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RESUMEN 

OBTENCIÓN DE UN MÉTODO ENZIMÁTICO PARA LA PRODUCCIÓN DE XILITOL 

CON UNA ENZIMA OXIDO REDUCTASA DE ORIGEN NO MICROBIANO 

 El xilitol es un azúcar natural que, debido a su propiedad edulcorante con un 

menor aporte calórico, es  utilizado en la actualidad como sustituto de la sacarosa, 

además de ser un edulcorante que aporta beneficios para la salud humana 

primordialmente en los dientes pues al ser un azúcar no fermentable no causa caries y 

no deja sabor amargo. Sin embargo, a pesar de este beneficio la producción no alcanza 

a satisfacer la demanda de este edulcorante tanto a nivel nacional como internacional. 

La producción de xilitol se realiza mediante procesos químicos costosos donde la 

xilosa (azúcar derivado de los residuos hemicelulósicos) es la mejor fuente de carbono 

y se transforma en xilitol por medio de un costoso proceso de  hidrogenación catalítica a 

grandes presiones y temperaturas. Actualmente, los estudios se enfocan en encontrar 

alternativas económicas para la producción de xilitol como por ejemplo la fermentación 

microbiana. El proceso fermentativo destaca por ser económico pero con algunas 

desventajas como la generación de subproductos dañinos al crecimiento de los 

microorganismos, principalmente furfuraldehídos, alcoholes y algunos ácidos débiles, 

de aquí la importancia de generar nuevas alternativas de producción. 

Se considera que algunos microrganismos producen xilitol como un producto 

intermedio durante el metabolismo de la xilosa, dado que en el metabolismo microbiano 

existen las enzimas necesarias para transformar la xilosa a xilitol, se asume que al 

utilizar una enzima con características similares en su conformación peptídica aunque 

de origen distinto generará el mismo producto. 

El presente proyecto demostró que una enzima de origen distinto al microbiano 

de fácil obtención in vitro como la enzima oxido reductasa de origen bovino, transformó 

la xilosa en xilitol; así mismo se establecieron las condiciones óptimas de proceso de la 

enzima durante la producción de xilitol como pH y temperatura óptimos con lo cual se 

propone un método enzimático de bajo costo con tiempos de producción reducidos.  

Palabras clave: enzimas, óxido reductasa, producción, xilitol 
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ABSTRACT 

 

Xylitol is a natural sugar, its sweetening property with less caloric intake is currently 

availed for used as a substitute for sucrose, besides is a sweetener that provides 

benefits to human health, primarily on teeth (does not cause caries) and is a not 

fermentable sugar or leaves bitter taste. 

Xylitol production is performed by expensive chemical processes where xylose 

(hemicellulose derived from sugar residues) is the best carbon source and transformed 

into xylitol by a costly process of catalytic hydrogenation at high pressures and 

temperatures. Nowadays, studies are focusing on find economic alternatives for the 

production of xylitol such as microbial fermentation. The fermentative process is known 

for being economical but has some disadvantages such as the generation of harmful by-

products to the growth of microorganisms, among others. 

Some microorganisms produce xylitol as an intermediate during xylose metabolism, 

since there is necessary to transform the xylose to xylitol enzymes in the microbial 

metabolism, it is assumed that by using an enzyme with similar characteristics in the 

peptide conformation although of different origin generate the same product. 

This work presents the results of a survey made in order to demonstrate that 

nonmicrobial enzyme obtained in vitro easily from bovine crystalline transformed xylose 

to xylitol; in addition, the optimum process conditions of the enzyme during production of 

xylitol as pH and temperature optima were obtained with an enzymatic method of low 

cost and reduced production times.    
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. GENERALIDADES 

La información del xilitol que sustenta la siguiente propuesta es en primer término 

la demanda doméstica e internacional. Asimismo, es importante conocer su 

metabolismo, descripción molecular, usos y beneficios, así como una comparación de 

los métodos de producción industrial. En segundo término recordar conceptos tales 

como el de enzima óxido reductasa y la comparación de estas enzimas con la Xilosa 

Recutasa (XR) microbiana es importante. También, relatar la bioquímica e importancia 

de la gran familia enzimática de las aldosa reductasas (AKR) son conceptos que se 

utilizarán en el establecimiento del propósito tecnológico de esta propuesta de proyecto. 

