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AAABBB RRREEEVVVIIIAAATTTUUURRRAAASSS    

 

Abreviatura 

 

Significado 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

BSA Albúmina sérica bovina 

CME Centro de masa espectral 

Ea Energía de activación 

EGTA Etilén glicol tetracético 

FAD Flavín adenín dinucleótido 

GOx Glucosa Oxidasa 

HSPs Proteínas de choque térmico (Heat-shock proteins) 

Kcat Número de recambio 
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kJ Kilojoules 

Ki Constante de velocidad de inactivación 
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M Moles 

mA Miliamperes 

mM Milimoles 

µM Micromoles 

Mr Masa molecular 

nm Nanómetros 

SDS Duodecil sulfato de sodio 

SDS-PAGE Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-

polyacrylamide gel electrophoresis) 

TEMED Tetrametiletiléndiamina 

Tm Temperatura de transición 

V Volts 

Vmax Velocidad máxima 
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RRREEESSSUUUMMMEEENNN   
 

La Glucosa oxidasa (GOx) de Aspergillus niger, es una proteína homodimérica que 

cataliza la oxidación de β-D-glucosa a D-glucono-δ-lactona produciendo peróxido de 

hidrógeno (H2O2); la D-glucono-δ-lactona se convierte posteriormente a ácido glucónico y el 

H2O2 en agua y oxigeno molecular. Tiene dos moléculas de flavín adenín dinucleótido (FAD) 

como cofactor y una fracción de carbohidratos unidos covalentemente en su superficie. La 

trehalosa, un disacárido no reductor tiene características fisicoquímicas y estructurales 

particulares que la hacen el soluto compatible con mejor efecto estabilizante en enzimas. El 

objetivo de esta investigación experimental fue determinar los cambios en la actividad y 

estructura de la GOx y su estabilización por trehalosa sometida a estrés térmico. Los 

ensayos se hicieron en ausencia y presencia de 0.6 M de trehalosa. Se midió la actividad de 

la enzima a diferentes concentraciones de trehalosa y la cinética de inactivación térmica, 

además de los cambios en su estructura analizando el centro de masa espectral (CME) y la 

disociación del FAD durante la inactivación térmica. En la cinética enzimática de la GOx, la 

Km disminuyó hasta valores de 11.34 mM de glucosa comparada con la enzima sin trehalosa 

(Km= 18.76 mM), ésto demostró que a concentraciones crecientes del disacárido aumentan 

la afinidad de la enzima por su sustrato. No hubo efecto en la Vmax lo que indicó que los 

cambios conformacionales de la enzima durante la catálisis son de baja magnitud. En la 

cinética de inactivación térmica en presencia de trehalosa, la ki disminuyó a la mitad a todas 

las temperaturas probadas. El cambio del CME por temperatura tuvo una cinética bifásica, lo 

que indicó dos pasos en el proceso de inactivación térmica de la enzima, sin embargo, en 

presencia de trehalosa, la cinética fue monoexponencial. En la fluorescencia del FAD la 

trehalosa desplazó su disociación a mayores temperaturas (la Tm paso de 61.3 en ausencia 

de trehalosa a 64.3ºC en presencia de ésta). En conclusión, la trehalosa mejoró la actividad 

catalítica de la GOx, además se observó que durante su inactivación térmica existe un paso 

previo a la salida del FAD (posiblemente la formación de un glóbulo fundido) y que la 

presencia del disacárido impide este primer paso, evitando la exposición del interior de la 

enzima, la disociación del FAD y su consecuente desnaturalización, por lo que la trehalosa 

contribuye significativamente a la estabilización térmica de la GOx y optimiza su actividad.  

 

Palabras clave:  Glucosa oxidasa, trehalosa, inactivación térmica, disociación del FAD, 

estabilización. 
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AAABBB SSSTTTRRRAAACCCTTT   
 

Glucose oxidase (GOx) from Aspergillus niger is a homodimeric protein that catalyzes the 

oxidation of β-D-glucose to D-glucono-δ-lactone, which later is hydrolyzed to gluconic acid 

and hydrogen peroxide (H2O2); it contains two FAD molecules as cofactor and a fraction of 

carbohydrates covalently linked to the surface. Trehalose is a non-reducing disaccharide, its 

physico-chemical and structural features provide it as the compatible solute with the best 

stabilizing effect on enzymes. The aim of this study was to determine changes in both the 

activity and structure of the GOx and its stabilization by trehalose when subjected to thermal 

inactivation. The assays were performed in absence and presence of 0.6 M of trehalose. The 

enzyme activity and the thermal inactivation kinetics were studied at different concentrations 

of trehalose. Changes in GOx structure during thermal inactivation were analyzed by CSM 

variations and also by monitoring the dissociation of FAD. In GOx enzyme kynetics, the Km 

values in the presence of trehalose decreased to 11.34 mM of glucose compared with the 

enzyme without trehalose (Km=18.76 mM), the above showed that increasing concentrations 

of the disaccharide increase the enzyme affinity for its substrate. In regard to Vmax, there was 

no effect by trehalose presence thus indicating that conformational changes of the enzyme 

during catalysis are of low magnitude. Thermal inactivation kinetics in the presence of 

trehalose resulted in a half decrease for ki at all temperatures tested, as compared to the 

values without trehalose. The change of the CSM induced by temperature displayed biphasic 

kinetics, indicating a two-step process for the GOx thermal denaturation. However, in the 

presence of trehalose, the denaturation kinetics was monoexponential. Trehalose displaced 

FAD dissociation at higher temperatures (the Tm increased from 61.3 in absence of trehalose 

to 64.3ºC in presence of the latter). Trehalose improved the catalytic activity of GOx, besides 

it was observed that during its thermal inactivation there is a previous step to FAD 

dissociation that may be the formation of a molten globule structure and that the presence of 

trehalose displace its formation to higher temperatures, by avoiding the exposure of the 

protein core leading to FAD dissociation and unfolding. Therefore, trehalose contributed 

significantly to the thermal stability of the GOx and activity improvement. 

 

 

Key words:  Glucose oxidase, trehalose, thermal inactivation, FAD dissociation, stabilization. 
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111...   MMMAAARRRCCCOOO   TTTEEEÓÓÓRRRIIICCCOOO   
 
 
 

1.1 PROTEINAS: Estructura y función 
 

 El término proteína se deriva de la palabra griega protos, que significa 

“primero” o “primario”. Las proteínas son polímeros de α−aminoácidos. Hay 20 

aminoácidos comunes que son codificados genéticamente y que sirven como 

precursores para la biosíntesis de las proteínas, que se lleva a cabo en los 

ribosomas (Roskoski, 1998). 

 

 Las proteínas constituyen uno de los grupos de moléculas de mayor 

importancia en los seres vivos. Todas las proteínas son polipéptidos de peso 

molecular elevado. Estas macromoléculas son extremadamente complejas con el fin 

de mantener la multiplicidad de sus funciones (Mathews et al. 2002). Así, la 

estructura de las proteínas se considera en cuatro niveles jerárquicos: primario, 

secundario, terciario y cuaternario. 

 
1.1.1 Niveles estructurales de las proteínas 

 

1.1.1.1 Estructura primaria 

  

 La estructura primaria incluye todos los enlaces covalentes entre aminoácidos 

y está definida por la secuencia de aminoácidos unidos por enlaces peptídicos y la 

localización de los puentes disulfuro. En este nivel no se especifica la disposición 

espacial de los aminoácidos unidos (Lehninger et al., 2001). 

  

 Un α aminoácido consiste en un átomo de carbono central, llamado carbono 

α, ligado a un grupo amino (-NH3+), un grupo ácido carboxílico (-COOH), un átomo 

de hidrógeno, y un grupo distintivo R. El grupo R se refiere a menudo como la 

cadena lateral. Sólo los L-α-aminoácidos son componentes de las proteínas y de 
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éstos existen 20 aminoácidos diferentes de los cuales se construyen las proteínas 

(Rodwell, 1997). 

  

 Los aminoácidos forman cadenas de polipéptidos, construidas por la unión del 

grupo α-carboxilo de un aminoácido al grupo α-amino de otro aminoácido mediante 

un enlace peptídico (también llamado enlace amida). La formación de un dipéptido a 

partir de dos aminoácidos es acompañada por la pérdida de una molécula de agua. 

Cada unidad del aminoácido en un polipéptido se llama residuo. Una cadena 

polipeptídica tiene polaridad porque sus terminaciones son diferentes, con un grupo 

α-amino en un extremo y un grupo α-carboxilo en el otro (Boyer, 2000). 

 

 1.1.1.2 Estructura secundaria 

  
 La estructura secundaria se refiere a las disposiciones regulares y repetitivas 

en el espacio de residuos aminoácidos adyacentes en una cadena polipeptídica 

(Lehninger et al., 2001). 

  

 Cuando una proteína se pliega generalmente oculta en su interior los residuos 

hidrófobos de los aminoácidos, también envuelve parte del esqueleto polipeptídico 

polar hacia un ambiente no polar. Las unidades N_H y C=O polares del interior de la 

cadena proteica se “neutralizan” mediante la formación de enlaces débiles llamados 

puentes de hidrógeno. Estas uniones débiles son la base de la estructura secundaria: 

interacciones regulares, repetidas, entre residuos de aminoácidos “muy cercanos” en 

la secuencia lineal de la proteína (Boyer, 2000). 

  

 Existen 2 clases básicas de estructura secundaria, la hélice α y la lámina β. En 

la hélice α, la cadena polipeptídica se enrosca en un cilindro muy empaquetado 

dentro de la hélice, el grupo CO de cada aminoácido se une por puente de hidrógeno 

al grupo NH del aminoácido situado cuatro residuos más lejos en la cadena 

polipeptídica. En la lámina β, la cadena polipeptídica está prácticamente de forma 
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totalmente extendida. Dos o más láminas β conectadas por puentes de hidrógeno 

entre NH y CO se juntan para formar hojas β (Stryer et al., 2003). 

 

 1.1.1.3 Estructura terciaria 

 
 La estructura terciaria de una proteína se refiere al orden tridimensional de los 

átomos de la molécula en el espacio, es la estructura compacta y asimétrica que 

forman las proteínas (Roskoski, 1998).  

 

 Las estructuras terciarias de las proteínas solubles en agua tienen 

características comunes: (1) un interior formado por aminoácidos con cadenas 

laterales hidrofóbicas y (2) una superficie formada principalmente por aminoácidos 

hidrofílicos que interaccionan con el entorno acuoso. La fuerza que provoca la 

formación de la estructura terciaria de las proteínas solubles en agua reside en las 

interacciones hidrofóbicas entre los residuos interiores (Stryer et al, 2003).  

  

 1.1.1.4 Estructura cuaternaria 

  
 Las proteínas que poseen varias cadenas polipeptídicas (proteínas 

oligoméricas) tienen un nivel adicional de estructura, la estructura cuaternaria, que se 

refiere a la relación espacial de los polipéptidos o subunidades en la proteína global 

(Lehninger et al., 2001). 

  

 Esta estructura define el arreglo y posición de cada subunidad en la molécula 

proteica intacta, y específica los contactos moleculares que existen entre todas las 

subunidades (Rodwell, 1997). Las interacciones entre las cadenas polipeptídicas 

plegadas en las proteínas con múltiples subunidades son de los mismos tipos de las 

que estabilizan la estructura terciaria: puentes salinos, enlaces de hidrógeno, fuerzas 

de van der Waals, interacciones hidrófibas y, en ocasiones, enlaces disulfuro. Estas 

interacciones proporcionan la energía necesaria para estabilizar la estructura de 
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múltiples subunidades (Mathews et al, 2002). 

 Esta estructura puede ser tan simple como dos subunidades idénticas o tan 

compleja como docenas de subunidades diferentes (Stryer et al, 2003). Así, la 

glucosa oxidasa, enzima que lleva a cabo la oxidación enzimática de la glucosa, es 

un dímero de subunidades idénticas; la hemoglobina esta formada de cuatro 

sububidades (tetrámero), dos de tipo α y dos de tipo β (Figura 1) (Boyer, 2000).  

 

  

 

 

 

 

 

1.1.2 Función de las proteínas 

 
Las proteínas son las macromoléculas más versátiles de los sistemas vivos y 

sirven en funciones cruciales en esencialmente todos los procesos biológicos. 

Funcionan como catalizadores, transportan y almacenan otras moléculas como 

oxígeno, proporcionan la ayuda (soporte) mecánica y protección inmune 

(anticuerpos), generan el movimiento, transmiten los impulsos nerviosos, y controlan 

el crecimiento y diferenciación (Rodwell, 1997). Son macromoléculas informativas, 

donde la información se define como una secuencia de aminoácidos; dicha 

Figura 1 . Niveles estructurales de las proteínas (estructura de la hemoglobina). (Tomado 
de Lehninger et al., 2001). 



 8

secuencia en una proteína es análoga a la secuencia de las letras del alfabeto, que 

forman palabras y oraciones. La secuencia de aminoácidos de las proteínas es 

determinada por la secuencia nucleotídica del ADN (Roskoski, 1998). 

 

La función de las proteínas depende de su estructura tridimensional, 

determinada mayoritariamente por el agua. Si el agua es eliminada, se pierde la 

función (Allison et al., 1999). 

 

1.1.2.1 Función enzimática 

 
De las funciones dinámicas que realizan las proteínas, una de las más 

importantes es la función catalítica, la mayor parte de las reacciones químicas 

celulares son catalizadas por enzimas, todas ellas de naturaleza proteica (Boyer, 

2000).  

 

Las enzimas son catalizadores biológicos que aumentan las velocidades de 

los procesos bioquímicos mientras se mantienen inalteradas (Mathews et al., 2002).  

Las enzimas corresponden a dos clases generales. Algunas son proteínas simples 

que solo contienen residuos de aminoácidos. Otras son proteínas complejas que 

contienen residuos de aminoácidos y un cofactor no aminoácido. La enzima activa 

completa se llama Holoenzima y esta formada por la porción proteínica (apoenzima) 

y el cofactor. La apoenzima es inactiva. Las moléculas sobre las cuales actúan las 

enzimas se llaman sustratos y las moléculas resultantes son productos (Roskoski, 

1998). 

 

En la catálisis enzimática, uno o mas sustratos se unen al lugar activo de una 

enzima con lo que se elimina el agua, para formar un complejo enzima-sustrato; tras 

ello se liberan los productos. La hipótesis del ajuste inducido establece que las 

enzimas inducen en los sustratos unidos la adopción de unas conformaciones 

próximas al estado de transición (la forma de mayor energía). La mayoría de las 
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reacciones enzimáticas sencillas pueden describirse mediante la ecuación de 

Michaelis-Menten, con tres parámetros, la Vmax (velocidad máxima), que es la 

velocidad cuando la enzima está completamente saturada de sustrato, la Km 

(constante de Michaelis) que es la concentración de sustrato a la cual la velocidad de 

reacción es la mitad de la máxima y la Kcat, llamada número de recambio, es el 

número de moléculas de sustrato convertidas en producto por unidad de tiempo en 

un solo centro catalítico, cuando la enzima está completamente saturada de sustrato 

(Mathews et al., 2002). 

 

Las enzimas actúan como catalizadores mediante la reducción de la energía 

libre de activación de las reacciones químicas. Las enzimas aceleran reacciones ya 

que proporcionan nuevas vías de reacción en las que el estado de transición  tiene 

menor energía libre y por tanto se forma más rápidamente que en las reacciones no 

catalizadas. La especificidad de las interacciones enzima-sustrato provienen 

fundamentalmente de los puentes de hidrógeno formados, que son direccionales, y 

de la configuración del centro activo, que rechaza las moléculas que no presentan 

una forma suficientemente complementaria (Stryer et al., 2003).  

