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Obfetlvoa 

OBJETIVOS 

En el siguiente esquema se representa la Idea generadora de este trabajo, haciendo 

énfasis en la parte que corresponde al desarrollo del presente estudio experimental. 

MtTObOSbC CVRL<lllCJOlf bCL 

cocnCJClm bC llMHSrt:RCH<IR 

CVRLQRCJOH bC LRTRRH.lrCRCHCJR 

QJ!l • UQ</lbO MCblllllTC QLQCOSR 

OIJMSRl<lOJ 

CJHCllWbC <lO.CH SOLQCJOHCS 

DCTCR11JHRCJOH CXPCRIMCl!ML bC bC!l:R/llHRCJOlf CJIPCKlncnTRL DC 

WcOHSTRl!Tl:S CJNCll<RSCff W <OHSTRN!l:S CJHCTICRS CN 

bOHDC, 

K CE K.., 
iª= 

2(1- H)C; + 1 + Kma.r + Km0w 
(C;H) Caw 

vil 



; ..... ·.·.·, 
.·-· 

·-~ ·. " 
. ··::::~~::; ... ,:··./.·. :·.:,:· ..... Objetivos 

En base a lo anterior, se plantea el Objetivo Principal a continuación: 

Por medio del estudio de la cinética de oXidaclón de glucosa, determinar 

experimentalmente las constantes cinéticas de la enzima comercial de la enzima Glucosa 

Oxidase (E.C. 1.1.3.4.) en un medio Newloniano de baja viscosidad, para la evaluación de su 

potencial de uso en la transferencia de oxigeno. 

Del cual derivan los siguientes Objetivos Secundarios: 

Determinar experimentalmente las propiedades especificas del preparado enzimático 

comercial adquirido. 

Establecer un sistema experimenlal y de amlllsls, tales que permitan determinar la 

clnéllca de oxidación de la glucosa. 

Predecir el potencial de uso de las constantes cinéticas en la transferencia de masa. 

VIII 



Introducción 

INTRODUCCION 

El uso de blorreactores en la lndustrta allmentarta, farmacéutica y médica entre otras, es 

de suma Importancia, debido a que en ellos pueden realizarse procesos de fermentación y 

obtención de blomasa entre otros. Para poder efectuar esta función es necesarto considerar los 

factores que están Involucrados en procesos de este tipo. La Ingeniería bioquímica se ocupa, 

entre otras éreas, de estudiar los fenómenos de transferencia gas-liquido que se efectúan en 

procesos aerobios. 

Ya que tas operaciones de transferencia de masa son características de un componente 

y su enlomo, existen variables a estimar en el reactor agitado, en las sustancias del medio 

(sustratos y prOductos), y en las condiciones para el microorganismo transformador, entre otras. 

Especialmente es necesario considerar la agitación y la aereaclón, que juntas están 

directamente relacionadas con el fenómeno de transferencia gas-liquido (que en este tipo de 

sistemas se trata de oxígeno-medio acuoso); ademlls de la temperatura y presión empleados. 

En los procesos aerobios que se efectúan en blorreactores, el Indicador del desarrollo y 

la eficiencia de la transferencia de masa entre el gas que se introduce y el liquido o medio de 

cultivo, es el coetrclente volumétrico de transferencia de masa de oxígeno l<¡a; cuyo valor 

perrnlte comparar la eficiencia de transferencia de masa en diferentes slstemas(33), que operan 

en condiciones similares. Por su Importancia, se ha Incrementado el número de métodos para la 

determinación del coeficiente; pero en general, si se considera la vartación con el tiempo de la 

concentración de un gas que se disuelve en un líquido, los métodos para la determinación de 

K1a pueden clasificarse en estacionarios y no-estacionarios(33J. 



Introducción 

Estos mélodos se basan en diferentes principios, desde la absorción y deserción de 

gases y propiedades paramagnéticas del oxigeno, hasta fa reducción efectroqufmlca del mismo: 

todos elfos con el fin de delerminar la canlfdad de oxigeno que se encuenlra disuelto en el 

medio. Dentro de1 mismo concepto y con el avance en otras áreas, se ha llegado a proponer el 

uso de fa enzima glucosa oxfdasa (E.C. 1.1.3.4), que por su acción de oxidoreduclasa es una 

opción de apffcación para la determinación de dicho coeficiente ya que su mecanismo de 

reacción Incluye dos sustratos, fa P·D-gtucosa y el oxigeno, mediante los cuales se establece un 

ciclo en el que la enzima transfiere oxigeno a la glucosa para producir ácido glucón/co. 

Mediante el empleo de las constantes cinéticas de la reacción y la ecuación básica de 

transferencia de masa, se puede evaluar la velocidad de transferencia de oxígeno; siendo un 

hecho venlajoso de esta reacción enzimática su alta especificidad de acción catalltica y que las 

reacciones acompafiantes no aceleran la velocidad de Ja absorción física del oxigeno en el 

sistema. 

Eslo representa una gran ventaja sobre los métodos que emplean reacciones qufmlcas 

(p.ej. oxidación de sulfito de sodio) porque en éstos la presencia de catalfzadores inorgánicos 

provocan que la absorción de oxigeno en el medio liquido se vea acelerada. Por fo lanto, el 

coeficiente volumétrico es mayor que el existente bajo condiciones de absorción física 

(solub/llzac/ón) de oxigeno. 

Por tanto, el presente trabajo fonna parte de la idea esencial de la determinación 

experimental de las constantes cinéticas Vmax (la velocidad de ambos sustratos a 

concentraciones infinitas), KmGlu y Kmox (la concentración que cada sustrato requiere 

para dar la mitad de su velocidad máxima en presencia de una concentración Infinita det 

olro)f121, de la enzima glucosa oxidasa, para su posible uso en las ecuaciones que 

describen el fenómeno de transferencia de masa gas-liquido y ta delennlnación de K¡a en 

reactores. 

2 



lntroducctón 

La determinación de constantes cinéticas para las enzimas siempre es de utilidad; si se 

considera el hecho de que estos datos son escasos para preparaciones enzimáticas 

comerclales120J, las cuales no tienen un grado de pureza alto, debido a que son mezclas 

enzimáticas. De aqui, la motivación de realizar un estudio para este tipo de productos 

disponibles comercialmente y sin purificaciones para su empleo en el estudio cinético. 

Cabe aclarar que los estudios cinéticos de este tipo requieren en rigor del uso de 

enzimas altamente purificadas si se consideran desde la perspectiva del bioquímico de enzimas. 

Sin embargo, para el Ingeniero Interesado en evaluar y comparar la eficiencia de aereaclón de 

un reactor, resulta poco práctico y costoso en tiempo y recursos hacer uso de preparaciones 

altamente puras porque se requiere esencialmente un método rápido, confiable y fácil de 

realizar en volúmenes comparablemente mayores que los usados en el laboratorio del 

bioquímico. 

En consecuencia , el propósito de este trabajo no es realizar un estudio 

fundamental de cinética enzimática, sino explorar la posibflidad de uso de una 

preparación comercial en fa determinación de K1a • Para ello la primera etapa consiste en 

conocer el comportamiento cinético de dicho sistema. 

Las enzimas son de naturaleza proteínica, producidas por organismos vivos, que 

habitualmente sólo catallzan un tipo de reacción ó sólo una reacción determinada: La 

especificidad de las enzimas es tan marcada que en general, actúan exclusivamente sobre 

sustancias que tienen una configuración precisa, siendo en este caso la glucosa y el oxigeno los 

medios a emplear para verificar la reacción; a diferencia de los catalizadores Inorgánicos que 

intervienen en numerosas reacciones(17). Este hecho es una caracterlstlca muy relevante en el 

presente trabajo, si se considera que precisamente otros métodos de determinación de K1a están 

limitados en la especificidad y reacciones alternas o secundarias. 

3 



Introducción 

Aunque las leyes generales de la catéllsis deberlan ser válidas para las enzimas, el 

· hecho de que éstas sean sustancias complejas, de alto peso molecular, de tamafio coloidal y de 

composición difícil de precisar, Impide la apllcaclón de dichas leyes de manera estricta<17), 

siendo por tanto, atractiva la Investigación referente a ellas y su comparación con respecto a 

olros métodos qulmicos o rlslcos. 

Por otra parte si se realizan estudios de transferencia de oxigeno en medios de 

fermentación que contenqan et microorganismo de Interés, asl como los solutos, se tienen 

problemas prácticos; ya que se requiere tener una cuidadosa preparación del medio, así como 

prevenir contaminaciones y tener un buen manejo en las condiciones del cumvo!33l, se debe 

recurrir por tanto a un sistema modelo que simule en lo posible la mayorla de las condiciones 

reales del fenómeno de transferencia de oxigeno. 

Debido a este hecho se plantea hacer el estudio de las constantes de la enzima, 

en un sistema de tanque agitado en condiciones óptimas para el desarrollo de la reacción 

con el uso de soluciones bulfer o amortiguadoras; ya que se pretende tener en lo posible 

un sistema químico adecuado para la simulación de un caldo de fennentación tal que fa 

velocidad de absorción de oxigeno dependa sólo del coeficiente de transferencia de 

masaf141. 

Muchos de los sistemas de interés involucran medios acuosos de elevada viscosidad y 

con comportamiento reológlco complejo (no·Newtonlano); siendo esta la Idea base del proyecto, 

del cual este trabajo forma una parte primaria o inicial empleando para este fin sólo medios 

acuosos de comportamiento Newtonlano y baja viscosidad. El estudio en medios reológicamente 

complejos es sin duda más complicado, lo que puede desviar el Interés esencial de evaluar la 

potencialidad de las constantes cinéticas encontradas. 

4 



Introducción 

·Es ,lmi>ortante mencionar que en el mecanismo de reacción que lleva a cabo la glucosa 

: oxldasa, la presencia de catalasa es fundamental, ya que previene la acumulación de peróxido 

·de hidrógeno que es un producto Intermediario y que puede inhibir la acción de la glucosa 

oxidasa120l, por esto en estudios anteriores ha sido añadlda(1,2,1s,16) para asegurar que la 

cantidad de cataiasa sea la suficiente para que la velocidad de conversión del peróxido en agua 

y oxígeno sea mucho más grande que la velocidad de tranformación de Jl-glucosa y oxígeno a 

0-0- gluconolactona y agua{19,20l, 

Debido a lo anteriormente mencionado, el método para la determinación de la cinética 

toma en cuenta que el sistema está constituido por 2 enzimas, cuya Interrelación debe 

considerarse tanto en la experimentación como en el análisis de resullados; haciéndose 

evidente su Importancia si se desea plantear un balance de masa en el sistema. 

La base sobre la cual se verifica la reacción de la enzima es el Flavln Adenín 

Dinucleólldo (FAD), ya que la catálisis de las reacciones redox por fiavoproteinas es debida al 

cambio entre su estado oxidado y reducidom; de aquf que la definición de la concentración de 

enzima debe hacerse en función a la molartdad de los grupos FAD(12,19,20,37J, y no con base en 

una cantidad de enzima disuelta en un cierto volumen. Esto es un hecho relevante que no ha 

sido considerado en algunos estudios y que se refiere en esle lrabajo como parte detennlnante 

en los resullados obtenidos. 

Además la pureza de las preparaciones enzimélicas en estudios cinéticos es un factor 

de suma Importancia ya que puede pensarse que las preparaciones muy puras son más 

deseables; sin embargo, existen estudios{19,20) en los que se emplean preparaciones 

comerciales, debido a su conveniencia de uso en aplicaciones como la determinación de 

capacidad de aereaclón en fermentadores<20l. 
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Introducción 

Los datos cinéticos obtenidos a partir de la enzima cruda son escasos, además de que 

gen.eralmente Jos preparados comerciales contienen además de glucosa oxldasa, ciertas 

cantidades de catalasa e invertasa entre otrasl27l, siendo por tanto, una mezcla enzimática que 

debe ser considerada como tal. 

Como se mencionó, en este trabajo uno de Jos objetivos es manejar Jos 

preparados enzimáticos existentes comercialmente sin hacer purificaciones posteriores, 

debido a que en posibles usos en fennentadores o modelos de fermentación el realizar 

pasos de purificación resultaría impráctico, por lo que en este trabajo se pretende la 

obtención de datos cinéticos de la enzima comercial. 

6 



Copltulo I 

CAPITULOI 

MARCO TEORICO 

En el estudio general de una enzima existen diferentes propiedades especificas que en 

lo posible deben conocerse, por ejemplom: 

• Proteínicas. Sedimentación y constantes de difusión, peso molecular, punto 

isoeléctríco, estabilidad hacia el pH, calor y espectro de absorción entre otras. 

- Estructurales. Presencia de grupos prostéticos, grupo espacial ó átomo de metal, 

número de grupos prostéticos por molécula, su naturaleza y modo de ataque y el efecto de 

agentes qulmicos entre otros. 

• Enzlmállcas. Naturaleza de la reacción, cuándo una coenzlma está Involucrada, su 

naturaleza y modo de acción, especificidad para un sustrato, sí la reacción es reversible y 

especlficldsd hacia lnhibldores, etc. 

• De Centro activo. Cúantos por molécula, estructura química, efecto en el sustrato de 

su combinación con et centro activo, mecanismo de acción del grupo prostético. 

• Cinéticas. Actividad especifica, actividad molecular, actividad absoluta por centro 

activo, constantes de velocidad en combinación con el sustrato, secuencia de los pasos de 

reacción y la ecuación de velocidad y su interpretación en terminas de sitios de unfón. 

• Termodinámicas. Reversibilidad y constante de equltlbrio de la reacción, energías de 

activación del complejo enzima-sustrato, de conversión de este en complejo enzima-producto, y 

de disociación de este en enzima libre y producto, afinidad de la enzima por su sustrato, la 

constante de Mlchaelis, entre otras. 
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· De acuenlo a lo anterior, en este estudio se establecen tanto bibliográfica como 

. experimentalmente las propiedades útiles anteriores tales que permiten la determinación de las 

constantes cinéticas en soluciones buffer. 

1.1. PROPIEDADES DE LA ENZIMA GLUCOSA OXIDASA 

La existencia de la enzima glucosa oxidase se conoce desde 1904, cuando se demostró 

que· extractos de A. nfger tenían la capacidad de oxidar glucosa. En los anos cuarentas, se 

pensó que era un tipo de penicilina y se le denominó notalina, penicilina A y posteriormente 

penicilina B, debido al efecto bactericida del peróxido de hidrógeno que se produce durante la 

reacción que cataliza(1,27), pero el nombre sugerido por la Comisión de Nomenclatura de 

Enzimas es glucosa oxldasa(38). 

La enzima glucosa oxldasa <P·D-glucosa:oxígeno reductasa) tiene el número de 

claslflcaclón 1.1.3.4 y se encuentra en algunos hongos como el Pen/cf///um g/aucum, Aspergfl/us 

oryzaa, Penlcillium amagasakiense, Penicl//fum notatum, siendo su principal fuente Aspergillus 

niger (27J. No ha sido encontrada en plantas ó animales. Los rangos de pH y temperatura así 

como la presencia y tipo de coenzlma son tan semejantes que permiten utilizar cualquier fuente 

para su uso lndustriaf13l. 

