oido humano 

C 20 KHz ) y que expresado en longitudes de onda, en los 11quidos los 

sitúa en un rango de 6 a 2. 4 x 10·• cm ordenes de magnitud similares 

a los de la luz visible. 

Utiliza el rápido movimiento sinoidal y la formación de 

burbujas que colapsan porque convierte la energía sónica en energia 

mecánica. 

Las burbujas aumentan la presión la cual provoca una cavitación 

que produce el rompimiento de las células vegetales, animales y 

microbianas. 
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Ventajas: 

Es un método fisico, útil y versátil para trabajar a 

escala de laboratorio. 

Desventajas: 

- . La eficacia del tratamiento depende de varios parámetros 

como pH, Temperatura, fuerza iónica del medio de suspensión 

y el tiempo de exposiciór\.La selección de una serie de 

condiciones es esencial mente emp1r1 ca variando en 

función del organismo y el producto que se desea obtener. 

- Su aplicación a gran escala se ve limitada por la dificultad 

de transmitir suficiente potencia a grandes volumenes de 

suspensión. 

[13,62,86] 

Procedimiento: 

Para la preparación de extracto de células libres el micelio 

se suspende en SO mM de un amortiguador de fosfato de potasio a pH 

de 7. O la suspensión es sonlcada a 20 kHz. por S min. de O - 4°C 

.con un desinlegrador ultrasónico MSE 100 W . Al término de la 

ruptura el residuo es removido por centrifugación C20 min a 20 000 x 

g ), [62) 

Para la extracción de la enzima intracelular la glucosa 

oxidasa de Asper6il!us ni6er a nivel de laboratorio por alguno de 

los métodos de ruptura célular reportados se debe de considerar lo 

siguiente: 

Condiciones de operación C pH , Temperatura ) . 

Costo y di sponl bil i dad del equipe. 

actividad enzimática. 

~ de recuperación. 
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Analizando los t.res mét.odos más comunes de ext.racción para 

glucosa oXidasa C: ver t.abla 16 ) , se puede decir que el mét.odo de 

molienda c~n arena de mar es el que cumple con una rupt.ura 

equipo, fácil manejo, alto eficiente, disponiblidad de 

rendimienlo, act.i vi dad enzimát.ica además, de que se puede hacer un 

es cal ami ent.o. 

Tabla 16. Comparación de la act.i vi dad CU/g) por tres métodos de 

extracción y actividad enzimática para la glucosa oxidasa. 

Método 

C23,24) 
Prensa X 

Ult.rasonicación C!32) 

Cf!S) 
Molienda con abcasivos 

AcUv1dad 

··U/g ... 

31',. 980 

108, 000 

217, 000 

Una vez teniendo la enzima disponible en el ext.ract.o crudo, se 

procede a su purificación con el fin de obt.ener un producto más 

estable, sin que se vea afect.ada su actividad enzimAtica. En seguida 

se dará. algunas generalidades sobre pur-ificaci6n. 
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CAPITULO 5 

TECNICAS DE PURIFICACION 

DE LA GLUCOSA OXIDASA 
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5. PURIFICACION • 

El· objet.ivo de la purificación es el obtener una enzima de 

calidad que cump~a con la_s especificaciones del mercado Cpureza, 

concent.ración, conformaciOn, ·baja en impurezas, estabilidad, etc.) 

asi como el costo. Los reqUerimient.os de costo, pureza y actividad 

enzimática varian segCn el método de e>ct.racción y purificación 

empleado. 

Frecuentemente la~ enzimas pueden ser purificadas varias veces,. 

pero el rendimiento es minimo, abajo del lOY. de la actividad del 

material original. En ia industria se purifica la enzima lo menos que 

se pueda; .sólo cuando. el material interfiera en la catálisis de la 

enzima. C13l 

En la- purffica~-1Ófi. de enzimas debe emplearse el m!nimo nó:mero 

de etapas :~e pur_i~lC~C:ión, ·· 1as cuales deben ser compatibles con su 

uso, e~_-_1~<t.ab~,~~-.p·/::_'~~·.:;ºbserva que el costo aumenta conforme aumenta 

el··_ nú~~r~·::~r~~;E~~~ift~~ ~de purificación. Asi mismo Bonnerjea y 

función de¡'. la rreCUencioi del método usado en cada etapa. La 

homogeneizaci6it"'.,es·.',:rrecuentemenle ~sada como la primer etapa de 

purificación_, ,PºF.qu~ :la mayoria de las prot..e!nas son intracelulares, 

de aqu1 de.:romper' Í,a .célula. La precipitacion es conocida como una 

purificación·· gruesa seguida de métodos resolutivos como son 

intercambio iónico y métodos de afinidad. C13,47l 
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Gráfica 4. Porcentaje de purificación por etapas 

(471 

Tabla 17. Efecto del número de etapas en la producción y costo 
de un proceso común. 

Btapa Pe•o Producto Actividad Coa to CO•to/pa•O coato por 
r•lativo • espec.S:Uca total actividad 

100 1 1.0 1.0 1.0 

0.25 75 1.1 4.0 1.47 

2 0.063 56 1.2 19 2 .13 

o. 016 42 27 1.3 83 3.08 

4 ·º· 004. 32 . 81 1.4 358 4 .92 
: 

., 
0;001 24 . " 

' 
243 ·1.'s 1536 6 .32 

) ,_~ 

:' . ·. . . 

r 131 
" 
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La purificación lnec::esaria puede ser evitada en , etapas 

adicionales en términos de· equipo, mano de obra. y 
0

pérdi_da-,._".le 

actividad enzim!lica. El conlenido de la preparación de lás .. ~nZi;,,..s 
pÚeden ser lan al la como sea posible (ejemplo; 10Y. _P/J> de .Pr;,Leina), 

Esto quizá resulte por el desarrollo de las -·~o~dicio"nes de 

fermentación o por ingenier(a genética. Como ·resuÜ.ado, .,algunas 

preparaciones de enzimas comerciales consisten esencialmente en la 

concentración del caldo de fermentación, y en el empleo de aditivos 

caros para estabilizar la actividad de la enzima. C13l 

Es muy imporlant;é que la· actividad máxima sea retenida· durante 

la preparación de, enzi~~· La inactivaci6n de enzimas puede ser 

causada por calor ~prOteóli~,~s .. ·:: pH no óptimo, oxidación, adul teradotes 

,inhibidores trrevers,ibi~~-·~::y,_ ... pérdida de cofaclotes y coenzimas, de 

estos la inac_tiyaci~ri~ P~~:: ~alor junto con efectos de pH son los más 

importantes. _C13J 

Por esla razón. el. elegir· el mélodo de extracción y purificaci6n 

de la enzima sea C intra o exlracelular) es primordial. C13J 

Las ·proleinas pUeden -s-epararse entre si basándose en las 

diferencias de : 

D Tamal"ío 

2) Propiedades de solubilidad· 

3) Carga.eléctrica 

4) Comporlamienlo frenle· a ·1a '.at:!sorción . · 

5) Afinidad biológica de· una · pr_oteina para un ligando 

especifico. 

[46, 78,83,86] 
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La separación. de prot.einas basindose ·en el tamai'ío molecular 

puede realizarse por diferent'es formas de ce.ntrifugación en 

gradiente de derisidad, y por .cromatografla de exclusión molecular. 

También· pueden separarse por sus diferencias· de solubilidad, según 

·cuát.r6 · variabl"es: -: pH, fuerza ionica, const.ant.e dieléct.rica del 

medfo y temperatura. La separación de. las prot.einas basándose en 

la carga eléctrica depende de sus propiedades icido- basicas, 

que constituyen un reflejo de los grupos R ionizo.bles de las cadenas 

polipépUdicas. Cada protelna posee un pH isoeléctrico caracterist.ico 

en el cual no se despl a:za en el campo el éclr i co. Por encima del pH 

isoeléct.rico posee una carga negativa y por debajo de él, una carga 

positiva neta. Las precipitaciones por salado y punto 

isoeléctrico son de la mayor utilidad. [46J 

Por úl t.imo pueden separarse basAndose en sus velocidades de 

movimiento en un campo eléctrico C elect.rofóresis libre en solución 

acuosa o por elect.rof6resis de zona en un gel o soporte semis6lido). 

La elect.rof6resis discont.lnua y elect.roenfoque isoeléct.rico. 

proporcionan gran capacidad de resolución. 

cromatografia de intercambio iónico. [46J 

Ot.ro mét.odo es 

A continuación se indican los métodos de purificaci6n de 

enzimas que se conocen: 

5. 1. Separaci6n de los 1>.cidos · nucléicos: 

.,_, -·' . 
Los Acidos nucléicos se C~nsideran como conlam.inantes,por lo 

que se eliminan del ext..raclo ~.in ·d~~a·r' }a enzima. por lo que se 

prec::ipitan formando complejos· ei-a~re -~oS': r~siduos fosfalo c::on carga 

negativa de las moléculas d~l- á~:f:do: '."ucl_éicO -.y los grupos cargados 

positivamente del agente precipit.anÍ.é'.,La pr;;cipitación de los icidos 

nuc::léicos depende de la concenlraci6n._ de sa_l. A continuac::i6n se 

menc::ionan algunos métodos: 73 



5.1.1. Fuerza de cizalla. 

5.1.a. Bromuro de cetillrimetilamonio. 