 

1.1.3 Desnaturalización de las proteínas y agentes desnaturalizantes 

 
La actividad biológica de una proteína depende del ordenamiento 

tridimensional apropiado de sus grupos funcionales. De este modo las proteínas sólo 

funcionan cuando están plegadas en su estructura original o conformación nativa. La 

alteración de una proteína que modifique su conformación nativa se denomina 

desnaturalización; este cambio provoca la alteración o desaparición de sus funciones 

(Lehninger et al., 2001). 

 

La desnaturalización de una proteína implica la alteración de su estructura 

secundaria, terciaria y cuaternaria. Estos niveles de estructuración superior de la 

conformación nativa se encuentran al azar, pero la estructura primaria permanece 
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inalterada de manera que los enlaces amida quedan intactos, sin embargo la 

presencia de enlaces disulfuro en una proteína aumenta su resistencia a la 

desnaturalización (Boyer, 2000).  

 

El proceso de degradación de las proteínas tiene lugar en dos etapas, la 

primera reversible, corresponde al proceso de desplegamiento (desnaturalización) y 

la segunda irreversible, conduce a un estado final (degradación), que implica la 

pérdida total de actividad de la proteína. Este comportamiento lo describe el modelo 

de Lumry y Eyring (1954): 

N             U             F 

Donde “N” representa la enzima nativa, “U” el estado desplegado y “F” el 

estado final.  

 

Los agentes que se utilizan para la desnaturalización reversible de las 

proteínas incluyen los solventes orgánicos (etanol o acetato), urea, detergentes y los 

ácidos y bases. Estos agentes alteran únicamente las interacciones no covalentes, 

pero no los enlaces covalentes de la estructura primaria. El calor puede actuar como 

agente desnaturalizante de muchas proteínas; sin embargo, este proceso 

comúnmente es irreversible; es decir, la proteína desnaturalizada no puede volver a 

su forma biológica nativa (Boyer, 2000). 

 
En este sentido, la transición desde el estado nativo hasta el estado 

desnaturalizado ha sido estudiada en numerosas proteínas utilizando como agentes 

desnaturalizantes urea, cloruro de guanidina, altas temperaturas, cambios en el pH y 

en la fuerza iónica, entre otros (Gekko e Ito, 1990; Charman et al., 1993; Funahashi 

et al., 1996). 
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1.2 Glucosa Oxidasa (GOx) de Aspergillus niger   

 
La GOx de A. niger, es una proteína homodimérica de peso molecular de 160 

kDa (Akhtar et al., 2002), que cataliza la oxidación de β-D-glucosa a β-D-

gluconolactona, este último se hidroliza espontáneamente a ácido glucónico y 

peróxido de hidrógeno (Figura 2) (Pazur y Kleppe, 1964; Ahmad et al., 2001; Zoldák 

et al., 2004). 

 

 

 

La GOx tiene en su estructura dos puentes disulfuro, dos grupos sulfihidrilo 

libres y dos moléculas de flavín adenín dinucleótido (FAD) fuertemente unidas pero 

no enlazadas covalentemente a la proteína (Haouz et al., 2001; Gouda et al., 2003). 

La enzima está altamente glicosilada, su contenido de carbohidratos corresponde 

entre 10 y 16% de su peso molecular (Figura 3) (Pazur et al., 1965; Hayashi y 

Nakamura, 1981; Ahmad et al., 2001; Leskovac et al., 2005). 

 

La estructura primaria de la GOx de A. niger fue determinada de la secuencia 

de ADN en forma independiente por Kriechbaum et al., (1989) y Frederick et al., 

(1990), la cual consiste en una cadena polipeptídica simple que contiene 583 

residuos de aminoácidos (Leskovac et al., 2005). La enzima es altamente específica 

para la β-D-glucosa, ya que con otros monosacáridos es oxidada a muy bajo 

porcentaje (Adams et al., 1960). 

Figura 2 . Reacción enzimática de la GOx. (Tomado de Witt et al., 2000) 
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La actividad de la enzima fue reportada por primera vez por Müller en 1928 en 

extractos de A. niger y desde entonces, ha sido purificada de este microorganismo 

(Leskovac et al., 2005). Su actividad catalítica esta relacionada a los dos cofactores 

de FAD contenidos en la molécula de proteína (Cioci y Lavecchia, 1994), el cual es el 

responsable de la reacción de oxido-reducción que lleva a cabo la enzima (Haouz et 

al., 2001; Gouda et al., 2003).  

 

El sitio activo de la enzima contiene, junto con la molécula de FAD, tres 

aminoácidos en la cadena lateral que están involucrados en la catálisis: His516 con 

un pKa de 6.9 y Glu412 con un pKa de 3.4 el cual tiene un puente de hidrogeno e 

His559 con un pKa mayor a 8 (Leskovac, et al., 2005). 

 

 

 

 

 

1.2.1 Uso industrial de la GOx 

 
La enzima es producida naturalmente en varios hongos e insectos, pero la base 

de muchas aplicaciones industriales es la GOx de A. niger: 

• La reacción catalizada por la GOx remueve oxígeno y genera peróxido de 

hidrógeno, y este último actúa como un agente antibacteriano y antifúngico, 

Figura 3 . Modelo estructural de la GOx. (Tomado de ©RCSB Protein Data Bank: 

http:www.pdb.org/pdb/static.do?p=education_discussion/molecule_of_the_month/pdb77_3.html). 
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una característica utilizada en la conservación de alimentos (Crueger y 

Crueger, 1990; Ahmad et al., 2001).  

• Además, el peróxido de hidrógeno producido por la GOx de A. niger, se utiliza 

como componente de algunos detergentes para el blanqueamiento de los 

tejidos ya que a diferencia de los productos químicos, éste es un producto 

biodegradable y se obtiene a un bajo costo (Tzanov et al., 2002). 

• La enzima ha sido usada en la industria de panificación, en la producción de 

polvo de huevo deshidratado, en la producción de vino, entre otros (Wong et 

al., 2008). 

• La GOx también se utiliza en la producción de ácido glucónico (Crueger y 

Crueger, 1990); el cual se emplea como acidulante para alimentos; uno de sus 

derivados, el gluconato de calcio, es ampliamente usado para el tratamiento 

de enfermedades que producen déficit de calcio o para suplir este mineral 

durante el embarazo; otro de sus derivados, el gluconato de hierrro II, es 

utilizado para suministrar este metal en casos de anemia (Wong et al., 2008). 

• La actividad electroquímica de la enzima la hace un importante componente 

en biosensores para la determinación cuantitativa de D-glucosa en muestras 

como fluidos corporales, productos alimenticios, bebidas y fermentación de 

productos (Ahmad et al., 2001; Zoldák et al., 2004). El amplio uso que ha 

tenido como una enzima modelo en el desarrollo de biosensores es 

principalmente debido a su alta selectividad por la glucosa sobre otros 

azúcares, su estabilidad, su mecanismo bien establecido de actividad y por su 

disponibilidad comercial y bajo costo (Moschou et al., 2004). 

• Asimismo, se ha estudiado la aplicación potencial de la enzima como 

biocombustible en celdas eléctricas (Wong et al., 2008).  
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1.3 Solutos compatibles 

 
Los solutos compatibles, llamados así porque su presencia en altas 

concentraciones no afecta la estructura y función de las enzimas, son moléculas 

pequeñas que estabilizan las estructuras celulares (principalmente proteínas) sin 

interferir en su función (catálisis en enzimas). Estas moléculas contienen un gran 

número de grupos hidrofílicos, no poseen cargas o bien son zwitteriones a pH 

fisiológico, son de bajo peso molecular y altamente solubles en agua (González y 

Peña, 2002). Se ha observado que estas sustancias son sintetizadas rápidamente y 

acumuladas en el citoplasma en respuesta a la agresión del medio y se eliminan en 

cuanto desaparece el estrés (Welsh, 2000; Sleator y Hill, 2002).  

 

Algunas moléculas polihidroxiladas son consideradas solutos compatibles, tal 

es el caso de la trehalosa, glicina betaína, sacarosa, rafinosa, manosil-glicerato, 

glucosil-glicerato y el glicerol (Puhlev et al., 2001; Gacto et al., 2003; Schade et al., 

2004).  Se ha demostrado in vitro que algunas de estas moléculas orgánicas 

estabilizan a la proteína nativa a altas temperaturas manteniendo la funcionalidad de 

las proteínas bajo un medio ambiente extremo (Singer y Lindquist, 1998a; Arora et al, 

2004). Estos osmoprotectores se acumulan en organismos tales como bacterias, 

levaduras, plantas y crustáceos (Gacto et al., 2003). Al respecto, se sabe que 

algunos organismos sobreviven a condiciones adversas del medio como la 

desecación, a los que se les ha denominado anhidrobiontes, los cuales para 

sobrevivir necesitan preservar la actividad y estructura de sus membranas y 

proteínas. Cuando estos organismos están sometidos a diversas condiciones de 

estrés acumulan solutos compatibles para proteger sus estructuras (Allison et al., 

1999). 

 

Se sabe que estos solutos preservan la estructura proteica a través de la 

formación de una estructura vítrea amorfa (Gekko y Morikawa, 1981; Crowe et al., 

1983; Kamiyana et al., 1999), por medio de la protección de los puentes de 



 15

hidrógeno (Crowe et al., 2001), o mediante la regulación de propiedades del medio 

como la viscosidad (Sampedro y Uribe, 2004). Además, se ha visto que la interacción 

de estos carbohidratos con su entorno en soluciones acuosas es influenciada por las 

propiedades de los grupos hidroxilo presentes en su estructura (Fabri et al., 2005) y 

que la estabilización proteica de estos azúcares depende de la concentración y es 

efectiva solo a concentraciones relativamente altas (Bellocco et al., 2005). 

 

 

1.4 Trehalosa 

           
 La trehalosa fue primero descrita por Wiggers en 1832, quien detectó este 

disacárido en un hongo que infecta las semillas de maíz en las mazorcas y lo llamó 

mutterkornzucker,  posteriormente, Mitscherlich, en 1858 sintetizó este azúcar en el 

laboratorio y lo llamó micosa, del griego hongo (Sampedro, 2002). Ese mismo año, 

Berthelot encontró este disacárido en los capullos o pupas del escarabajo Larinus 

maculata denominado comúnmente “trehala” por lo que lo llamó trehalosa (Singer y 

Lindquist, 1998b; Sampedro, 2002). 

 

Este azúcar ha sido aislado de algas, bacterias, hongos, insectos, 

invertebrados, levaduras y de plantas del desierto, entre otros (Hino et al., 1990; 

Watanabe et al., 2003; Oku et al., 2005).  

 

1.4.1 Características estructurales y  propiedades fisicoquímicas de la    

trehalosa 

 
La trehalosa (α-D-glucopiranosil-(1,1)- α-D-glucopiranósido) es un disacárido 

no reductor formado por dos moléculas de D-glucosa unidas por enlaces α-α,1-1 

(Figura 4) (Oku et al., 2005), este enlace conecta los dos extremos reductores de los 

residuos de glucosa evitando su poder reductor (Paiva y Panek, 1996). 
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Figura 4 . Estructura química de la trehalosa. (Tomado de http://carbohidratosdaniel. 

blogspot.com/). 

 
                                  
 

 

 

La trehalosa tiene características estructurales muy particulares en 

comparación con otros carbohidratos, además de ser un azúcar no reductor, está 

entre los azúcares menos reactivos, tiene alta estabilidad hidrofílica y estabilidad 

química, la formación de cristales no higroscópicos y ausencia de la formación 

interna del enlace de hidrógeno; su estabilidad es el resultado de la baja energía de 

su unión glucosídica α,α 1,1 (Melo et al., 2003), el cual tiene una energía de 4.184 

kJ·mol-1, en comparación con la sacarosa, donde su enlace glucosídico posee una 

energía de 113 kJ·mol-1 (Schiraldi et al., 2002). Estas características explican el 

papel principal de la producción de trehalosa como metabolito bajo condiciones de 

estrés. 

 

Se han propuesto una variedad de funciones para la trehalosa, éstas 

dependen del sistema biológico analizado. Así, en organismos procarióticos, el 

carbohidrato se puede utilizar como fuente externa de carbono, y es almacenado 

como soluto compatible en las bacterias fotosintéticas (Strom y Kaasen, 1993). 

 
1.4.2 Protección de proteínas por la trehalosa bajo  condiciones de estrés 

 
Los organismos están sujetos a una variedad de cambios drásticos en el 

medio ambiente como variaciones en la disponibilidad de  nutrientes y agua, acidez, 

alta osmolaridad (presencia de sales), alta temperatura, así como exposición a 

metales pesados y radicales libres; y bajo estas condiciones de estrés, la protección 
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de la función y estructura de las proteínas y otras moléculas es vital para la 

supervivencia (Schade et al., 2004).  

 

La muerte celular por estrés está relacionada con la desnaturalización de las 

proteínas; éstas tienen una gran variedad de funciones que le permiten a un 

organismo llevar a cabo su metabolismo y de esta manera sobrevivir y reproducirse. 

Ante estas condiciones las células han desarrollado una respuesta al estrés dirigida a 

proteger la estructura y función de las biomoléculas, dicha respuesta incluye 

principalmente la síntesis de proteínas de choque térmico (HSPs) y de altas 

cantidades de solutos compatibles (Schade et al., 2004). Las HSPs se sabe que 

funcionan como “proteínas chaperonas” que se unen a diversas proteínas y de esta 

manera las estabilizan o bien reactivan a las proteínas desnaturalizadas (Sampedro y 

Uribe, 2004).  

 

La trehalosa originalmente se pensó que servía como una reserva de 

carbohidratos (Elbein, 1974; Lillie y Pringle, 1980) pero más recientemente, se le 

encontró un papel alternativo, como protector durante el estrés.  

 

Las células acumulan este disacárido en respuesta a diferentes condiciones 

de estrés como el que se produce por la falta de sustratos, deshidratación, estrés 

oxidativo (Wiemken, 1990), estrés térmico y otros agentes que inducen la tolerancia 

al estrés (Singer y Lindquist, 1998a). 

 

Varias hipótesis han sido sugeridas para explicar la superior efectividad de la 

trehalosa. Así Crowe et al., (1984) proponen que la capacidad de la trehalosa de 

proteger a las membranas durante la deshidratación radica en que interactúa con 

éstas favoreciendo la permanencia del estado fluido de los lípidos, evitando así la 

fusión, la separación de fases y el rompimiento de las membranas. Mas adelante, 

Crowe et al (1994) plantean la “teoría del reemplazamiento del agua”, donde 

observan que los carbohidratos forman puentes de hidrógeno con las proteínas 
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durante la deshidratación o congelamiento actuando como sustitutos de las 

moléculas de agua mediante las uniones polares de sus residuos, previniendo así la 

desnaturalización de las proteínas y la fusión de membranas.  

 

En este sentido, las evidencias sugieren que la trehalosa retarda la transición 

de líquido a gel mediante el reemplazo de las moléculas de agua por las de 

trehalosa, manteniendo a las membranas en forma de cristal líquido (Weisburd, 

1988; Crowe et al., 2001; Caliskan et al, 2004), además de observarse que este 

disacárido remplaza más moléculas de agua que otros carbohidratos (Lerbret et al., 

2005; Köper et al., 2005; Oku et al., 2005), incluso mucho mejor que la sacarosa ya 

que encaja entre los grupos polares de las cabezas de los fosfolípidos con los que 

interactúa mediante sus hidroxilos (Weisburd, 1988; Crowe et al., 2001), por lo que, 

menos trehalosa es necesaria para envolver la capa de solvatación de las proteínas, 

formando una especie de cápsula alrededor de las mismas y de esta forma las 

estabiliza protegiendo su estructura terciara y su actividad (Lins et al., 2004; Bellocco 

et al., 2005). La trehalosa además, forma cristales en estado seco, un proceso que 

puede ser necesario para la estabilización de las moléculas en estado deshidratado 

(Crowe et al., 1998). 