Esta enzima es una flavoproteína, que lleva a cabo la catálisis por el cambio entre su 

estado oxidado y reducido(38J, siendo el Flavín Adenín Dinucleólido (FAD) la base de este 

sistema redox. 

La presencia del grupo FAD fué demostrada por Keilin y Hartree(1l, que desnaturalizaron 

la enzima y observaron que bajo luz ultravioleta no mostraba fluoresencla. El peso molecular 

calculado de los datos ópticos es de 76 000 y debido a que el peso de la enzima es de 150 000 

entonces contiene 2 moles de FAD por mol de protelna de la enzlma11l. 
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C.Opftufol 

Las enzimas de los diferentes hongos que la producen son slmllares, ya que todas 

llenen pesos moleculares cercanos a 150 000; así como el punto lsoeléctrico cercano a 4.2(38). 

Existe una correlación directa enlre el contenido de flavln y la actividad enzlmállca. La enzima 

allamenle purificada es amarilla y contiene 2 moléculas de FAD por molécula de enzima. SI se 

remueven los grupos FAD se pierde complelamente la actividad. La glucosa oxldasa en su 

forma oxidada, llene una absorbancla máxima de 280 nm típica de todas las prolefnas, además 

en condiciones aeróbicas aparecen otros 2 máximos a 377 y 455nm debidos a la presencia de 

FAD. 

Kellin y HartreeC1) demostraron que la enzima es altamente especifica a la P·D

glucoplranosa ya que la oxida cerca de 160 veces más rápidamente que a la forma a, debido a 

que existe un absoluto requerimiento del grupo hldroxll en el carbono 1(38). 

En la siguiente tabla se muestra la especificidad relallva, considerando la actividad 

sobre P·Dglucopiranosa como 100CJ>. 
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TABLA1 

ESPECIFICIDAD DE GLUCOSA OXIDASA(3,31J-

SUSTRATO 

B·O·alucosa 

a·O·glucosa 

6-MetiJalucosa 
4:6-0lmetllolucosa 

0-Manosa 

XII osa 

Trehalosa 
Maltosa 

O-Galactosa 

Mellbiosa 
Celoblosa 

Ac.Glucurónlco 
Ac. Galacturónlco 
2·Amlnoolucosa 

2-Amlnoaalactosa 
6-desoxl-6-fiuoro-D-alucosa 
4:6-Benzllldeno- J-niucosa 

6-Me!fl·O·olucosa 

4-0esoxl-D-gJucosa 

5-0esoxJ-O.glucosa 

6-0esoxl-D-nlucosa 
L-alucosa 

1-S.Anhldro-D-olucllol 

CAMBIOS DE p-O-GLUCOSA 

configuración del OH en e 1 

configuración del OH en C2. 

reemplazo en Ca con. H 

ESPECIFICIDAD 
RELATIVA(%) 

100.0 

0.64 

1.85 
1.22 

0.98 

. 
. 0,98 :, .,_ .. 

·. ' 1 .1·.: .. ' ; '"0,28 ..... 

., . . ... ·-. 

reemplazo de OH en c4 por H 

reemplazo de OH en Cs por H (no 
puede fonnarse el anillo) 

reemolazo de OH en c. oor H 
conliauraclón en e, 

reemolazo de OH en c. con H 

10 

0.05 • 
0.05 
0.05 
3.00 
1.90 
1.85 

2.0 

0.05 

10.0 
o.o 
o.o 
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A continuación se presenta una tabla con las propiedades más relevantes para la 

. glucosa oxidase obtenida de tres tipos de hongosl32l. 

TABLA2 

PROPIEDADES DE TRES TIPOS FUNGICOS DE GLUCOSA OXIDABA 

PROPIEDAD A. n/ger P.amagasaklense P.notatum 

ÁmaxfmuJ 278, 383, 452 278, 380. 460 270-280, 377, 455 
Km glucosa, en aire 

0.033M a 25"C 0.015M a 30"C o.o096M a 2o·c catalasa presente, pH 
5.6 0.0042M a 39"C 

Coeficiente de 
extinción del flavln a 1.41•104 1.10•104 1.00•104 
450 mu fM"1cm·1¡ 

S20 (S)ª 8.00 7.93 8.27 

0 20 (cm2s-1) 4.12•10·7 s.02•10·7 s.1a•10-7 

Peso moleC!Jlar 186 000 154 000 152 000 
Actividad especifica 

estandarizada a 80 112°. 77d 64 
25"Cb 

8 Los valores de S y O estén expresados como concentración de proteína cero {excepto para la enzima 

P.nolstum que fUé medida a un valor de 3.6 mglmn. 

b La actiVldad especifica estandarizada tiene unidades de mlcromo/es por minuto por miligramo {polvo 

seco). Otras condiciones son concentración infinita de glucosa, oxfgeno D.25mM, exceso de catalasa y 

buffer de fosfato o acetato, pH 5.6. 

e Kusal (1960). 

d Nakamura y Ogara (1962). 
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A continuación se presenta una tabla con los valores cinéticos obtenidos por Gibson 

(1964) por el método 'stopped flow' para A. n/ger(12) y los obtenidos por otros métodos: 

Sustrato 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

2· 

Oesoxiolucosa 

2· 

Desoxiolucosa 

TABLA3 

COMPARACION DE CONSTANTES CINETICAS 

OBTENIDAS POR DIFERENTES METODOS 

pH Temp. Vmáx Kmglucosa Kmoxigeno 

(') (seg·1MJ (M) x10·3 (M) 

5.6 o 235 0.12 0.210 

5.6 13 590 0.11 0.290 

5.6 27 1150 0.11 0.480 

5.6 38 2000 0.12 0.830 

5.55 25 11520 0.0823 0.563 

5.55 25 14400 0.11 0.820 

5.6 30 14330 0.0602 0.537 

5.2 30 13090 0.0217 11.48 

o 15 0.025 -

25 50 0.04 0.030 

Referencia 

Gibson 

Gibson 

Glbson 

Gibson 

Llnek et al. 

Brioht v Gibson 

Duke el al. 

Fukushlma et 

al. 

Glbson 

Glbson 

NOTA: Los valores que tienen ( O ) se encuentran expresados en M. Los valores se obtwieron con 

enzima purificada. 

12 



C..,itulol 

La glü'cosa oxldasa es una excepción al grupo de las oxldasas ya que no contiene Iones 

. metállcos como cofactores esenciales, además de su alta especificidad por su sustrato. 

En lo que se refiere a establlldad, la glucosa oxldasa como sólido cristalino es estable 

por lo menos 2 anos a o•c y B anos a ·15ºC. Las soluciones acuosas al 0.1% y 0.2% son 

estables durante una semana a 5ºC (1,3). 

Tiene un pH óptimo de 5.6, siendo muy Inestable a valores més altos a 8.0; ya que a 6.1 

después de 10 minutos sólo quedará el 10% de la actividad Inicial, siendo més rápido el proceso 

a pH 9.0. Se considera que la enzima es estable entre pH 3.5 y 7.0(1). 

La enzima no es Inhibida por sustancias tales como alcoholes y uretanos, HCN, H2S ni 

HN3. La actividad oxlda!lva se reduce sólo 15% por la adición de cualquier otro azúcar; sin 

embargo se 11a reportado que la D-arablnosa y 2-desoxl-D-glucosa Inhiben la glucosa oxidase de 

A.nlger(3). 

1.1.1. MECANISMO DE REACCION 

Franke y Lorenz(1) dilucidaron el mecanismo de la enzima, notando que catallza la 

transferencia de átomos de hidrógeno de la glucosa al oxigeno de la fase gaseosa. También 

encontraron que el desarrollo de la acidez debida a la fonmaclón de ácido glucónlco no está 

directamente relacionado al proceso enzimático. Posteriormente mediante observaciones 

polarlmétrlcas se demostró que el producto primario es la D-gluconolactona<1). 

En la Cfaslficaclón propuesta por Masan para enzimas que metabollzan oxígeno, la 

glucosa oxldasa esté representada por las siguientes ecuaciones: 

P- D-glucopiranosa~ o- D- gluconolactona+ 2e· + 2H' 

0,+2e· +2H'~H,O, 
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romía oxidada de la enzima runclona como una deshldrogenasa al extraer 2 

hidrógenos de Ja p-0..glucosa para formar la enzima reducida y la l>-D..gluconolactona. En un 

paso subsacuente la l>-0-gluconolactona se hldrollza no enzlmá!lcamente a ácido 0-glucónlco y 

Ja enzima reducida se reoxlda por oxigeno molecular mediante un paso enzlmá!lco<JB). 

Por otra parte el oxigeno convierte la forma reducida de la enzima a su rorma oxidada, 

generando peróxido de hidrógeno como producto. A continuación se muestra la figura 1 con el 

mecanismo de acción completo. 

FIGURA1 

MECANISMO DE REACCION DE GLUCOSA OXtOASA 

HO EFAO HO 
EFADH 

OH 

pe.GLUCOSA llO-GLUCONOlACTONA 

EFAD 

+ 

H202 

ACIDO GLUCONICO 
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Ca¡lllulo 1 

· · GlbÍion(3) encontró espectrofotométricamente que existen sólo dos ronnas de la enzima, 

la ·enzima oxidada (E-FAO) y la reducida (E·FADH2). pertenecientes al Ciclo en el que se 

encuentra la enzima transfiriendo oxigeno a la glucosa para producir el ácido glucónlco; siendo 

una excepción a otras flavoprotelnas, el lntennedlario semlqulnónic? no participa en la 

reacclón(36l, siendo las reacciones parclales<ll: 

E<.,> +Glucosa~E,..., -G~Ec~a¡ + Lactona 

Lactona+ H,O~ Acldo. g/ucónico 

Por los datos obtenidos de diferentes Investigadores se sabe que el tiempo de vida del 

complejo enzima • sustrato es de muy corta duración y que la velocidad de disociación de la 

faetona aumenta con la temperatura, ya que arriba de los 20'C el proceso es lnstantáneo(3f, 

La rápida reoxidación de E(red) con oxigeno, para regenerar Ecox) es predominante a 

valores de pH menores a 7(37), 

El sistema anterior queda completo si se anade la siguiente reacción (91; 

H20, ''""""" >H,O+O, 

Las preparaciones de la enzima glucosa oxidase generalmente contienen otras enzimas, 

entre las que se cuenta la catalasa; que en la totalldad del sistema de reacción tiene un papel 

Importante al prevenir la acumulaclón de peróxido nocivo para la glucosa oxldasa; debido a este 

hecho, generalmente se adiciona una cantidad extra al sistema para prevenir perdidas en la 

actividad. Por tanto, la cinética es un proceso de reacciones consecutivas de dos enzlmas(36f. 
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U. ACTIVIDAD ENZIMATICA 

Al expresar la actividad enzimática puede hacerse. de diversas fonnas, por ejemplo; 

específica, molecular y de centro activo entre otras, siendo esta última la de Importancia en el 

caso de enzimas que contienen un grupo prostético ó centro catalltlco cuya concentración puede 

ser conocida!7l. 

Debido a la cinética que sigue la enzima glucosa oxidasa, el FAD (Flavln Adenln 

Dlnucleótldo) es la base sobre la cúal puede especificarse la reacción, ya que la catálisis de las 

reacciones redox por flavoprotelnas es debida al cambio entre su estado oxidado y el 

reducldo{7); de aquí que la presencia y cuantificación de estos grupos sea determinante al hacer 

las consideraciones sobre la concentración que se empleará en los cálculos posteriores. 

Como se mencionó, todas las concentraciones de enzima se expresan como molaridad 

de FAD actlvoc12.19,20,37J; tomarlo con base en el peso de la enzima es un error en el que varios 

autores de trabajos anterioresl20l han Incurrido y que no permite la consideración de los valores 

obtenidos, porque generalmente no se conoce a qué pureza de enzima se han realizado estos 

oxperimentos. 

Es lm~rtante mencionar que la parte proteínica determina tanto la especificidad para el 

grupo flavln hacia los aceptares (y por tanto precisa la clase funcional a la cual la flavoprotelna 

pertenece), como el mecanismo de la reacción catallzada. 
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Se conocen cerca de 80 enzimas flavoproternrcas, siendo el FAD el grupo prostético que 

contienen la mayoría de elfasm. En Ja figura 2 se muestra la estructura del FAD. 

FIGURA2 

ESTRUCTURA DEL FLAVtN ADENIN DINUCLEOTIDO (FAD) 

El flavln adenln dlnucleótldo tiene la fórmula condensada c27H33o15N9P2 con un 

peso molecular de 785 gimo/. 
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. La fonna oxidada del FAD genera sustancias fluorescentes amarillas, que en su estado 

·reducido pierden estas caracterlstlces, siendo evidente este hecho en la banda de 450 nm. En la 

. figura 3 se muestra el espectro para la forma oxidada del FADm. 

FIGURA3 

ESPECTRO DE LA FORMA OXIDADA DEL FAD 

A 4 

B 
s 
o 
R 
B 
A 
N 
c 
1 
A 

M 
o 
L 
A 
R 

•1o' 

400 500 
LONGITUD DE ONDA (nm) 

Cabe hacer notar que la figura anterior muestra el espectro del flavln libre, siendo sus 

caracterlstlces (especialmente la fluorescencia) un poco diferentes cuando se encuentra 

combinado con la enzima. 

El proceso de reducción se lleva a cabo por la adición de 2 átomos de hidrógeno, como 

se muestra en la figura 4, referida a los 2 estados del flav1nm. 
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FIGURA4 

ESTADOS REDOX DE LOS GRUPOS FLAVIN 

FORMA OXIDADA 
o 
~C-\. 
( ~1C-OH ~C-C 
/ '\• 

R-N N.· ___,.,.,..+ '\ t ·+:-

</~X 
.~~·;·fH··· 
·zT\Ha. 

FORMA REDUCIDA 
H-0 

)e=~ 
_\_¡C-OH 

/ . "' . R'-'N. ' N-H· 

)~e( 
HC ·' .- CH 

~//•·. 

i3 \H3 
Exfafe un Ub"re tautomorismo reversible entre 

lotgrupos: 

·En donde 

R = 01s H24 °1a Ns p2 

En la reacción esto se verifica ya que la fonna oxidada de la enzima funciona como una 

deshldrogenasa al extraer 2 hidrógenos de la 1!-D-glucosa para formar la enzima reduclda(27J, 

evaluéndose esto espec1rofotométrlcamente tomando como base la ley de Bouguer-Lambert-

Beer para la absorción de luz por una sustancia absorbente en un solvente que no Interfiera con 

la prueba. 

Para soluciones muy diluidas: 

e='lcc1 ó A=l]ct 
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En donde: 

E= extinción ó absorbancia. 

e= concanlraclón molar. 

d= paso de celda (cm) 

r¡= coeficienle de extinción molar diferencial; que para 450 nm tiene un valor de 

1.31 •104 M"1cm·1 en acalato de polasio 0.01M y pH 5.5 (37J. 