5.1.3. Sulfato de estreptomicina. 

5.1. 4. Polietilenoimina. 

5.1. 5. Trat.amient.o 'con nucleasas [74,86] 

5. a. i:onéentrac'ión por préÚpÚÍi1ci6n'' con sol venles organices. 
' ' 

La adic:l6n . de solve~¡·el. ~~;janf~os ·a .soluciones acuosas de 

prot.elna reduce ·.1a·,- s~lub·i1t·d~d: \d~---~~é~l.~~ .~al· :'reducir la const.ant.e 

di eléctrica del medio. ··cua~d~; ~~ · ~~J,;~·~~di éndo ~antidades creci en les 

de sol ventes orgAni cos! ~.~~ ; ~e~:~~~l,~s')~e ' pr.oléi na interaccionan mas 

con ot.ras moléculas'..~e p~~t.eir:sa·_ q~e '.·con el"' agua. 

,,,-;:· ::~.'.t)>X:r--·;<· .. ::_;t: - . 

La f~rmáci«~n.:: ~e'· :c;~,;;¡,Y;j,;s :. ent'r;, ·moléculas de proteina de 

distinta é:arga:c,()ñtinO~'-lifsta).qúé'.se alcanza un punto en el que la 

prote1~a ' pr;;,ctpi i.~ •. ;;}cÍeb~d~} ·~1 :, decrecimiento de la constante 

dielé~trÚ:a y ·por]: lo'•':.laiíto;iá1 ·.aumento de las fuerzas atract.1 vas 

electrostat.icas·' ~nl~e'.i'~~\·11'.oléculas de proteína de. distinta carga. Se 
- . . .. ·'' 

puede.utilizar lo siguiente: 

5, a.1. Sulfato de amonio. 

5. a. a. ·Sol ventes orgánicos. 

5.2.3. Polimeros de peso molecular elevado. ,Ca5,26,74,86l 

5. 3. Concentración por ul trafil traci6n. 

La ultrafiltraci6n utiliza las diferencias existentes entre los 

pesos moleculares Clamaflo) de la pr:-ot.eina deseada y de las no 

deseadas . 
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Se puede c.onsiderar como una de las técnicas de filtración ·que 

incluyen 1" ósmosis inversa CPM. limi t;;, .·de. aso ) , ultrafil tración· C500 . , - . . . . .. - ' ' . . 
y 300 000) "'fil traéión de ·níicroparÜculas. y· filtración de particulas 

con un cierto ~ol~p~ndent'o ~nt~;;,' i~· ul trafil tración y la filtración 

de microparÜctÜas.' 

Algunas de l;.~ cara~~~,;~(ic"~~ ~.J~ hac~n de la ultrafiltración 

un método útil son· : ·· .. (/ :;~'<' ;'' ·· 
.- : :);.'~--·:.(~··,-

5.3.1. A ~e~-~~~-~~~~~.:::·- de operación baja, por ejemplo, 

ultrafi~~rac1:6ri en_ Una'cAmara fria, de - sºc a+ sºc, -se 

évitan pérdidas' en' la acli vi dad debidas a la exposición 

a alta~ t~mpératu~a~ y se minimiza la autodigeslión. 

5. 3. a. No se '~~cesi ta cambio de fase. 

5. 3. 3. Se tr.abaja, a una presión hidrostática baja 

5. 3. 4. Es sua:ve y no dest.ruct.i va. 

5. 3. 5". ·No 'necesita reactivos qui micos. 

5.3.6. Se puede conseguir simult.Aneamenle la concentración y 

purificación. 

5. 3. 7. El mantenimiento de la fuerza iónica y del pH del 

concentrado evita la inact.ivac16n de la enzima. 

5. 3. 8. Es económica. [74.,86] 

5.4.. Concentración por liofilización. 

Aunque, en algunos casos, la liofilización se puede utilizar 

para la concent.rac16n de proleinas, su.empleo es limitado, ya que al 

menos que la concentración de sal en la solución sea muy baja se 

pueden formar mezclas eutécticas, lo qu~ daria lugar a un secado 

incompleto o a la formación de una gran cantidad de espuma y 

desnaturalización de las proteinas. 
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Est.os problemas pueden evitarse cent.rolando cuidadosament.e la 

t.emperat.ura de la masa congelada para mantener una t.emperalura por 

debajo del mAs bajo de los puntos eutéctii:os. También puede ser 

necesario reducir la concentración de·sal ant.es de la liofilización. 

Puest.o que se dispone de ot.ros mét.odos de concentración de 

prot.einas, est.e procedimiento se reserva para la preparación de 

mat.eriales que deban ser almacenados o t.ransport.ados. 

S. 5. Cromatografia en gel. 

El interés de ·.:.sta técnica radica en su 

fraccionar y purificar enzimas . 

[74,86] 

capacidad para 

El proceso de cromat.ografia en gel consiste en el repart.o de 

las moléculas de solut.o ent.re la fase móvil de solvente y la fase 

estacionaria const.it.uida por los espacios exislant.es ent.re las 

part.iculas porosas del gel. El mecanismo de est.a técnica es más 

fácil de comprender. se considera que el gel llene una est.ruct.ura 

porosa similar a la del pan. La fase m6vil es el liquido que circula 

por el exterior de las part.iculas de gel, y se conoce como volumen 

vacio C V
0
), mientras que la fase estacionaria es el liquido que 

ocupa en el interior de las part.iculas de gel C Vi.). El solut.o se 

distribuye por difusión entre la fase estacionaria y la móvil. El 

volumen ocupado por la mat.riz del gel 

volumen t.ot.al de la columna C Vt_), que es: 

v, V + 
o 

V + 
l 

V) también contribuye al 
g 

V 
g 
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La elección del tipo de gel depende princi::almente del peso 

molecular de la en:ima. en la tabla 18 se muestran algunas de las 

caract.erist.icas de los geles. [26, 74.,86] 

Tabla 18. Propiedades de geles de Sephadex. 

Tipo de gel Agua retenida Magnitud de Peso molecular de las 

e g / g gel) dilataci6nde moléculas excluidas 

Cml / g gel) del gel . 

G - 26 2.6 6 3,600 a 4.,500 
G - 60 6.0 10 a.ooo a 10,000 
G - 76 7.5 14. 4.0,000 a 60,000 
G - 100 10.0 20 100,000 
G.- 200 20.0 4.0 200,000 

C17l 

5. 6. Cromatografi a de intercambio i6nico. 

Dentro de las celulosas pueden introducirse una gran variedad 

de grupos cargados. bien cat.iónicos o aniónicos. La celulosa ha sido 

el medio tradicional de llevar a cabo la cromatograf ia de cambio de 

iónes para las prot.einas. 

Se usan 

5. 6.1. Resinas intercambiadoras de iones. 

6. 6. 2. Celulosas intercambiadoras de iones. 

5. 6. 3. Ot.ros geles int.ercambiadores de iones. [26, 74., 861 



9.7. Cromalografia de afinidad. 

La cromatografia de afinidad quizas,_sea .la fo,ma m!s elegante . . . 
de purificar. proteinas Údivi_d:-iales a· par_lir. de. ui;a. mezcla· compleja. 

Sin embargo , aunC¡ue- Se empfe~_C~n fr:ecU_e~_cia-:,3. _e_s~a"la·' de -laboratorio 

rara vez Se utiliza en ia··purifi~~-ci6n·de·proteiÍl~s' a gran escala. 

-_ ' ~ '.- . - - :·:- '···,-. - ' . ·_ ' -. . . 
Est.a se·. basa en_ la interacción· má.s -o. menOs _ ~specifica · en~re una 

proteina y un Ügandi:í 'inmovilizado, que esú 'inclui.do en uno de estos 

dos grupos prinéipales: 

9. 7 .. 1• Aquellos 'que sean especificas para la proleina deseada, 

en c~yo caso el··-~igando es generalmente un anticuerpo, un substrato, 

un substrato an!logo 6 un inhibidor. 174, 861 

5. 7, 2. Aquellos que interaccionan con varias prolelnas, y que 

pueden ser espec1ficos para las diferentes clases de enzimas, como el 

5' AMP, 2', 5' ADP o NAO+, o que interaccionan con un amplio rango de 

prot.einas tales como las cadenas hidrocarbonadas o algunos 

colorantes. 

Es esencial que la interacción sea reversible. Se pueden 

emplear una gran variedad de diluyentes para disolver una prot.eina de 

un ligando de afinidad, que van desde métodos no especificas como el 

incremento de la fuerza i6nica o la alteración del pH hasta métodos 

especificos que usan el cofaclor o ligando libre. 129,26,68,861 

5.8. Absorbentes no especificos: 

5. 8.1. Hidrox! l apaU lo. 
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ESTA llSfS NfJ llEBE 
SAUR DE U BIBU8TECA 

El hidroxilapati lo CHA:> se ha usado durante mucho tiempo en 

lécnicas discontinuas para la purificación de enzimas. El método ha 

ido· ·.ganando aceplación· lenlamente entre los quimicos de las 

p~ot.éinas, debido<a sú-13.boriosa preparación, desconocimtent.o de los 

mecanismos de int.eracci6n. entre las proteínas y esta sustancia, su 

al t.o C_ost.o, su poca fiabilidad en lo que respecta a la estructura de 

sus crislales, la velocidad de flujo y la capacidad de adsorción. 