 

Se ha observado que en los organismos que son capaces de sobrevivir en 

deshidratación completa (un fenómeno conocido como anhidrobiosis) su función 

biológica se “congela” y la trehalosa estabiliza en este estado a las bioestructuras 

(Lins et al., 2004 y köper et al., 2005). El metabolismo celular se restaura 

inmediatamente después de que las condiciones de hidratación regresan a la 

normalidad (Lins et al., 2004).  

 

Adicionalmente, el hecho de que la trehalosa sea un azúcar no reductor, a 

diferencia de la sacarosa, previene la reacción de Maillard en la cual los grupos 

aldehído de los azúcares reducen a los grupos amino de los residuos de las 
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proteínas, produciendo el color café asociado a la degradación proteica, reacción que 

se acelera a altas temperaturas (Paiva y Panek, 1996; Elbein et al., 2003). 

 
1.4.3 Uso biotecnológico de la trehalosa 
 

Las propiedades particulares que se han descubierto en la trehalosa la han 

hecho un apreciado producto biotecnológico, y han llevado a este disacárido a 

diversas aplicaciones, algunas de las cuales se han desarrollado hasta el nivel 

comercial (Paiva y Panek, 1996; Richards et al., 2002; Schiraldi et al., 2002). 

 

Dentro de las aplicaciones que se han encontrado a este disacárido, algunas 

de ellas prometedoras debido a que aun siguen en investigación, están:  

 

1.4.3.1 Protector de la actividad enzimática 

 

Se puede utilizar para mantener a temperatura ambiente enzimas termolábiles 

(Melo et al., 2003) tales como la polimerasa de ADN, enzimas de restricción y ligasa 

de ADN (Colaco et al., 1992). 

 

1.4.3.2 Estabilizador y protector de moléculas complejas 

 

Algunas moléculas biológicas inestables como los anticuerpos pueden 

desecarse a temperatura ambiente o a 37ºC, manteniendo su actividad después de 

varios años de almacenaje (Roser y Colaco, 1993); además sustitutos de sangre y 

hemoglobina se han conservado como liposomas y desecado en frío manteniendo 

gran parte de su actividad aún después de años de almacenaje a temperatura 

ambiente, lo cual promete abaratar en mucho los costos de almacenaje en nitrógeno 

líquido y su traslado (Weisburd, 1988; Brumfiel, 2004). 
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1.4.3.3 Preservador de células, tejidos y órganos 

 

Células, tejidos e incluso órganos se pueden mantener desecados o 

congelados en presencia de trehalosa, lo cual mejora su viabilidad en comparación 

con otras sustancias (Eroglu et al., 2000; Guo et al., 2000; Melo, et al., 2003). El 

principal obstáculo para ampliar su uso con estos fines ha sido el de lograr introducir 

con mayor eficiencia al disacárido dentro de las células y tejidos (Crowe et al., 2001). 

 

1.4.3.4 Usos médicos y nutracéuticos 

 

Se está explorando el papel de la trehalosa en la disminución de los síntomas 

de enfermedades como la Corea de Huntington (Katsuno et al., 2004) y en la 

osteoporosis (Higashiyama, 2002). En la primera, la administración de trehalosa por 

vía oral evitaría la formación de agregados proteínicos poliglutamínicos en el cerebro 

evitando así, el daño y muerte de las neuronas (Katsuno et al., 2004; Tanaka et al., 

2005) y en el caso de la osteoporosis se ha observado que el consumo de trehalosa 

redujo la degeneración de los huesos en modelos de ratones hembra en los que se 

eliminaron los ovarios, aunque aún no se conoce con detalle el mecanismo implicado 

(Higashiyama, 2002). 

 

1.4.3.5 Aditivo de diversos alimentos y bebidas 

 

Se utiliza con éxito como un agente protector en condiciones de baja 

temperatura, como un eficiente preservativo de muchos alimentos (Colaco et al., 

1992). Así, se puede emplear en alimentos desecados o procesados como frutos y 

legumbres que mantienen mucho mejor sus aromas y propiedades organolépticas 

(Kidd y Devorak, 1994); en panadería y confitería se puede emplear como sustituto 

de azúcar en combinación con la sacarosa, compensando la reducción en dulzor con 

la mejor conservación de las propiedades de la masa horneada, sobre todo en 

repostería que debe mantenerse en congelación, al respecto se sabe que el grado de 
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dulzura de la trehalosa es de 45 comparado en una escala en la que la sacarosa 

tiene 100 puntos, la fructuosa 173 y la glucosa 74 (Richards et al., 2002). En cuanto 

a bebidas, diversas líneas de investigación se han dedicado al estudio del 

metabolismo de la trehalosa en las levaduras para la fabricación de cerveza y vino, 

para mejorar así su producción y calidad (Guldfeldt y Arneborg, 1998). 

 

1.4.3.6 Uso en la industria de cosméticos  

 

La trehalosa atrapa y reduce la liberación de malos olores de la piel en 

humanos hasta en un 70 %, lo cual hace que sea factible adicionarla en cremas 

faciales o corporales y en desodorantes (Colaco et al., 1992; Higashiyama, 2002). 
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222...   TTTRRRAAABBB AAAJJJ OOOSSS   PPPRRREEEVVVIIIOOOSSS   

 

 

2.1 Estabilidad de la GOx   

 

La disociación de las subunidades de la GOx o la pérdida de la coenzima 

FAD, solo es posible bajo condiciones desnaturalizantes (Jones et al., 1982; Ahmad 

et al., 2001). Algunos estudios reportan que en presencia de desnaturalizantes como 

el cloruro de guanidino (Ahmad et al., 2001) sulfato de amonio en medio acido o por 

calentamiento hay perdida de la actividad de la enzima (Cioci y Lavecchia, 1994; 

Leskovac et al., 2005). Sin embargo se ha observado que presenta una relativa alta 

resistencia a la desnaturalización térmica (Gouda et al., 2003), ya que solo arriba de 

los 60ºC ocurre la disociación de la molécula de FAD con la consecuente inactivación 

de la enzima (Cioci y Lavecchia, 1994). 

   

En cuanto a la porción de carbohidratos de la GOx, se han realizado diversos 

estudios donde se proponen varias funciones para estos azúcares, entre los que se 

incluyen: la correcta función de las proteínas, transporte a través de membranas, 

función biológica, respuesta inmune y estabilización de la estructura tridimensional 

de la proteína (Kalisz et al., 1991); sin embargo, algunos autores difieren en el papel 

que desempeñan estos carbohidratos en la estructura, estabilidad y actividad de la 

GOx. 

 

De acuerdo con Nakamura y Hayashi (1974) quienes realizaron estudios con 

la forma nativa y oxidada de la GOx las cuales sometieron a calentamiento en 

presencia de SDS como desnaturalizante, observaron que la enzima oxidada es 

mucho mas susceptible al tratamiento por calor que la enzima nativa ambos casos en 

presencia de SDS, por lo que concluyeron que la porción de carbohidratos de la 

proteína contribuye a incrementar la estabilidad de la enzima contra el calentamiento. 
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En otros estudios utilizando ácido tricloroacético y sulfato de amonio, se 

observó que, con la reducción de la porción de carbohidratos, la GOx fue más 

rápidamente precipitada que la enzima nativa. Estos resultados mostraron que los 

azúcares unidos a la proteína contribuyen a su alta solubilidad en agua (Takegawa et 

al., 1989).  

 

No obstante, más recientemente Kalisz et al., (1991) al realizar estudios con la 

enzima deglicosilada, observaron que la reducción de la porción de carbohidratos de 

la proteína, la cual fue del 95% mediante incubación de la GOx con endoglicosidasa 

H y alfa-manosidasa, no afectó significativamente la estabilidad de la enzima. 
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333...   PPPRRROOOBBBLLLEEEMMMAAA   DDDEEE   IIINNNVVVEEESSSTTTIIIGGGAAACCCIIIÓÓÓNNN   

 

El mecanismo de inactivación de la GOx es un proceso complejo que aún no 

ha sido resuelto con claridad. Se han presentado algunos modelos que solo estudian 

una parte del mismo, por ejemplo: el estado desnaturalizado o la liberación del FAD. 

Además, hasta el momento solo se ha estudiado la estabilización de la enzima por 

iones inorgánicos monovalentes (K+, Na+, Li+) y divalentes (Ca2+ y Mg2+) y por la 

presencia de polioles y azúcares como el glicerol, fructuosa, sacarosa y sorbitol. Sin 

embargo, con la trehalosa que ha demostrado ser uno de los solutos compatibles con 

mayor efecto protector para las enzimas, aun no se han realizado investigaciones al 

respecto.  

 

Por otra parte, una de las aplicaciones comerciales más importantes y 

novedosas de la GOx se encuentra en el desarrollo de biosensores para la 

determinación y/o monitoreo de la glucosa presente en la sangre y en diversos 

productos alimentarios. Estos se han realizado gracias a la inmovilización de la 

enzima en matrices amorfas fabricadas a base de silicio y dextran aldehído 

(McShane, 2002; Sarath-Babu et al., 2004); sin embargo, el principal problema para 

estos desarrollos se encuentra en la inactivación/desestabilización de la enzima. En 

este sentido, la investigación realizada sobre el efecto de la trehalosa, de la cual se 

han demostrado sus propiedades fisicoquímicas superiores a las de otros azúcares, 

en la estabilidad de la GOx puede servir como base científica para llevarlo a la 

aplicación en estos sistemas cuyo principal problema es precisamente su 

inestabilidad, además de servir para los usos que tiene la enzima en la industria 

alimentaria en los cuales su estabilidad térmica es de gran importancia y que hasta el 

momento no se han resuelto efectivamente.  
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444...   JJJ UUUSSSTTTIIIFFFIIICCCAAACCCIIIÓÓÓNNN    

 

La GOx de A. niger es una enzima de considerable importancia comercial al 

ser en la actualidad ampliamente usada en la industria para la eliminación de glucosa 

u oxígeno de productos alimentarios, para la producción de ácido glucónico y como 

herramienta de diagnóstico molecular, en biosensores para la determinación 

cuantitativa de D-glucosa en muestras como fluidos corporales, productos 

alimentarios, bebidas y fermentación de productos, que es actualmente la aplicación 

más importante de la enzima.  

   

En el caso de la trehalosa, sus propiedades fisicoquímicas particulares 

explican por si solas las amplias posibilidades de aplicación biotecnológica. Se ha 

demostrado que es capaz de proteger y estabilizar la estructura y la función de las 

enzimas y la integridad de las membranas biológicas bajo condiciones de estrés 

abiótico extremo como desecación, altas temperaturas, congelación, alta salinidad y 

oxidación, entre otras. En especial, la estabilización (y aún activación) de enzimas 

termolábiles a temperaturas elevadas en soluciones de trehalosa ya han encontrado 

aplicaciones en biotecnología. 

   

Al conocer la importancia que han alcanzado, actualmente la trehalosa y la 

GOx, se considera relevante conocer el mecanismo de inactivación térmica de la 

enzima y su estabilización por trehalosa, utilizada como una matriz vítrea que impide 

los movimientos específicos de las proteínas involucrados en la catálisis, y de este 

modo ampliar el conocimiento sobre la acción de este agente protector en las 

enzimas, en particular en la estabilidad térmica de la GOx y así tener las bases 

científicas que sustenten el empleo de este disacárido en las aplicaciones 

biotecnológicas de la enzima, que requieren de su estabilidad térmica para su óptima 

función, como es el caso de la industria alimentaria, y el empleo de ésta en 

biosensores. 
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555...   OOOBBBJJJ EEETTTIIIVVVOOOSSS   

 

Objetivo general    

 
Conocer el efecto de la trehalosa en la estructura y actividad de la Glucosa 

oxidasa de Aspergillus niger sometida a inactivación térmica. 

 

Objetivos específicos 

 
1. Purificar la GOx de A. niger comercial.  

2. Determinar la cinética de saturación del sustrato de la GOx en ausencia y 

presencia de trehalosa. 

3. Obtener la cinética de inactivación térmica de la GOx en ausencia y 

presencia de trehalosa. 

4. Analizar la estructura de la GOx y el efecto de la trehalosa durante la 

inactivación térmica mediante la obtención del cambio en el CME de la 

enzima. 

5. Determinar el efecto de la trehalosa en la liberación del FAD de la GOx 

durante la inactivación térmica. 
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666...   MMMEEETTTOOODDDOOOLLLOOOGGGÍÍÍAAA   

 

6.1 Materiales y reactivos 

 

• La GOx de A. niger comercial (suspendida en una solución 0.1 M de 

amortiguador de acetato de sodio con una concentración de proteína de 4.9 

mg/mL); y la trehalosa (α-D-glucopiranosil-(1,1)-α-D-glucopiranósido) de 

Saccharomyces cerevisiae se adquirieron de Sigma Chemical Co (Alemania). 

• En la cromatografía de exclusión molecular se utilizó un gel de Sephacryl S-

200HR (High Resolution) de la marca Amersham Biosciences con un rango de 

fraccionamiento de 5x103-2.5x105 Mr. 

• Para la preparación del amortiguador de fosfatos: fosfato de potasio 

monobásico (cristales) de J.T. Baker (México) e Hidróxido de potasio (lentejas) 

para ajuste de pH de Productos Químicos Monterrey (México). 

• Los reactivos para la determinación de la concentración de proteína como son 

sulfato de cobre pentahidratado, citrato de sodio dihidratado, carbonato de 

sodio e hidróxido de sodio se adquirieron de J.T. Baker (México), el folin 

ciocalteau de Sigma Chemical Co (Alemania). 

• Para la determinación de actividad enzimática de la GOx como son o- 

dianisidina (3,3` Dimetoxybenzidina), peroxidasa y glucosa (D (+) glucosa) se 

usaron reactivos de Sigma Chemical Co (Alemania).  

• Para la electroforesis en gel como son acrilamida y bis-acrilamida (N,N´-

metilenbisacrilamida), duodecil sulfato de sodio (SDS), glicina, tris base (2-

hidroximetil-2-metil-1,3-propanodiol), persulfato de amonio y N,N,N´,N´-

tetrametilen-etilendamina (TEMED) se utilizaron reactivos de BIO-RAD 

laboratories. 

• El azul de coomassie para la preparación de la solución teñidora de geles se 

adquirió de BIO-RAD laboratories. 

• Para la solución desteñidora de geles de SDS–PAGE se utilizó metanol y 

acido acético glacial de Fermont Productos Químicos Monterrey (México). 
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6.2 Métodos  

 

6.2.1 Purificación de la GOx de A. niger  por cromatografía de exclusión por 

tamaño 

 

6.2.1.1 Cromatografía de exclusión por tamaño 

 

La cromatografía es una técnica de separación de solutos de una mezcla. En 

la cromatografía de exclusión por tamaño, también llamada de cromatografía de 

filtración en gel o cromatografía de tamiz molecular la base de la separación es el 

tamaño molecular y es un método adecuado para separar las macromoléculas de 

tamaño diferente o para eliminar los contaminantes de peso molecular bajo de las 

disoluciones de moléculas grandes (Mathews et al., 2002).  

 

Esta técnica se basa en la diferente velocidad con que se mueve cada uno de 

los solutos a través de un medio poroso, arrastrados por un disolvente en 

movimiento. A este disolvente se le llama fase móvil y el medio poroso es la fase 

estacionaria, la cual está constituida por gránulos de un material esponjoso 

hidratado, que contiene poros que comprenden un intervalo de tamaños, 

relativamente reducido, de dimensiones moleculares (Williams y Wilson, 1981). La 

fase móvil se llama eluyente, cuando emerge por la salida de la columna se llama 

eluato y al proceso que consiste en hacer pasar un líquido o un gas a lo largo de la 

columna de cromatografía se llama elución (Wilson y Walker, 1994). 