El coeficiente de extinción molar diferencial representa la relación entre la fonma 

oxidada y reducida del FAD unido a la enzlmaC37J. Por tanto, aunado este concepto a la 

delerminación de la absorbencia para la fonma oxidada (la iniciadora de la reacción con la 

glucosa); se puede evaluar la concenlración de FAD en molandad. 

Las unidades para 11 son: 

log~ 
17 = __ ¡_[=]cm' I mol 

c•d 

Es más conveniente emplear las unidades de mo/Aitro (M) para la concantración, por 

tenlo el coeficiente toma las unidades de M"1cm·1 C34>. 

La glucosa oxidase en su fonma oxidada tiene un máximo de absorbancia a 280 nm, 

típica de todas las proteínas y olros máximos a 377 y 455 nm debidos al FAOl27). Siendo este 

último punto el objetivo principal a determinar para la muestra de enzima. 
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1.2.1. ACTIVIDAD DE GLUCOSA-OXIDABA 

La actividad enzimática debe medirse bajo condiciones tales que la velocidad varfe en 

· proporción directa a Ja concentración de la enzima. Esto ocurre a ahas concentraciones de 

sustrato, en donde la velocidad alcanza Vmflx y cinética de orden cero. 

Una unidad lntemaclonal (U) es la actividad enziméllca que provoca la reacción de 1 

mlcromol de sustrato en un mlnu10(34J ó cuando más de una unión de cada molécula de sustrato 

es atacada(7), La fuerza iónica, el pH y la temperatura deben especificarse y se sugiere que 

cuando sea posible debe ser 25"C, 

cuando una enzima tiene un grupo prostético ó centro catallllco (como la glucosa 

oxidase), cuya concentración puede ser conocida, el poder catailllco debe expresarse como 

'actividad de centro catalítico' y se define como el número de moléculas de sustrato 

transformados en un minuto por centro catalítico, 

Como se mencionó la actividad enzlméllca se mide por la velocidad de la reacción 

catallzada en saturación; ya que así se obtiene Vmái34J y ra cinética se aproxima al orden 

cero(7), antes de que el sustrato comience a ser escaza y se obtenga una velocidad de consumo 

constante, 
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En la figura s se muestra esquemáticamente un ejemplo de una reacción enzlmállca; 

siendo de orden cero y curso 11neal(34J, 

FIGURAS 

REACCION ENZIMATICA LINEAL DE ORDEN CERO 

ADICION DE SUSTRATO 

l 

TIEMPO 

Cuando se tienen curvas no 11neales, los Intervalos entre las mediciones deben ser 

menores, además de que la actividad está basada en la velocidad lnlcla11341; para evitar 

comp11caclones debidas a la reverslbllldad de las reacciones o la formación de productos 

lnhlbltoriosm. 
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1.2.2. ACTIVIDAD DE CATALASA 

Cuando se cuenta con una preparación comercial, como en el caso de la glucosa 

oxidase SP 358 (BIOTECSA), deben considerarse las 'contaminaciones' por otras enzimas como 

la catalasa 6 lnvertasa<27J. 

En la reacción que lleva a cabo la glucosa oxidase, la presencia de catalasa es 

tundamenlal y de hecho en experimentos precedentes se ha anadldol•.12,19,20¡ con la finalidad 

de prevenir la acumulación de peróxido de hidrógeno que puede Inhibir la acción de la glucosa 

oxldasa; en otros casos se puede anadlr además lactonasa(2D) para obtener el écldo glucónlco. 

La cinética del sistema de glucosa oxidase cuando se anade catalasa Incluye las 

reacciones consecutivas de las dos enzimas. Sin embargo, si la concenlraclón de la catalasa es 

més alta que la requerida para la conversión del peróxido, es razonable eliminar del esquema 

clnéllco la acción de esta enzlma(38), 

La enzima calalasa E.C. 1.11.1.6 esta presente en animales, plantas y células 

bacterianas y tiene una de las més alfas actividades moleculares. Tiene un peso molecular 

cercano a 250 000. 

En la experimentación realizada uno de los puntos critlcos12D) es el suponer que la 

mezcla de reacción contiene una cantidad de catalasa sullclente para la reacción simultánea de: 

H,O, """"""~H,O+O, 

para ser considerada como instanlánea en relación con la velocidad de reacción de: 

/3-D- g/ucopiranosa+ 02 ~ ó-D- glucono/ac/ona+ H,O 
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se ita establecido(36) que es suceptlble de lnactlvaclón por peróxid_o la forma reducida 

de.la enzima y que la magnitud de lnactlvación depende de la concentración de glucosa, ya que 

a attas concentraciones existe más enzima en su forma reducida, es decir. 

G.O.,.,+H,02 ---'>forma.Inactiva 

1.3. CINETICA ENZIMATICA 

A continuación se hace una corta resena del mecanismo que siguen las enzimas para 

establecer el equilibrio quJmlco que es el fundamento de la acción de las enzlmas!22l. 

Las transformaciones qufmlcas desde un punto de vista termodinámico, están 

gobernadas por el flujo de energfa que esté Implicado; siendo explicadas por la primera y 

segunda ley de la termodinámica. 

En los sistemas bloquJmlcos la energfa libre (AG) es el parámetro más útil y puede 

definirse como la energJa disponible para ser utJJJzada en un trabajo; siendo el medio con el que 

un sistema llega al equJJJbrio cuando la temperatura es constante. Las reacciones químicas 

pasan a través de estados de transición que llenen alta energía libre, más que el sustrato y el 

producto de reacción. 

Los sistemas que no estén en equJJJbrio tienden a este estado en Ja dirección de un 

cambio de G negativo, cuando se alcanza el equilibrio no hay más cambios espontáneos y la 

energía libre es iguol a cero; por lo que es necesario adicionar energla si se quiere modlflcar 

esta condición. 

El hecho fundamental es que las enzimas disminuyen la energla de activación necesaria 

para que se lleven a cabo las reacciones. 
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· Por otra parte, la velocidad de una reacción química es la cantidad de materia que se 

consume o se produce por unidad de tiempo y describe qué tan rápido cambian con el tiempo 

las concenlraclones de ros reacclonantes o los productos110l y generalmente se expresa de la 

siguiente forma (referido al componente A)122l: 

Moles.de. A.que.desaparecen 
(1111idad.de. tiempo)(1111idad.de. volumen) 

La velocidad de reacción se puede detennlnar tanto para ta desaparición de reactivos, 

como para la aparición de productos, todo depende de la metodotogla a seguir de acuerdo al 

tipo de reacción. 

En los primeros experimentos realizados para la enzima lnverlasa, se encontró que la 

velocidad se Incrementaba a concentraciones bajas de enzima y moderadas de sustrato, pero 

que se llegaba a un límite cuando la concentración de sustrato era elevada considerablemente 

con respecto a la da la enzima. A partir de entonces se maneja el h~cho de que la enzima y el 

sustrato fonnan un complejo antes de la catálisis; observación muy útil para la representación y 

comprensión de la cinética enzimática. 

Al graflcar la velocidad Inicial de reacción contra los valores de concentración de 

sustrato, se puede obtener<22>: 

·Vmáx o velocidad de saturación, que expresa la máxima velocidad de reacción para el 

sistema enzima· sustrato, cuando la concentración de la enzima se mantiene constante y la de 

sustrato se eleva considerablemente. En la representación gráfica la velocidad se acerca 

aslntóticamente a un valor constante y la reacción es de orden cero con respecto al sustrato, 

siendo este punto en el que la enzima se encuentra saturada con el sustrato. 
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En 1913 Mlchaells y Menten desarrollaron diversas ecuaciones de reacción para 

describir el mecanismo de acción de las enzimas, considerando que esle consta de tres pasos 

elementales. Primero, la enzima E y el sustrato S se combinan en un paso bimolecuiar con una 

constante de velocidad k1, pa~ formar el complejo enzima - suslrato ES. En el segundo paso se 

verifica una disociación que llene lugar antes de que la catéllsis haya ocurrido, regenerando la 

enzima y el sustrato y por último, después de que ocurrió la catéllsls, se forma el producto P y 

se regenera la enzima. 

Las especies E y ES generalmente no son fécllmente determinables, por lo que la 

ecuación de velocidad debe expresarse en función a especies medlbles; es decir, de suslrato o 

producto. 

De lo anteriormente mencionado se obtiene la sigulenle ecuación general: 

V= v..,,•s 
S+K,, 

Esta ecuación representa el género de las enzimas, pero como es conocido, exlsle una 

clasificación extensa de acuerdo al tipo de reacción que se lleva a cabo; por lo tanto se han 

derivado de ella una serie de ecuaciones que describen cada caso. Hoy en día son conocidos 

los mecanismos de reacción de la mayoría de las enzimas, por lo que conocer el tipo de 

ecuación que lo representa es importante en un estudio enzlméllco, para realizar el tratamiento 

de datos acorde a esle comportamiento. En el anexo IV se encuentra més Información sobre la 

ecuación y su deducción. 

De acuerdo a lo anlerior, el anéllsls de los resultados experimentales debe reallzarne 

lomando como base la esladlslica, que se ha preocupado en determinar las metodologías 

adecuadas a seguir dependiendo del tipo de enzima y que se basa en las siguientes Ideas: 
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Debido a que los datos tomados en las mediciones, no pueden ser evaluados 

·dlreclamente, debe tomarse en cuenta Jas desviaciones que se obtengan del comportamiento 

esperado!34l. 

La forma de la curva de reacción es Importante en la determinación de acllvldades 

enzimáticas, ya que la acllvldad de una enzima está dada por la velocidad de la reacción que 

catallza y en particular por la velocidad lnlclaf!34l. 

cuando se presenta una curvatura en la gráfica, esto significa que la velocidad cambia 

durante la reacción, decreciendo generalmente mientras Ja reacción progresa. Mientras Ja 

curvatura es más grande, es más dlficll determinar la velocidad Inicial. 

Se obtienen valores aproximados précllcamente ú!lles de lecluras tomadas poco 

después de haberse Iniciado la reacclón(34l, ya que la velocidad Inicial tlplcamente persiste de 

10 segundos a clentos(26). La duración de la velocidad Inicial llneal depende de varios faclores 

como la constante de equlllbrio, la saturación rracclonal de la enzima con el sustrato y produclo, 

la capacidad del buffer y Ja concentración promedio del sustrato menos abundante con respeclo 

a la enzima. 

Para obtener la velocidad lnlclal, también se observa que esta persiste por un periodo 

de tiempo al cual Ja concentración del sustrato es el 10% del valor lnlclaf(26). 

Las Jecluras tomadas pueden extrapolarse gréficamente a t = O, a partir de Jos cuales 

para obtener valores de velocidad Inicial), se dibuja una tangente a la curva en t = 0!34>; ya que 

se obtendrán valores lncorreclos del uso de la parte aparentemente llneal de Ja curva alrededor 

del punto de Inflexión. La tangente al punto de Inflexión tiene siempre menos pendiente que la 

tangente a la curva en el punto cero(13l. 
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. . 

·Para obtener la tangente a la curva se usa un espejo que se coloca a través de la curva 

de reacción y se gira hasta que la Imagen en el espejo forme una continuación perfecta de la 

curva. Posteriormenle se dibuja una linea sobre el filo del espejo, que es perpendicular a la 

tangente (34). 

En la figura 6 se muestra gráfrcamenle cómo se logra la determinación de la velocidad 

Inicial v0 en una curva no lineal. 

FIGURA& 

DETERMINACION DE LA VELOCIDAD INICIAL 
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Después de que se han establecido Jos valores de ras velocidades lnclales, el siguiente 

paso es hacer una grafica preliminar en la forma recíproca, de esta manera se puede obtener 

una representación visual de cualquier tendencia y del grado de dispersión de los puntos; si este 

es demasiado grande se debe decidir en desechar el experimento e intentar otra vez(25J. 

El sistema Plng Pong BI BI (el mecanismo que lleva a cabo la enzima glucosa oxidas&) 

esté representado gráficamente por la figura 7 en la que se tienen los recíprocos de la 

concentración de la velocidad iniciar y de la concentración del sustrato de respuesta (en este 

caso oxigeno) a diferentes concenlraclones de glucosa y es de la siguiente forma(29J; 

FIGURA7 

SISTEMA PING PONG BI BI 
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los datos es establecer un método para 

determinar las constantes en ellos Involucradas. Esto se logra con la construcción de dos 

gráficas, esencialmente: 

·Gráfica primaria, que representa en el eje de las abscisas el Inverso de la velocidad 

(datos obtenidos por el método del espejo) y en el eje de las ordenadas el Inverso de la 

concentración de oxígeno; a las diferentes concentraciones de glucosa. 

De la figura 8 que se muestra a continuación, se obtienen los siguientes valores: 

Km m=---9.!.. 
v,.., 

la intersección. en el eje Y: 

b=[-1 ~[-· 1 Kma]ll 
V..,., . V.;.,, Ca ~ 

<< < ' .... 
la Intersección en ere¡e X: . 

b'._[ -1 . [ 1 Km~]]. 
Kmox Km().\. Ca . 
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FIGURAI 

GRAFICA PRIMARIA 

(02) 

C.......,I 

-Gráfica secundaria, cuyos va.rores del eje de las abscisas son los de b obtenidos de la 

gráfica primaria y los del eje de las ordenadas son el inverso de la concantraclón de glucosa. De 

la figura 9 se obtiene lo siguiente: 

m=Kma 
V'""" 

la intersección en el eje Y: 

b=-1-v..., 
la Intersección en el eje X: 

b'=_:_!_ 
Km0 
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FIGURA9 

GRAFICA SECUNDARIA 
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1/[Glu) 

Como se mencionó las gnlficas del Inverso de la velocidad de consumo versus el 

Inverso de la concentración de oxigeno (gnlficas de Llneweaver-Burk) a diferentes 

concentraciones de glucosa dan una serle de lineas paralelas que Indican la dependencia de la 

velocidad en ambos sustratos asf como el mecanismo Plng Pong 81 81 (movllldad de un estado 

totalmente oxidado a una forma totalmente reducida y retomo al estado oxidado en un ciclo 

catalftfco(24l). El mecanismo en el que el producto se libera por fa adición de dos sustratos es 

llamado Plng Pong(29); además pueden ser referidas por 3 constantesC12): 

- La velocidad de ambos sustratos a concentraciones Infinitas (Vmáx>· 

- La concentración que cada sustrato requiere para dar la mitad de su velocidad máxima 

en presencia de una concentración Infinita del otro (KmGlu y Kmox>· 
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La cónstanie de Mlchaells (Km) Indica las relaciones de afinidad entre el sustrato y la 

enzima; una Km elevada Implica la necesidad de una alta concentración de sustrato qua, al 

combinarse con una enzima, produzca la mitad de la velocidad máxima, es decir, la afinidad de 

enzima y sustrato es pobre; por el contrario, si la concentracl6n es muy pequefta (Km pet¡uefta), 

quiere decir q~e el sustrato tiene una gran afinidad por la enzlma<t7l. 