En la propuesta se presentan los elementos necesarios para definir y darle seguimiento 

al mismo. En primer término los materiales y métodos que se requieren para desarrollar 

el proyecto, desde la obtención del extracto enzimático hasta la cuantificación de la 

actividad enzimática. Asimismo, considerar un diseño experimental de tipo central 

compuesto para obtener las condiciones óptimas de trabajo de la enzima. Para estas 

acciones se requiere de una capacitación técnica e intelectual para manejar los 

métodos, técnicas y lenguaje necesarios para el desarrollo del proyecto. Los resultados 

incluyen la validación de técnicas y ensayos preliminares, actividad enzimática a 

diferentes condiciones de pH, temperatura y concentración de sustrato en los extractos 

enzimáticos de bovino y rata analizados mediante un diseño factorial fraccionado para 

identificar las variables de mayor influencia en la actividad enzimática y producción de 

xilitol, con base a estos resultados se presenta la correspondiente optimización de 

variables de pH y temperatura con un diseño central compuesto.      

 

1.2. CONSUMO NACIONAL E INTERNACIONAL DEL XILITOL 

(DEMANDA) 

 Actualmente la demanda de endulzantes a nivel mundial es grande, de acuerdo a 

la Organización Internacional de Azúcar (OIA) en su manual sobre edulcorantes 

alternativos (MECAS, 2012) es el azúcar convencional el que domina el mercado, 

seguido de los edulcorantes de alta intensidad (EAI) y posteriormente el jarabe de alta 
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fructosa (JAF), esta información exhibe un panorama en el que se establece la 

necesidad de que se generen nuevas alternativas para satisfacer este demandante 

mercado. El xilitol es un endulzante que se ubica dentro de los polioles que como se  

aprecia en la tabla 1.1 solo cubren la demanda en un 0.5% del mercado global. 

Tabla 1.1 Demanda global de edulcorantes en millones de toneladas métricas. 
Según datos de la OIA (MECAS, 2012) 

 1985 1990 1995 2000 2005 2009 2010 2011 

Azúcar 91.5 101.5 108.9 117.2 136.4 148.4 151.6 154.9 

EAI 7.2 8.5 11.5 12.9 16.4 17.0 17.6 18.1 

JAF 6.2 7.6 9.7 11.7 12.0 12.1 13.2 13.7 

Polioles 0.5 0.6 0.7 0.7 0.8 0.8 0.9 1.0 

Total 105.4 118.2 130.8 142.5 165.6 178.3 183.3 187.7 

Cuota azúcar (%) 86.8 85.9 83.3 82.2 82.3 83.2 82.7 82.5 

Cuota polioles (%) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

 

Debido a la escasez de datos de dominio público, es difícil determinar el 

consumo global de polioles como sustitutos del azúcar. De acuerdo con el International 

Starch Institute, la producción mundial de xilitol para 2010 se estimó en 200,000 

toneladas, la de manitol en 180,000 toneladas y la de maltitol en 160,000 toneladas; en 

contraste, la producción mundial de sorbitol (el poliol más utilizado por ser el más 

económico) alcanzó aproximadamente a las 800,000 toneladas. De la revisión hecha 

por el Comité de Evaluación de Mercado, Consumo y Estadística (MECAS, 2012) se 

destaca que Danisco es el principal proveedor mundial de xilitol bajo la marca XIVIA, 

cuyo uso en alimentación está autorizado en más de 50 países.  