 

La GOx de A. niger se purificó mediante cromatografía de exclusión por 

tamaño de acuerdo al método utilizado por Gouda et al (2003). Se inyectaron 5 mL 

de la enzima comercial (concentración de proteína de 4.9 mg/mL suspendida en una 

solución 0.1 M de amortiguador de acetato de sodio) en una columna de Sephacryl  

S-200HR (rango de fraccionamiento de 5x103–2.5x105 Mr). Se eluyó con una 

solución de ácido etilen glicol tetracético (EGTA) 1 mM en  amortiguador de fosfatos 



 29

20 mM pH 7.0 a una velocidad de flujo de 10 mL/h. Se colectaron fracciones de 1 mL 

y se midió la absorbancia a 280 nm en un espectrofotómetro UV/Vis Shimadzu 1601. 

De los datos obtenidos se determinó el perfil de elución de las muestras. 

 

6.2.2 Determinación de la concentración de proteína  por el método de Lowry  

 

6.2.2.1 El método de Lowry  

 

El método de Lowry et al (1951) es un método colorimétrico de valoración 

cuantitativa de proteínas. A la muestra se añade un reactivo que forma un complejo 

coloreado con las proteínas, siendo la intensidad de color proporcional a la 

concentración de proteínas, según la ley de Lambert-Beer.  

 

Este método consta de dos etapas: en la primera los iones Cu2+, en medio 

alcalino, se unen a las proteínas formando complejos con los átomos de nitrógeno de 

los enlaces peptídicos. Estos complejos Cu2+__ proteína tienen un color azul claro, 

además, provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteína, 

exponiéndose los residuos fenólicos de tirosina que van a participar en la segunda 

etapa de la reacción, el Cu2+ se mantiene en solución alcalina en forma de su 

complejo con tartrato. La segunda etapa es la reducción, también en medio básico, 

del reactivo de Folin-Ciocalteau, por los grupos fenólicos de los residuos de tirosina, 

presentes en la mayoría de las proteínas, actuando el cobre como catalizador. El 

principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el ácido 

fosfomolibdotúngstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos fenólicos 

da lugar a un complejo de color azul intenso. 

 

A las fracciones del pico máximo de absorbancia del perfil de elución obtenido 

de la cromatografía se les determinó  la concentración de proteína por el método de 

Lowry. Se construyó una curva estándar a partir de una solución patrón de albúmina 

sérica bovina (BSA) (1 mg/mL) a diferentes cantidades  (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 
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60 y 80 µL) y a partir de ésta se determinó la concentración de proteína en 20 µL de 

las fracciones seleccionadas. A las muestras se agregó 2.5 mL de Solución C, se 

agitó y se dejó en reposo durante 10 minutos, después se agregó 0.25 mL de 

Solución D y la mezcla se dejó reposar durante 30 minutos; se leyó la absorbancia a 

660 nm en un espectrofotómetro UV/Vis Shimadzu 1601. Los datos obtenidos se 

analizaron por regresión lineal y se obtuvo la concentración de proteína expresada 

en mg/mL de las fracciones seleccionadas. 

 

6.2.3 Evaluación de la pureza de la GOx mediante el ectroforesis en gel de 

poliacrilamida  

 

6.2.3.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida.             

 

La electroforesis es la migración de solutos iónicos bajo la influencia de un 

campo eléctrico; estas partículas migran hacia el cátodo o ánodo (electrodos - y +), 

en dependencia de una combinación de su carga, peso molecular y estructura 

tridimensional (Bollag et al., 1996). 

 

En los geles de poliacrilamida, la poliacrilamida se forma por copolimerización 

de dos compuestos, la acrilamida y la bis-acrilamida (N,N'-metilén-bis-acrilamida), en 

una reacción iniciada por la tetrametiletiléndiamina (TEMED) y el persulfato de 

amonio. El radical persulfato activa al TEMED, el cual a su vez activa al monómero 

de acrilamida para que polimerice. Las cadenas de poliacrilamida son entrecruzadas 

al azar por la bisacrilamida, formándose así una red de porosidad uniforme (Jung et 

al., 1998; Lomonte, 2007). 
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6.2.3.2 Electroforesis desnaturalizante en gel de p oliacrilamida (SDS-

PAGE) 

 

La electroforesis con SDS es un excelente método para identificar y 

monitorear las proteínas durante un proceso de purificación; también se emplea para 

la determinación del peso molecular de las subunidades de proteínas (Jeannot et al., 

1999). En esta técnica, se mezclan las proteínas con el detergente aniónico SDS 

para formar complejos desnaturalizados, cargados negativamente. La cantidad de 

SDS unido a las proteínas es proporcional a su tamaño: el SDS se une en una 

proporción aproximada de 1,4 g SDS/g proteína (Lomonte, 2007). La técnica de 

SDS-PAGE posee un alto poder de resolución. Lo anterior se deriva del uso de un 

sistema electroforético discontinuo, formado de dos geles de distinta porosidad y pH, 

que primero compactan las muestras (gel superior o compactador) y luego las 

separan (gel inferior o separador) (Laemmli, 1970; Lomonte, 2007). 

 

La pureza de la enzima se evaluó mediante un gel de SDS-PAGE, para lo cual 

se seleccionaron las fracciones del pico máximo de absorbancia del perfil de elución 

obtenido de la cromatografía. 

 

Para la preparación del SDS-PAGE se utilizó una cámara de electroforesis 

Mini Protean ll en donde se agregó primero la solución del gel separador y una vez 

que polimerizó se agregó la solución del gel concentrador colocando al final un peine 

de 5 pozos. Las soluciones usadas para la preparación del gel separador y 

concentrador así como las concentraciones y volúmenes utilizados se muestran en la 

Tabla 1. Las soluciones se agitaron levemente para evitar la formación de burbujas, 

debido a que el O2 inhibe la polimerización de la poliacrilamida. El TEMED y el 

persulfato de amonio se agregaron al final ya que son activadores de la 

polimerización de la acrilamida. 
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En los pozos del gel se cargaron las muestras de las fracciones que contenían 

una concentración de proteína de 20 µg para lo cual se calculó el volumen necesario 

para obtener esta concentración en cada fracción y se agregó el mismo volumen de 

amortiguador de muestra. Antes de ser colocadas en el gel, las muestras se 

incubaron a 30 ºC durante 10 minutos.  

 

 

 

 Gel separador 

(10 %) 

Gel concentrador 

(3.8 %) 

H2O 3.9 mL 1.8 mL 

30 % acrilamida/ bisacrilamida 2.5 mL 0.4 mL 

Amortiguador tris-base 3 M pH 8.8 0.95 mL - 

Amortiguador tris-base 0.5 M pH 6.8 - 0.75 mL 

SDS 10 % 200 µL 200 µL 

Persulfato de amonio al 10 % 50 µL 30 µL 

TEMED 5 µL 5 µL 

 

 

En la cámara de electroforesis se colocó, previo a la inyección de las 

muestras, 250 mL de la solución amortiguadora 10 X tris glicina pH 8.3 a una dilución 

1:10 para la cámara grande y para la cámara pequeña 150 mL de la misma solución 

amortiguadora mas SDS al 0.1 % (1.5 mL).  

 

Al final, se corrieron las muestras de la enzima a 50 V durante 40 minutos y 

después a 100 V 15 mA por dos horas o hasta que se observó que las muestras 

llegaron al final del gel.  

 

 

                 Tabla 1. Preparación del gel de SDS -PAGE. 
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6.2.3.3 Tinción del gel de SDS- PAGE (Tinción con A zul de Coomassie) 

 

Para la tinción del gel se utilizó la tinción de Coomassie, este método es 

sencillo, rápido y puede detectar hasta 0.1 µg de proteína por banda (Stryer et al., 

2003). 

 

El gel se sumergió en la solución de azul de Coomassie durante 30 minutos 

como mínimo con agitación suave y posteriormente se enjuagó con agua destilada, 

para después sumergirlo en la solución desteñidora, la cual se cambió hasta que se 

observaron las diferentes bandas con claridad. Durante la tinción se utilizaron 

guantes evitando así huellas dactilares sobre el gel. 

 

6.2.4 Cinética de saturación de la GOx en ausencia y presencia de trehalosa 

 

Para medir la cinética de saturación de la enzima se utilizó un método 

colorimétrico que consiste en un sistema acoplado peroxidasa/o-dianisidina. Una 

unidad de actividad de GOx causa la oxidación de 1 µmol de o-dianisidina por minuto 

a temperatura ambiente (25 ºC) (Ottonello et al., 1999). 

 

La cinética de saturación de la GOx se realizó en un espectrofotómetro UV/Vis 

Shimadzu 1601 con control de temperatura empleando el método colorimétrico 

modificado por Ahmad et al., (2001) y Gouda et al., (2003) a 25 ºC : 3 mL volumen 

final conteniendo o-dianisidina (0.1 mL de o-dianisidina al 1 % en 12 mL de 

amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M pH 6.0, saturado con oxígeno) peroxidasa 

(6.6 µg/mL) y diferentes concentraciones de glucosa (0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 

25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60 mM). La mezcla de reacción se preincubó por 10 

minutos a 30 ºC, posteriormente la reacción se inició agregando 20 µL de GOx 

(1.57 µg de proteína). El aumento de la absorbancia a 460 nm se siguió por 4 

minutos y de la pendiente de la línea formada se calculó la velocidad de catálisis. El 

efecto de la trehalosa sobre la actividad de la enzima se determinó incluyendo 
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diferentes concentraciones de trehalosa (0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 M) en la mezcla de 

reacción. 

 

6.2.5 Cinética de la inactivación térmica de la GOx  en ausencia y presencia de 

trehalosa 

 

La cinética de la inactivación térmica en presencia y ausencia de trehalosa se 

analizó a diferentes temperaturas (50, 55, 60, 65, 70 y 75 °C) en un 

espectrofotómetro UV/Vis Shimadzu 1601 con control de temperatura.  

 

Se utilizó el sistema acoplado peroxidasa/o-dianisidina a 25 ºC, referido  

anteriormente, y una concentración de glucosa de 50 mM como mezcla de reacción 

(3 mL volumen final). La incubación de la GOx (1.57 µg de proteína en 20 µL) a la 

temperatura de ensayo se realizó en amortiguador de fosfatos 20 mM pH 6.0 en 

ausencia y presencia de 0.6 M de trehalosa. La actividad residual se determinó 

agregando alícuotas de 5 µL de la enzima a la mezcla de reacción a diferentes 

intervalos de tiempo (cada 2 minutos aproximadamente) durante 40 minutos.  

 

6.2.6 Cinética del cambio en el centro de masa espe ctral (CME) de la GOx 

durante la inactivación térmica en ausencia y prese ncia de trehalosa 

 

La determinación de la fluorescencia de la enzima se llevó a cabo en un 

espectrofluorómetro Shimadzu RF 5301 con una celda de 10 mm de paso de luz con 

control de temperatura. Los espectros de fluorescencia se obtuvieron incubando la 

enzima (1.57 µg de proteína en 20 µL) en amortiguador Pipes 10 mM pH 7.0 a 

diferentes temperaturas (45, 50, 55, 60, 62.5, 65, 70 y 75 ºC), Se midieron los 

espectros de fluorescencia cada minuto durante 30 minutos a una longitud de onda 

de excitación de 285 nm (emisión de 300-400 nm) en ausencia y presencia de 

trehalosa 0.6 M. 
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Para el análisis del cambio en el CME se calculó de los datos de intensidad a 

cada longitud de onda (Ιλ) obtenidos a diferentes longitudes de onda (λ) usando la 

siguiente ecuación: CME= Σλ Ιλ / Σ Ιλ 

 

6.2.7 Fluorescencia del FAD de la GOx en ausencia y  presencia de trehalosa 

con el aumento gradual de temperatura 

La enzima (1.57 µg de proteína en 20 µL) suspendida en amortiguador pipes 

10 mM pH 7.0 se sometió a un aumento gradual de la temperatura (de 5 a 85ºC) en 

ausencia y presencia de trehalosa 0.6 M, excitando la proteína a 450 nm (emisión de 

475-600 nm). Se registraron espectros de fluorescencia cada 30 segundos durante 

40 minutos. Para el análisis de la liberación del FAD se determinó de los datos del 

pico máximo de emisión de fluorescencia. 

 

6.2.8 Análisis de datos 

 

 Para el análisis de los datos por regresión no lineal se utilizó el software 

MicrocalTM Origin 6.0® (Northampton, MA) con el que se obtuvieron las diferentes 

gráficas y tablas mostradas en la parte de resultados. 
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777...   RRREEESSSUUULLLTTTAAADDDOOOSSS   

 

7.1 Purificación de la GOx 
 

De la cromatografía en columna se obtuvo un perfil de elución  de la enzima en 

el cual se encontró un pico máximo de absorbancia a 280 nm entre las fracciones 19 

a 30 (Figura 5). De estas fracciones se determinó la concentración de proteína y su 

pureza se evaluó en un gel de SDS-PAGE, la que presentó mayor pureza fue la 

fracción 23 (Figura 6). En las otras fracciones se observó una pequeña banda inferior 

que corresponde probablemente a la enzima no glicosilada. De acuerdo con 

Nakamura y  Hayashi (1974), la enzima glicosilada presenta una mayor resistencia a 

la desnaturalización debido precisamente a la presencia de los residuos de 

carbohidratos. Por todo esto se usó la fracción 23 para realizar los experimentos de 

desnaturalización térmica. 
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Figura 5 . Cromatografía de exclusión molecular de la GOx de A. niger. La figura muestra el 

perfil de elución de las fracciones obtenidas de la purificación de la enzima, para lo cual se 

utilizó una columna de Sephacryl 200HR como se describe en la metodología. Se observa un 

pico máximo de elución a 280 nm que corresponde a las fracciones 20 a 30.  
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7.2 Efecto de la presencia de trehalosa en la cinét ica de la GOx 
 

La GOx presentó una cinética de saturación hiperbólica a 25°C. Los datos de 

velocidad obtenidos se ajustaron por regresión no-lineal a la ecuación de Michaelis-

Menten; los parámetros cinéticos calculados (Km= 18.76 mM y Vmax= 33.97 µmoles 

glucosa min-1 mg prot-1) fueron  similares a los reportados en la literatura (Akhtar et 

al, 2002). La presencia de concentraciones crecientes de trehalosa aumentó la 

afinidad de la enzima por el sustrato; la Km disminuyó hasta valores de 11.34 mM de 

glucosa (Figura 7 y Tabla 2). Lo cual sugiere un efecto de la trehalosa sobre la 

estructura del sitio activo y que la presencia de concentraciones crecientes de 

trehalosa aumenta la afinidad de la enzima por su sustrato. En contraste, la falta de 

efecto sobre la Vmax indica que los cambios conformacionales de la GOx durante el 

ciclo catalítico son de baja magnitud, ya que se ha demostrado que en enzimas con 

movimientos de dominios de gran magnitud son inhibidas por la viscosidad generada 

por la trehalosa (Uribe y Sampedro, 2003). 

 
 

45.0
 

66.2 

97.4 
116.2 
200.0 

Std PM   F22       F23        F24       F25   Mr   (kDa) 

Figura 6 . SDS-PAGE de la GOx de A. niger de las fracciones correspondientes al pico máximo 

de absorbancia. En la figura se muestran los estándares de peso molecular utilizados (Mr): 

miosina (200,00), β-galactosidasa (116,250), fosforilasa B (97,400), albúmina sérica (66,200) y 

ovoalbúmina (45,000), así como las fracciones 22 a la 25, de las cuales la fracción 23 mostró 

mayor pureza al observarse una banda inferior más tenue que en las demás fracciones. Se 

utilizó la tinción de Coomassie para la tinción del gel. 
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Trehalosa 

(M) 

Km 

(mM) 

Vmax 

(µmoles min-1 mg prot-1) 

0.0 18.76 33.97 

0.1 11.34 28.87 

0.2 11.34 31.00 

0.4 11.12 28.40 

0.6 15.42 32.39 

0.8 13.60 30.24 

 
 

 
 
 

Figura 7 . Cinética de saturación de la GOx a 25 ºC en ausencia y presencia de concentraciones 

crecientes de trehalosa (M):  0, � 0.1,  0.2,  0.4, � 0.6 y � 0.8. La cinética de la enzima 

se siguió empleando el sistema acoplado peroxidasa o-dianisidina como se describe en la 

metodología. Los datos de velocidad obtenidos se ajustaron por regresión no-lineal a la 

ecuación de Michaelis-Menten. 