Este concepto de Mlchaelis es el que se empleará pare explicar la aclivldad enzlmaltica 

de la glucosa oxidase. 

U. SOLUCIONES BUFFER O AMORTIGUADORAS. 

En estudios cinéticos Ja Importancia de las soluciones buffer radica esencialmente en la 

función lntrlnseca de resistir Jos cambios de pH cuandq ciertas cantidades de base ó ácido son 

aftadldas al medio. 

Aunado a lo anterior se puede mencionar que Ja mayorla de las enzimas son suceptibles 

a cambios de pH en el medio, siendo un faclor a saber y controlar en lo posible tanto su pH 

óplimo como el pH de trabajo y el obtenido después de haber llevado a cabo una reaccl6n; ya 

que tanto los Intermediarios como los productos son fuentes de variacl6n en el. 

El pH óptimo no sólo depende de la naturaleza y de la fuerza Jónica del buffer, ya que 

generalmente varia con la temperatura y con la concentración de sustrato<34>. 

La selecci6n del buffer depende del pH a manejar. Debe tenerse cuidado en la selección 

de los buffers, ya que no deben tener Interacción directa con la enzima o los sustratos(25). 
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Para la enzima glucosa oxidase proveniente de AspergfHus nfger el pH óptimo reportado 

es de 5.e(t,3,12,27,38) la velocidad de consumo no se vé afectada por las variaciones de 

concentraciones entre 0.03 y 0.25M de buffers de acetato y rosrato(f); por lo que para la 

realización de los experimentos posteriores se tomó el rango de 5.60 a 5.66 para la obtención de 

las soluciones buffer. 

1.5. TRANSFERENCIA DE OXIGENO 

En un fermentador, el oxigeno de las burbujas de aire debe disolverse para poder 

transportarse a las células microbianas. De acuerdo a Reuss et al (1974)<2> se han establecido 

las resistencias Individuales a la transferencia de oxigeno a través de películas estacionarlas de 

fluido de acuerdo a: 

·DlfUslón desde el cenlro de la burbuja gaseosa hasta la película gaseosa en la región 

Interna de la burbuja. 

·Difusión a través de la pelfcula gaseosa. 

-Tranporte a través de la Interfase gas-Hquldo. 

·Difusión a través de la pelfcula lfquida del lado de la rase Hquida. 

·Transporte a través del liquido hacia la membrana celular. 

·Difusión a través de la pelfcula Hqulda que rodea a la membrana celular. 

·Transporte a través de la membrana celular. 

·Resistencias a la reacción denlro de la célula. 

Durante un proceso de fermentación el oxigeno atraviesa la Interfase gas-liquido que a 

pesar de estar sometida a condiciones turbulentas, presenla una película adyacenle y delgada 

de fluido, en flujo laminar. En esa película el mecanismo de transferencia de masa es la difusión 

molecular, que también esté presente en los remolinos característicos del flujo turbulento. 
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De acuerdo a lo anterior, es común describir la velocidad de transferencia de masa 

como una combinación de película laminar y zona de turbulencia. El recurso empleado para 

describir estas situaciones es el coeficiente de transferencia de masa f<la, ya que Incluye los 

efectos que son el resultado de Jos procesos de difusión molecular y turbulencia. 

Según Blenke (1979)!2> tanto la difusión desde el centro de Ja burbuja gaseosa hacia fa 

película gaseosa y Ja difusión a lravés de esta última, pueden considerarse despreciables debido 

a la gran turbulencia que existe en la fase gaseosa; por tanto: 

Ca =Ca, 

Ca = Concentración del oxígeno en la fase gaseosa. 

Ca, = Concentración del oxígeno en Ja película gaseosa. 

Por otra parte, la absorción de oxígeno a través de la Interfase gas-líquido (que en este 

estudio es la parte central; ya que no se tiene un microorganismo en el sistema). puede 

describirse suponiendo un estado. de equilibrio constante de acuerdo a la ley de HenryC2l: 

C • - Ca, - Ca 
0 - He - He 

c; = Concentración de oxígeno en la Interfase gas-líquido. 

He = Constante de Henry. 

En donde He proviene de la ley de Henry la cual enuncia que a temperatura constante la 

cantidad de gas que puede disolverse en una unidad de volumen de un líquido es proporcional a 

la presión parcial del gas sobre el líquido ó : 

c=H.p 

En donde: 

e = Concentración del gas en el líquido. 

He= Constante de Henry, que depende de la temperatura y las especies presentes. 

p = Presión parcial. 
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· Én este trabajo no se toman en cuenta cuestiones relacionadas con microorganismos 

(mencionadas antertonnente para fennentadores), ya que se trata de averiguar si empleando la 

glucosa oxldasa se pueden analizar problemas de transferencia de oxigeno al medio. 

De acuerdo a Linekf20) el uso de glucosa oxidasa ha sido recomendado para estimar Ja 

velocidad de transferencia de oxígeno en caldos de fennentaclón, debido a que la glucosa 

disuelta sufre una oxidación enzimática por el oxígeno absorbido. 

La ecuación de velocidad para el oxígeno transferido en un llquido bajo condiciones de 

estado estacionario es: 

N =K,a(c: -C.)=~ 

En donde: 

N = Velocidad de absorción de oxigeno global ó total [mmoV / h]. 

K,a = Coeficiente volumétrico de transferencia de masa. 

e: = Concentración de oxígeno en la fase de unión en equliíbrio con el gas 

emergente del fermentador [expresada como 100% de saturación]. 

C
0 

= Concentracíón de oxigeno en el medio [expresada como porcentaje de 

saturación en referencia al medio saturado al 100%]. 

.!'.. =Velocidad de c1msumo de oxígeno en la reacción enzimática simultánea. 
2 

Esta ecuación establece que la velocidad de transferencia de oxígeno del gas al líquido 

es Igual a la velocidad de consumo de oxígeno por la reacción enzimática. Por lo tanto para 
V 

calcular l<¡a es necesario conocer 2 y para ello es necesario conocer las constantes cinéticas de 

la reacción enzlmátíca. 
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La· ecuación de velocidad considerando la aproximación de Haldane de estado 

pseudoestaclonario (PSSJ(20J es: 

En donde: 

C6 = concentración de enzima expresado en términos de la concentración molar del 

FAD reducible. 

Uniendo las ecuaciones anteriores se muestra la expresión para el cálculo de K1a 

Incluyendo un valor estacionario de la saturación relativa de carga de líquido del fermentador 

por oxígeno (HJ(20): 

Ka= V 
' 2(c;-C0 ) 2(1- H)C; + 1 + Kmo + Km0 

(C;H) C0 

Como ya se mencionó para poder establecer el coeficiente de transferencia de oxígeno, 

debe medirse la cantidad de oxígeno disuelto en el medio. Esto puede lograse por métodos tales 

como(2): 

- Qulmlco, para determinaciones absolutas del contenido de oxígeno en los líquidos y se 

emplea como referencia para los métodos directos de medición. Las desventajas de este 

método son que requiere mucho tiempo y cuidado en el muestreo especialmente cuando la 

concentración es baja y se vé Interferido por solutos presentes en las aguas y caldos de 

fermentación. 

- De tubo, se basa en el mismo principio del electrodo cubierto con membrana. 

37 



CapHulol 

• Manométrico y volumétrico, basados en la absorción de oxigeno por fósforo o 

plrogalol. El método manométrico utilizando el aparato Warburg se basa en el principio de que a 

temperalura y volumen constante de gas, cualquier cambio en la cantidad de este puede 

medirse por cambios en su presión. Para medir el curso de una reacción, el fluido del 

manómetro se ajusta a 250 mm y si se conoce el volumen del gas del frasco (Vg), el volumen 

del fluido en el frasco (Vf), la temperatura de operación, el gas Intercambiado y la densidad del 

fluido del manómetro; es posible calcular la cantidad de gas usado (9,JS), 

• Aproximaciones llslcas, según las propiedades paramagnéticas del oxigeno molecular . 

• Determinación espectrofolométrica cuando se trata de reacciones de oxidación y 

reducción. Esto se logra mediante especlrofotómetros de modelos recientes que cuentan con 

programas especlflcos para cinéticas de este tipo; el inconveniente es et hecho de que no se 

puede manipular la concentración de oxigeno fácilmente . 

• Electroqulmlco, cuyo principio básico es la reducción electroqulmica del oxigeno no 

combinado a un potencial constante, utilizando la corriente como una medida de ta cantidad de 

oxigeno Involucrada, por unidad de tiempo. La base de las mediciones polarográficas es la 

reducción del oxigeno en el electrodo negalivo(2J. 

En los primeros electrodos construidos el material proteínico presente en el medio tenla 

la tendencia a depositarse en la superficie activa del electrodo; Interfiriendo con ta difusión 

estacionarla del oxigeno al electrodo. Este problema se evitó proveyendo al electrodo con una 

membrana permeable a las moléculas de oxigeno, pero no a otras moléculas(39J. 

La membrana tiene una función Importante, ya que además de actuar como una 

barrera, establees la velocidad de difusión; minimizando el efecto de variaciones de viscosidad 

en el medfo(39). 
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A los electrodos Leland Clalk en 1953 les adicionó la membrana, para eliminar esas 

· dificultades con respecto a la variación de la corriente residual y contaminación de la supeñlcle 

del electrodol2l. 

A continuación se explicará más sobre esle mélodo en especial; que fué el empleado en 

esle trabajo. 

1.5.1. ELECTRODO DE OXIGENO 

Una medición de oxigeno disuel!o se denomina Indirecta porque se lleva a cabo en 

sistemas donde no se está efectuando una fermentación, ya que los valores obtenidos Indican 

un orden de magnitud y se emplean para hacer comparaciones entre diferentes reactores que 

operan en condiciones slmllares(2). 

Los electrodos cubiertos con una membrana pueden claslflcarso en polenclométricos y 

amperométricos. En los primeros, el polenclal desarrollado en el electrodo es el que relaciona a 

la concentración de las especies a las cuales responde el electrodo. En los amperomélricos o 

galvánicos la comente es el parámelro que relaclona la concenlraclón. En estos electrodos las 

especies analizadas se consumen no siendo asl en los polenclomélrtcos<2l. 

Los melales de los electrodos no son necesariamente melales nobles, los hay de plomo-

plata y alumlnlo-plallno. 

El electrodo de oxígeno se basa en Jos slgulenres princlpiós(39): 

La corriente eléctrica generada por el electrodo de oxigeno varia en proporción directa 

al número de moléculas de oxigeno disuelto en solución. 

De acuerdo a la ley de Henry, la comente generada por el electrodo puede usarse para 

oblener la presión parcia! del oxígeno (P02); ya que existe una relación lineal entre la presión 

del oxigeno y el número de moléculas en solución cuando Ja temperalura es constante. 
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· Básicamente el electrodo consiste de un clllodo manufacturado de un metal semlnoble, 

usualmente plallno, oro 6 plata y un ánodo de referencia de cloruro de plaJa-plala. 

Un voUaje polarizanle y constante se aplica al cátodo y en presencia de moléculas de 

oxigeno se genera una corriente extra que es Independiente al voltaje polarizanle. Esta corriente 

extra se deriva de Ja difusión del oxigeno a la superficie del electrodo(39J. 

Por lo tanto Ja señal que aparece representa el flujo de electrones que sale del electrodo 

que a su vez es función del flujo de moléculas de oxigeno a través de la membrana del 

electrodof2J, 

En el cátodo se llevan a cabo las siguientes reacciones: 

o, +2e- +2H,O~H,O, +zon-

H,0, +2e-~2on-

Siendo representada la ecuación total: 

0 2 +4e- +2H,0--+40H-

Cuando los electrodos no son construidos con los materiales adecuados y no se tiene el 

suministro de 4e" necesarios para llevar a cabo la reacción; entonces se puede presentar el 

siguiente caso: 

2H,O, ~2H20+02 

Lo que provoca que se cuantifique también esta molécula extra de oxigeno y que el 

electrollto acumule peróxido. 

Es Importante saber que la sensibilidad del electrodo es afectada por las características 

de Ja membrana, el tamano del cátodo de plallno y la Jemperatura!39J, 



c.,......, 

La condición de estado estacionario que se lleva a cabo en el electrodo se expllcaa 

continuación: cuando una película fina de solución se introduce a través de. la superficie de la 

membrana del electrodo de oxigen~ una difusión unidimensional en estado estacionarlo se 

establece despúes de cierto tiempo. SI no se considera la resistencia del gas, se puede suponer 

que el líquido en la Interface gas-liquido está salurado con oxigeno y puede considerarse como 

una fuente de difusión de oxígeno. 

En Ja superficie del cálodo, el oxígeno continuamente es reemplazado en reacciones 

electroquímícas rápidas; siendo esta velocidad de consumo mucho mayor que la velocidad de 

difusión, de ahí que la presión parcíai de oxígeno en la superficie del cátodo puede considerarse 

nuia<15>. 

En distintos lrabajos(15,1 a,21) se reportan Jos comportamlenlos y respuestas que se 

obllenen al emplear electrodos de oxígeno. En el trabajo que nos ocupa basta mencionar que se 

considera el eslado estacionarlo ya que el comportamlenlo de ía presión parcial del oxígeno en 

la membrana es llneaJ(15). 

El esludlo de lransferencla de masa en electrodos de oxígeno es inleresanle ya que 

involucra la delerminaclón de coeficienles de difusión que no pueden oblenerse directamenle de 

un análisis en eslado estacionario, sino además de la adaplación del eslado no-estaclonario(15); 

siendo el fenómeno la base a partir de la cúal se obtienen los datos a anallzar de trabajos como 

este. 
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MATERIALES Y ~IETODOS 

CI toll 

A ccintlnuaclón se presenta un listado de lntrumentos, mal riales y sustancias 

empleadas ·en toda la experimentación, haciendo énfasis sobre sus caracterlslicas relevantes en 

cada etapa subsecuente. 

1.- Tanque o recipiente de reacción de 35 mi de capacidad. 

2.- Electrodo polarográfico INGOLD INC. 

3.-Ampllllcador 170 INGOLD INC. 

4.- Interfase DATALOGGER M5000 ECO. 

5.- Plato magnético THERMOLYNE NUOVA 11. 

6.- Agitador magnético de 2 cm. 

7.- Válvula de tres vlas. 

8.-Tennostato y tennómetro. 

9.- Lámpara estroboscópfca STROBETIE AMETEK 964. 

10.- Espectrofotómetro BECKMAN DU-65, programa PEAK PICK y c Ida de cuarzo 

estandar de 1 O mm. 

11.- Jeringa Hamllton HP. 

12.- Glucosa Oxidase SP 358 NOVO ENZVMES (BIOTECSA). 

13.- Oxigeno extraseco INFRA 99.5 %. 

14.- Nitrógeno cromatográfico INFRA 99.99%. 