En años recientes en México la importación de xilitol se incrementó (Tabla 1.2) y 

según los datos reportados por el INEGI en su boletín de Balanza Comercial para 

Importaciones de Mercancías de México, puede inferirse que la demanda también ha 

aumentado, caso contrario a las exportaciones ya que para el año de 2011 se reportan 

exportaciones de 4005 Kg (con valor de USD 11 815), mientras que para los años 

subsecuentes no se reportan datos. 
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Tabla 1.2 Resumen de los valores de importación de xilitol en México en los 
últimos años en dólares y pesos mexicanos (valores tomados de la Balanza 

Comercial para Importaciones de Mercancías en México, INEGI) 

Año 
Importación 

Kg USD Pesos 

2013 801 816 2 731 554 34 705 464 

2012 786 896 2 632 253 34 612 573 

2011 783 960 2 328 260 28 976 825 

 

 Como se observa en la tabla la demanda de azúcares en nuestro país es grande 

y se ha incrementado con los años representando un amplio mercado, es así que la 

perspectiva de crecimiento en este tipo de producción es alentadora. Además, al no 

existir exportaciones se infiere que en México la producción de xilitol es escasa, y 

representa un área de oportunidad que, económicamente hablando, no debe 

desaprovecharse. 

 

1.3. DESCRIPCIÓN DEL XILITOL, USOS Y BENEFICIOS.  

1.3.1. XILITOL 

El xilitol es un compuesto de origen natural cuya fórmula molecular es C5H12O5. 

El xilitol se considera un endulzante “libre de azúcar” y miembro de la familia de los 

polioles, la cual también incluye otros edulcorantes que ya forman parte de la dieta 

común como lo son el sorbitol, manitol y maltitol.  

El xilitol se obtiene por dos métodos uno mediante hidrólisis catalítica y el otro 

por fermentación. En este último, el metabolismo que sigue la D-xilosa en 

microorganismos tal como las levaduras se muestra en la figura 1.1. En la mayoría de 

las levaduras y hongos la conversión de D-xilosa a D-xilulosa requiere de dos pasos; 

una reducción seguida de una oxidación. En levaduras la D-xilosa se reduce primero a 

D-xilitol ya sea por la enzima xilosa reductasa NADH o NADPH-dependiente, el xilitol 

resultante se segrega u oxida a D-xilulosa por la enzima xilitol deshidrogenasa NAD o 

NADP-dependiente.  
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Figura 1.1. Representación esquemática de las rutas metabólicas en la 
transformación de D-xilosa a D-xilulosa siendo XR xilosa-reductasa NADPH 

dependiente y XDH xilosa deshidrogenasa NAD dependiente (Chen et al., 2010) 

 

Estas dos reacciones son las etapas limitantes de la velocidad en la fermentación 

de D-xilosa y  producción de D-xilitol (Sasaki et al., 2012). La molécula del xilitol, figura 

1.2, tienen una estructura abierta con cinco grupos hidroxilo (-OH) cada uno conectado 

a un átomo de carbono (Mussatto, 2012). 

 

 

Figura 1.2 Estructura química del xilitol en su forma plana (a) y tridimensional (b) 
(Mussatto, 2012) 

  

 Dentro de las propiedades fisicoquímicas del xilitol se encuentran que en su 

estado cristalino en polvo es similar al azúcar común así como en sabor pero con 40% 

menos calorías que la sacarosa (Tiago, 2014), no carameliza y los jarabes de xilitol son 

D-Xilosa 

Xilitol 

D-Xilulosa 
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menos viscosos que los jarabes de sacarosa. Con el xilitol no se producen las 

reacciones de Maillard responsables del oscurecimiento no enzimático en algunos 

compuestos alimenticios, se disuelve rápidamente y no produce sabor indeseable por el 

contrario, debido a su alto calor endotérmico (34.8 cal/g) proporciona un sabor 

refrescante, dando una sensación de frescura, esto es una ventaja para la elaboración 

de sabores herbales, condimentados o mentolados.  