Sin embargo, se considera que la cromat.ografia en 

hidroxilapat.it.o deberla de usarse como una herranúent.a adicional en 

la purificación de p~ot.einas, puesto que la base de la separación es 

diferenle de la de los cambiadores de iones o de la filtración en 

gel. C86J 

5.9. Cromalograf!a de interacción hidrofóbica. 

Esta fue desarrollada a raiz de la observación de que algunas 

prot.ei nas eran retenidas i nesperadament..e en gel es de afinidad que 

conlenian brazos espaciadores hidrofóbicos. Este halllazgo se aplicó 

a la preparación. de familias de adsorbentes hidrofóbicos ulilizando 

cadenas hidrocarbonadas de series homólogas de diferentes longitudes. 

En la prAct.ica, la mayoría de las prote1nas pueden purificarse 

sat!sfactoriamenle ulilizando subslituyenles C-8 o fenilo. C86J 

5.10. Cromalografia liquida de alta resolución. 

Originalmente esta técnica se disef'ío para separar pequerias 

moléculas orgánicas solubles en solventes no acuosos, aunque 

rapidamenle se adecuó para la separación de compuestos biológicos de 

rnayor tamario, solubles en agua. ( 86] 
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5.11. Técnicas electroforéticas; 

Se basan simplemente en la ~celeracÍ6n ,_d~.'l"~s · pa!'t.iculas 

cargadas ·en un campo eléc.t.r1co, a las que.se opone·-la· frii:Cfon-~debfda 

al paso de las partículas a través del. mediO·:qu~---~-~~····~'Od~~-;- de._modo 

que se mueven· a una velocidad const.ant~~- pr:~~o~d.0~·~:1' ~-~~~- :.~'~rga. Los 

cationes ;se mueven hacia al cátodo y l~~/~~(o~_;,~·fh-4~1·a:.-·a:1·· ánodo~ 
Se pueden mencionar 1 as sigui entes··. t'é~·rii ~~~ · ,: <' 

5.11.1. Elect.rofóresis. 

6.11. 2. Enfoque iS'oeléctrico. 

6.11.3. Elect.rodecantación con mult.imembranas.C68,86l 

6.12. Cromat.oenfoque, 

El cromat.oenfoque es una forma de enfoquee isoeléct.r1co 

reali2ado en un lecho de resinas cambiadoras de iones especiales, 

llevando a cabo la·dilusión con soluciones anfóteras. 

El cromat.oenfoque combi n·a el poder de resolución del enfoque 

isoeléctrico con la comodidad de la cromatografia, por lo que es muy 

adecuado para trabajar a gran escala. C86J 

6.13. Separación en dos fases acuosas. 

Los sistemas .en dos fases acuosas pueden formarse mezclando 

soluciones de polielilenglicol y dexlrano o polielilenglicol· y 

ciertas sales, especialmente sulfato· de amonio o fosfalo po.la~ico. , 

Las proteínas y los restos celulares se reparlen enlre las·dOs !ases, 

de tal manera que la localización exacla de una proté1i-1a · en 
:;.·. 

particular depende de parámetros tales: como su p~so molecúiar·,. el° pH 

y la fuorz.a. ióniea de la mo:zcla y la pre~oneia de ion&!iil ·po~i .. Vale~t.es; . 80 

e Kula 1979). 



Los sistemas en dos fases pued2n aplicarse para eliminar 

eficazmenle los restos de células de homogeneizadas consiguiendo al 

mismo tiempo un cierto grado de purificación. C86J 

5. 14. CONSIDERACIONES EN LA PURIFICACION DE ENZIMAS. 

5.14.1. La naluraleza de la solución. la cual puede venir de 

diferentes fuentes (cultivos vegetales, microbianos) ,puede ser 

int.ra o ext.racelular. 

5.14. 2. Especificaciones del producto, aspectos tales como 

pureza, forma y costo que dicta la aceptabilidad del proceso de 

purificación. 

S.14. 3. La elecciOn de las elapas 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 purificación 

S.14.4. Minimizar el número de sclvenles y amorliguadores 

empleados, ya que los solvenles innecesarios y cambios de 

amortiguador pueden ser costosos. Se evita si es posible, 

amortiguadores que sean caros, complicados de preparar y dificil de 

ajustar el pH. 

9.14.6. Debe evitarse etapas donde se pierda la actividad 

enzimAtica total o paréialmente debido a cambios de pH, temperatura, 

que puedan provocar una desnaturalización. [471 
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Después de cono~er algunos métodOs: de purificación de enzimas y 

aspectos que deben tomarse en cuenta para realizarla, .es importante 

hacer notar que no todos los métodos de purificación se aplican a 

todas las enzimas. Estos varian. según sus caract.er~~t.ic~S .Y.'·d~ la 

disponibilidad d7 material y equipo. En el caso de glucosa·oxidasa.se 

reportan diferentes.- ~é~niC::as. las cuales empl,eari ··,~n~_.-~;·¿O~~:n~-CÍó~. de 

las mismas. 

Estas son 

5.15. L Precipitación con [31 

5.15. 2. PrecpHaci6n .con 

5.15.3. 

;·.;· 
: ·:: { .. ~.;·~->. -~·~:. :·:-::::r···, 

Precipfláci6n:c~n alcohÓl\':dülis(s. pre~ipi faci6n con 

s~l r~t.o::~e (:i~o~i}J;··:~-~b~(~~/~-fi:f:~~:. ·oEAi. c~l ul os~. e ss1 
:·: ·::. -', ~ .:~:5~f·.r~:¿·r.:~;~;d- .tt~c~, . _. ·,- ~- .:_-~·" 

Precipi.ta6fo;;' ;;'o~;.áiffCí~i'.fa~fcó, -á~etC:.na y cromalografia. 5.15. 4. : ~" <,,,~ .,C':tfi';?;¿[:: /" " (51] 
~ .. ; ... :·.';:'.; ... -. o;·.r.~.,-... ~=-~~-;: 

Cromalo:raf;f: l~i.:~L c:¡umna de Sepharosa y sulfelil 

CSE:Í) s~p~~d~~~~cf~o: . [ 51 l 

5.15. 5. 

5.15.6. ·precipil~d6n;· diÚisis, cromatografria de Amberlite y 

columna d~ .DEAE celulosa. Cll 
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Técnica 5. 15. 1. 

Purificación por precipitación con acetona y ác.tánico 

Ext..ract.o crudo de enzima 
! 

Concentración por filtración al vacio. 
: •· . .&. {Redlsoolvor el aobreñado.nl" 

.;.Pi-ecipit.ación en !5 ll do a.guCl y. ~roclpi-- l ._la.rlo por a.d~ci.ón do _a.eeLona. 

2'..Pre···cipi.·t· .. ac··.ión.jo.i L_u.·<·. 20·0· ml .. d.· .. l-_concont.ra.do c:on ac .. · t.á.nico con 500 ml do .·a.gua. I r1 a. y 

l t.ra.t.a.rla. ~on .una. aoluclón de 
-· .. _ _· · . .'- .. ,_: ~,Q,g _a.C.t.á.nt'co a 0°C,90mln. 

Precípi tado. p"llrpura < 
! .. · •. ·• 

Centr Ú~ga~i Ón 
! ' 

Adicionar.a o·s porciones 
de 50 ml de acetona. · 

Extraer 
con 40, 

Adicionar nuevamente 
un voll.lmen i gua! de 
acetona fria. 

l ,. 
Centrifugad ón . . 1 

del centr !fugado la en2i ma 
:is· y 25:.ml de agúa. 

l 
} Precipitación 

1 . 
Precipitado amarillo 

l 
Centrifugación 

1 
Adicionar acelOna- tres veces 

l 
Secar i-.1Pidameñte con 
aire Y. vac!o. 

C:3l 
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Técnica 5.15._2. 

?ur1ficaci6n por precipi t.ación con sulfato de amonio. 

Precipi t.acion co~ { z. !S ·H do LQ aolucl6n do 
sulfat;o de amonio ··gl·u_co&a. _ox.i.da.~·a. •n·a.gua. 0 

Cal 50~ de sat.) buffer ·d• toafalo,pH=?.O 

l 
Sobrenadant.e 

1 
·{· S

0

e 'l L ~va. a. SON a B!IH do 
Precipi taci6n, .aa.lura.ci.ón. 

1 
Preclpit.ado amar.HÍen°t.o. 

con a.coto:inc 
o o e. 

I 

'{

:poi-. !Sd hr e on cigua dHl i. la.da. 
(lo c. 

DLaÜ~i~ : ~ l-. 
} PrecipHaci6n 

1 
Medición de ·act.i vi dad. 

[3] 
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Técnica 6.16. 3. 