Tabla 2.  Efecto de la presencia de trehalosa sobre los parám etros cinéticos de la 

GOx a 25 ºC 
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7.3 Cinética de la inactivación térmica de la GOx y  el efecto de la trehalosa 
 

La cinética de inactivación térmica de la GOx fue monofásica (Figura 8A). Las 

constantes de velocidad de inactivación (ki) se obtuvieron ajustando los datos a la 

siguiente ecuación AR=A·e(-ki·t) por regresión no-lineal (Figura 8A y Tabla 3). A partir 

de 60 °C, la GOx presentó una rápida inactivación. En este sentido, se sabe que la 

termoinactivación de la GOx se debe a la disociación del FAD del sitio activo (Gouda 

et al, 2003). La presencia de trehalosa (0.6 M) disminuyó a la mitad el valor de la ki a 

todas las temperaturas probadas (Figura 8B y Tabla 3), por ejemplo a 65 °C la ki 

disminuyó de 8.4 x 10-2 a 3.5 x 10-2 min-1 (Tabla 3). Por lo tanto, la trehalosa 

estabiliza a la GOx evitando la disociación del FAD del sitio activo.  

 

 

    A  

 

 

    B 

 

                                                                               
 
 
 
 

Figura  8. Cinética de inactivación térmica de la GOx en ausencia (figura A) y presencia de 

trehalosa 0.6 M (figura B). Se muestra la cinética de inactivación de la enzima a diferentes 

temperaturas de incubación (°C):  50, � 55,  60,  65, � 70 y � 75 durante 40 minutos. Las 

constantes de velocidad de inactivación (ki) se obtuvieron ajustando los datos a la siguiente 

ecuación AR=A·e(-ki·t) por regresión no-lineal. 
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Tabla 3 . Efecto de la trehalosa sobre la constante de velocid ad de inactivación 

(k i) de la GOX . 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

7.3.1 Efecto de la trehalosa en la energía de activ ación durante la inactivación 

térmica de la GOx 

 

Durante la inactivación térmica de la enzima, los resultados demostraron que en 

presencia de trehalosa 0.6 M existe un incremento en la energía de activación (Ea) de 

alrededor de 6 kJ/mol como lo muestra el gráfico de Arrhenius (Figura 9), lo que 

sugiere que en presencia de trehalosa se requiere de mayor cantidad de energía 

para que ocurra la desnaturalización de la enzima. 

 
 

 

Temp (°C) k i x10-2min -1  

Trehalosa (0.6M)  

k i x10 -2min -1  

 

50 0.3 0.2 

55 0.4 0.2 

60 2.7 0.9 

65 8.4 3.5 

70 35.0 12.8 

75 111.8 62.9 
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7.4 Efecto de la trehalosa en la cinética del cambi o en el CME de la GOx 

durante la inactivación térmica 

 

El efecto de la trehalosa en la estructura de la GOx se evaluó por 

fluorescencia intrínseca analizando los cambios en el CME a diferentes 

temperaturas. El cambio en el CME de la GOx se siguió en ausencia y en presencia 

de trehalosa 0.6 M. En contraste con el estudio de inactivación térmica, el CME 

presentó un cambio hacia el rojo a partir de 45 °C; lo que indica que existe un paso 

previo a la pérdida del FAD; posiblemente la formación de un glóbulo fundido. El 

cambio del CME por temperatura siguió una cinética bifásica ya que los datos se 

ajustaron a una ecuación biexponencial (CMEt = CME0 + A1·[1 - e(-k1·t)]+ A2· [1 - e(-

k2·t)]) por regresión no-lineal (Figura 10ª y Tabla 4). La cinética bifásica describe dos 

pasos en el cambio del CME, el primer paso (de mayor amplitud) podría deberse a la 

formación del glóbulo fundido y el segundo a la disociación del FAD (Figura 11). Sin 

Figura 9 . Gráfico de Arrhenius de la cinética de inactivación térmica de la GOx. El gráfico 

muestra el efecto de la trehalosa en la Ea durante la inactivación térmica de la enzima. En 

presencia de trehalosa  0.6 M la Ea aumentó 6 kJ/mol comparado con la enzima sin trehalosa. 

 

Ea= 262.48 kJ/mol  
 
Ea (0.6M Trh) = 268.34 kJ/mol 
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embargo, en presencia de trehalosa se observó que, la cinética de cambio del CME 

fue monoexponencial ya que los datos se ajustaron a la siguiente ecuación (CMEt = 

CME0 + A·[1 - e(-k·t)]) (Figura 10B y Tabla 4). La trehalosa disminuye la constante de 

velocidad de la primera fase e inhibe totalmente el segundo paso; que 

correspondería a la liberación del FAD. 

 

A 60 °C el cambio del CME se observa tanto en presencia como en ausencia 

de trehalosa (Figura 10A y 10B). En contraste, a esta misma temperatura la actividad 

de la GOx es totalmente estable en presencia de trehalosa (Figura 10B). Los 

resultados sugieren que la trehalosa inhibe la disociación del FAD por temperatura 

así como la formación del glóbulo fundido en cada uno de los monómeros en la GOx. 

 

 

  

Figura 10.  CME de la GOx en ausencia (A) y presencia de trehalosa 0.6 M (B) a diferentes 

temperaturas de incubación (°C):  50, � 55,  60,  62.5, � 65 y � 70. Los espectros de 

fluorescencia de la enzima se midieron entre 300-400 nm a una longitud de onda de excitación de 

285 nm. Los datos del CME en ausencia de trehalosa se ajustaron por regresión no lineal a una 

ecuación biexponencial (CMEt = CME0 + A1·[1 - e(-k1·t)]+ A2· [1 - e(-k2·t)]); mientras que en presencia 

de trehalosa e ajustaron por regresión no lineal a una ecuación monoexponencial (CMEt = CME0 + 

A·[1 - e(-k·t)]). 

A B 
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7.4.1 Efecto de la presencia de trehalosa en la ene rgía de activación del cambio 

en el CME de la GOx durante la inactivación térmica   

 

Los datos obtenidos durante el cambio en el CME de la GOx muestran que en 

presencia de trehalosa 0.6 M hay un aumento en la energía de activación en la 

primera fase de alrededor de 15 kJ/mol en comparación con la enzima sin trehalosa 

sometida a las mismas condiciones (Figura 12), lo que indica que la trehalosa evita la 

segunda fase la cual podría ser la completa desnaturalización de la proteína. 

trehalosa 0.6 M  

Temp (°C) k1 
10-2 min -1 

50 

55 

60 

62.5 

65 

70 

5.3 ± 0.1 

18.0 ± 3.8 

59.0 ± 5.5 

98.0 ± 6.1 

148.0 ± 6.9 

ND 

0.7 ± 5.8 

0.7 ± 3.1 

0.6 ± 1.7 

0.9 ± 0.1 

1.6 ± 0.2 

ND 

k2 

10-2 min -1 
k1 

10-2 min -1 

1.1 ± 0.04 

3.0 ± 0.01 

9.8 ± 0.02 

34.2 ± 2.80 

129.8 ± 3.60 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

k2 
10-2 min -1 

22.0 ± 2.90 

ND 

Tabla 4 . Efecto de la trehalosa en la constante de velocidad  del cambio  

en el CME de la GOx durante la  inactivación térmic a 

FAD   FAD FAD       FAD 

2FAD 

Figura 11 . Modelo de inactivación térmica de la GOx 
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7.5 Efecto de la trehalosa en la liberación de FAD de la GOx por el aumento de 

la temperatura 

 

La posibilidad de que la trehalosa evita la disociación del FAD de la GOx se 

probó de la siguiente manera: la enzima fue suspendida en 2 mL de amortiguador 

Pipes 10 mM, pH 7.0, en ausencia y presencia de trehalosa 0.6 M. La temperatura 

fue incrementada de 5 a 85 ºC a una velocidad de calentamiento de 2.86 ºC min-1. 

Las medidas de los espectros de fluorescencia del FAD (475-600 nm) fueron 

obtenidas excitando la proteína a 450 nm. Se observó una intensidad de 

fluorescencia máxima a 533 nm la cual fue usada para el análisis de datos.    

   

Del análisis de datos obtenidos se observó que la trehalosa fue capaz de 

desplazar la disociación del FAD a mayores temperaturas, la temperatura de 

Figura 12 . Gráfico de Arrhenius del cambio en el CME de la GOx durante la inactivación térmica.  
El gráfico muestra el efecto de la trehalosa en la energía de activación (Ea) del cambio en el CME 
durante la inactivación térmica de la enzima.  k1 ,  + 0.6 M Trh. k2 �. En presencia de trehalosa 
0.6 M la Ea1 aumentó 15 kJ/mol en comparación con la enzima sin trehalosa. 
 

Ea1 = 204.18 kJ /mol  
 
Ea1 (0.6M Trh) = 220.82 kJ /mol 

 
Ea2 = 85.38 kJ /mol  
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transición (Tm) paso de 61.3 a 64.3 ºC en ausencia y presencia de trehalosa, 

respectivamente (Figura 13). Lo cual indica que la estabilización de la GOx por 

trehalosa se debe al impedimento de la liberación del FAD posiblemente como 

resultado de la compactación de la estructura de la proteína por el disacárido. 
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Figura 13 . Disociación del FAD de la GOx inducido por el aumento de la temperatura en ausencia 
y presencia de trehalosa. Los espectros de fluorescencia (476-600 nm) del FAD se obtuvieron 
excitando a 450 nm y los valores del pico máximo de emisión a 533 nm se utilizaron para obtener 
el grafico en ausencia (�) y presencia () de 0.6 M de trehalosa. Se realizaron tres experimentos 
y solo se muestra uno representativo. 
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888...   DDDIIISSSCCCUUUSSSIIIÓÓÓNNN   

 

En la purificación de la GOx de A. niger comercial para eliminar las trazas de 

catalasa que se presentan en las preparaciones comerciales de la enzima (Gouda et 

al, 2003), se utilizó en principio un gel de Sephacryl S-300HR (rango de 

fraccionamiento de 1x104-1.5x106 Mr). Al analizar las fracciones en el gel de SDS-

PAGE se observó una banda inferior en todas las fracciones seleccionadas de la 

cromatografía, por lo que se decidió utilizar un gel de Sephacryl S-200HR con un 

tamaño de poro más pequeño (rango de fraccionamiento de 5x103-2.5x105 Mr); al 

evaluar nuevamente la pureza de las fracciones, éstas volvieron a presentar una 

banda inferior pero mas ligera, sin embargo la fracción 23 mostró una banda inferior 

más tenue en comparación con las otras fracciones (Figura 6), por lo que se decidió 

tomar esta fracción para la realización de los diferentes experimentos. La presencia 

de esta banda inferior se puede deber a la enzima no glicosilada. 

 

En el efecto de la trehalosa en la cinética de la GOx la Km de la enzima 

disminuyó lo que demuestra que la trehalosa mejora la afinidad de la enzima por su 

sustrato, sin embargo no se observaron cambios en la Vmax lo que indica que la GOx 

no  sufre cambios conformacionales importantes durante su ciclo catalítico, ya que se 

ha demostrado que la trehalosa es capaz de inhibir en las enzimas los movimientos 

(fluctuaciones térmicas) de dominios que las llevan a la desnaturalización como lo 

demostraron Butler y Falke (1996), y posteriormente lo confirmaron Uribe y 

Sampedro (2003) al encontrar que la viscosidad generada por la trehalosa inhibe en 

las enzimas los movimientos de dominios de gran magnitud. En este sentido se sabe 

que la trehalosa forma una especie de cápsula alrededor de las proteínas y de esta 

manera las estabiliza protegiendo su estructura terciara y su actividad (Lins et al., 

2004; Bellocco et al., 2005), lo que lleva a la estabilidad de la enzima en condiciones 

de estrés.   
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En la cinética de inactivación térmica de la GOx se observó una clara 

protección de la trehalosa al disminuir a la mitad la ki  en comparación con la enzima 

sin trehalosa lo cual se puede deber a la viscosidad generada por este disacárido, lo 

que confirma lo observado por Sampedro y Uribe (2004), quienes demostraron que la 

constante de velocidad de inactivación es inversamente proporcional a la viscosidad 

del medio; probándose con ésto que el proceso de termoinactivación de algunas 

enzimas es dependiente de la difusión de los dominios en el medio. Por lo tanto, se 

puede inhibir la desnaturalización de las proteínas aumentando la viscosidad del 

medio; lo cual se logra por la presencia de trehalosa entre otros solutos compatibles 

(Sampedro et al., 2002). En comparación, estudios hechos con la enzima RNasa A al 

someterla a estrés térmico se observó que la trehalosa la estabiliza mediante un 

aumento en la tensión superficial del medio, que conduce a la hidratación 

preferencial de la proteína (Kaushik y Bhat, 2003), lo que aumentó su resistencia 

ante el choque térmico. 

 

Adicionalmente, diversos estudios han demostrado que la trehalosa actúa 

directamente durante el choque térmico para estabilizar a las proteínas en su estado 

nativo y se ha encontrado que, además reduce la agregación de las proteínas que ya 

están desnaturalizadas, una función que se pensaba era llevada a cabo 

exclusivamente por las HSPs. Sin embargo, se ha observado que a altas 

concentraciones de trehalosa se inhibe la reactivación de la proteína desnaturalizada 

por moléculas chaperonas. Esto puede explicar porque la degradación de la 

trehalosa por la enzima trehalasa es necesaria para la recuperación del choque 

térmico y de otros tipos de estrés, para que las estructuras celulares sean liberadas 

del carbohidrato unido (Singer y Lindquist, 1998a). Esto haría accesibles a las 

proteínas y así promover la renaturalización correcta. La energía necesaria para la 

renaturalización se podría obtener de la hidrólisis de la trehalosa (Dawes y Senior, 

1973).  
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En los estudios de actividad y cambios estructurales realizados en la GOx al 

someterla a estrés térmico y los efectos de la presencia de trehalosa en el medio, se 

observó que este disacárido proporciona una importante protección a la enzima al 

demostrarse que en presencia de trehalosa se evita la formación del glóbulo fundido 

en los monómeros y la consecuente pérdida del FAD; lo que llevaría a la enzima a la 

perdida de actividad (Jones et al., 1982; Ahmad et al., 2001). Esto además 

demuestra que a pesar de que la enzima presenta una alta resistencia al estrés 

térmico, ya que solo arriba de los 60ºC se observa la salida de la molécula de FAD 

de la proteína (Cioci y Lavecchia, 1994), en presencia de trehalosa se incrementó la 

temperatura de disociación del FAD. Al respecto, el efecto estabilizante de la 

trehalosa se interpreta como consecuencia del fenómeno de “exclusión preferencial” 

sobre las proteínas (Lin y Timasheff, 1996), ya que ésta no se une a la enzima sino 

que es excluida preferentemente de la capa de hidratación y ocasiona un estado mas 

compacto de la proteína (Sampedro et al, 2002). 

 

Es importante destacar que la enzima es una glicoproteína, al respecto se 

sabe que, entre otras funciones importantes de esta porción de carbohidratos, éstos 

proporcionan una significativa estabilidad a la estructura tridimensional de la proteína 

(Kalisz et al., 1991), por lo que se utilizó la fracción de la enzima que presentó mayor 

pureza ya que las otras fracciones mostraron una banda inferior que probablemente 

corresponde a la forma deglicosilada de la GOx. 