15.- Electrolito. 

16.- Buffer de fosfatos 0.1 M. 

17.- Buffer de acetatos 0.05 M. 
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2.1. SISTEMA DE EXPERIMENTACION 

El sistema de expertmenfación o montaje depende de vanos factores, como son el 

método que se empleará para cuanliflcar la respuesta, la velocidad para capturar los datos que 

se obtienen, fa sensibilidad y el control que se desee tener sobre vartables secundartas, entre 

otras.En este trabajo se empleó el sistema de tanque agitado tipo batch, como puede verse en 

fa flgura 10: 

FIGURA 10 

SISTEMA DE EXPERIMENTACION 

EQUIPO PRINCIPAL 

, 1RECIPrENTE DE REACCION 

3. PARRILLA MAGNETICA 

4. TERMOSTATO 

5.TERMOMEmO 

IS. AMPUFICADCIR 

7. Df\TALOGOER MSOOO 

8.PC 

9.REO\ll..AOOA 

10. TANOUEDEGAS 

11. VALVULADESVIAS 
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.. '·. •: ·_;" · ···.::·i::El~anque o recipiente de reacción empleado tiene un volumen de 3.5 •10-5 m3 y se 

niuéstrá en la figura 11: 

3.0 

1 

~·¡ 

---6. 

FIGURA 11 

RECIPIENTE DE REACCION 

--5.8---

RECIPIENTE ENCHAQUETADO TAPA 

La capacidad máxima para el recipiente es de 35 m/, contenidos en la zona de 

enchaquetamlento. En general en los experimentos se emplearon volumenes menores a este, 

para asegurar que con la agitación y burbujeo no de provocara la salida del líquido fuera de la 

zona de enchaquetamlento. 

La agitación se realizó con un plato magnético y un agitador de 2cm de largo, que 

provocaba la formación de un vórtice mediano adecuado; ya que otros agitadores más grandes 

no permiten que el electrodo tenga buen contacto con el líquido. 
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La velocidad de agitación empleada durante la experimentación fué de 1200 rpm, que 

fué detennlnada con la lámpara estroboscóplca. Se usó una velocldad de agitación elevada 

para garantizar Ja homogenlzaclón de la mezcla de reacción y para minimizar el efecto de 

difusión de oxigeno disueno que existe en ta pellcuta llqulda adyacente a la membrana del 

electrodo. 

La válvula de tres vlas pennlte un rápido acceso de los gases empleados (oxigeno y 

nitrógeno), teniendo en cuenla que la distancia de la válvula al recipiente de reacción es 

mlnlma; para no Introducir errores en la lectura del sensor al reemplazar un gas por otro; es 

decir el tiempo muerto existente durante el Intercambio de los gases. 

La Interfase recibe la senal del amplificador de lectura del electrodo y junto con una PC, 

pennlten reallzar las siguientes accloncs(Bl: 

-Capturar datos cada segundo (valor mlnlmo) de la senal enviada por el ampllflcador. 

-Listar, Imprimir y grabar los datos obtenidos. 

-Trazar gráficas de los datos obtenidos hasta cierto tiempo deseado. 

·Configurar la presentación de los datos. Mediante esta opción los valores de m y b 

deben introducirse, la Interfase arecta la sena! que recibe con ellos; es decir, en este caso se tes 

Introdujo un valor de m= 1.0 y b= O.O, lo que quiere decir que cada unidad mandada por el 

ampllficadorcorresponde a 1mVen ta Interfase. 

Como puede observarse en el mecanismo de clnéUca· de la glucosa oxidase, la 

concentración de glucosa puede medirse por el monltoreo de la concentración de oxigeno 

consumido, de peróxido de hidrógeno producido ó la medición de pH (observando la producción 

de ácido glucónlcoJ(24). 
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En este caso mediante el uso del electrodo de oxigeno se verificó la función redox de la 

enzima glucosa oxldasa. Debido a este hecho, debe realizarse la calibración del electrodo, 

procedimiento que a continuación se explica: 

2.2. CAUBRACION DEL ELECTRODO DE OXIGENO 

La figura 12 muestra las partes componentes del electrodo polarográfico empleado en la 

experimentación. 

FIGURA 12 

ELECTRODO DE OXIGENO 

SENSOR 

Cable hacia 

amplificador 

Empaque 

Empaque 

Sensor 

de 

plata 

CARTUCHO 

Electro lito 

Membrana 
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El electrodo debe ser calibrado antes de emplearse en medlclone~; requlrfendose para 

este fin un amplificador de salidas del electrodo. 

La calibración puede realizarse de diversas formas (gas con 0% de 02 y mezcla de gas 

con 21% de 02 ó gas con 0% de 02 y gas con 100% de 02): la elección depende de la escala 

de concentraciones de oxígeno que desee manejarse; es decir de o a 21% ó de O a 100%. 

Mediante las gn!flcas representadas en la figura 13 se muestran los ajustes que se verifican en 

la respuesta del sensor al realizar la calibración (39). 

J 

1 

1 

FtGURA13 

PASOS DE CALtBRACtON DEL ELECTRODO DE OXIGENO 
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En este trabajo se empleó el segundo sistema de calibración para el electrodo 

polarográflco de la siguiente manera: 

Se monto un sistema de calibración en gas, como puede verse en Ja figura 14. 

FJGURA14 

SISTEMA DE CALJBRACION DEL ELECTRODO EN GAS 

ELECTRODO 
OE02 

¡--------¡ 
1 
1 
1 
1 
1 

l ___ fDl ..... . 
~ 

AMPLIFICADOR 

Debe verificarse que tanto el sensor como los cables estén secos; ya que de no ser asl 

las lecturas obtenidas no son correctasC161, 

En primer lugar se puso en contacto con nitrógeno para llevar a cabo el ajuste a cero 

porciento de oxigeno. 
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Después de Inundar el sensor por cierto !lempc (no se pudo medir el flujo debido a los 

valores tan pequeftos, no detectables por el lnstrumenlo a mano), se observó que la lectura era 

estable y muy cercana a cero; por lo que se ajusló a valores tales como 0.2 y 0.3 % de oxigeno 

en el ampllflcador. Estos valores representan la comenle residual del electrodo. Es decir, no es 

posible que haya 0.0% exacto. 

Posteriormente por medio de la vélvula de 3 vlas se Introdujo oxigeno para realizar el 

ajuste a 100%; al Igual que para el nitrógeno, se dejó establllzar la lectura y se ajusto a valores 

de 99.8 a 100 %. 

Estos pasos se realizaron varias veces hasta obtener los valores deseados de 0% y 

100%. 

En este momento es Importante evaluar la velocidad de respuesta del sensor; ya que si 

ha permanecido almacenado por un !lempo Importante, debe cambiarse el electroltto asl como 

verificar el estado de los empaques y reemplazarlos, de ser necesario. 

Es Importante realizar la calibración posterior en liquido; ya que en este medio se 

verifica la reacción y evidentemente no se tienen los mismos valores en la saturación para el 

gas que para el liquido, siendo este valor últlmo el determinante en los célculos y gréficos 

posteriores. 
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ESta sistema de calibración esté representado por la figura 15: 

FIGURA15 

SISTEMA DE CALIBRACION DEL ELECTRODO EN LIQUIDO 

REGULADOR 
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. ' . 
Estas calibiaclones se realizaron cada vez que un experimento de cinética se iba a 

ilevar a cabo; por lo tanto se veñficaron las mismas condiciones de temperatura de 25"C (en el 

liquido) y velocidad de agitación de 1200 rpm. 

Al Igual que en gas, se ajustaron las lecturas a valores muy cercanos a 0% y a 100% de 

oxigeno en fase liquida. 

2.3 PROPIEDADES DE LA ENZIMA G.O. 

2.3.1. PROTEINA 

Se realizó la determinación de la cantidad de protelna presente en el liofilizado de 

glucosa oxidase (proporcionada por BIOTECSA). ya que dé una Idea de la pureza del preparado 

comercialmente disponible; aun con la reserva de que no necesañamente toda esta protelna es 

la correspondiente a la enzima de Interés, ya que se sabe que existen enzimas ·contaminantes' 

tales como la lnvertasa y catalasa entre otras. 

Para llevar a cabo este objetivo se empleó el método de Lowry o de reactivo Fofln· 

Clocalteu, que se expone en el anexo 1. 

2.3.2. CONCENTRACION DE FAD ACTIVO 

La concentración de las soluciones de enzima se determinó espectrofotométricamente; 

que de acuerdo a la literatura deben prepararse soluciones que contengan de 1 a 10 µmol de 

FAD unido en acetato de potasio 0.01M a pH 5.5(37), 

Las muestras a analizar fueron las siguientes: 

1.· Solución 1 mgenzimal"I sin reaccJón. 

2.· Solución 1 mgenzimal"I con reaccJón. 
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3.· Solución 2 mgenzlmafRI sJn reacción. 

4.- Solución 2 mgenzlmafRI con reacción. 

CopHuloll 

La medición de absorbencia se hizo en la solución de enzima sin y con reacción, para 

poder observar el pico máximo a partir del cual se hizo el cálculo de la concentración de FAD 

activo. 

Las mediciones de absorbancla se realizaron en el espectrofotómetro de la siguiente 

forma: 

Las soluciones de enzima se mantuvieron bajo burbujeo con oxigeno por 20 min; 

asegurando con esto el estado oxidado del FAD. 

Se transflrteron 2 mi de la solución de enzima a una celda de cuarzo estándar de 10 mm 

de altura de compartimiento para la muestra, realizando la calibración del aparato con agua 

destilada. 

Se realizó un barrido de 200 a 600 nm en el programa PEAK PICK del 

espectrofotómetro, cuya función es la de detectar los puntos máximos en el rango de longitud de 

onda seleccionado. El programa se basa en la primera derivada de 5 lecturas continuas, de las 

cuales si el signo cambia de negativo a positivo se determina un punto máximo, que 

postertormente es comparado con oJros puntos máximos; hasta que se obtienen los 5 picos más 

altos en el úlllmo barrido tomado por el instrumento. 

Postertonnente se les aftadló 20 µJ de solución de glucosa 1.0M por medio de una 

jertnga Hamlllon, agitando vigorosamente para un buen mezclado, se tapó la celda reallzandose 

el barrido para la muestra con reacción. 

La solución de glucosa empleada se dejó a temperatura ambiente desde un dla antes de 

la prueba, para que se diera el equilibrio entre las formas anomértcas a y B; además se burbujeo 

con nitrógeno antes de la prueba; para ex1raer el oxigeno disuelto. 
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Se hicieron 3 barridos para la misma muestra con espaciado de 1 min entre cada una 

para verificar la progresión de la reacción. 

2.3.3. ACTIVIDAD DE GLUCOSA OXIDASA 

El sistema de experimentación empleado es el mismo que se emplea en la cinética y 

esté representado en la figura 10. 

Al comenzar la prueba se verificó que la temperatura del agua en el bano fuera 25.S"C, 

ya que al asegurar esto, el recipiente de reacción tuvo una temperatura de 25"C. 

En el recipiente de reacción se colocaron 28.8 mi de buffer de fosfatos 0.1M, en donde 

se resuspendleron 0.0288 g de liofilizado enzlmétlco, mantlendolo en agitación a 1200 rpm 

hasta su total Incorporación. 

Se burbujeó oxígeno por 10 min aproximadamente, hasta obtener nuevamente el 100% 

de saturación como se realizó en la calibración del sensor. Al transcurrir el tiempo para la 

saturación, la solución ya tenía la temperatura de 25"C, que se mantuvo a lo largo de la prueba. 

Se suspendió el burbujeo y se dejaron transcurrir aproximadamente 5 s, para asegurar 

que la ledura se sostuviera y que el valor de 100% fuera real (oxigeno disuelto) y no el debido a 

las burbujas de oxígeno que tienen contado con el sensor. 

La solución de glucosa se preparó un dla antes y se dejó a temperatura ambiente para 

asegurar el equilibrio de las dns formas anoméricas!3l, al Igual que para la determinación de 

FAD activo. 
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La. concentración de solución de glucosa empleada fué 1.6M, ya que al agregar 3.2 mi 

de ella en un volumen final de 32 mi, se obtiene una concentración de 0.16M; siendo este valor 

el de saturación para la enzima glucosa oxldasa<3>, cumpliendo tanto para el oxigeno como para 

la glucosa con la condición de saturación, necesaria para evaluar la máxima velocidad de 

reacción. 

Se dejó correr la prueba hasta que la concentración de oxígeno ya no presentaba mucho 

cambio con el tiempo. 

2.3.4. ACTIVIDAD DE CATALASA 

Se emplea el mismo sistema de experimentación que para la determinación de glucosa 

oxldasa. 

Se llevó a cabo el experimento a 25'C, controlandola durante laduracióll de este. 

En 27 mi de buffer de acetatos 0.05M pH 5.4, se suspendieron muestras de 0.027 g 

cada una del preparado de glucosa oxidasa. 

Posteriormente se burbujeo la solución con nitrógeno, para no tener lectura de oxigeno 

al comienzo de la reacción. 

Se provocó el lncio de la reacción con 1 m/ de solución de peróxido de hidrógeno 0.1 M, 

capturando los datos de desprendimiento de oxigeno con la Interfase. 

Al agregar el sustralo se advierte el Incremento del oxígeno presente en la mezcla, 

hasta que se obtiene un punto máximo y después una etapa de disminución en la lectura. 
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2.3.5. CONSTANTES CINETICAS EN SOLUCION BUFFER 

Una vez que se conocieron las propiedades más relevantes de la enzima a emplear 

· tomando como guia lo anterionnenle mencionado, se verificó una vez más que los aparatos 

estuviesen calibrados y se realizó una serie experimental que se muestra en la siguiente tabla: 

TABLA4 

NIVELES DE VARIACION EXPERIMENTAL. 

GLUCOSAfMJ OXIGENO f%J 

0.025 25 45 55 65 75, 85 95 100 

0.05 25, 45, 55 65, 75 85 95 100 

0.1 25 45, 55, 65, 75 85 95, 100 

0.2 25, 45, 55, 65, 75, 85, 95 100 

Los experimentos se realizaron por duplicado en cada una de las concentraciones 

referidas anteriormente. 

Estos valores de concentración de glucosa fueron establecidos con base en tres hechos: 

1. Las condiciones reportadas en la literatura por GibsonC3>. 

2. Las consideraciones para el diseno experimental y evaluación de resultados<5> por 

métodos estadistlcos. 

3. El cumplimiento del estado pseudoestaclonariot19,20) ó condición de Haldane. 
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A continuación se explica de forma más detallada cada punto antes mencionado: 

GlbSon realizó Investigaciones sobre glucosa oxidasa con el método 'stopped "ºw" a 

diferentes temperaturas para glucosa como sustrato, ademés de otros azúcares. 

Los valores reportados, están de acuerdo con los obtenidos recientemente; además se 

trata de valores promedio de experimentos concordantes(12l. 