Purificación por precipitación con alcohol, sulfato de amonio, 

di~lisis, cromatograf1a en DEAE - celulosa. 

Preparad6n de1·extracto'áudo r 
FÚ t:ri.ciÓri· · (Extraer con agua 

•:,Le :_;: : ., ... 
Pr~cl.pit~ciÓ~ {Adicionar varios volúmenes 1::. de etil o alcohol prop1lico 

Cen\.~ÜJgacÍ6n f 20 000 x g 

.. ! ' 
Recolección del.precipitado. 

1 
Fillraci6n con aire seco 

Medición de actividad~~~~~~ 
enzi~tica (diluyendo 
las muest.ras en agua). 

40g;tooml dD &oluci6n a.L 
dOM de ga,t.ura.ción y 
refrLgera:r t.oda. La. noc.he 

Solubilizac16n { .i60. ml ele. agua /Z hr. 

l 
Centr 1fugac16n { 20 000 :·x. g 

1 
Sobrenadaríte {Sofud6n clara l . ... . 

, · .<·{·Agua. destilada fria /.30 hr 
D.iAli.sis:· }Pasar .ª nuevos tubos de . L · : ; ;. ::. clil!.lisis cada 6 a 10 hr. 

·} Precipitac16n',con 
.sulfato de. amonio 

l 
Sobrenada~te f. Centrifugación 20 000 x g 

' 1 
Medición da a.cLivida.d~ Prec1p1.tado amarillo [85J 

Con t. inua..- .. 
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Continuación de la técnica 5.15.3. 

Rocuperac i.6nt- - - Precipitado amarillo 

i l 
Sobrenadante 

l 
{

Con )ul ta.l.o. do a.n:ioni.o 209 
P~r. '1ooin\; obLenlond~ 8!5" 
d'.• . . ·.·~Lu;a.~ i.ón'i ref ~ i. gera.r 
Loda.;:Lci.noche •. . 

Precirtación 

cenlrif'ug~ció~ f í:o ooo. x g 
L sobrenCLda.nl., .-. ~-~·~~r .~::· "'. -

Pre~i pÍ. t;,do i M~dki in ~~- actividad 
.. !'' .. 

Selección de banda amarilla:• 
Cglucósa oxidasa) 

Con iO g de DEAE c:oluloao. l 
y rept:illr 'loa pa.•o• do5do r 
la.va.do ha.al.a. di. luclOn . 

l {con o .. nt-d9;·b~rror de'o.ceLa.fo 
Dilución do Na.,ptti:-9;7,· ·'· ·:.-

l AjuaL~r pH·de~l~. ·aoluci.Ón a.'·~ 
con cic. a.c::éLi.co. 

Recromat.ograf1a 

! 
Enzima en solución CG6l 
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La aclividad de glucosa oxidasa oblenidas en las elapas de 

purificación de la lécnica 6.16.3 se mueslra en la labla 19. 

Tabla 19. Acli vi dades de glucosa oxidasa oblenidas en varias 

elapas de purificación 

Fracción 

Muest.ra inicial 
de enzima. 

Después de 
dU.lisis 

Después de la 
fraccionación 
con <NH )SO • • 
1er.Cromato -
gr afia. 

2nda.Cromalo-
gr afia. 

Volumen 

ml 

205 

663 

100 

77 

60 

Unidades 

por ml. 

541 

186 

680 

766 

902 

Tot.al. de' 

unidades 

112,000 

105,000 

68,000 . 

59,000 

54,000 

Se parte de un concentrado de enzima crudo. 

·u/mgde 

prot.eina. 

16 

61 

130 

(06] 
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Técnica 6.16. 4. 

Purificación por precipitación con ácido lánico, 

·a.celona y 'crornalografla . 

Ext.raclo de enzima crudo 

! 
Centrifugación j a 20 000 x g. por 26 min. 

l 
Sobrenadanle j Enzima cruda a pH=3. 6 

l 
{

Se absorbe con polvo 
Absorciónlde glucosa de poliacrilonilrilo. 

Dilución { Buffer de fosfalo a 0.1M 

1 
y pH=7.6 • 

Precipi t.ació.n {· Pci~.- un~ ·.s.º.· luci. 6~ acuosa 

1 • \' de ácido .\anico. 

Lavado:} ~.f.•.Nºn: f.t·. L ... ·' ··.,~-. -··· .-· - '.·J.::; . 
. P~-~~.tlad~."!'.i: :,:·~·.·/. 

¡,:,, 

Lartd~;f A,9~~)1esli;tada .ª T=4 C 
0 

Precipi lado f A~elon. a.fri~; 
:1.·: ' . ,'":;_:·:··. :·:.·· · .. 

· · · · { Medición de 
.Secado del: precipi lado acli vi dad 

[61J 

a·a 



Técnica 5.15. 5. 

Purificac~ón por cromalografia en una 

columna de sepharosa. 

Exlracto crudo de enzima 

1 
Pr eci pit: ado · 

! . 
+---'--· Centrifugación j A. 20:000 x g ,25 min. 

M~dlcionl 1 {'R~ci.t.\za.r hi.·~;óli.a\.11 . 1..a.VC!.do 
~ 

Rocupera.c i.6~: 
do.·gtuc. ~ oXd • . " 

~· :·.' ~vr Sobrerante. P"'.~:i".\ºº".~··•·"~m 
. Centrifugación {:• .. Ar. 20.'2~0:.x g; 25 mi_n de ! . 

Medlci.6~·.· do : "' 
dcLi.vi.da.d. 

la.ea.. 

- ~ .. 
A 20 ooÓ K g, 25 
y T: 0° a.·!'J· 

'•.''' .f<· · .=.o .. a 5 · .. 

.. 
'.:-;.º.':.'· 

.49; 

>::;;~··. 

:-,."f. 
_;.,·~1-

-· .. ~-,~:~,·/ :': ~·. 

,.o_·\~,-e-~-:~:-:;~ ... ,. '., . 
... Di~ll~.(S.::.i sot.·ucTón ~~·.:Nci.ct..·, T= !i • 

·. ,; l>L\... ':.: :- · 
C~o~to~rafi~ {::Pff~I:'~: 5~~E>-

soluci.6n d• Na.él. do· ¡:.· 
O - O,!I M on buf'tor do ·. }· .. 
a.cota.lo do Na. a. O. OOBN · 

Dil~ctÓn · 

y pH : 4. O • l 

[51] 

Conlinua. 
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ConlinuaciOn dQ la lécnica 5, t'5, 5, 

{ 

DEAE:-Sophadex- A-'50 
Cromatograria l crepelir dos vocea), 

La vado de col umna 

l 
Ultraf!ltracion Medición de actividad 

l 
Secar con aire O 
liofilizar. 

Nota En cada etapa de purificación 

se mide la act..1 vi dad enzimat..ica. 

!Sll 
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Técn1 ca 5. 15. 6. 

Purificación por dU.Hsis, cromatografla · en 

~bef:l(t.e(pre.éipi-la¿;i·ó~>· .y Cro~to'graria en 
.. <'·' •.. ' .... 

. columna de· .. DEAE-cel ul6sá.•. · 

Sobrenadante. jileÚciÓn i!ec'acÚ ;,idad. 

1 ·····• ':'x'•'. .'. · ..... . 
ButfQrea.r cona.cata.to} Columna de Arnberlite {CG-50.,C.50-x 6 cm) 

da Na.,pH='· !i, o. tM i { ~~on ~:l L ~del ~Lamo 
Lavado de columna butt~r _,pa.ra. remover 

1 ;· ·' ·-.~-~-~-~,-~,~~~ª.-· 
Con out ter de a.cata.to J Dilución 
de Na.,pH:5,0, O. tM,sie 1 
obtiene un color a.ma.- • " _, ~fcon a"ulfa.lo do cunonio 
rlllo. Precipitación~ a'.L t>OH·de 11a.Lura.c\.Ón, 

Redlsio\.ver en 50 ml 
do buffer de Na.PO • a. pH : d.O., O. iM. 

l
-~ -,. a.ba.jo dol eo H no ao 

p.:°oci.p1. ta. la. proteina.. 

Centrifugación jA 2o 000 x g, 25 min. 

} 
! . . 

Precipitación 

! 
Diálisis {·solución d• Na.PO, pH=d. o y · l 0, t M 

C t. fi {En columna. DEAE-celuloaa. 

con ~LL do\. miamo 
bulter- • 

romalogra a e !!50 x <&cm>, bu! t •rea.r con 
el miamo buffer. 

} Lavado ~e columna j M•diclón d• ac!Lv•dad. 

.¡. [1J 

ConllnÚQ,, •• 
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Continuación de la técnica 5.15. 6. 

Con autror do Na.PO 
, .. 

a. pH : d.O y .o. ZM, 

Con ' lt. dol mi.amo } 
butror . 

,Obtenci Ón 'de erizi ma 
color café. 

'! 
} . ouüción 

. '· ,·L 
"Cromátografia 

'.J 'l 
Lavado de columna 

1 

fEn columna. D&:A&:-coluloaa. 
l<50 x 'cm>,bUf'Ceroa.r con 

• t mi. amo bu r t.,.. 