 

En este sentido, se ha observado que la fracción de carbohidratos de la GOx 

contribuye de forma importante a su estabilidad, como lo demostraron Nakamura y 

Hayashi (1974) y posteriormente Takegawa et al. (1989). Nakamura y Hayashi 

comprobaron que la enzima nativa es más resistente a la desnaturalización térmica 

que la forma oxidada de ésta al someterlas ambas a calentamiento en presencia de 

SDS como desnaturalizante con lo que concluyeron que la enzima deglicosilada es 

más susceptible a la desnaturalización; así mismo Takegawa et al. demostraron que 

los glúcidos unidos a la enzima ayudan a que ésta presente una alta solubilidad en 
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agua, esto lo comprobaron al realizar estudios con ácido tricloroacético y sulfato de 

amonio como desnaturalizantes, observando que con la reducción de los 

carbohidratos de la GOx, la enzima precipita más rápido que en su forma nativa. Sin 

embargo esto no es concluyente ya que en otro estudio realizado con la enzima, al 

reducir en un 95% la porción de carbohidratos mediante su incubación con 

endoglicosidasa H y alfa-manosidasa, no se afectó la estabilidad de la enzima en 

forma importante (Kalisz et al., 1991).  
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999...   CCCOOONNNCCCLLLUUUSSSIIIOOONNNEEESSS   

   

• La presencia de trehalosa en el medio mejora la actividad catalítica de la GOx, 

además de que, durante su ciclo catalítico no sufre cambios conformacionales 

de gran magnitud. 

 

• La trehalosa aumenta la estabilidad de la GOx contra la inactivación térmica. 

 

• En los cambios conformacionales que sufre la GOx durante su 

termoinactivación, la presencia de trehalosa inhibe el paso previo a la salida 

del FAD del sitio activo (probablemente la formación de un glóbulo fundido) lo 

que desplaza la salida del FAD a mayores temperaturas y la consecuente 

inactivación de la enzima. 

 

• La presencia de trehalosa evita la exposición del interior de la proteína y en 

consecuencia la liberación del FAD. 
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3.1 SOLUCIONES PARA LA CROMATOGRAFÍA  DE EXCLUSIÓN POR TAMAÑO 

DE LA GOx 

 

3.1.1 Amortiguador de fosfatos 20 mM pH 7.0:  

• Pesar 1.361 g de Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) y disolver en 

450 mL de agua destilada 

• Ajustar el pH con KOH añadiéndolo gota a gota 

• Aforar a 500 mL con agua destilada  

3.1.2 Solución de EGTA y amortiguador de fosfatos 2 0 mM pH 7.0  (dilución 

1:1000): 

• Mezclar 0.4 mL de EGTA 1 M con 399.6 mL de amortiguador de fosfatos 

20 mM pH 7.0. 

NOTA:  El EGTA se utiliza para evitar la proliferación de microorganismos. 

 
 
3.2 SOLUCIONES PARA EL MÉTODO DE LOWRY 

 

3.2.1 Solución A: 

• Pesar 0.5 g de sulfato de cobre pentahidratado y 1 g de citrato  de sodio 

dihidratado 

• Disolver y aforar a 100 mL con agua destilada 

3.2.2  Solución B: 

• Pesar 20 g de carbonato de sodio y 4 g de hidróxido de sodio 

• Disolver y aforar en 1 L de agua destilada 

3.2.3 Solución C: 

• Mezclar 1 mL de la solución A con 50 mL de la solución B 

             NOTA:  Esta solución se prepara al momento de emplearse. 

3.2.4  Solución D: 

• Diluir 10 mL de Folin-Ciocalteau en 10 mL de agua destilada 
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3.3 SOLUCIONES PARA SDS-PAGE 

 

3.3.1 Solución de acrilamida 30%/ bisacrilamida 2.6 7%: 

• Pesar 29.2 g de acrilamida y 0.8 g de bisacrilamida 

• Disolver y aforar a 100 mL con agua destilada 

Información de seguridad:  La acrilamida en polvo y en solución es neurotóxica y 

cancerígena, por lo tanto se debe usar máscara, guantes y lentes de protección para su 

manipulación. 

3.3.2 Amortiguador para el gel separador Tris-HCL 3  M pH 8.8:  

• Pesar 36.34 g de tris-base y disolver en 80 mL de agua destilada 

• Ajustar el pH a 8.8 con HCL concentrado 

• Aforar a 100 mL con agua destilada 

3.3.3 Amortiguador para el gel concentrador Tris-HC L 0.5 M pH 6.8: 

• Pesar 6.057 g de tris-base y disolver en 80 mL de agua destilada 

• Ajustar el pH a 6.8 con HCL concentrado 

• Aforar a 100 mL con agua destilada 

3.3.4 Solución SDS al 10 % (peso/volumen): 

• Pesar 10 g de SDS 

• Disolver y aforar a 100 mL con agua destilada 

NOTA:  Calentar ligeramente el SDS para favorecer su disolución ya que precipita si la 

temperatura ambiente es inferior a 18 ºC. 

Información de seguridad:  El SDS es un polvo fino neurotóxico, por lo tanto se debe usar 

máscara, guantes y lentes de protección para su manipulación. 

3.3.5 Persulfato de amonio al 10 % (peso/volumen):  

• Pesar 0.5 g de persulfato de amonio 

• Disolver en 5 mL de agua destilada 

NOTA:  Una vez preparados los 5 mL se reparten en alícuotas de 1 mL en tubos eppendorf 

y se conservan a -20 ºC hasta su uso. 
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3.3.6 Amortiguador de muestra  

• Mezclar 1.2 mL de Tris-HCL 0.5 M pH 6.8, 1 mL de glicerol, 2 mL de 

SDS al 10% (p/v), 0.5 mL de azul de bromofenol al 0.1% y 4.8 mL de 

agua destilada. 

NOTA:  A esta solución se le agregó un 5 % de β-mercaptoetanol al momento de usarla, el 

cual se debe manipular en la campana de gases ya que es tóxico y de olor intenso. 

3.3.7 Amortiguador de corrimiento 10 X Tris Glicina  pH 8.3 

• Pesar 30 g de tris-base, 144 g de glicina y 10 g de SDS y disolver en 800 

mL de agua destilada 

• Ajustar el pH a 8.3 con HCL concentrado 

• Aforar a 1 L con agua destilada 

NOTA:  La solución está concentrada 10 veces y antes de utilizarla hay que diluirla (dilución 

1:10). Esta solución puede almacenarse indefinidamente a temperatura ambiente. 

 
 
3.4 SOLUCIONES PARA TINCIÓN DEL GEL CON AZUL DE COO MASSIE 

 

3.4.1 Solución de tinción azul de Coomassie  

• Pesar 1 g de azul de Coomassie R-250  

• Añadir a 450 mL de agua destilada, 450 mL de metanol y 100 mL de 

ácido acético glacial. 

NOTA:  Esta solución se debe mantener en agitación hasta la disolución de la mayor parte 

del colorante, filtrar y almacenar en botellas de color ámbar. 

Información de seguridad:  Se debe preparar en la campana de gases y utilizar guantes 

ya que el metanol es tóxico. 

3.4.2 Solución desteñidora de geles  

• Mezclar 100 mL de metanol, 100 mL de ácido acético glacial y 800 mL 

de agua destilada. 

Información de seguridad:  Se debe preparar en la campana de gases y usar guantes ya 

que el metanol es tóxico. 
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3.5 SOLUCIONES PARA LA CINÉ TICA DE SATURACIÓN  E INACTIVACIÓN 
TÉRMICA DE LA GOx  
 
3.5.1  Amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M pH 6.0 

• Pesar 6.805 g de fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) y disolver en 

450 mL de agua destilada. 

• Ajustar el pH a 6.0 con KOH 

• Aforar a 500 mL con agua destilada 

3.5.2 Solución de o-dianisidina al 1 %  

• Pesar 0.1 g de o-dianisidina 

• Disolver en 10 mL de agua destilada 

3.5.3 Solución de peroxidasa al 0.14 % 

• Pesar 0.028 g de peroxidasa 

• Disolver en 20 mL de agua destilada 

3.5.4 Solución de trehalosa 1 M en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 6.0 

(solución stock)  

• Pesar 94.58 g de trehalosa  

• Disolver y aforar a 250 mL con amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 6.0 

3.5.5 Soluciones Stock de glucosa  

           Solución de glucosa 50 mM: 

• Pesar 0.901 g de glucosa 

• Disolver y aforar a 100 mL con agua destilada 

           Solución de glucosa 200 mM: 

• Pesar 3.604 g de glucosa 

• Disolver y aforar a 100 mL con agua destilada 

           Solución de glucosa 300 mM: 

• Pesar 5.406 g de glucosa 

• Disolver y aforar a 100 mL con agua destilada 
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3.6 SOLUCIÓN PARA LOS EXPERIMENTOS DE FLUORESCENCIA  

 

3.6.1 Amortiguador pipes 10 mM pH 7.0 

• Pesar 0.605 g de Pipes y disolver en 150 mL de agua destilada 

• Ajustar el pH con NaOH o KOH 

• Aforar a 200 mL con agua destilada 
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a b s t r a c t

Thermal inactivation and enzyme kinetics of glucose oxidase (a FAD dependent enzyme) were studied
in the absence and presence of trehalose. The inactivation rate constant decreased by up to 50% at tem-
peratures between 50 and 70 ◦C in the presence of 0.6 M trehalose; as a consequence the glucose oxidase
half-life increased. Intrinsic fluorescence spectra showed a maximum center of spectral mass (CSM) red
shift of 6.5 nm. Therefore, major structural changes seem to be related to glucose oxidase thermal inactiva-
tion. Trehalose decreased the rate constant for unfolding as monitored by CSM red shift kinetics indicating
that this disaccharide favors the most compact folded state. The Ea for unfolding was increased from 204
to 221 kJ mol−1. It is proposed that FAD dissociation is preceded by the exposition of hydrophobic regions,
while the presence of trehalose was able to hinder the release of FAD. Enzyme kinetics analysis showed
that trehalose does not affect Vmax but instead decreases Km; as a result enzyme efficiency was increased.
The stabilizing effect of trehalose in a cofactor-dependent enzyme has not been tested to date. In addition,
glucose oxidase has an enormous commercial importance and therefore, the use of trehalose to stabilize
glucose oxidase in its multiple applications seems to be promising.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Glucose oxidase (EC 1.1.3.4) from Aspergillus niger catalyzes
the oxidation of �-d-glucose by molecular oxygen to �-d-
gluconolactone, which spontaneously hydrolyzes to gluconic acid
and hydrogen peroxide (Frederick et al., 1990). Glucose oxidase is
a dimer of 160 kDa molecular weight; each monomer contains a
non-covalently bound FAD molecule. The protein is glycosylated,
containing between 11% and 30% carbohydrates: mostly amino- and
neutral-sugars (Nakamura and Koga, 1976; Kalish et al., 1991) Glu-
cose oxidase is of considerable commercial importance (Bourdillon
et al., 1988; Tzanov et al., 2002; Moschou et al., 2007), however
new applications are limited by its structural instability. In this
regard, some researchers have tried to increase the stability of glu-
cose oxidase, e.g. by attaching long polyethylene glycol molecules
to the protein surface (Seymour and Klinman, 2002), by immobi-
lizing the enzyme to matrices and/or crosslinking to membranes

∗ Corresponding author. Present address: Department of Molecular Cellular and
Developmental Biology, The University of Michigan, 830 North University, Ann Arbor,
MI 48109, United States. Tel.: +1 734 647 7964/+52 77 1717 2000x5114;
fax: +1 734 647 0884/+52 77 1717 2000x5111.

E-mail addresses: jg.sampedro@gmail.com, sampedro@umich.edu
(J.G. Sampedro).

and liposomes (Rao et al., 1981; Wang et al., 2003; Rubio-Retama
et al., 2005; Rauf et al., 2006), and by adding polyalcohols (glycerol
and sorbitol), mono- and divalent salts or other proteins (Ahmad et
al., 2001; Akhtar et al., 2002; Gulla et al., 2004). However, not all
these efforts have lead to a proper balance between structural sta-
bility and enzyme activity (Ahmad et al., 2001; Akhtar et al., 2002;
Betancor et al., 2006; Rauf et al., 2006).

Through evolution, several molecules named compatible solutes
have been selected by their ability to stabilize cellular structures
without affecting function (Singer and Lindquist, 1998; Jain and
Roy, 2008). The disaccharide trehalose (�-d-glucopyranosil-�-d-
glucopyranoside) seems to be one of the best protein stabilizing
compatible solutes found in nature (Sampedro et al., 2001; Jain
and Roy, 2008), its stabilizing property is explained by the pref-
erential hydration theory (Shimizu and Smith, 2004; Auton et al.,
2008); the ability of trehalose to be excluded from the protein sur-
face and thus, facilitating the interaction between the protein and
water molecules. In addition, it has been proposed that trehalose
increases the stability of proteins by favoring the most compact
folded state, while high viscosity hinders protein domain motions
leading to unfolding (Sampedro and Uribe, 2004; Pradeep and
Udgaonkar, 2007). In the case of glucose oxidase, high structural
stability is required in its many commercial presentations; how-
ever it is also desirable to avoid any deleterious effect on its catalytic
activity. In this regard, the protective ability of trehalose against the

0168-1656/$ – see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jbiotec.2009.03.002
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oxidative damage mediated by hydrogen peroxide (Benaroudj et al.,
2001) would be an additional property to consider during glucose
oxidase stabilization.

In this work, the thermal inactivation of glucose oxidase was
studied in the absence and in the presence of physiological con-
centrations of trehalose. At each temperature tested, it was found
that trehalose stabilizes glucose oxidase by decreasing the inacti-
vation rate constant by up to 50%. Furthermore, heat stabilization
of glucose oxidase was related to a decrease in the rate constant
for the red shift of the center of spectral mass (CSM), suggesting
that trehalose favors the most compact folded state of the protein.
Interestingly, enzyme kinetics analysis showed that high trehalose
concentrations in the reaction media increases enzyme efficiency;
enzyme affinity was increased while Vmax was not affected. It is
suggested that FAD dissociation takes place after exposition of
hydrophobic regions and trehalose presence would inhibit this pro-
cess.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Glucose oxidase type X-S from A. niger, o-dianisidine, trehalose,
glucose and horseradish peroxidase were from Sigma Chemical Co
(St Louis, MO), Sephacryl 200HR was from Amersham Pharmacia
Biotech (Uppsala, Zweden). All other reagents were of the highest
quality available commercially.

2.2. Glucose oxidase purification

The enzyme was purified from the commercial suspension
essentially as described by Gouda et al. (2003) using size exclusion
chromatography in a Sephacryl 200HR column. Protein (5 mg) was
loaded in a pre-equilibrated column with 20 mM phosphate buffer,
pH 7.0. Elution was performed with 20 mM phosphate buffer, pH
7.0, 1 mM EGTA, and a flow rate of 10 ml/h. To obtain the elution
profile, fractions (1 ml) were collected and analyzed for absorbance
at 280 nm. Highly absorbing fractions were analyzed for protein
content and purity. Protein concentration measurements were per-
formed by the method of Lowry et al. (1951) using BSA as standard.
Protein purity was determined by SDS-PAGE and stained with
Coomassie brilliant blue. Fractions containing a highly pure protein
were used for spectroscopic and enzyme kinetics experiments.

2.3. Enzyme kinetics

Glucose oxidase saturation kinetics were performed at 25 ◦C
using a peroxidase coupled assay. Briefly, glucose oxidase (1.57 �g
protein in 20 �l) was added to 2.5 ml 100 mM phosphate buffer, pH
6.5, dianisidine (0.1 ml o-dianisidine 1% in 12 ml phosphate buffer,
pH 6.5), 6.6 �g ml−1 oxygen saturated peroxidase and increasing
concentrations of glucose mutarotated by at least 6 h. Trehalose was
added at the indicated concentration from a 1 M stock solution. The
reaction mixture was preincubated for 10 min at the assay tempera-
ture before adding the enzyme. The absorbance increase at 460 nm
was followed by 4 min in a UV/vis Shimadzu 1601 spectropho-
tometer equipped with a thermostated cell. Reaction velocity was
calculated from the slope of the line formed.