Tabla 1.3 Características y propiedades fisicoquímicas del xilitol (modificado de 
Mussatto, 2012) 

Propiedades Características/valores 

Fórmula empírica C5H12O5 
Nombre químico 1,2,3,4,5 Pentahidroxi pentano 
Sinónimos Xilosa hidrogenada; xilita 
Peso molecular 152.15 g/mol 
Azúcares clase/subclase Monosacáridos/monosacáridos hidrogenados 
Forma genérica Pentitol 
Apariencia Polvo cristalino 
Color Blanco 
Sabor Dulce 
Olor Inoloro 
Punto de fusión 92-96°C 
Punto de ebullición 216°C (1atm) 
pH (en solución acuosa 10%) 5-7 
Densidad 1.03 g/mL (solución acuosa 10%) 
Solubilidad en agua a 20°C 64.2 g/100 g de solución 
Solubilidad en metanol 6.0 g/100 g de solución de metanol 96% 
Solubilidad en etanol 1.2 g/100 g de solución de etanol 96% 
Viscosidad a 20°C 1.23 cp (en solución acuosa 10%) 
Higroscopía  Más que la sacarosa, menos que el sorbitol 
Calor (endotérmico) 34.8 cal/g 
Dulzura relativa Similar a la sacarosa, mayor que el sorbitol 
Valor calórico 2.4 cal/g 
Estabilidad Estable a 120°C (no carameliza) 
Índice de refracción a 25°C 1.35 (en solución acuosa 10%) 
Rotación específica Inactiva ópticamente 
Calor de combustión .96 J/g 

 

 La molécula de xilitol muestra gran solubilidad en agua, parcialmente soluble en 

alcohol: 1.2 g/100 g, en etanol al 96% y 6.0 g/100 g en metanol 96%. En la tabla 1.3 se 

muestran las características del xilitol. El pH no afecta su estabilidad y se utiliza en un 
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amplio intervalo desde 1 hasta 11, debido a ésta propiedad fisicoquímica este 

endulzante actúa como conservador de productos alimenticios aun en bajas  

1.3.2. USOS DEL XILITOL 

El xilitol tiene un amplia gama de aplicaciones debido a su poder edulcorante, 

principalmente en las industrias alimentaria y farmacéutica (Tabla 1.4). Por su fuerte 

estabilidad química y microbiológica, para algunos usos presenta ventajas respecto a la 

sacarosa. Este edulcorante se comenzó a emplear como aditivo desde la década de los 

60´s. Sin embargo se incrementó su uso en los últimos años y actualmente es 

ingrediente de productos alimenticios y recreacionales tales como, goma de mascar, 

jaleas, chocolates, postres congelados, galletas, pasteles, helados y algunas bebidas 

(Mussatto, 2012).  

  El xilitol también posee propiedades antioxidantes, humectantes, 

estabilizantes y reductoras del punto de congelación, siendo esto una ventaja en la 

elaboración de helados, haciéndolos de consistencia más cremosa y suave (Mussatto, 

2012). Además de todas las ventajas nutricionales y de proceso para algunos 

alimentos, también el xilitol tiene algunos usos de tipo médico, el más conocido es su 

uso anticaries, en la tabla 1.4 se enlistan algunos de estos usos, los cuales incluyen 

prevención contra osteoporosis, efecto antitumoral y como edulcorante empleado por 

diabéticos. 

Tabla 1.4 Principales usos médicos y nutricionales del xilitol (Modificado de 
Mussatto, 2012) 

Usos del xilitol 

Edulcorante No- y anticarcinogénico  

Como edulcorante en dietas para diabéticos 

Estudios como agente anti-ulceroso 

Prevención de osteoporosis 

Conservación de células rojas de la sangre 

Efecto antitumoral 

Prevención de arritmias cardiacas 

Caries dental 

Infecciones respiratorias 
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La Comunidad Económica Europea reconoce el uso seguro del xilitol desde 

1984, y la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos lo clasifica como 

una molécula Generalmente Reconocido como Seguro (por sus siglas en inglés, GRAS) 

desde 1986 y “Seguro Dentalmente” desde 1994 (Tiago, 2014). 

 

1.3.3. BENEFICIOS PARA LA SALUD 

Además de los amplios usos que se le han encontrado, el xilitol ha demostrado 

ser un producto que ayuda en el tratamiento de ciertas enfermedades como la diabetes, 

anemia, lesiones renales, previene la caries, la otitis media, osteoporosis, infecciones 

respiratorias y procesos inflamatorios (Mussatto y Roberto, 2002), los efectos médicos y 

de salud se resumen en la Tabla 1.5. 