Obtención de protei na 
diluida. 

! {Con aulta.Lo do a.moni.o 
Precipilaci6n a.l OOH do aa.tura.ci.6n, 

! 
Centrifugación jA 20 000 x g, 25 mln. 

l 
Precipitado jRedisolver con agua. 

! 
DU.Usis j Con agua fria. 

l 
Modi.cl6n do } 
a.cli.vi.da.d Solución de glucosa oxidasa ~Rofri.gora.r 

En la siguiente tabla se muestra la actividad especifica 

obtenida después de cada elapa de purificación de la técnica 5.15. 6. 

Partiendo de un extracto crudo de enzlma de ,50 ,g del 

.4spere:i ! ! us ni!!'er, con una ai;:ti vi dad de l. 45, U/lng , (peso seco) o 

13.9 U/mg de protelna. [ll 92 



Tabla.20. Actividad y.recuperación de la glucosa.Óxidasa durante 

el proceso ~e .pur1~.1c~ci6n .. 

Acti viciad y. reeuperación cie 'gl ui:i:ísa oÍ<idasa 

<: durani.e ;r;;1 p~ó~eso de p~~iriC:aciÓ_n. 

P;eci~ú~~fak·~:::; 
con c,NH~:l,SO~ 
di Áli sfs ,·· · 

OEAE-Cel ul Ósa 

Precipitación 

con CNH
4

)
2
so

4 
y 

diálisis. 

92 

92 

La gl u~osa :.O~daS.a ·oblenid:'l por est..a lécnica . conl{ene O. 90 mg 

de proleina por. ml,. estimado por el mélodo de bi urel. La acU vi dad 

especifica de gluc~sa oxidasa purificada a 37°C, pH= 5. 6, fué de 83 

U/mg de proteina Cpeso seco) o 9a U/mg de proleina. Cll 93 



A. conlinuaci6n ~e dan algu~os c~menl.ar.iOs de las t.écnicas aq_u1 

reportadas. 
- -.-.· . .--.:· - _,.- ... ·· -·: _. --·· 

No· se "f~cue~t.r_a·i·~epO:~.t..i~:~·.-~a:"~c~~-vidad· en:?im.it.ica en la técnica 

5.15.1,· cua~do s9.p~~i-fiC~'.-~~~<·a~,~~-o~~-y.ácid~-.t..1n~c~. Por lo que se 
- . . . ' . -. . . , , ..... '. . - -·' ' -.- ' . ' 

desear t.a: .·. P.o.~':;: i:i?~/co·ry~-a~--.::-::.~o~·:\.e~t.e Paráment.ro .-i mport.ant.e para 1 a 

elección de'Í.~;-t.écrii~;_:¿¡~--~úrifi-cadón de glucosa olcidasa. 

La t.éc~7Ca .. 6~ 16. 2 1 'al igual que la anterior no se t.omó encuent.a. 

Además de ·ut.iliz.ar al t.as concentraciones de sulfato de amonio que de 

no ser retirado de la enzima puede interferir en la cuant.ificaci6n de 

prote1na por el método de biuret. Según lo reportado en la tabla 20 y 

21.· la precipitación con sulfato de amonio debe de ir seguida de 

dU.lisis y cromatografia para que la purificación sea efecli va. 

Sin embargo, las técnicas 6.16.3, 6.16.4, 6.16.6 y 6.16.6, si 

reportan la actividad enzimática de la glucosa oxidasa Cver tabla 

21) donde se observa que la técnica 6.16.6 reporta la mayor 

acli vi dad de glucosa oxi dasa . 
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Tabla 21. Actividad especifica de glucosa oxidasa reportadas en 

las técnicas 5.!5.3, 5.15.4» 5.15.5 y 5.15.6. 

Técnica U / mg de protel na 

5.15.3.Precipitaci6n con alcohol, sulfato de 

amonio, diálisis y cromatografia en 

OEAE-celulosa. C85J 

5.15.4.Precipitaci6n con ácido 

y cromatografía . !511 

5.15.5.Cromatografla en columna-de 

130. 

·,./ 

';'j .:;·:,:~25'' y sulfeli l C-50. [51] 

5.15.6.Prec1pilac16n con sulfato de ainonio:;_/·,-.;. ··' 

diálisis, cromatografía en Amberí.'i.t;~•,: "-· - >-~~. 
y columna de OEAE-cel ulo~~. •/lJ __ :: '< 

'.\-_:·.: ... '¡:~,_'.·'/··,· 
: .. , . ~.::' .~ .. ~ .. 

Por lo que proponemos la .·técnica -5;15. 5 para la purificac16n 

de glucosa oxidasa .'ya;qu~ ·se '0°bti~ne ~ria acli vi dad especifica de 225 

U/mg: de protelna- ,Y: con ;un: contenido de catalasa de O. 08 U/mg de 

p~o~eina:. 
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CAPITULO 6 

METODDS PARA MEDIR LA 

ACTIVIDAD ENZIMATICA 
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6. METODOS DE MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIHATICA. 

Las reacciones cat.alizadas. pór en2im3s pueden seguirse 
. . . . - . - ' . - . 

espeé:t.rorot.omét.ric~me~t.e, ya que_ ~u6h~S·-~e· 1.os S.Ubst.rat.os o productos 

de las enzimas absorben la luz'.visible o no vfsible:· Esta es la forma 

más .•sencillá Y. ~omOn'.d"• anali~ar 'en;!inas, ;/consisten en obtener 

curvas ~ompÍetas m~di;~I.'~ ¿;;~¡:~~( d~;ect~ y·~c~ntinÚo de la reacción. 

LoS · ~ná~i_~i'.~-··~~~~P~~tr~·i~t-~m~~~i~os .. ~~~-,·· p-~~·tr-;:ula~~~~t.-~: comunes en 

en~i,,;,.s,'qJ~\itlliza~ coe!'Zimas de nicotinamida que absor_ben a 340 nm 

' en. su· r~~-~-.. f.edtid.da. 

otr~s:análisis se basan en el cambio de pH 'prod-~Ci'do durante la 

read6i~~- q~,~ se mide cOn un pot.enciomét.ro. en Contr6J.'~~ e1-- c-Onsumo o 

Íib¡~ación de oxigeno durante la reacción medi~~!:e'•un ei'eétrodo de 

~,dg~no~ o más generalmente medir la lJ.beraciÓn·:.:-:_~4~- ·._g~s· _con un 

m.inómet..ro (aparato de Warburg). en muchos C3.sO~::-l~~;·: ~náli~is 
considerablemente más sen$ibles cuando se u:Í.Íli~·~~ '..,·medidas 

fluorescencia. [86] 

Los métodos pueden ser 

son 

de 

grupos: directos e indirectos. Un método 
0

dl~~.;q,.·p;.oporciona algan 

dato que esta relacionado con la coni:entrac!~n~ 'del 'substrato o el 

producto, mientras que procede la reacción enzimát"iéá., sin necesitar 

de intermediarios La detección efectuada- en. el -instrumento de 

medición, en el que se observa alg~n cambio en la seNal, corresponde 

a cambios en las propiedades en la solución enzimática. Los métodos 

directos son generalmente los rofls rápidos, proporcionan información 

continua acerca de la reacción enzimá.t.ica Cespecialmente si el 

equipo esta acoplado a una computadora). [ 74, 861 

Los métodos indirectos requ~eren un periodo de incubación 

seguido de otras manipulaciones, antes de que se pueda relacionar la 

lectura obtenida con la concentración del substrato o el producto; por 

su naturaleza los métodos indirectos son discontinuos. [19,20,221 
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A continuaci6n se clasifican los métodos directos e indirectos. 

en la tabla,22. 

Tabla 22.Metodos directos: e indirectos 

Métodos di rectos 

Metodos 

ópticos 

Métodos: 

Potenciométricos 

Propiedades 
fisicas: 

Propiedades 

Coliga ti vas 

Espectrofotómetr1a 

Espect.rofl uoromet.r1a. 

Rotac16n '6ptica 

Dispersi6n 'de la 
' ' 

rotación óptica '/ distor-

sión circular.CoRD/co) 

Color i met.r 1 a con indicador es 

pH, pH- estacionario 

Gas disueltos y electrodos 

especificos. 

Electrodos: iónicos 
especificos 

Viscosidad, 

Crioscopia 

Osmorñet.i-.i a'; :: 
Elasticidad, 

Métodos indirectos,,, 

Reacciones 

Qui micas 

Separación del 

producto 

, co1orim~¿1~ 
n tu1ád6n :,, 

Precipi i.a.ci6n 

crcimatografia 

Ext.r~cciÓn 
' Di fúsi ón , en gel 

[19,20,221 
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Debido al tratamiento que sufre la enzima duran le el 

proceso de purificación, es necesario evaluar la actividad 

enzimática en cada una de las etapas para observar si se ha mantenido 

disminuido o pérdido parcial o totalmente esta. 

utilizara algún método de evaluación. 