2.4. Thermal inactivation kinetics

The effect of trehalose on glucose oxidase inactivation was tested
at different temperatures ranging from 50 to 70 ◦C. Briefly, the
enzyme was incubated in 20 mM phosphate buffer, pH 6.0. Tre-
halose (0.6 M) was added from a 1 M stock solution prepared in the
same phosphate buffer. After adding the enzyme, the suspension

was gently mixed and an aliquot (5 �l) was removed each minute
and immediately assayed for activity using the enzyme coupled
assay described above in the presence of 50 mM glucose.

2.5. Center of spectral mass red shift kinetics

The kinetics of center of spectral mass red shift (CSM, the average
emission wave number) for glucose oxidase at different tempera-
tures ranging from 50 to 70 ◦C were obtained in the absence and
presence of 0.6 M trehalose. Briefly, glucose oxidase was suspended
in 2 ml of 10 mM pipes, pH 7.0, and 0.6 M trehalose was added when
indicated from a 1 M stock solution. Intrinsic fluorescence spectra
(300–400 nm) were recorded each minute after exciting the protein
at 285 nm. A Shimadzu RF5301 spectrofluorophotometer equipped
with a thermostated cell chamber and constant stirring was used
for all fluorescence assays.

2.6. Thermal inactivation kinetics

Glucose oxidase thermal inactivation kinetics at a given tem-
perature and in the absence and presence of trehalose were
analyzed using the two-state mechanism (N ↔ U). Residual activ-
ity was plotted versus incubation time and fitted to Eq. (1) by
nonlinear regression using the iterative software Microcal Origin©

(Northampton, MA) (Henley and Sadana, 1986).

AR = A × exp(−ki×t) (1)

where AR is the residual activity at time (t), A is the amplitude of the
inactivation process and ki is the apparent rate constant for enzyme
inactivation.

2.7. Thermal unfolding kinetics

The CSM red shift kinetics was analyzed as follows: the fluores-
cence spectra were quantified using Eq. (2) to obtain the CSM (Ruan
et al., 2000).

CSM = ˙�iFi

˙Fi
(2)

where �i is the wavelength and Fi is the fluorescence intensity at
a given wavelength. The CSM red shift kinetics at a given incuba-
tion temperature and in the absence and presence of trehalose was
studied by fitting the data to Eq. (3) by nonlinear regression.

CSM = CSM0 + A × exp(−kCSM×t) (3)

where CSM0 is the CSM of glucose oxidase at time zero, t is the
incubation time, A is the amplitude of the process and kCSM is the
rate constant for CSM red shift.

2.8. Enzyme kinetics

Initial velocities for glucose oxidation versus substrate concen-
tration were plotted and fitted to the Michaelis–Menten equation
(Eq. (4)) by nonlinear regression.

v0 = Vmax × S

Km + S
(4)

where v0 is the initial velocity at a given substrate concentration,
Vmax is the maximum velocity of the enzyme catalyzed reaction,
Km is the substrate concentration when v0 = 1/2Vmax. The enzyme
efficiency was defined as the ratio of Vmax/Km.

The energy of inactivation (Ea) for glucose oxidase thermal inac-
tivation and CSM change in the absence and presence of trehalose
was obtained by linear regression of the data using the Arrhenius
equation (Eq. (5)).

k = A0 × exp(−Ea/RT) (5)
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Fig. 1. Purification of commercial glucose oxidase from Aspergillus niger. (A) Elution
profile of glucose oxidase on a Sephacryl 200HR column. The enzyme (5 mg protein)
was loaded and eluted with 20 mM phosphate buffer, pH 7.0, 1 mM EGTA, and 10 ml/h
flow rate. Fractions (1 ml) were collected and analyzed for absorbance at 280 nm.
(B) Highly absorbing fractions were analyzed for protein content and purity in SDS-
PAGE.

where k is the inactivation rate constant (ki) or the rate constant for
the CSM change (kCSM), R is the gas constant (8.314 J mol−1 K−1), T
is the absolute temperature and A0 is a constant.

3. Results and discussion

Glucose oxidase was purified using a Sephacryl 200HR chro-
matographic column (Fig. 1A) and enzyme purity was evaluated by
SDS-PAGE (Fig. 1B). In the protein elution profile a single main peak
absorbing at 280 nm was observed (Fig. 1A). However, it was found
that most of the fractions composing the peak showed a slightly
contaminated enzyme and only one fraction (F23) was constituted
of pure glucose oxidase (Fig. 1B). The calculated kinetics parame-
ters for F23 at 25 ◦C were Vmax = 33.97 ± 0.43 �mol min−1 mg prot−1

and Km = 18.76 ± 0.63 mM. In this regard, Km was similar to that
reported for pure glucose oxidase, while Vmax was 2–3 times higher
(Zhu et al., 2006). Further, the UV/vis absorption spectrum for F23
was obtained and the calculated absorption ratio 280 nm/450 nm
was 10.28, in good agreement with the stated value of 10.3 for a
pure glucose oxidase (Johnson et al., 1989). In addition, in a 10 �M
glucose oxidase solution (1.6 mg ml−1) prepared from F23, the FAD
concentration was 21.6 �M as quantified by using a molar extinc-
tion coefficient (ε) of 14,100 M−1 cm−1 at 450 nm (the ε value for
a FAD bound glucose oxidase; Swodoba and Macey, 1965); thus,
the relationship FAD:glucose oxidase in F23 was 2:1 (or one FAD
per monomer). Therefore, F23 was used to perform both thermal
stability and enzyme kinetics studies.

Glucose oxidase thermal inactivation kinetics was studied at dif-
ferent temperatures (50–70 ◦C). Thermal inactivation displayed a

single exponential decay at all tested temperatures (Fig. 2). Inac-
tivation data fitted well to Eq. (1) by nonlinear regression and
kinetic parameters were obtained. The observed one-step inac-
tivation process was in agreement to the proposal that thermal
inactivation occurs upon FAD dissociation (Gouda et al., 2003). In
this regard, the inactivation rate constant (ki) was increased from
0.33 ± 0.04 × 10−2 min−1 at 50 ◦C to 111.81 ± 0.97 × 10−2 min−1 at
70 ◦C (Fig. 2A, Table 1). Remarkably, the half-life (t1/2) was dimin-
ished from 210 min at 50 ◦C to 0.61 min at 70 ◦C (Table 1). These
results illustrate the extreme thermal structural instability charac-
terizing glucose oxidase.

The disaccharide trehalose is accumulated in yeast and other
organisms in response to high environmental temperatures (Jain
and Roy, 2008). Some authors have showed that trehalose is able
to stabilize enzymes from heat induced inactivation (Sampedro et
al., 2001). Therefore, glucose oxidase thermal inactivation kinetics
was studied in the presence of 0.6 M trehalose; this is the concentra-
tion in yeast cytoplasm during stress (Hottiger et al., 1994). Glucose

Fig. 2. Thermal inactivation of glucose oxidase. Thermal inactivation kinetics was
performed at different temperatures by suspending the enzyme in 20 mM phosphate
buffer, pH 6.0, in the absence (A) and presence (B) of 0.6 M trehalose. An aliquot (5 �l)
was removed each minute and immediately assayed for activity at 25 ◦C using the
peroxidase coupled assay containing 50 mM glucose as substrate. Incubation tem-
peratures (◦C) were: (©) 50; (�) 55; (�) 60; (�) 62.5; (�) 65 and (�) 70. Inactivation
data were fitted to Eq. (1) by nonlinear regression to obtain the ki (Table 1).
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Table 1
Effect of trehalose on thermal inactivation of glucose oxidase from Aspergillus nigera.

Temperature (◦C) ki (10−2 min−1) t1/2 (min) Trehalose (0.6 M)

ki (10−2 min−1) t1/2 (min)

50 0.33 ± 0.04 210.00 0.22 ± 0.01 315.00
55 0.37 ± 0.07 187.29 0.23 ± 0.06 301.30
60 2.70 ± 0.25 25.66 1.00 ± 0.03 69.30
62.5 8.28 ± 0.48 8.36 3.49 ± 0.09 19.85
65 35.03 ± 1.31 1.97 12.76 ± 0.53 5.43
70 111.81 ± 0.97 0.61 62.92 ± 1.04 1.10

a Eq. (1) was used to calculate the inactivation rate constant (ki) and half-life (t1/2).

oxidase thermal stability was increased by the presence of physio-
logical concentrations of trehalose in the incubation media (Fig. 2B).
Thermal inactivation data were analyzed by nonlinear regression
and it was found that the ki was largely decreased to half the values
observed in the absence of trehalose (Fig. 2B and Table 1), i.e. at
70 ◦C it was 62.92 ± 1.04 × 10−2 min−1. The increase in thermal sta-
bility mediated by trehalose was also observed as a twofold increase
in the t1/2 (Table 1), e.g. at 60 ◦C, t1/2 was increased from 25.66 to
69.30 min in the absence and presence of 0.6 M trehalose respec-
tively. This result is of considerable importance as a long shelf life
is highly desirable for commercial preparations of enzymes. The
activation energy (Ea) of the deactivation process was also calcu-
lated and it showed a slight increase in the presence of trehalose;
Ea = 262 kJ mol−1 and Ea(0.6M trehalose) = 268 kJ mol−1 (Fig. 3). The Ea

value was in agreement with those obtained in other independent
studies (Zoldák et al., 2004).

Large fluctuations on glucose oxidase structure were also stud-
ied at high temperature. It is known that when proteins unfold they
usually show a CSM red shift that is related to an increased polarity
in the surroundings of tryptophan residues (Dumoulin et al., 1999).
Therefore, the CSM red shift kinetics for glucose oxidase at differ-
ent incubation temperatures was analyzed. Interestingly, glucose
oxidase displayed a CSM red shift at the same temperatures where
thermal inactivation take place (Fig. 4) thus suggesting that major
structural changes are related to glucose oxidase inactivation. The
kinetics for CSM red shift was analyzed by fitting the data by non-
linear regression to the single exponential Eq. (3). CSM red shift

Fig. 3. Arrhenius plot for thermal inactivation of glucose oxidase. The Ea was cal-
culated from the slope of the line obtained by linear regression of the data using
Eq. (5). Inactivation rate constant ki (©) in the absence and (�) presence of 0.6 M
trehalose. The calculated Ea for glucose oxidase thermal inactivation was 262 and
268 kJ mol−1 in the absence and presence of 0.6 M trehalose, respectively.

Fig. 4. Center of spectral mass (CSM) red shift kinetics. The glucose oxidase CSM red
shift kinetics was obtained at different temperatures in the absence (A) and presence
(B) of 0.6 M trehalose. Glucose oxidase was suspended in 2 ml of 10 mM pipes, pH
7.0, and 0.6 M trehalose was added when indicated from 1 M stock solution. Intrinsic
fluorescence spectra (300–400 nm) were recorded each minute upon exciting the
protein at 285 nm. Incubation temperature (◦C): (©) 50; (�) 55; (�) 60; (�) 62.5;
(�) 65 and (�) 70. CSM red shift data were fitted to Eq. (3) by nonlinear regression
to obtain the kCSM value at each incubation temperature.

kinetics data fitted well to Eq. (3) (Fig. 4A) and the rate constant for
CSM red shift (kCSM) was calculated at each temperature. The max-
imum CSM red shift amplitude observed was 6.5 nm (Fig. 4) and
the kCSM was dramatically increased from 5.3 ± 0.1 × 10−2 min−1 at
50 ◦C to 148.6 ± 5.60 × 10−2 min−1 at 65 ◦C (Table 2). The possibil-
ity that glucose oxidase thermal inactivation could be due to dimer
dissociation is ruled out as it has been observed that the thermally

Table 2
Effect of trehalose on thermal unfolding of glucose oxidase from Aspergillus niger.

Temperature (◦C) kCSM (10−2 min−1)a,b Trehalose 0.6 M

kCSM (10−2 min−1)

50 5.3 ± 0.1 1.1 ± 0.04
55 18.0 ± 3.8 3.0 ± 0.01
60 59.0 ± 5.5 9.8 ± 0.02
62.5 98.0 ± 6.10 22.0 ± 2.90
65 148.6 ± 5.60 34.2 ± 2.80
70 ND 129.8 ± 3.60

a CSM was calculated using Eq. (2).
b Red shift rate constant was calculated using Eq. (3).
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Table 3
Effect of trehalose on the kinetic parameters of glucose oxidase from Aspergillus niger at 25 ◦Ca.

Trehalose (M) Km (mM) Vmax (�mol min−1 mg prot−1) Vmax/Km (�mol min−1 mg prot−1 mM−1)

0.0 18.76 ± 0.63 33.97 ± 0.43 1.81
0.1 11.34 ± 0.96 28.87 ± 0.71 2.54
0.2 12.87 ± 0.82 32.38 ± 0.65 2.51
0.4 11.12 ± 0.79 28.40 ± 0.60 2.55
0.6 12.42 ± 0.28 32.39 ± 0.61 2.60
0.8 13.60 ± 0.64 30.24 ± 0.26 2.22

a Eq. (4) was used to calculate the kinetic parameters Km and Vmax.

inactivated enzyme is a homodimer and therefore independent of
protein concentration (Result not shown, Zoldák et al., 2004).

In solution, trehalose inhibits protein domain motions (Pradeep
and Udgaonkar, 2007) and this effect has been related to its pro-
tein stabilizing property (Sampedro et al., 2001). In this regard,
protein unfolding is a process where large structural changes usu-
ally take place (Jaenicke, 2000). Therefore, it was hypothesized
that the presence of trehalose would have an effect on the rate
of CSM red shift in glucose oxidase that would be related to the
increased thermal stabilization observed in Fig. 2B. Interestingly, in
the presence of 0.6 M trehalose the kCSM was diminished at all tem-
peratures tested (Table 2), i.e. at 65 ◦C and 0.6 M trehalose, kCSM
was 34.2 ± 2.80 × 10−2 min−1. Notably, the sole presence of tre-
halose in the media induced a slight CSM red shift in the native
glucose oxidase; CSM changed from 341.5 to 343.5 nm in the pres-
ence of 0.6 M trehalose (Fig. 4). Therefore, trehalose per se has an
effect on glucose oxidase structure as revealed by the change in its
overall spectral absorbance property; this result was in agreement
with the observed effects of compatible solutes on protein struc-
ture (Coelho-Sampaio et al., 1994; Dashnau et al., 2005). The Ea for
glucose oxidase unfolding was increased from 204 to 221 kJ mol−1

by including trehalose in the incubation media (Fig. 5). Interest-
ingly, the Ea for thermal unfolding in the absence of trehalose was
42 kJ mol−1 lower than that obtained for the thermal inactivation.
Overall, our result suggests that in the glucose oxidase thermal inac-
tivation process the protein core is first exposed, probably forming a
molten globule-like structure as described by some authors (Zoldák
et al., 2004) and then FAD dissociates from active site. Therefore,

Fig. 5. Arrhenius plot of the CSM red shift reaction for glucose oxidase. The Ea was
calculated from the line slope obtained by linear regression of the data using Eq. (5).
kCSM (©) in the absence and (�) presence of 0.6 M trehalose. The calculated Ea for
glucose oxidase CSM red shift reaction was 204 and 221 kJ mol−1 in the absence and
presence of 0.6 M trehalose, respectively.

trehalose seems to inhibit major structural motions preventing
core exposition and thus FAD release and enzyme inactivation.
Nonetheless, the effectiveness of three-dimensional structure sta-
bilization may depend also on some characteristics of proteins,
e.g. the hydrophobic/hydrophilic and surface electrostatic charac-
ter, and the mechanism of interaction with compatible solutes (Pace
et al., 2004).

