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Resumen
El proceso tecnológico actual para producir la enzima
amiloglucosidasa, utilizada luego para obtener glucosa
a escala industrial, origina la presencia conjunta de
otras enzimas en el producto final, siendo una de ellas
la glucosiltransferasa. A partir de glucosa, esta enzima
produce isomaltosa -un isómero de maltosa- reducien-
do el rendimiento productivo. Es por ello que el objetivo
de esta investigación se centró en determinar la pureza
de las enzimas comerciales usando electroforesis capilar
de zona para cuantificar glucosa, maltosa e isomaltosa
en el producto de reacción de las enzimas amiloglucosi-
dasas comerciales. Para comparar se utilizaron enzimas
preparadas en nuestro laboratorio a partir de cepas
similares a las industriales. Se encontraron valores
aumentados de isomaltosa en las dos enzimas industria-
les, lo que permite deducir que las mismas no fueron
purificadas adecuadamente. Las industrias proveedoras
de estas enzimas deberían informar en sus protocolos el
contenido de glucosiltransferasa, o en su defecto los
rindes de glucosa.  
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Introducción
El proceso tecnológico actual para producir la enzima
amiloglucosidasa, utilizada luego para obtener glucosa
a escala industrial, origina la presencia conjunta de
otras enzimas en el producto final, siendo una de ellas
la glucosiltransferasa. La misma, partiendo de glucosa,
produce isomaltosa (Figura 1), un isómero de maltosa,
reduciendo por lo tanto el rendimiento en la producción
de la misma. 

Existen en la producción de amiloglucosidasa
dos procedimientos comúnmente usados para evitar la
presencia de glucosiltransferasa y otras transferasas en
la amiloglucosidasa comercial(1-11), ellos son :
a) Seleccionar cepas de hongos y/o especies con baja
producción de transferasas.

b) Usar tratamientos fisicoquímicos adecuados (uso de
ácidos, fraccionamiento por precipitación en medio
alcohólico, etc.) para purificarla.

Con el fin de verificar la pureza de las enzimas
comerciales disponibles en la Argentina se realizó una
comparación entre dichos productos y una amilogluco-
sidasa obtenida en nuestro laboratorio, usando metodo-
logías desarrolladas en el mismo (Vicente et al., 2005).
Determinamos que Aspergillus oryzae produce menos
cantidad de glucosiltransferasa que Aspergillus awamo-
ri (datos no publicados); dichos cultivos son los usados
en los prácticos de la Carrera de Alimentos, Cátedra de
Fermentaciones Industriales. Se analizaron los azúcares
isomaltosa, glucosa y maltosa por electroforesis capilar
de zona. Para ello fueron diseñados dos experimentos
que a continuación se detallan:

Experimento 1 - Se partió de hidrolizados de harina de
maíz que contenían 10% de malta para que las protea-
sas presentes en la misma rompan las vacuolas protei-
cas que rodean a los gránulos de almidón. A dichos
hidrolizados se les agregó a continuación las enzimas
comerciales y se incubó 48 horas a 60ºC, se filtró y con-
centró y finalmente se determinaron los azúcares pre-
sentes. Se utilizó como referencia un cultivo de
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Figura 1 - Estructura desarrollada
de la isomaltosa



Aspergillus oryzae desarrollado en nuestros laboratorios,
cultivado en medio sólido, sabiendo por trabajos ante-
riores que tiene una baja producción de glucosiltransfe-
rasa con relación a otros hongos ensayados. 

Experimento 2 - a) Preparación del cultivo de los hon-
gos en medio sólido. 
b) Incubación de las enzimas comerciales en dextrosa
industrial con el fin de que actúen las enzimas transfera-
sas. Se realiza también un blanco de dextrosa comercial. 

Material y métodos 
Glucosa, maltosa e isomaltosa (98% TLC) son marca
Sigma.
Solución de dextrosa comercial con un contenido medio
de sólidos solubles totales del 50%. 
Enzima amiloglucosidasa de dos proveedores diferentes
(A y B).
Una muestra de amiloglucosidasa obtenida en nuestro
laboratorio y rotulada como “desarrollado de A. oryzae”.
Y otra de la misma calidad  rotulada como “desarrolla-
do de A. awamori”.
Agua grado HPLC.
Acido Piridin-dicarboxíilico p.a.
CTAB (Bromuro de Cetil Trimetilamonio) p.a.  
NaOH p.a.
Instrumento de electroforesis capilar de zona marca
Agilent Technologies modelo HPG 1600 AX.
Filtros para jeringa tipo Millex SLCR13NS Millipore de
Biopore SA.
Arroz de calidad comercial.