Los métodos reportados para la medición 

enzimática de la glucosa ox.iadasa son: 

Man6met.rico 

Conductividad diferencial 

Colorimélrico 

Titulación 

Solución sin amortiguar. 

(3,23,24, 48, 77,81,84, 8Sl 

Observaciones: 

Por lo tanto se 

de la actividad 

El método manométrico mide la cantidad de oxigeno consumido de 

10 mm9 
de oxigeno por minuto en un manómetro de Warburg a 30 o 37°C. 

Sin embargo este método presenta limit.ant.es como son la velocidad de 

oxigeno consumido que a veces no se registra. (23,24,84,BSJ 

La titulación es un método económico pero largo y tedioso, las 

desventajas que presenta es que los react.i vos se deben de preparar 

una hora antes de la medición, los volumenes que se utilizan deben 

ser exactos y en algunas ocas! ones se adiciona anti espuman t.. e a los 

tubos a Ulular . [4SJ 
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La actividad de glucosa oxidas a es usual menle deler mi nada por 

la medición de la velocidad inicial de consumo de oxigeno en una 

solución amort.iguada, la cual contiene un exceso de glucosa y es 

inicialmente saturada con oxigeno. En el nuevo método, su act.i vi dad 

en una solución sin amortiguar es evaluada por la medición de la 

concentración de á.cido glucónico mientras el ox!gt=mo es cont.inuament.e 

burbujeado. La principal diferencia son la adición de un amorliguador 

en el método tradicional y un mayor tiempo de reacción en el nuevo 

método. Por lo :.anta no eS: práctico cuando se requiere manejar gran 

ntlmero de muestras. C77l 

El mélodo de conduclividad diferencial presenla la desvenlaja 

de que a concenlracioriés O. 0045 Yo de peróxido de hidrógeno las 

burbujas producidas inlerfieren con la medición además de que el 

agua destilada utilizada varia con el tiempo con respecto al oxigeno 

disuelto. La ventaja es que ofrece la medición de peque~os cambios de 

conductividad y esta puede ser llevada a cabo en menos de 5 minutos 

transcurrida la reacción a altas concentraciones y aproximadamente 15 

minutos a bajas concentraciones de glucosa oxidasa [841 

Del anAlisis bibliográfico se encontró que el mét.odo 

colorimélrico ha sido ut.ili2ado por diferentes autores para evaluar 

la actividad de fa glucosa oxidasa en extractos celulares, preparados 

purificados y a nivel de enzima inmovilizada. Por lo que recomendamos 

esle mélodo para la medición de ;i.ctlvidad enzimática. Además de que 

se obt.ienen resultados confiables y reproducibles. Se realiza 

la delerminación colorimélrica del peróxido de hidrógeno producido en 

la reacción con peroxidasa y una sustancia cromógena como 

clorhidralo de orlo dianisidina, según: 

B-D-Glucosa + O+ H O 
2 2 2 

H O + AH Corlo dianisidina reducida) 
2 2 2 

Acido glucónico + H
2
0

2 

A + 2 H O 
2 

[24,27,36,56,l 100 



Se usan otros colorantes como la ..-toluidina, a,6-

diclorofenolindofenol y otros disponibles bajo nombres comerciales. 

Este método color i mélr i co puede lograrse midiendo 

espectofotométricamente la marcha de la reacción o bien deteniendo la 

misma a un tiempo determinado por adición de ácido inhibiendo la 

absorbanci a resultante en un espectofotómelro de Seckman a5 con 

celda de 1 cm. de espesor a 630 nm. Esta técnica es sensible a razón 

de 0.1 unidad de abs:orbancia que corresponde a Sx 10-9 micromol por 

mililitro de peróxido de hidrógeno. Una probable causa de 

interferencia en el método colorimétrico puede ser debida a la 

presencia de catalasa, que normalmente acompa~a a la glucosa oxidasa 

en el micelio del hongo. Este método es rápido, sensible y de fácil 

realización por lo tanto es ventajoso frente a los métodos basados 

en la medida de oxigeno o formación de ácido glucónico. ca4¡ 

Una vez que se determina la actividad enzimática de glucosa 

oxidas.a en el extracto crudo y después de cada etapa de purificación. 

se procede a cuantificar la prot.eina. 

Para esto se conocen varios métodos como el método Kjeldahl, 

absorción U.V. a 280 nm, reacción de Folin- ciocateu y el método de 

Bi urel. 

Para la elección del método se debe de considerar las ventajas 

y desventajas que ofrece cada uno de los métodos. 

Método 

KJeldahl 

Principio 

La di gest.i ón en ácido sulfúrico en 

presencia de u11 catalizador convierte a 

todas las formas de nitrógeno de la. 

muest..ra en ión amonio, que se separa del 

digest.ant.e por destilación a vapor y se 

analiza µar titulación. 
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Desventajas 

Absorción U. V. 

a 280 nm. 

Oesvenlaj as 

Ventajas 

Reacción de 

Polin - Ciocalteu 

Desventajas 

Ventajas 

Es un método costoso por el equipo y 

reactivos, requiere de mucho tiempo y 

cantidades grandes de muestra. adem!s de 

ser un método dest.ruct.i vo. [5,46,761 

La absorción ul travi,oleta 'a 280 nm se debe 

a los residuos Cgrupos aromáticos) de la 

tirosina, fenilalanina y triptófano. 

Las prot.einas no contienen las mismas 

cantidades de residuos C algunos no las 

poseen). 

Es un método no destructivo y rápido. 

[6,18,46,531 

La reacción se debe a la reacción de la 

tirosina'con,el ácido fosfomolibdotüngs -

Uco. 

·" ·.""'" 

Es ··un- pr'océso' muy sensfbl e. 

No s-9:·~~~~d~~'.;~S~·r ... -er;a presencia de renales. 

Las·' Pl'.''~i-~l'~~-~- contienen proporciones 

·v:~~.i~~bles" ··d~< lirosina, aunque algunas no 
1as ··tienen. esto provoca problemas en la 

abs~r~lón de u. v. 

Ut.ili2a pequefias cantidades de muestra. 

C5,46l 
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Biuret 

Desventajas 

Ventajas 

Las prot.einas reaccionan con el sulfato de 

cobre con hidróxido de sodio formando un 

complejo violet.a de 11 Biuret.' •. Donde la 

intensidad del color violeta es proporcio

nal a la concentraci6n de prot.eina. 

No se puede utilizar en presencia de sales 

de amonio. 

Los reactivos que utiliza est.tt.n 

di sponi bles en el mercado. Es un método 

rá.pido y económico, emplea pequef'ías 

cantidades de muestra y se aplica a todas 

las enzimas . [5,46,48,741 

Por lo tanto, por las ventajas que ofrece el método de Biuret., 

esté se utilizará· para la cuantificación de proteina. Además el 

método de purificación que se propone no utiliza sales de amonio que 

puedan interferir en la cuantificación. 

Por las ve:~t.ajas ·, __ que·. ,o~rece el método de Si uret, éste se 

utilizará para la ºcüant.ificación de proteina. Además el método de 

purificación que se _propone· ,_no utiliza sales de amonio que puede 

interferir en la cuantificación. 
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CAPITULO 

METODOLOGIA A SEGUIR PARA LA 

f E R M E N T A e 1 o N 1 E X T R A e e 1 o N, 

PURIFICACION Y ANALISIS DE 

L A A e T 1 V 1 o A o E N z 1 M A T 1 e A. 

O E L A G L U C O S A O X 1 O A S A. 
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Método propuesto para la ferment.aci6n, . ext.racci6n 

purificaci6n y análisis de actividad enzimUica.para··'la glucosa oxidasa. 

Precipitado 

! 
La.va.do .¡. . 

Recupora.c ló~ 
de gluc. oxd_. ' ! . 
Modlc:lón de 

".'··· 
Cepa de Asper~i ! !us ·nitBér>., 

Esporulación !e la depa ·.' · j 0.-:·~~;cdi~~ 
1 r';;'.28::.ao"c:;~. -

Fermentación~ t,;•;,;·18:!lrs. · ·. l pH=''. 4; 5 0;>, . 
Lavado del micelio-t•/.kull'ld~~tÚáda: 

1 
Ruptura del 

1 
mic~nº~tf ~~~rn-·i:; ;·:" 

·.:'.·,;-: 'b'ú't fer ._:d·e.'t OSI f CllO 

a::o,·,1w y·:pH=5 .. o 

+-- Cent.rifugac16n. i• ~~(·oO,o'·';c. S , to .. mL n .• T=4 e 

1 
M~dLClon~ Sobrenadant.e [ Rea.liza.r hldr6Lu1ia. 
d~. ac<iv. l l parcial con doxlranaoo 

. e • if i 6 {A 20 000 x a, 25 min de 
en.r l9ªc n T = Oº a 5 ~ . 

a.c_t ivi~a.~ .. , Sobrenadant.e 
. ;-:· -- . ' _: ! 
F.~a.c_cionoa ... ~ º· r e a. ¡ Cromat.ografia en 
do L _05N ·do· gluc. cxd. 
Pur.~.-: ~-~" ~ r~duc::i.dc columna de sepharosa 49. 

c~~tory.ldc_ do ca.~a. - l [con a a.Loa saolubl~so on 
.la.aa.. ·.. - ·· a.gua. do ba.aosa a.cridina. 