De acuerdo al diseno de experimentos para enzimas, una vez que se ha establecido el 

método de medición de velocidades, debe elegirse la concentración de sustrato con base en la 

amplitud del intervalo de concentraciones a emplear, además del espaciado entre los puntos y el 

número de determinaciones que se llevarán a cabo(4l. 

Un espaciado de puntos debe Incluir niveles de sustrato de 0.2K a SK, tales que 

producirán velocidades que estarán en el Intervalo de .!.v a ~v (4l. Haciendo cálculos con los 
6 6 

datos, se pudo ver que to anteriormente mencionado es una buena gula, si se llene Idea del 

valor de las constantes cinéticas. 

La suposición de pseudo estado estacionarlo (PSS) fué propuesta por Brlggs y 

Haldane(20l y es válida cuando: 

-La concentración Inicial de glucosa y de oxigeno es considerablemente más grande que 

la de enzima. 

El estado estacionarlo se refiere a que la concentración de los reactantes y productos se 

mantienen constantes en la mezcla de reacción, además de la concentración de la enzima 

activa. 

De la suposición de Haldane se obtuvo el siguiente criterio: 

- La concentración de la enzima debe ser 250 veces la concentración de la glucosa. 

- La concentración de la enzima debe ser 50 veces la concentración del oxigeno. 
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Considerando que fa concentración de enzima varía de 4•10·9 a s•10-8M c12,1e,20>, se 

manejó como objetivo la concentración de 4.778'10-BM sin considerar aún la concentración 

"real' obtenida de fa determinación espectrorotomélrica del FAD activo. 

Se preparó una solución de enzima 2.389'10-4M, para de ella tomar 2.5 µI y llevarla a 

un volumen final de 25 mi y por tanto una concentración de enzima de 2.389*10 ·BM, que 

finalmente dá una concentración de 1.1109•10-BM de FAD activo. (ver determinación 

espectrofotométrica). página 51. 

Para realizar la experimentación se empleo el sistema de fa figura 1 o. página 43. 

Al Igual que para las airas determinaciones, las soluciones de glucosa empleadas se 

prepararon 24 horas antes dejandose a temperatura ambiente para permitir la mutarotac/ón del 

azúcar en sus formas anoméricas a y p C3l, para oblener el equillbrio(20); 

aG +-->G +---> {JG 

Este es un punto fündamenlal en la experimentación realizada, ya que se considera que 

la mutarrolacfón se lleva a cabo a una velocidad lo suficlenlemenle rápida, para que la 

concentración del anómero p de la O-glucosa sea reemplazada en las ecuaciones cinéticas por 

la concentración total de glucosa(19,20J. 

Es Importante mencionar, que se realizó un experimento previo con el objetivo de 

determinar cuál de las dos opciones siguientes era fa más adecuada: 

1. Al sustrato añadirte la enzima. 

2. A la enzima añadirle el sustrato. 
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Al realizar el primer experimento se observó que el sistema se comporta como si no 

existiese reacción alguna, no siendo asl cuando la enzima a la que se ha burbujeado con 

oxígeno por un tiempo considerable comparado con eí tiempo que se toma para daría velocidad 

lnclal, se encuentra totalmente o>cldada y lista para llevar a cabo la reacción; que se observa 

Inmediatamente et consumo del sustrato. 

Una vez especificado lo anterior, a continuación se explica en forma general como se 

llevo a cabo la serie experimental para la determinación de las constantes cinéticas: 

La lectura del electrodo se verificó en el aire, así como la temperatura del bafto a 

25.5'C. 

Se colocaron 22.5 mi del buffer de fosfatos 0.1M en el recipiente de reacción, 

mantenlendoJo en agitación a 1200 rpm (al mantener este valor, se pretendía tener una 

distribución uniforme de los componentes de la reacción); mientras se Introdujo nitrógeno. 

El burbujeo continuó hasta obtener valores cercanos a cero, donde se retiró el nujo del 

gas hacia la solución de glucosa para evitar que al Introducirla en ía reacción pudiera tener 

oxígeno disuelto y dar una lectura falsa. 

La lnteñase se puso en ceros para comenzar a capturar datos a partir de este punto. se 

Inyectaron 2.5 µJ de solución de enzima de concentración conocida, por medio de la jeringa 

Hamllton. El medio se dejó en agitación por 20 s aproximadamente. 

El oxígeno se Introdujo en el recipiente por medio de la v~lvula de 3 vías y se controló 

su fiujo con el regulador del tanque. El burbujeo se realizó poco a poco hasta que se alcanzaron 

los porcentajes de saturación deseados. 

Es Importante mencionar que el valor de concentración deseado se sostuvo por algunos 

segundos, para poder asegurar así que ía lectura no era Incorrecta. 
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u~á vez que se obtuvo el valor deseado en la pantalla del amplificador de oxigeno, se 

suspendió el burbujeo de oxigeno y se añadieron 2.5 mi de la solución de glucosa; iniciando con 

esto la reacción. 

Para este tiempo, ta solución de enzima ya contaba con la temperatura de reacción 

deseada 6 prelncubaclón para pennltlr el equilibrio ténnlco, como se recomienda en ta 

llteratural26l, 

Se observó entonces un descenso en el porcentaje de oxigeno presente en la mezcla de 

reacción, que fUé registrado por la Interfase. 

Oespúes de cierto tiempo la velocidad de consumo lnclal decrece y se vuelve constante; 

por tanto se suspendió la prueba en este momento. 
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CAPITULO fil 

RESULTADOS V DISCUSION 

.CAUBRACION 

En las siguientes figuras ·se muestran las curvas oblenldas al realiz~r la calibración en 

gas y líquido respectivamente: 

FIGURA 16 FIGURA 17 

RESPUESTA DEL ELECTRODO EN GAS · RESPUESTA DEL ELECTRODO EN LIQUIDO 

EJE X: TIEMPO (s). 
EJE Y: SATURACION (%). 

· 1 • ------------ --------· --------------- . 
. . 
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En donde: 

A= zona de la gráfica en la que se Inyectó nitrógeno. 

B = zona de la gráfica en la que se Inyectó oxigeno. 

Cllp!Íuloffl 

Como es de esperarse la obtención de estado estacionario es más rápido en el gas que 

en el lfquldo. Este tiempo depende obviamente del flujo que· sea inyectado, en este caso por ser 

un valor muy pequeño no se pudo determinar; pero se procuro que fuera constante en ambos 

medios manipulando la válvula de cada tanque (nitrógeno y oxigeno) a patrón constante de fa 

válvula de 3 vfas, es decir, ya sea abierta ó cerrada, pero al 100%, para ambos. 

Se obtuvo un tiempo de estado estacionarlo en gas 2.5 veces menor que en lfquldo, 

como promedio de todas las calibraciones realizadas (cade vez que se Iba a realizar alguna 

prueba). 

-PROTEINA 

Para el análisis de los datos obtenidos fué necesario construir la curva estándar de la 

solución de albúmina; en la cual se localizaron los puntos de absorbencia obtenidos 

experimentalmente y la correspondencia de estos con el porcentaje da proteína. En las figuras 

18 y 19 se encuentran representadas estas curvas estándar. 
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FIGURA 18 

DETERMINACION DE PROTEINA 1 
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FIGURA19 

DETERMINACION DE PROTEINA 11 

CURVA ESTANCAR DE ALBUMINA 11 
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METODO: LOWRY 

La razón por la que existen dos curvas estandar, es porque se realizó la prueba 4 veces, 

pero el comportamiento adecuado y esperado lo muestran las gnlflcas 1 y 11. En la siguiente 

tabla se muestran los resultados obtenidos de ambas (referidas como ensayo 1 y ensayo 2): 
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TABLA& 

RESULTADOS DE PROTEINA POR METODO DE LOWRY 

•nzlma lunlm/J enzima corr ••••••• • rualml) enzlmacorr ' -'mtJ 

30 20.3 25.3 

50 40.9 37.5 

80 61.4 62.1 

100 74.5 75.1 

De las mediciones se obtuvieron valores de 78.0% y 75.2% de proteína, teniendo como 

valor medio 76.6% :!:. 1.4 de proteína soluble. 

Estos valores son el resultado de gráficas con un coeficiente de regresión de 0.997 y 

0.998. 

De acuerdo a la blbllografla(19,20) se puede realizar la preparación de la enzima antes de 

su uso en estudios cinéticos, siendo básicamente un paso de purificación por medio del 

centrifugado de la enzima en solución, que anterionnente ha sido macerada. Ya que la enzima 

ha sido purificada se obtienen valores de protelna cerca'del 90 %(32). 
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.CONCENTRACION DE FAD ACTIVO. 

Como se mencionó, la determinación del FAO activo (base de la reacción enzlmélica) 

es de suma Importancia, para no Incurrir en errores al considerar la concentración de la enzima 

como la cantidad de polvo pesado; sino la cantidad de grupos flavln que esMn disponibles para 

la reacción. 

Una vez que se realizaron los experimentos, se obtuvieron gráficas del 

espectrorotómetro donde la absorbencia se encuentra en función de Ja longitud de onda en 

nanómetros, de las cuales se extrajeron los picos méxlmos. De este anllllsls se obtuvo lo 

siguiente: 

Para longltudes de onda de 200 a 600nm y absorbancJa de o.o a 3.5 se detectó como 

pico principal el de 230nm y otro a 26Bnm, como se muestra en la ngura 20; cuyos valores no 

son concordantes con la blbllografla que Indica un pico a 280nm (27) debidos a la protelna. 

Al cambiar las escalas de 300 a 60Dnm y de O.DO a 02; se hacen evidentes otros picos 

a 398nm y 470nm siendo este úlllmo el que se lomó como el de longitud de onda máxima para 

la enzima, como se vé en la figura 21. 
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FIGURA2D 

DETERMINACION DE LONGITUD 

DE ONDA MAXIMA 1 

EJE X: LONGITUD DE ONDA (nm). 
EJE Y: ABSORBANCIA. 

í 
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FIGURA21 

DETERMINACION DE LONGITUD 

DE ONDA MAXIMA 11 



A partir de este punto las soluciones de en2lma preparadas posteriormente se midieron 

considerando la absorbencia a 470nm como el valor correcto a Introducir en la relación de 

Lambert-Beer. 

Al obtener el valor de absorllancla a la longitud de onda ya mencl~nada e Introducir el 

valor en la ecuación se obtuvo la concentración de enzima de 1.1709X10-8 MFAD, que es la 

que se empleó para realizar los experimentos cinéticos. 

Haciendo cálculos con las propiedades ya conocidas de la enzima como el peso 

molecular, porcentaje de protelna, grupos de FAD por cada mol de enzima y peso molecular del 

FAD se esperaba tener una concentración aproximada a 4.7788 x10-8 MFAD; ya que a esta 

concentración se cumple la condición de Haldane de pseudo estado estacionario; lo que también 

sucede con el valor obtenido de la lectura espectrofolométrica a las diferentes concentraciones 

de glucosa y oxigeno manejadas. 

-ACTIVIDAD DE GLUCOSA OXIOASA 

Al realizar las pruebas de actividad se obtuvieron gráficas de la forma que se muestra 

en la figura 22, que es la homologa de la figura 5. página 22. 
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FIGURA22 

RESPUESTA EN LA DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE G.O. 

EJE X: TIEMPO (s). 
EJE Y: SATURACION (%). 
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Esta es la cuiva que se obliene al tener concentración de oxigeno constante a 100% de 

saturación junto con la enzima y adicionar la solución de glucosa. 
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El anlillsls de los datos se realizó de dos fonnas diferentes, como se muestra a 

continuación: 

-Por el método de nonnallzaclón de la curva experimental se realizó lo siguiente: 

Al trazar gralicamente los datos que se obtuvieron de tiempo y concentración de 

oxígeno, debe conocerse exactamente cúal es el valor de t0 ó tiempo Inicial de la reaeclón. 

Para poder realizar el anélisls se definió la siguiente relación: 

G= (H-H,) 
(H,-H0 ) 

Donde 

G = Constante de nonnallzaclón de la gnllica. 

H = lecturas de % de oxígeno obtenidas de la Interfase. 

Ho= promedio de los valores aproximadamente constantes de 116 de oxígeno al 

final de la reacción. 

Hs= promedio de los valores aproximadamente constantes de 116 de oxígeno al 

Inicio de la reacción. 

De la cual se pudo obtener G 1 = 1-G y de este G2 = Ln G1. 

Al 1razar las gralicas de In G1 en función del tiempo y considerando los primeros 

segundos al trazar la 1angente a la curva, se obtiene la velocidad de la reacción cuyo valor se 

requiere para hacer el cálculo de la actividad, al representar la velocidad Inicial de la reacción. 

El análisis se basa en la consideración de que la reacción tiene el comportamiento de 

una ecuación de primer orden, ya que la concentración de glucosa es la de saturación y por 

tanto el comportamiento se puede representar con la siguiente ecuación: 

-d[A]=k[A] 
dt 
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Donde 

[AJ= Concentración molar de oxigeno. 

-d[ A]= Velocidad con que disminuye el oxígeno. 
di 

k = Velocidad de reacción especfflca. 

De Jo anterior se obtiene: 
log(A,,J_ kt 
lAJ-2.303 

C1pHulofll 

Por tanto, la velocidad que se obtuvo de la gráfica de In G1 vs tiempo, debe 

muHlpJJcarse por 2.303, ademés por 2.0 debido a Ja Influencia que tiene el oxigeno extra 

producido por la catalasa al descomponer el H202 en el sistema, haciendo que la relación entre 

glucosa y oxigeno sva una mol de 02 por 2 de glucosaC3,38) y por Ja solubilidad del oxfGeno a las 

condiciones de reacción; ya que la k tiene unidades de 1/s. 

Para el célculo de la solubilidad de oxigeno en el medio de reacción ver el anexo 2 en la 

página 91; en el cual se detalla el método seguido; ya que considerar la solubilidad del oxígeno 

en agua sin sus constituyentes tales como sales, componentes orgánicos, etc; es un error en el 

que han Incurrido otros autores. 

El resultado promedio obtenido para la actividad de glucosa oxldasa es de 

47~ Bµmo!O, y expresado con base en el centro cetalftlco se obtiene 40 
· min 

4724 µmo!O, 
· min* µmo/FAD 

Por otro .lado el célculo por medio de la velocidad lnlcfal, se basa al Igual que para la 

determinación de las constantes cinéticas en el método del espejo; obteniendo la tangente a la 

curva en los primeros segundos de Ja reacción; pero sin Introducir la constante de 

normalización. 

Es Importante mencionar que se obtuvo un valor promedio de saturación del medio con 

oxigeno a 99.5983% y 99.5925% en las dos series de experimentos que se realizaron. 
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Tomandose cada valor como la base para hacer los cálculos de solubllldad y no tener 

asf dispersión en las gráficas al Iniciar a diferentes porcentajes. 