Hampering of protein structural fluctuations by trehalose has
been related to enzyme inhibition and prevention of ligand release
in domain-motion dependent enzymes (Sampedro and Uribe,
2004; Cordone et al., 2005). For glucose oxidase, it was found that
enzyme activity was not inhibited by increasing trehalose concen-
tration in the reaction media (up to 0.8 M) (Fig. 6) as Vmax remained
nearly constant (Table 3). This result suggests that large domain
motions are probably absent during catalysis in glucose oxidase
(Haouz et al., 2001). In contrast, it was observed a slight increase
in the enzyme affinity for substrate, i.e. the Km decreased from
18.76 ± 0.63 to 13.60 ± 0.64 mM in the presence of 0.8 M trehalose.
Thus, the effect of trehalose on Km resulted in increased catalytic
efficiency (Table 3) from 1.81 to 2.22 �mol min−1 mg prot−1 mM−1

in the presence of 0.8 M trehalose. Therefore, trehalose favors
the interaction with substrate in the glucose oxidase binding
site or stabilizes the enzyme–substrate complex. This proposal is
in agreement with the observation that under native conditions

Fig. 6. Glucose oxidase kinetics in the presence of different concentration of tre-
halose. Enzyme kinetics was performed by using a peroxidase coupled assay: glucose
oxidase (1.57 �g protein in 20 �l) was added to 2.5 ml 100 mM phosphate buffer,
pH 6.5, o-dianisidine (0.1 ml o-dianisidine 1% in 12 ml phosphate buffer, pH 6.5),
6.6 �g ml−1 peroxidase, oxygen saturated, and increasing concentrations of glucose
mutarotated by at least 6 h, trehalose was included at the indicated concentration.
The increase in absorbance at 460 nm was followed in spectrophotometer equipped
with a thermostated cell. Temperature was maintained at 25 ◦C. Reaction velocity
was calculated from the slope of the line formed. Trehalose concentration (M): (©)
0; (�) 0.1; (�) 0.2; (�) 0.4; (�) 0.6 and (�) 0.8. The mean of three experiments is
showed, SD were less than 5%. Data were fitted to Eq. (4) by nonlinear regression.
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trehalose and sucrose induce a compactness of the ribosomal pro-
tein S6 (Chen et al., 2006). In contrast to our results other stabilizing
solutes tested, such as mono- and divalent salts and proteins,
inhibit glucose oxidase activity or promote unfolding when used
at high concentrations (Ahmad et al., 2001; Akhtar et al., 2002).
These effects are due to the intrinsic property of mono- and diva-
lent cations to bind tightly to the protein surface (Akhtar et al.,
2002). Therefore, a proper stabilizing additive would be required
in order to avoid both an undesirable effect on both protein struc-
ture and function (Jaenicke, 2000). Trehalose seems to fulfill these
requirements, thus explaining why this disaccharide was selected
by nature to stabilize cellular structures (Jain and Roy, 2008).

Glucose oxidase is mainly intended to be used in solid supports.
In this regard, multipoint covalent attachment has been proved to
be the most effective immobilization method for stabilizing glucose
oxidase (Betancor et al., 2006; Rauf et al., 2006). This system acts
by preventing subunit dissociation and decreasing inactivation by
intrasubunit crosslinking (Iyer and Ananthanarayan, 2008). How-
ever, it has been found that glucose oxidase may be largely affected
upon linking, i.e. a loss of up to 50% activity or a negative effect on
the kinetics parameters (Km and Vmax) may be observed after the
entrapment procedure (Betancor et al., 2006, Rauf et al., 2006). In
this regard, it would be interesting to test the use of trehalose in
combination with some of the most successful entrapment meth-
ods, e.g. the synthesis of trehalose-based polymers, where the
trehalose molecules are covalently linked to the matrix to provide
to the entrapped enzyme the stability required for its use under
harsh conditions and/or during long term storage (Teramoto et al.,
2008).

Glucose oxidase has an enormous commercial importance,
applications are found in textile industry as fiber bleaching, in
food industry as a preservative, in fermentation industry in the
production of gluconic acid, in medical diagnostics as analytical
tool in glucose detection kits, and in environmental monitoring
(Bourdillon et al., 1988; Tzanov et al., 2002; Moschou et al., 2007;
Wong et al., 2008). Irreversible thermal inactivation of glucose
oxidase seems to occur by a loosening of the protein core pre-
ceding FAD release. Trehalose increased the thermal stability of
glucose oxidase by decreasing both the rate constant for inactiva-
tion and unfolding; as monitored by CSM red shift. Trehalose seems
to be an appropriate stabilizing additive for glucose oxidase as no
undesirable effects were observed on either protein structure or
function, indeed trehalose increased enzyme affinity for substrate
and thus catalytic efficiency. Further, the protective ability of tre-
halose against oxidative damage mediated by hydrogen peroxide
(Benaroudj et al., 2001) would be an additional reason to opt for
trehalose as a potential stabilizer for glucose oxidase. Although,
the use of trehalose has been limited primarily to the laboratory
handling and/or purification of labile enzymes (Sampedro et al.,
2007), the stabilization of glucose oxidase by trehalose in its mul-
tiple applications seems to be promising.
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INTRODUCCIÓN 
La muerte celular por estrés se sabe está relacionada a la 

desnaturalización proteica. Algunos organismos han desarrollado una serie de 

mecanismos que le permiten vivir en estas condiciones adversas (1). La 

respuesta general al estrés incluye la síntesis de algunas enzimas 

antioxidantes, proteínas de choque térmico (hsp) y la acumulación de solutos 

compatibles (2). 

Los solutos compatibles son pequeñas moléculas que se acumulan en el 

citoplasma en diferentes condiciones de estrés. La trehalosa, glicina betaína, 

manosil glicerato y el glicerol se acumulan en organismos tan variados como, 

las bacterias, levaduras, plantas y crustaceos (1). En este sentido se ha 

demostrado que la trehalosa es capaz de estabilizar a las proteínas contra el 

daño ocasionado por temperatura, deshidratación, presión y radicales libres (3). 

La estabilización de enzimas por trehalosa resulta en una disminución en la 

constante de velocidad de la inactivación y en la kcat (4,5). Por lo que se 

observa una dependencia directa de estas constantes de velocidad con la 

viscosidad del medio (5). Por lo anterior se propuso que toda reacción en 

proteínas que contenga un componente difusivo sería inhibida por un aumento 

en la viscosidad del medio de acuerdo a la teoría de Kramers (5). 

La enzima glucosa oxidasa (GOD) de Aspergillus níger es un 

homodimero con un peso molecular de 160 kDa y se encuentra altamente 

glicosilada (16% peso/peso) (6). La GOD contiene dos grupo prostéticos de 

FAD, los cuales están fuertemente pero no covalentemente unidos. El FAD 

participa en la reacción de oxidación-reducción (glucosa + O2→δ-

gluconolactona) que lleva a cabo la enzima. La glucosa oxidasa es una enzima 

que presenta una alta resistencia a la desnaturalización; se sabe que la 

Memorias del XIV Congreso de Bioenergética y 
Biomembranas. Sociedad Mexicana de Bioquímica A.C. 
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inactivación térmica se debe principalmente la liberación del FAD (7). El 

objetivo del trabajo es estudiar el efecto de la trehalosa en la inactivación 

térmica de la GOD. 

MATERIALES Y MÉTODOS 
Reactivos:  los reactivos utilizados para los diferentes experimentos 

incluyendo la GOD, fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. 

Purificación de la glucosa oxidasa. La GOD (Sigma Chemical Co.) fue 

purificada por cromatografía en columna (Sephacryl 200HR).  La GOD se cargó 

en la columna y se eluyó con EGTA 1 mM en  amortiguador de fosfatos 20 mM 

(pH 7.0) a una velocidad de flujo de 10ml/hr. Se colectaron fracciones de 1 ml y 

se midió la absorbencia a 280 nm. Posteriormente, se determinó  la 

concentración de proteína (método de Lowry, con BSA como estándar) en las 

fracciones del pico máximo. La pureza de las fracciones se evaluó por SDS-

PAGE. Para los experimentos de inactivación térmica se empleó la fracción 

más pura. 

Efecto de la presencia de trehalosa en la cinética de la GOD. La cinética de 

saturación de la GOD fue determinada colorimetricamente empleando un 

sistema acoplado peroxidasa/o-dianisidina a 30ºC: 3 ml vol. final conteniendo 

o-dianisidina (0.1 ml de o-dianisidina al 1% en 12 ml de amortiguador de fosfato 

de potasio 0.1 M pH 6.5; saturado con oxígeno,)  peroxidasa (6.6 µg/ml) y 

diferentes concentraciones de glucosa. La mezcla de reacción se preincubó por 

10 min a 30º C, posteriormente la reacción se inició agregando 20µl de GOD 

(1.57 µg de prot.). El aumento de la absorbencia a 460 nm se siguió por 4 min y 

de la pendiente de la línea formada se calculó la velocidad de catálisis. El 

efecto de la trehalosa sobre la actividad de la GOD se determinó incluyendo 

diferentes concentraciones de trehalosa (M: 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8) en la mezcla 

de reacción. 

Inactivación térmica de la GOD. La inactivación térmica en presencia y 

ausencia de trehalosa se obtuvo a diferentes temperaturas (50,55,60,65,70 

y75°C). La incubación de la GOD (43 µg de prot.) se realizó en amortiguador 

de fosfatos 20mM (pH 6.0) en ausencia y presencia de 0.6 M de trehalosa. La 

actividad residual de la GOD se determinó tomando alícuotas de 5µl a 

diferentes intervalos de tiempo durante 40 minutos. 
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Efecto de la trehalosa en los cambios de centro de masa espectral de la 
GOD durante la Inactivación térmica. Los espectros de fluorescencia se 

obtienen en un espectrofluorómetro en una celda de 10 mm de paso de luz con 

control de temperatura. A diferentes temperaturas (45, 50, 55, 60, 62.5, 65, 70 

y 75), el espectro de fluorescencia (300-400 nm) de la GOD (43 µg prot.) 

suspendida en Pipes 10mM (pH 7.0), se obtuvo excitando la proteína a 285 nm 

en presencia y ausencia de trehalosa (0.6M). El espectro de fluorescencia de la 

GOD se obtuvo cada minuto durante 30 min. El cambio de centro de masa 

espectral (CME) se obtuvo de acuerdo a la siguiente 

ecuación: λλ iii FFCME Σ×Σ= / . 

OBJETIVO 
Estudiar el efecto de la trehalosa en la cinética de inactivación térmica de la 

glucosa oxidasa. 

RESULTADOS Y CONCLUSIONES 
En el perfil de elusión en la columna de sephacryl 200HR se encontró un pico 

de absorbencia a 280 nm entre las fracciones  19 a 30 (Fig. 1). Para estas 

fracciones se determinó la concentración de proteína y la pureza en un gel de 

SDS-PAGE. En este gel la fracción 23 fue la que presentó una mayor pureza 

(Fig1). El resto de las fracciones presentaron una pequeña banda inferior que 

corresponde probablemente a la enzima no glicosilada. Se sabe que la enzima 

glicosilada presenta una mayor resistencia a la desnaturalización debido 

precisamente a la presencia de los residuos de carbohidratos como se ha 

reportado (7). Por lo tanto se escogió la fracción 23 para llevar a cabo los 

experimentos de desnaturalización térmica. 

La GOD presentó una cinética de saturación hiperbólica a 25°C. Los datos de 

velocidad obtenidos se ajustaron por regresión no-lineal a la ecuación de 

Michaelis-Menten; los parámetros cinéticos calculados (Km= 18.76 mM y Vmax= 

33.97 mmoles glucosa min-1 mg prot-1) fueron  similares a los reportados en la 

literatura (6). La presencia de concentraciones crecientes de trehalosa aumentó 

la afinidad de la enzima por el sustrato; la Km disminuyó hasta valores de 11.34 

mM de glucosa (Fig. 1 y Tabla 1). Lo cual sugiere un efecto de la trehalosa 

sobre la estructura del sitio activo. En contraste, la falta de efecto sobre la Vmax 

indica que los cambios conformacionales de la GOD durante el ciclo catalítico 
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son de baja magnitud. Ya que se ha demostrado que en enzimas con 

movimientos de dominios de gran magnitud son inhibidas por la viscosidad 

generada por la trehalosa (5). 
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Tabla 1. Efecto de la presencia  trehalosa sobre los parámetros 

cinéticos de la GOD a 25°C 

Trehalosa 

(M) 

Km 

(mM) 

Vmax 

(mmoles min-1 mg prot-1) 

0.0 18.76 33.97 

0.1 11.34 28.87 

0.2 11.34 31.00 

0.4 11.12 28.40 

0.6 15.42 32.39 

0.8 13.60 30.24 

La cinética de inactivación térmica de la GOD fue monofásica (Fig. 4A). Las 

constantes de velocidad de inactivación (ki) se obtuvieron ajustando los datos a 

la siguiente ecuación AR=A·e(-ki·t) por regresión no-lineal (Fig. 4A y tabla 2). A 

partir de 60°C, la GOD presentó una rápida inactivación. En este sentido, se 

sabe que la termoinactivación de la GOD se debe a la disociación del FAD del 

sitio activo (7). La presencia de trehalosa (0.6 M) disminuyó a la mitad el valor 

de la ki a todas las temperaturas probadas (Fig 4B y tabla 2), por ejemplo a 

65°C la ki disminuyó de 8.4 x 10-2 a 3.5 x 10-2 min-1 (tabla 2). Por lo tanto, la 

trehalosa estabiliza a la GOD evitando la disociación del FAD del sitio activo. El 

efecto de la trehalosa en la estructura de la GOD se evaluó por fluorescencia 

intrínseca analizando los cambios en los centros de masa espectral (CME) a 

diferentes temperaturas. 
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Figura 4. Termoinactivación de la GOD en ausencia (A) y presencia de 

trehalosa (B). Temperatura de incubación (°C):  50,  55,  60,  65,  70 

y  75. 
 



 6

Tabla 2. Efecto de la trehalosa sobre la constante de 

velocidad de inactivación (ki)  de la GOD. 

Temp (°C) ki x10-2min-1  
Trehalosa (0.6M) 

ki x10-2min-1  
 

50 0.3 0.2 

55 0.4 0.2 

60 2.7 0.9 

65 8.4 3.5 

70 35.0 12.8 

75 111.8 62.9 

 

El cambio en el CME de la GOD se siguió en ausencia y en presencia de 

trehalosa (0.6 M). En contraste con el estudio de inactivación térmica, el CME 

presentó un cambio hacia el rojo a partir de 45°C; lo que indica que existe un 

paso previó a la pérdida del FAD; posiblemente la disociación de los 

monómeros. El cambio del CME por temperatura siguió una cinética bifásica ya 

que los datos se ajustaron a una ecuación biexponencial (CMEt = CME0 + A1·[1 

- e(-k1·t)]+ A2· [1 - e(-k2·t)]) por regresión no-lineal (Fig. 5A). La cinética bifásica 

describe dos pasos en el cambio del CME, el primer paso (de mayor amplitud) 

podría deberse a la disociación de los monómeros y el segundo a la disociación 

del FAD.  Sin embargo, en presencia de trehalosa la cinética de cambio del 

CME fue monoexponencial (CMEt = CME0 + A·[1 - e(-k·t)])+ (Fig. 5B). La 

trehalosa disminuye la constante de velocidad de la primera fase e inhibe 

totalmente el segundo paso; que correspondería a la liberación del FAD. 

 

 

 

A 60°C el cambio del CME se observa tanto en presencia y como en 

ausencia de trehalosa (Fig. 5A y 5B). En contraste, a esta misma temperatura 

la actividad de la GOD es totalmente estable en presencia de trehalosa (Fig. 

4B). Los resultados sugieren que la trehalosa inhibe la disociación del FAD por 

temperatura y disminuye la velocidad de disociación de los monómeros en la 

GOD. 

 

FAD   FAD FAD   +    FAD

2FAD 

 + 
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Figura 5. Centro de masa de la GOD en presencia y ausencia de trehalosa. 

Temperatura de incubación (°C):  45,  50,  55,  60,  62.5 y  65. 
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