Preparación de las muestras  
Experiencia I: las muestras se prepararon hidrolizando
parcialmente (dextrinas) harina de maíz con 10% de
malta con el objetivo de que las proteasas presentes en
la malta rompan las vacuolas proteicas donde está
almacenado el almidón. A estos hidrolizados se les agre-
gó a continuación las enzimas comerciales A y B. Se
dejó 48 hs a 60ºC. Se filtró y concentró. Se determina-
ron los azúcares presentes por electroforesis capilar de
zona. Se utilizó como referencia un cultivo de
Aspergillus oryzae de baja producción de glucosiltrans-
ferasa, obtenido en nuestros laboratorios. 

Experiencia II: a) Para preparar el cultivo de los hongos
para obtener la enzima amiloglucosidasa se partió de 10
g de medio sólido (arroz) con los crecimientos de los
hongos A. oryzae y A. awamori. Estos cultivos se agre-
garon separadamente a 100 g de dextrosa comercial.
b) Se partió de 10 g de amiloglucosidasas comerciales A
y B, que se agregaron separadamente a 100g de dextro-
sa comercial.

El blanco preparado a partir de 100 g de dextro-
sa comercial fue usado para verificar la presencia/ausencia
de isomaltosa.

Todas las muestras citadas se colocaron en la estufa
durante 48 horas a 60ºC, se filtraron y concentraron
convenientemente con la finalidad de asegurar la exis-
tencia de los productos de reacción de glucosa. Se obtu-
vieron los electroferogramas correspondientes.

Condiciones de la electroforesis capilar(12,13)

Capilar de sílice desnudo de 50 µm de diámetro interno
y 80 cm de largo.
Potencial aplicado = 25kV (polaridad negativa) para que
los azúcares migren al cátodo.   
pH buffer = 12,3 (de baja conductividad, necesaria para
mantener una fuerza electroendosmótica alta y una
baja generación de calor).
Composición del buffer = 1,6 mL de colorante PDC
(Acido Piridin-Dicarboxílico); 0,25 mL de CTAB (Bromuro
de Cetil Trimetilamonio); 0,65 mL de H20 HPLC y 100 µL
de NaOH 1N.   
Presión de inyección = 50 mBares.
Detector por arreglo de diodos.
Longitud de onda usada: la señal está fijada en 450 nm
y la referencia en 210 nm (UV indirecta).
Estación procesadora de datos Agilent CHEM32 /
Medida de Áreas.

Electroferogramas
Los Tiempos de Retención identifican los analitos.
Ellos son: 9,40 min para glucosa; 9,66 min para mal-
tosa y 9,85 min para isomaltosa .

Validación del método
Especificidad: la electroforesis capilar de zona fue
realizada inyectando blancos y comprobando que en
los tiempos de retención donde aparecían los anali-
tos de interés no había señal o interferencias.

Sensibilidad: el límite de detección para isomaltosa
se estableció en 0,1% y para maltosa y glucosa en
0,2%.

Precisión: con relación a la repetibilidad para los
estándares y las muestras se obtuvieron valores del
CV menores al 5% (los primeros) y un rango de 5-
10% para los segundos. En el caso de la reproduci-
bilidad (inyecciones en diferentes días) para están-
dares y muestras, los valores fueron similares a los
anteriores.

Exactitud: se realizaron ensayos de recuperabilidad
abarcando el rango de 90-110%.

Linealidad y rango: los estándares de uso diario para
ECZ fueron extemporáneos y realizados para isomal-
tosa y maltosa en concentraciones que cubrieron 0,1-
10% y para glucosa 30-80%.
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Resultados y discusión
Experiencia I: en la tabla 1 se muestran los datos obte-
nidos. Se observa claramente que la amiloglucosidasa
del proveedor B presenta un contenido de isomaltosa
mayor que el del proveedor A y el de la referencia.

Experiencia II: los resultados obtenidos se muestran en
la tabla 2. Se observa que la dextrosa comercial contie-
ne isomaltosa. Aspergillus awamori presenta mayor can-
tidad de glucosiltransferasa que A. oryzae, corroborando
nuestras experiencias al respecto.

Conclusiones
- Se detecta la presencia de isomaltosa en la dex-

trosa comercial. Su uso en producción de postres y confitu-
ras no se ve afectado por estos valores. Los valores de iso-
maltosa encontrados en todos los experimentos muestran
que las enzimas industriales y las producidas en nuestro
laboratorio contienen glucosiltransferasa que afectará el
rendimiento final de la producción enzimática de glucosa.

- El nivel de glucosiltransferasa es distinto
según sea el proveedor comercial.

Los fabricantes de la enzima amiloglucosidasa
deberían informar en los protocolos de las enzimas amilo-
líticas sobre la presencia de otras enzimas, o en su defecto,
sobre los rendimientos en glucosa y otros azúcares.
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