El resultado promedio obtenido de este análisis es 1431.7¡.m~IO,, que debido a la 
mm 

presencia de ta catalasa debe multiplicarse por 2; además para expresar la actividad con base 

en et centro activo se emplea la concentración de enzima determinada 

espectrofotométrlcamente y de esto se obtiene 244 546.9 · µmolO, 
min* µmo/FAD 

Este tíltlmo resultado es 6 veces más grande que el obtenido por et método de 

normalización. Este método de normalización considera todo el tiempo transcurrldo desde que 

se Inicia la reacción, hasta que se obtiene un valor constante cuando ya se ha extinguido el 

sustrato (glucosa); de aquf la diferencia en los resultados. 

La comparación con Jos datos bibliográficos no es muy válida ya que se encuentran 

expresados con base en otros elementos participantes en la reacción y a diferentes condiciones. 

·ACTIVIDAD DE CATALASA. 

El análisis gráfico realizado para la actividad de glucosa oxidase se repite en este caso, 

pero debido a que el sustrato para esta enzima es el peróxido de hidrógeno, ra respuesta que se 

obtiene es de generación de oxigeno. 

No se pudo calcular la solubilidad del oxigeno en el buffer de acetatos ya que no se 

contó con los valores de ras constantes necesarios para realizarlo, por lo que se empleó el dato 

de solubilidad en agua. 

Al obtener la tangente a la curva se obtuvo la velocidad Inicial de la reacción, cuyo valor 

representa la actividad que es de 41.3 J111~/0, 
mm 
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..CONSTANTES CINETICAS. 

Como se propuso en el diseno experimental, se emplearon concentraciones de oxigeno 

de 5, 15, 25, 45, 55, 65, 75, 85, 95, 100; pero en el caso de concentraciones menores a la de la 

solubilidad de oxígeno en agua como 5 y 15%, se tuvieron los siguientes problemas: 

-Al provocar una concentración de oxígeno cercana a cero con el nitrógeno Introducido y 

pretender estabilizar al menos por 3-5 s la concentración; por la agitación aplicada, no logró 

conseguirse este objetivo, ya que el porcentaje aumentaba continuamente Introduciendo el 

oxígeno del medio ambiente a la solución. 

SI se aftadfa la glucosa para Iniciar la reacción, el electrodo no captaba ningún cambio 

sino después de trancurridos varios segundos; vlendose modificados los valores de to y 

Vo;;slendo por tanto Inadecuado este método si se desea analizar estas concentraciones. 

Ef resto de los datos obtenidos de las series experimentales realizadas se analizaron de 

la siguiente fonna: 

-Se expresaron los datos obtenidos de porcentaje de oxígeno en unidades de 

concentración molar de oxígeno, por medio del método que se expresa en el anexo 2 (página 

91) y el tiempo en segundos. 

Al trazar la grafica de estos datos se obtiene la curva de consumo de oxígeno a través 

del tiempo, debida a la enzima. Para cada curva obtenida se evaluó el Intervalo de datos a 

emplear para la detennlnaclón de la velocidad Inicial, que en general fué de 5 a 8 s. 

Se trazó la grafica sólo de los puntos seleccionados en una curva nuevamente de la 

concentración de oxígeno en función del tiempo. Esto se realizó en papel milimétrico, para 

poder evaluar por el método del espejo la pendiente de la línea tangente a la curva. 

La velocidad Inicial obtenida tiene unidades de s·1, por lo que se dividió entre el valor 

de 1.1709x10-BM (concentración de la enzima con base en el FAD); obteniendo asf Mis. 
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Como es de esperarse, la velocidad inicia! debe tener un valor mlis aHo confonne 

aumenta la concentración de oxigeno; por lo que en los casos en los que los datos no mostraban 

este comportamiento, ademlis de coherencia con respecto a las demlis concentraciones de 

glucosa empleadas; se desecharon. Esto puede verse en la figura 23 que se presenta a 

continuación. 

FIGURÁ23 

GRAFICA SUMATORIA EXPERIMENTAL 

CINETICA ENZIMATICA G.O. 
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De acueroo al método de análisis para las enzimas de este tipo, debe construirse la 

gráfica primaria con los Inversos de la velocldad lnclal y de la concentración de oxigeno. De 

esta gráfica deben obtenerse lfneas paralelas para las diferentes concentraciones de glucosa 

(siendo en ~ste caso 0.025M, 0.05 y 0.1 M); al Igual que en la anterior, se desecharon datos que 

se encontraban fuera de la tendencia. 

Como se vé en la figura 24 se obtuvieron los siguientes resultados: 

FIGURA24 

GRAFICA PRIMARIA EXPERIMENTAL 

CINETICA ENZIMATICA G.O. 



TABLA& 

RESULTADOS GRAFICOS DE LAS CONSTANTES CINETICAS 

CONCENTRACION fMI m b r 

0.025 3.6024x1 o-5 0.0219 0.962 

0.05 2.8056x10-5 0.0120 0.995 

0.1 1.6283x1 o-5 e.os9ex10-3 0.998 

Los valores de la ordenada al origen se emplean para generar la gráfica secundarla, 

junto con el Inverso de las concentraciones de glucosa. Esto puede verse en la figura 25: 

FtGURA25 

GRAFICA SECUNDARIA EXPERIMENTAL 

CINETICA ENZIMATICA G.O. 



De ella se obtuvieron los siguientes valores: 

b = 3.089x10·3 s/M 

m = 4.675x1o-4 

r=0.998 

Del valor de b se puede obtener Vmáx; ya que su relación es: 

b=-1-v_ 

por tanto Vmáx = 323.7293 Mis 

c.pilulolll 

Una vez que se conoce Vmáx se pueden calcular las constantes de Michaelis para cada 

sustrato de Ja siguiente fonna: 

-Para calcular Km del oxigeno se emplea el promedio de las pendientes obtenidas de Ja 

gnlfica primaria en la siguiente relación: 
}(mm 

m,.......=v ..... 

De Jo anterior se obtuvo Km oxigeno = 8.6717x10·3M 

-Para calcular Km de glucosa se emplean los datos obtenidos en Ja gráfica secundaria 

por medio de: 

m= Km,,. 
v_ 

Por tanto Km glucosa= 0.1513M 

Estos datos obtenidos de Vmáx sólo pueden ser comparados parcialmente con los 

dados por Gibson {ver tabla 3 de le página 12), ya que los restantes están expresados en s-1 y 

no se expresan las concentraciones de enzima empleadas. 
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Es Importante resaltar que el método aplicado para expresar la concentración de 

oxígeno disuelto en el medio de reacción pocas veces ha sido empleado, a pesar de su utilidad; 

ya que lleva lmpllcltas las sales y componentes del medio que disminuyen el valor del oxígeno 

disueno. 

De acuerdo a Llnek (1981)!2>, la solubllldad del oxígeno en mezcla de reacción a una 

presión parcial de 780 Torr se adecúa a la ecuación: 

e· =l.121•10-'exp(~-02s22c) 
o 2TI+~ o 

Y para oxígeno puro, concentración de glucosa de 0.5M y temperatura de 25 •e; se 
mol 

obtiene C~ =I.022•10-'-
1
-. siendo comparable con el valor de e.1es•1o-4molll que se 

obtuvo y se empleó en la valoración de las constantes. 
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CAPITULOIV 

CONCLUSIONES 

El.haber realizado la experimentación con un preparado comercial de la enzima glucosa 

oxldasa, Implicó que la experimentación no se reallzó con la enzima al mllximo de pureza; es 

decir, se empleó la mezcla de enzimas que confonnan la glucosa oxidase, catalasa, invertasa 

(que juntas llenen 76.5996 de proteina) y otras contaminaciones (que representaron 23.4196). 

Este hecho nos llevó a determinar la concentración de grupos flavln que al actuar como 

acarreadores llevan a cabo la reacción, sin Importar tanto la cantidad de enzima contenida. 

El manejo de la concentración con base en los grupos FAD, es mlls útil ya que pennlle 

referirse més explícitamente a las actividades de centro activo, ya que varios autores muestran 

resultados en base a la concentración de enzima sin especificar la pureza. 

El sistema de reacciones que compone la glucosa oxidase consta del paso de glucosa a 

0-gluconolactona (con generación de peróxido de hidrógeno) y de ésta a ácido glucónlco, cuyo 

ciclo es posible mienlras se encuentren presentes la enzima catalasa y la lactonasa. La primera 

para evitar la acumulación del peróxido que Inhibe la reacción, ademés de la generación de 

oxigeno y la segunda que puede sustituirse por una temperatura que desencadene el próximo 

paso o realice la misma función que la enzima. Esto significa que el manejo adecuado de las 

concentraciones y condiciones en el experimento llevó a establecer el ciclo de oxidación y 

reducción de la enzima en el tiempo que se consideró para la evaluación de la velocidad Inicial. 
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Por lo general, la evaluaclón de esta velocidad Inicial se llevó a cabo en un lnlervalo de 

tiempo de 5 s, siendo la velocidad de toma de datos mlnlma de la Interfase empleada de 1 s. De 

·acuerdo con la blbllografla es más adecuado el uso de toma de datos cada 0.1 s, lo que puede 

Implicar que la reacción ya esté en la zona de descenso constante a los 5 s que se tomaron en 

esta experimentación. Aunque cabe hacer notar que el gradiente de concentraciones en la 

mayorla de las gráficas toma valores de 1•10-7M; lo que manifiesta el cuidado que debe tenerse 

al manejar este tipo de datos. 

Idealmente se deberla contar con una Interfase que tomara el mayor número de datos 

en el menor tiempo posible; pero si se llene en mente el objetivo principal, entonces un análisis 

a niveles tan depurados no es práctico. Es decir, la toma de un dato en un segundo puede ser 

suficiente y representativo para la evaluación de las constantes cinéticas sin tanta sensibilidad 

en el aparato de medición. 

Estebleclendose además la Importancia que tiene el contar con aparatos de control y 

medición acordes a la escala que se maneje; es decir, pare tanques manejados generalmente a 

escala laboratorio o planta piloto el electrodo empleado posiblemente es más adecuado, en el 

sentido de los tiempos transcurridos para que los cambios efectuados en el sistema en agitación 

lleguen al electrodo. A volumenes pequenos, la capacidad de respuesta del electrodo es 

determinante, ya que en el preciso momento del primer ciclo reactivo de le enzima; el electrodo 

mediante sus propias reacciones, debe ser capaz de enviar la senal de decremento o 

Incremento de oxigeno (según sea el caso). Aún con el tiempo de 1 s de captura de datos, se 

puede decir que se toma una porción representativa de las velocidades de consumo, ya que 

estamos hablando de niveles de un gran número de moles transformados en un segundo. 
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Por otro lado, la detennlnaclón de las constantes cinéticas por medio del electrodo de 

oxígeno es adecuada, ya que no es necesario adicionar sustancias extrañas al medio, ni contar 

con aparatos de mucha sofisticación como lo sería el uso del método manométrico o por medio 

de un espectrofotómetro; además que a escalas mayores o tanques lo usual es contar con un 

electrodo de oxigeno. 

De los resultados obtenidos para las constantes KmGlu y Kmox cuyos valores son 

comparativamente grandes con los que se muestran en la bibllografla para la misma 

temperatura y sustratos; pero diferente método de obtención; se puede decir que precisamente 

al mostrar un Km más grande tienen un poco menos afinidad hacia el sustrato, atribuyendose 

esencialmente a que no se trata de enzima pura. 

La detennlnación de las constantP.s cinéticas fonna la parte más trascendental para la 

evaluación de coeficiente de transferencia de masa gas-lfquldo, de acuerdo al planteamiento 

principal de este trabajo, ya que si se obtienen estas en soluciones Newtonlanas de baja y alta 

viscosidad como en soluciones ligeramente no-Newtonlanas; nos encontraremos en 

posibilidades de establecer la consistencia de las constantes cinéticas en estos medios y poder 

emptearias en la ecuación de transferencia de masa y determinar K,a en situaciones que se 

requiera; con la certeza de que los cambios verificados en el sistema se deben a la transferencia 

gas - líquido y no a la cinética enzimática. 

A pesar de que en este estudio no se muestran los resultados obtenidos en soluciones 

no-Newtonianas, se hicieron varias pruebas en soluciones Newtonlanas de alta viscosidad, 

empleando mezclas de glicerol y buffer de fosfatos a valores de 0.0178, 0.0239, 0.0733 y 

0.1576 Pa s, observandose que mediante la metodología antes expresada, se dificulta mucho el 

obtener valores de % de oxigeno disuelto estables, y más tratandose de porcentajes menores a 

50% de saturación. La respuesta a este problema probablemente se encuentra en el 
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replanteamiento el sistema expertmental empleado en este estudio, ya que vale la pena llevar a 

cabo eslas determinaciones. 

Por lo anteñormente mencionado, es válldo mencionar que se ha concluido sólo una 

etapa de un proyecto empilo cuyo fundamental Interés radica en el nivel de velocidad que lleva 

Implícitos y que permite el empleo y aporte de conocimientos. 
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....... 
ANEXOS 

1.· CUANTIFICACION DE PROTEINA. METODO DE LOWRY (FOUN.clOCALTEU) 

La pureza de la enzima a trabajar es uno de los prtmeros factores que deben tomarse en 

cuenta en cualquier estudio cinético, siendo obviamente deseable tener una preparación lo més 

pura y homogenea posible; para evttar problemas en la Interpretación y comparación de datos; 

sin embargo, una cuestión Interesante de los estudios cinéticos es que pueden llevarse a cabo 

con preparaciones Impuras si no se llenen reacelones aHemas. Siendo uno de tos objetivos de 

este trabajo el empleo de las preparaciones comerciales crudas, es decir , sin purificaciones 

posteriores (ver capitulo de materiales y métodos en péglna 41). 

La determinación se basa en la cuantificación de proteínas a partir de dos reacciones: 

-Reacelón de Bluret (Interacción de protelnas con el reactivo cúprico en medio alcalino; 

formando un complejo cúprico coloreado debido a la presencia de uniones peplfdicas). 

·Reducción del reactivo fosfomollbdlco·fosfotungstlco por llroslna y triptofano presentes 

en la protelna-cobre (donador de electrones) (34;23). 

Este método es relativamente consumidor de tiempo, pero dé resultados precisos y 

reproducibles, ademés de ser sensible; cerca de 20 veces més sensible como el método UV y 

100 veces més que el de Bluret (34)_ 
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-· .. 
PROCEDIMIENTO: 

Debido a que los reactivos cambian durante el almacenamiento, afectando la Intensidad 

del color obtenido; debe construirse una curva esténdar para cada determinación (34), 

Se preparó una serte de soluciones patrón de albúmina bovina fracción V (MERCK} con 

contenido protelnlco reportado por el fabricante mayor a 90%, para un Intervalo de 10 - 100µ 

g/m/. 