.. Precipit.ac16n t la.elata do dia.minc-
. · ! · oLoxia.cridina.J. 

·.y"·.·T~- o
0

oo_x
5

g. -·25 min.} 
~ Centr ifugaci 6n 

1 

conli.nua., 
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conl i. nua.ci.ón. 

Sol uci.ón da Na.el da 
O - 0.9 Y on buttor de 
a.cela.lo do Na. a. O.CIOBM 

y pH : 4. O • 

DU.lisis i sotuclón do NQCl, T= 

l 
o .. 

Cromat.ografia 

} l 
Dilución 

l 
Cromat.ografi a 

l 

{
En sultoli.l fSEl-

aopha.dox C-50. 

{ 

DEAE-Sopha.dox- lt.-'º 
Crepolir doa vocea). 

Lavado de columna 

l 
Ult.rafilt.ración i Medición de actividad 

l 
Secar con aire o 

11 ofi li zar. 

!18,23,24, 48,51, 65] 

Nola. :En ca.da. ola.JXl ~ purirLca.ción mide la. a.cllvida.d 

on2imá.lica. por •I método colorimélrico y o.demá.a 

cua.nli.flca. la. ca.nli.da.d do prole! na. por el método de 

Bi.urel. 

Est.a t.écnica usa resinas: de celulosa que llenen la vent.aja de 

s:er es:lables: a los: esfuerzos mecánicos. además de su gran capacidad 

para absorber prot.einas: y su rápida sediment.ac16n. Cuando están 

empaquetadas en columnas permit.en altas velocidades de flujo. 

Una desvent.aja es que algunas proleinas no pueden resistir las 

duras condiciones necesarias para la dilución de estas resinas. No 

obs:t.anle, las resinas cambiadoras de iones se usan con éxito en la 

purificación de protelnas. 106 



A continuación se describe brevemente dicha secuencia. 

Se parte de úna cepa de Aspersillus niser, está se coloca en un 

medio para la ~s~r_U1-~·~J:¿~; que tiene como objetivo mantener al 

microorganismo vivo,_'_ ~-spU'é·s se pasa a un medio CZetalk) para su 

ferment.a:ci6n.· s'e '1a:ya· con aQua destilada para posteriormente llevar a 

cabo l~ rupt.ur~,··d~i:·:-mi.cei'i~ con arena de mar, el extracto obt.enido se 

centrifuga a 2ojioo x g por 25 min. Se mide la actividad enzimática 

en el preciPit.~do·--y sobrenadant.e. Al sobrenadante se le realiza una 

hidrólisis parcial con dextranasa, la cual actua rompiendo el 

biopolimero y dejando libre a la glucosa oxidasa, se centrifuga 

nuevamente y el sobrenadant.e se pasa a una columna de sepharosa 48, 

donde se obtiene fracciones de cerca del 95 ~ de glucosa oxidasa con 

bajo contenido de cat.alasa. La columna se lava con un diluyente a 

diferentes gradientes de concentración midiendo en cada una la 

actividad, para saber si esta presente la glucosa oxidasa, de no ser 

asi se traduce que lo obtenido son impure:zas y no la enzima. La 

solución de glucosa oxidasa obtenida se precipita con sales de 

acridina y se centrifuga. Para elindnar el exceso de sales del 

sobrenadante este se pasa a una bolsa de diálisis en una solución de 

cloruro de sodio que por diferencia de concentración se elimina el 

exceso de sales, esta diálisis se repite varias veces hasta llegar al 

equilibrio. La solución se pasa a una cromatografía en sulfelil CSE) 

sephadex C-50, diluyendo con una solución de cloruro de sodio de 

0-0.3 M en· amortiguador de acelalo de sodio a 0.008 M y pH=4.0. Se 

continua con dos etapas de c·romalografía en DEAE-sephadex A-50. La 

introducción de grupos DEAE o CM en agarosa entrecruzada da lugar a 

sepharosa, ésta soport.a velocidades de flujo altas, por lo tanto, no 

se deforman en las condiciones de presión ut.ilizadas normalmente en 

cromatografía y lo que es más importante no se contraen ni se hinchan 

cuando el pH , o la fuerza iónica de la solución cambia por lo que 

pueden ser regeneradas en la propia columna. 
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Finalmente la enzima se concentra por ultrafiltración y se mide 

su actividad enzimAUca. 

La enzima. purificada con est.a técnica se puede utilizar para 

todas las aplicaciones en la industria de alimentos pero no para 

fines de análisis clinico. Según el requerimiento de pureza Ctabla 3) 

· 1a acli vi dad de glucosa oxidasa es ~ 200 U/ mg a T = 25° lo cual 

queda justificado al utilizar esta técnica . 
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8. CONCLUSIONES 

Una venlaja imporlante en la industria para utilizar el 

Asperstllus ntser es que en los preparados comerciales contienen 

cat.alasa la cual ta~ien es producida por est.e microorganismo, se 

deben de usar 'junt..as cuandó el· proceso lo requiera·. 

Existen también otros productores de glucosa oxidasa como se 

reporta en la revisión, pero 110 se usan ya que representan 

problemas de toxicidad y cuando se alcaliniza el medio pro'.'oca la 

inacli vaci6n de la enzima.. 

Par a 1 a elección del medio de cul t.i vo se lomo en cuenta 1 os 

mejores medios para la producción de glucosa oxidasa. Estos son 

Zet.elk y Jerzy como se reporta en la tabla 14 • aqui se observa que 

se obtiene actividades de 1.S y 1.8 unidades por mililitro, sin 

embargo, con esta última se obtiene en un tiempo mayor C48 horas), 

en comparación con la primera C 18 horas ). Por otra parte el medio 

Jerzy utiliza como fuente de nitrógeno fosfato ácido de amonio el 

cual actúa como inhibidor de la glucosa oxidasa. Por lo que se eligi6 

el medio Zetelk dado que proporciona una buena actividad de glucosa 

oxidasa y uliliza poca cantidad de nutrientes para que el 

microorg.inismo se desarrolle. 

Los métodos empleados en la ruptura de la célula son tres¡ 

prensa francesa, molienda con abrasivo y ult.rasonicación, para su 

elección se lomo en cuenta la técnica donde la actividad 

enzimática en el extracto fuera mayor, el costo, tiempo y facilidad 

de operación fueran menores. La lécnica que cubrió el objetivo 

planteado fué molienda con arena de mar. Una vez obtenido el ext.ract.o 

y en las etapas posteriores se mide la actividad de la enzima 

por el método colorimét.rico por ser un método rá.pido, fácil y 

económico. 110 



Para la purificación de la enzima de glucosa oxidasa debe 

emplearse el m.inimo número de etapas de.purificación las cuales deben 

ser compatibles con su uso . En la ta.bla 1 ~---._s:~:·obs_~rva que el costo 

esta en función del nlJmero de etapas de purificación y en la grl>.fica 

4 se esquematiza que utilizando la etapas :y el;·. orden de estas son 

efectivas para un proceso en parlicul~(. :y_:_d~r:i:-de se pueden obtener 

porcentajes elevados de purificación, y comparando la gráfica con la 

tabla 20 muestra que la actividad de glucosa o>ddasa no se incrementa 

por una etapa mas de purificación. 

De las técnicas reportadas, la 5.15.l y la 5.15.4 que utilizan 

solventes orgánicos como agentes precipit.anl~s, los cuales deben ser 

usados con cuidado ya que pueden causar pérdidas irreversibles en la 

actividad enzimática y quizas hasta una completa desnaturalización. 

Por lo tanto no se recomienda su uso. 

Adem.á.s la técnica 5.15.1 es un procedimiento tedioso que para 

fines comerciales no es recomendable. Y la técnica 5.15. 4 ut.iliza 

condiciones drásticas de pH además de no reportar una al ta actividad 

Cver tabla 21 ). 

La técnica 5.15.2 utiliza como agente precipitante sales 

solubles de amonio Csulfato de amonio), que contiene trazas de 

metal es pesados que pueden i nacti var a 1 a enzima este problema se 

puede evitar con el uso de sulfato de amonio de grado anal! t.ico y 

eSt.o repercute en el costo de proceso. otra desventaja es que se usa 

a alta concentración y debe ser eliminada mediante el uso de diálisis 

o ultrafil traci6n antes de continuar con la siguiente etapa de 

purificación. Esta técnica es larga y ut.liza acetona que tiene los 

inconveniont.eS1 ant.0S1 mencionado¡¡ ade~s de no reportar la acli vi ad 

enziml>.tica. 
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La t.écnica.6.15.3 ·a:pesar c:ille empleá:Una·combinaci6n de mélodos 

de puriÍ'i~a~i6,n .-·_r·~~Ü~ ~~:··~ñ~ ··t~-c~Í~-~. ~ár9.~::_q_u~;P~r~ ·n_ivel cOmercial no 

es pri.ctl.ca. Aciú1 se ~~port.·~ la· ~c\.i~1dad ·obt~nida después de cada 

et.apa de' purifi~~ci6n 'observt.ildose· que después de la segunda etapa 

de de pur.ificaci6n se obtiene una mayor actividad con un volt'.lmen 

menor en comparación éon las etapas anteriores. 