Esto se logró tomando como base una solución de 10 µgtml y realizando las siguientes 

diluciones: 

TUBO 

2 

3 

4 

5 
·. 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

TABLA 7 

CONCENTRACIONES DEL METODO DE LOWRY 

SOL PROTEINA fm/I AGUAfmD PROTEINAl'untm/I 

o 

0.1 

0.2 

0.3 

.· • '0,4··· 
··.: .:-; 

.. 0.5 

0.7 

o.a 

0.9 

1.0 

1.0 o.o 

0.9 10.0 

o.a 20.0 

0.7 30.0 
'7' 
·• · ·o.6 40.0 

50.0 

60.0 
·. . .·; · .. · .. 

0.3 ' 

.·. 

70.0 

80.0 

0.1 90.0 

o.o 100.0 
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De manera opclonal (en la5 casos que la muestra lo requiera) de acuerdo con lo 

recomendado blbllognlllcamente se puede realizar otra serle que se desprenda del tubo 2, para 

obtener concentraciones de 5 a 10 µg como se v: a continuación: 

TABLAS 

CONCENTRACIONES OPCIONALES PARA EL METODO DE LOWRY 

TUBO SOL.PROTEINA tmll AGUAtmn PROTEINA t .. nimfl 

12 0.5 0.5 5.0 

13 o.e 0.4 e.o 

14 0.7 0.3 7.0 

15 O.B 0.2 B.O 

18 0.9 0.1 9.0 

Las tablas anteriores pueden servir de gura, ya que no necesariamente se tienen que 

preparartOdos los tubos mencionados. 

Se preparó ademés la solución problema de enzima glucosa oxidasa (E.e. 1.1.3.4.) para 

5 muestras en un Intervalo de 1 O a 100 µglml; haciendo las mismas diluciones que para la 

solución patrón. 

Se prepararon ademés los siguientes reactivos: 

-A) Na2C03 al 2 % en NaOH 0.1 N. 

-B) CuS04.5H20 al 0.5% en tartrato doble de sOdlo y potasio al 1 %. 

-C) Solución de cobre alcalino. Mezclar 50 mi de A con 1 mi de B , descartar 

después de 24 h. 

-D) Reactivo de Foiin-Ciocatteu diluido 1 :1 con agua destilada. 
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Anuoo 

Se tomaron 0.2 mi de la solución problema y se mezclaron con 3 mi de solución e 

proporcionando buena agttaclón y con un tiempo de reposo de 1 O mina temperatura ambiente. 

Se adicionaron 0.3 mi de reactivo O, mezclando y dejando reposar a temperatura 

ambiente por 30 mln. 

Al preparar la serte de tubos de acuerdo a lo mencionado, el tubo 1 sin proteína sirvió 

como testigo para las mediciones de absortbancia en el espectrofotómetro PERKIN ELMER 

UVNfS Lambda 38, que previamente fué calibrado con este tubo testigo. Las celdas empleadas 

para las mediciones fueron de cuarzo de 4 mm de compartimiento para la muestra. 

Una vez que el color se desarrolló se hicieron lecturas en el espectrofotómetro a 750 
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2.- CALCULO DE SOLUBILIDAD DE OXIGENO 

La solubllldad del oxigeno es fundamental en los cálculos realizados en este trabajo ya 

que es responsable del diferencia! de concentración para la transferencia de masa entre la fase 

llqulda y la gaseosa; y en general en las bloclenclas en tecnologfa de fermentaciones, cuttlvo de 

algas, tecnologla marina, tratamiento de aguas de desperdicio, fislologla; y se requieren 

para!30>: 

·Establecer balances de materia. 

-Para calcular coeficientes estequlomlltrtcos. 

-Para determinar coeficientes volumétricos de transferencia de masa. 

·Para diseno y escalamiento de bioreactores. 

La mayorla de los datos disponibles en bibllografla estén referidos a sistemas simples 

como soluciones de sales simples o compuestos orgánicos; sin embargo, los medios de cultivo 

microbiano pueden ser bastante complejos. 

Existen dos métodos para determinar la solubllldad; los qufmlcos, para analizar las 

soluciones saturadas de gas y los flslcos, que ,determinan la cantidad de gas necesaria para 

saturar el solvente Inicialmente libre de gas (llamados métodos de saturación) ó el gas que 

puede ser desorbldo de la solución saturada (métodos de desorolón). 

los parémetros que afectan las solubllldades de los gases en medios de cuttlvo 

microbiano son la presión (cuyo comportamiento queda descrito por la ley Henry) y la 

temperatura Oas solubllldades disminuyen fuertemente con el Incremento de temperatura) (30). 

los datos con que se cuentan son los coeficientes de Bunsen ao de oxigeno en agua 

eñ un Intervalo de O a 50'C , que han sido calculados de acuerdo a la siguiente correlación: 

a0 =a+bt+c/2 +di' +et• 
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Anoxoo 
ro:=1 
~ 

·Estos coeficientes pueden convertirse en mediciones de solubilldad por medio de 

conversiones de ecuaciones, para generar: 
I06 M c(mg / ¡-•) = ___.s¿J!_ a 
V.,101.3 

Donde: 

p = presión parcial del gas (KPa). 

MG =peso molecular (g mor1J. 

v0 =volumen molar del gas a o•c y 101.3 KPa (cm3mor1J. 

para oxigeno tiene el valor de 22 395. 

Para la concentración de oxigeno en equlllbrio con aire saturado con vapor de agua se 

llene la siguiente ecuación: 

c(mgO r') =JO' '32'0.2094(P.,,-P,} a 
2 22,395'101.3 

El fenómeno "salt/ng-out• de los gases puede describirse por Ja ecuación emplrioo de 

Sechenov (30J: 

log-1 = Kp.1 e 

En donde las constantes están dadas: 
)~ 2 

K, =hz ,:_,,x,z, 

Siendo x¡ es et número de Iones del tipo 1 en la sal como: 

c¡ =x1ce1 

Schumpe et al. (30) propusieron el siguiente modelo: 

logªº =LH/, 
a ' 

Y: 

11 = ~,z; Donde: IJ es la fuerza fónica atribuible a un sólo Ión. 

1 y el parámetro H¡ son especificas para el gas, el Ión y la temi>i.ratura. 
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Para soluciones de una sola sal las constantes de Sechenov están dadas por: 
¡~ 2 

K, =1.¿,,,H1r1z1 

Para solutos orgánicos la dependencia de la concentración de la solubilidad del gas 

puede describirse de manera análoga a el efecto de 'sa/ting-out'. 

lagªº =Kc a • 

Donde: 

en es la concentración del salute orgánico. 

K es una constante empllica, que corresponde a la constante de Sechenov Ks· 

Qulcker y Qulcker et al. (30) midieron solubilidades de oxigeno en soluciones mezcladas 

de diferentes azúcares y encontraron los efectos Individuales para ser 'log additlve', como en el 

caso de las sales: 

lagªº =K,c,,+K,c,,+ ....... 
a 

En la experimentación realizada se emplearon los siguientes cálculos de solubilidad de 

oxigeno, considerando las sustancias Involucradas en el medio de reacelón y la teoría 

anteriormente expresada, como se muestra a contlnuaclOn. 

En forma general se siguieron los siguientes pasos: 

1.- Para las soluciones buffer se consideraron las sales que estén lneluldas en cada uno 

de ellos (fosfatos y acetatos), asl como la concentración. 

Por ejemplo, para preparar buffer de fosfatos se requieren las siguientes soluciones: 

NaH2P04 0.1M 

Na2HP04 0.1M 
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ce la blbllografla (30) se obtienen las constantes dadas a 25'C, que es la temperatura 

emplelida en la expertmentaclón. 

Na+ = H Na+ "'·0.568 (lhnoQ 

HP042· = H HP042· = 0.447 (Vmol) 

H2P04 1· = H H2P041· = 0.997 (vmoJ) 

Y empleando la ecuación: 

Ks= .ULn;x;z;• 
Ks=0.~-0.568(3)(1)2 +0.447(1)(-2)2 +0.997(1)(-1)'] 

Se obtiene la constante de Sechenov: 

Ks = 1.201 

Y de acuerdo a: 

log ªYa= Ks •concentració 

Se obtiene: 

losªYa=o.1201 

Para la solución de glucosa, se obtiene Ja constante de Sechenov de la siguiente fonna: 

Ks= 6.ss•1o"'I•1so.16g 
g 

Ks=0.119 

y tomando en cuenta la concenlraclón de la solución de glucosa: 

(0.025)(0.119) = 2.975'10·3 

(0.05)(0.119) = 5.95'10·3 

(0.1)(0.119) = 1 .119°10·2 

(0.2)(0.119) = 2.38'10·2 
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Consldenmdo el valor obtenido de 0.1201para el buffer y obteniendo la relaclón de aoJa: 

1.-1.3278 

2.-1.3387 

3.-1.3529 

-4.-1.3928 

Estos valores se modifican en la siguiente relación: 

co = 10• •32 •1 •98.13. ªº 
2 22395•!01.3 a 

Obtenlendose Jos siguientes valores en mg02fl: 

1.-29.835 

2.-29.-427 

3.-29.081 

-4.-28.251 
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3.· PREPARACION DE SOLUCIONES BUFFER O AMORTIGUADORAS 

3.1 BUFFER DE FOSFATOS 

Anuoo 

Para obtener una solución buffer de fosfatos concentración 0.1 M. es necesarto preparar 

dos soluciones: 

A: Solución de fosfato de SOdlo monobáslco 0.2M. 

B: Solución de fosfato de oodlo dlbáslco 0.2M. 

Con base en la siguiente relación se obtienen los resultados deseados: 

x mi de A + y mi de B , diluidos a un volumen total de 200 mi <SJ 

TABLA9 

RELACION DE SOLUCIONES PARA OBTENER BUFFER DE FOSFATOS 

X y oH X y oH 

93.5 6.5 5.7 45.0 55.0 6.9 

92.0 8.0 5.8 39.0 61.0 7.0 

90.0 10.0 5.9 33.0 67.0 7.1 

87.7 12.3 6.0 28.0 72.0 7.2 

85.0 15.0 6.1 23.0 77.0 7.3 

81.5 18.5 6.2 19.0 81.0 7.4 

77.5 22.5 6.3 16.0 84.0 7.5 

73.5 26.5 6.4 13.0 67.0 7.6 

68.5 31.5 6.5 10.5 90.5 7.7 

62.5 37.5 6.6 6.5 91.5 7.8 

56.5 43.5 6.7 7.0 93.0 7.9 

51.0 49.0 6.8 5.3 94.7 8.0 
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Tomando como gula el cuadro anterior, se realizó una serte de prueba a menor escala; 

obteniendo lo siguiente: 

TABLAtO 

RESULTADOS EXPERIMENTALES DE BUFFER DE FOSFATOS 

SOL.Almll SOL.Blmll aH 

9.3 0.7 6.07 

9.5 0.5 5.85 

9.7 0.3 5.64 

9.8 D.2 5.45 

9.9 D.1 5.03 

10.D o.o 4.55 

NOTA: Todas las soluciones diluidas a 20 mi. 

Con base en lo anterior, todas las soluciones buffer de fosfatos 0.1 M preparadas 

poslertormenle se hicieron de la slgulenle forma: 

485 mi de solución A + 15 mi de solución B + 500 mi agua 

Teniendo por tanlo duranle la experimentación un valor de pH promedio de 5.62. 

3.2 BUFFER DE ACETATOS 

Al Igual que en la preparación de buffer de fosfatos, en este caso se muestra el 

slgulenle cuadro, para la preparación de una solución de buffer de acetatos 0.1M en base a las 

sigulenles soluciones (SI: 
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. A: SOiución de llcldo acético 0.2M. 

B: Solución de acetato de sodio 0.2M. 

TABLA 11 

RELACION DE SOLUCIONES FARA OBTENER BUFFER DE ACETATOS 

X y oH 

48.3 3.7 3.6 

44.0 6.0 3.8 

41.0 9.0 4.0 

38.8 13.2 4.2 

30.5 19.5 4.4 

25.5 24.5 4.6 

20.0 30.0 · .. 4.8 

14.8 35.2 5.0 

10.5 39.5 5.2 

8.8 41.2 5.4 ·: 

4.8 45.2 5.8 .. '. 

Siendo la relación de ambas soluciones la siguiente: 

X mi de A + Y mi de B, diluidos a un volumen total de 100 mi 15>. 

Debido a que el buffer requerido para la técnica era de O.OSM se hicieron las siguientes 

pruebas previas a la preparación. 
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.·.-,¡, 

Ano100 

TABLA12 

RESULTADOS EXPERIMENTALES DE BUFFER DE ACETATOS 

SOL.Almll SOL.Blmll PH 

0.1 5 5.56 

4.8 0.2 5.20 

4.7 0.3 5.02 

4.6 0.4 4.91 

4.12 0.88 4.43 

NOTA: Todas las soluciones astan diluidas a 10 mi. 

Postertonnente se preparó la solución de la siguiente fonna: 

9.38 mi de solución A + 460 mi de solución B + 469.38 mi de agua. 

Dando como resultado soluciones con un pH promedio de 5.47. 
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. .f.. ECUACION DE MICHAEUS ·MENTEN. 

Como se mencionó, la cinética enzimática se basa en general en la ecuación que a 

continuación se presenta: 

V=v""" •s 
Km+S 

En donde la constante de Mlchaells (Km) es la cantidad de sustrato que se requiere para 

que una enzima funcione a la mitad de su velocidad. Si se obtienen valores grandes para ella, 

significa que la enzima tiene poca afinidad con el sustrato y viceversa. 

La velocidad máxima (Vmax) se obtiene al tener la enzima completamente saturada con 

sustrato. 

La ecuación proviene de las siguientes consideraciones: 

E+S~~ES~E+P ., 
Siendo la constante k:i Ja de mayor Importancia. 

o V=k,[ES] 

&E_,=E+ES 

En donde: 

E = enzima libre. 

ES = enzima unida al sustrato. 

De la cual: 

eE=E.,01 -ES 

Y planteando a continuación: 

Od[ES] = k
1
[E][S] 

dt 

Sustituyendo 3 en 4: 

-~~J =k,[SJ[E.,.,,-ESJ 

e- d[ES] =[k, +k¡][ES] 
di 
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Bajo la condición de estado estacionario, la velocidad con la que se forma ES es la misma con 

la que desaparece: 
• d[ES] = _ d[ES] 

di dt 

Por lo tanto: 

k,[S][E,..,, -ES]= [fil'][k, +k,] 

[S][E_,-ES]= [ESe' t•] 
De la cual, la relación de las constantes de velocidad es englobada por la constante de 

Mlchaells-Menten: 

IB[S][E,.,., -ES]= [ES]Km 

Reordenando: 

[S][E1o..,]-[S][ES] = Km[ES] 

[S][E1o1.,] =Km[ ES][ Km+ S] 

e[ES] = [S][Elo"'1] 
Km+S 

Bajo condiciones de saturación, V= Vmax y EtotafES; asr que de la ecuación O: 

IDlVm,. =K,E,,,,,,, 

Y sustituyendo 4D en o: 
V= k,E1o1,,,[S] 

Km+[S] 

Y sustituyendo esta última en CD, se genera la ecuación general: 
V= Vm .. •S 

Km+S 
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