La técnica 5.15. 6 propone purificar la enzima por. diferentes 

métodos, pero a pesar de que es un procedimiento largo, la actividad 

enzimática reportada se esperarla que fuera arta pero:esto no se ve 

reflejado en la tabla 21 y ademá.s de los inconvenientes arriba 

mencionados. 

Por t'.lltimo, la técnica 5.15.5 propone a diferencia de ~as otras 

realizar una hidrólisis parcial para facilitar la liberación de 

glucosa oxidasa, cuando está se encuentra unida a ot.ro biopolimero 

lo cual repercute en la obtención de la enzima en cuanto a la 

actividad y cantidad La técnica utiliza una cromatogrAfia en 

columna de Sepharosa que a pesar de ser costosa se ve compensada por· 

las mayores velocidades de flujo y obteniendose mayor capacidad de 

producción. Eslá técnica no utliza solventes orgánicos ni sulfato de 

amonio por lo que este último no interfiere en la cuantificación de 

proteina por el método de Biuret. Finalmente la actividad reportada 

por esU. técnica es mayor que las demás C ver tabla 2D. 
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ANEXO 

Esporulación de la cepa 

Para la esporulación de la cepa se encontró el siguiente medio: 

Componente 

Glucosa 

Mai z h1:1medo 

o peptona Inop MC7 

Hidrolizado pancreat.ico de caseina 

Mg so, . 7 H
2
0 

o fosfato de potasio 

eaco, 
NH NO • • 
Agar DIFCO 

T 

t 

p 

g e " ) 

3-3.3 

0.33 

0.025 

o. 010 e trazas) 

trazas 

0.400 

0.025 

a.o 
30-34 ºe 
6-7 dias 

20 P. S. I. G. 

[23] 
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ANEXO 2 

Fernentación 

Para la obtención del inoculo se realiza en un medio de cultivo 

sumergido con la siguientes condiciones y composición. 

Componen t. e 

Sacarosa 

Ca e NO·'· 4 H,o 

KH PO z • 
MgS0

4 
• 7 H

2
0 

Ac. citrico monohidratado 

Fe Cl . 6 H O • z 
Extracto de carne 

KCl 

g e ") 

s.o 
o.e 
0.026 

0.26 

0.075 

0.001 

0.10 

0.026 

t 18 horas 

pH 4.S 

T = 2e a 30 ºe 

Después de la fermentación se lava el micelio con agua destilada 

fria. 

!23] 
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A lf E X O 

Ruptura del micelio 

Para poder liberar la enzima se usa un método meca.nico, utilizando un 

mortero con arena de mar, el extracto se separa del micelio por centrif.!! 

gaciOn 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 enzimiltica por el métg 

do calorimétrico a 530 nm [12 l 
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ANEXO 4 

Medición de actividad enzimática 

por el método calorimétrico a 530 nm. 

La actividad de glucosa oxidas a se medirá. por determinación 

c:olorimélrica del peróxido de hidrógeno producido en la reacción con 

peroxidasa y una sustancia cromógena como la ct-dianisidina según : 

O-O-glucosa + 0
2 

+ H
2

0 glucolila. oxi.dcaa. Ac. gluc6nico + H
2

0
2 

H O + AH C11t-dianisidina reducida) paroxi.da.s:ia. A + 2 H O 
z z 2 z 

Peroxidasa. 

Se empleará. un liofilizado comercial de grado 1 e indice de 

pureza 3.0 C Boehringer ), y con una actividad de 144 U;mg. 

Clohidralo de orto dianisidina. 

Est.e reactivo se prepara haciendo burbujear cloruro de 

hidrógeno en una solución de e-dianisidina en benceno anhidro y 

posterior recrist.alizaci6n en metano!. 

Glucosa. 

Se emplea glucosa p. a. anhidra C 8. D. H ) . 

Acido sulfurico 96 Y. C Merck) 

Glicerol Malloinkrodl 

Peróxido de hidrógeno al 30 Y. C Atanor ) . 

[24l 
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Reactivos. 

1. Solución de pe.roxidasa y orlo dianisidina. Peroxidasa 70 

.flgl'ml y clohidralo de orlo .. dianisidina 300 .flgl'ml adicionado del 40 Y. 

de glicerol. Esle· reacli vo puede ser utilizado durante 30 di as 

manleniéndolo a -·ao? c. 
2. Sol ucióri acuosa de O- glucosa O. 66 M. 

3. Solución reguladora de pH, Fosfato de sodio, pH 7.0, 100 mM. 
4. Acido sulfúrico 18 N. 

5. Solución patrón de peróxido de hidrógeno. Se preparará por 

dilución 1: 1000 del produclo comercial. Su concentración aproximada 

deberá ser de B.B mM. Anles de realizar la curva de calibración el 

conlenido exaclo de peróxido de hidrógeno se delerminará 

iodomét.ricament.e con una solución normalizada de t.iosulfato de 

sodio. 

6. Reactivo indicador: Se preparará en el momento de la 

determinación mezclando volumenes iguales de los reactivos 1 y 3 . 

Para la preparación de las soluciones antes indicadas se 

utilizará agua bideslilada. 

Técnica opera ti va: La medida se efectuara a 37 ºe en un baf"ío 

t.ermost.Atico provisto de agitación mecánica. En un tubo de ensayo de 

1.5 x 7.5 cm se coloca ml del reacli vo indicador C reactiva 6 ) y 

O. 4 ml de la solución de glucosa C reacU vo 2 ) . Se col oca en el 

baf"ío termostático y una vez alcanzada la temperatura de trabajo se 

adicionan O. a ml de la solución enzimática a valorar y el sistema se 

agita intensamente para lograr una adecuada aeración. Transcurrido un 

tiempo determinado, se interrumpe la reacción mediante agregado de 1 

ml de ácido sulfúrico C reactivo 4. ) produciéndose un color rojo 

estable. La absorbancia resultante se determina a 630 nm frente a un 

blanco donde la solución de enzima se reemplazará por igual volúmen 

de agua bideslilada .. C24l 



ANEXO 5 

Método de cuantificación de proteína 

Biuret 

Reactivo de Biuret: 

Disolver 1. 5 g de sulfato de cobre CCuS0
4

• 5 H
2
Q) y 6. O g de 

tartrato de potasio sodico C NaKC
4
H

4
0d. 4 H

2
0 ) en 500 ml de agua . 

Adicionar, constante agitación, 300 ml de hidróxido de sodio al 10 ~ 

(del preparado inicial de carbonato libre, 65 a 75 ~ de solución de 

hidróxido de sodio). Diluir un lit.ro con agua, y almacenar en un 

botella sellada con parafina. Este reactivo puede almacenarse 

indefinidamente, pero debe ser descartado si, presenta contaminación 

o por mala preparaci6n,este muestra signos de sedimentación de color 

negro o precipitado con cenizas rojizas. 

La adición de 0.1 ~ de yoduro de potasio puede prevenir 

reducción excesiva y tiene un efecto no delectable en la velocidad, 

grado, o calidad en el color de biuret.. [18,481 
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Tecni ca a seguir 

Tubo 1 2. 

Reactivos: 

Solución 

est.andar 

albúmina o o.a· 
ca mg/ml) 

Solución 

problema e alimento) - -
NaCl 0.9% 3.0 2.8 

Reactivo de biuret 3.0 3.0 

El volumen es en mililitros 

P = Problema 

Se agita vigorosamente. 

Incubar 10 minutos a S0°C. 

3 -4- 5 6 

.' 

"' -. .. 
_. 'o.4 0.6 o.a 1.0 

- - - -
2.6 2.4 2.2 2.0 

3.0 3.0 3.0 3.0 

Leer a 540 nm C densidad óptica en el espectrofotómelro) 

El tubo 1 sirve para calibrar el aparato a CERO 

Del tubo 2 al 6 sirve para sacar la curva estandar 

p 

-

0.1 

2.9 

3.0 

Se graficará densidad óptica en el eje Y y la concentración 

mg/ml en el eje X. C curva estandar). 

o.o. 

5si 
O, ZCSd O. !599 • , • , [] mg/ml 
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Para obtener esta gr!fica se proceme hacer el siguiente 

cálculo: 

Tubo 2 

ml 8 mg 

O. 2 ml X = 1. 6 mg de proleina 

1. 6 mg prole1 na O. 266 mg/ml 

6 ml 

De esta manera se calcula los mg/ ml. 

Tubo mg/ml 

2 0.266 

s 0.6SS 

4 0.800 

6 1.066 

6 1.SSS 
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Curva de calibración. 

Se obtendrá empleando la técnica descrita utilizando soluciones 

de peróxido de hidrógeno de concentración conocida en reemplazo de la 

solución de glucosa oxidasa. 

Nota: Se recomienda que después de cada etapa de purificación 

realizar la medición de actividad enzimAtica. 

C24l 
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