Tabla 1.5 Resumen de aplicaciones médicas del xilitol  (Silva et al., 2012) 

Aplicaciones médicas Referencias 

Otitis media aguda 
Uhari et al. (1996), Kontiokari et al. (1995, 1998), 

Danhauer et al. (2010) 

Fibrosis quística Welsh and Zabner (2004), Durairaj et al. (2007) 

Prevención y tratamiento 
de caries 

Amaechi et al. (1998), Iwata et al. (2003), Sano et al. 
(2007), Silva et al. (2010b), Hildebrant et al. (2010) 

Nutrición parenteral 
Ylikahri (1979), Georgieff and Oehmke (1990), Georgieff 

et al. (1991) 

Dieta de calorías 
controlada 

Shafer et al. (1987), King et al. (2005), Amo et al. (2011), 
Islam (2011) 

Diabetes Valero et al. (2011) 

Dermatitis atópica Katsuyama et al. (2005a, b) 

Leishmaniasis Ferreira et al. (2008) 

Heridas Ammons et al. (2009, 2011), Korponyai et al. (2011) 

Propiedades antiedad Mattila et al. (2005) 

Usos gastrointestinales Naaber et al. (1996), Silva et al. (2010a, 2011) 

Protesis Sanróman et al. (1991), Bruggeman et al. (2010) 

La anemia hemolítica Wang et al. (1971), Ukab et al. (1981), Ylikahri (1979) 

Osteoporosis Mattila et al. (1998, 1999) 

Procesos inflamatorios 
Takahashi et al. (1999, 2000), Ackermann et al. (2004), 

Han et al. (2005), Ferreira et al. (2011) 

Reducción de la presión 
intraocular 

Franz et al. (1996) 

Acción antipirética Jerry y Alonso (2005) 
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1.4. HIPÓTESIS 

 El xilitol se obtendrá in vitro con una enzima óxido reductora no microbiana con 

secuencia de proteínas similar a la Aldosa Reductasa microbiana. 

  

 

1.5. OBJETIVOS   

1.5.1. OBJETIVO GENERAL 

Obtener un método enzimático para la producción de xilitol con una enzima óxido 

reductasa de origen no microbiano. 

1.5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Establecer si la enzima óxido reductora no microbiana es capaz de producir 

xilitol. 

2. Determinar la actividad enzimática de la enzima óxido reductora no microbiana 

mediante espectrofotometría. 

3. Optimizar in vitro las condiciones básicas del proceso de producción enzimática 

de xilitol. 

 

1.6. JUSTIFICACIÓN 

La insuficiente producción de xilitol se debe principalmente a los costosos 

métodos químicos y fermentativos con subproductos indeseables que lo convierten en 

un producto caro. Sin embargo, con herramientas de proteómica y bioquímica 

fundamental es posible encontrar una enzima óxido reductora que, in vitro, convierta 

xilosa en xilitol. Para con ello establecer las mejores condiciones de catálisis enzimática 

en la obtención de este poliol sin el complejo manejo de microorganismos y reactivos 

químicos. 

 

 



9 
 

CAPÍTULO 2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1. MÉTODOS DE PRODUCCIÓN DEL XILITOL 

Son pocos los métodos para la producción del xilitol, de entre los cuales destacan el 

método por hidrogenación química, el método fermentativo y en fechas recientes el 

biotecnológico. Hasta ahora, los procesos de producción biotecnológicos no logran 

superar las ventajas de la hidrogenación química aun cuando es un proceso caro 

debido a los altos costos de proceso. 

 

2.1.1. MÉTODO QUÍMICO DE PRODUCCIÓN DE XILITOL  

La hidrogenación química, figura 2.1, es uno de los principales métodos 

industriales para la obtención del xilitol. Este método es empleado en Finlandia desde 

hace varias décadas donde la D-xilosa se reduce a xilitol por medio de alta presión con 

metales como catalizadores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1 Proceso de producción de xilitol por hidrogenación química 
(modificado de Tiago, 2014) 

 

Xilano 

Xilosa 

Xilitol 

Hidrólisis ácida (ácido sulfúrico) 

Hidrogenación catalítica: Ni y Al2, 80-

140°C, arriba de 50 atm 
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El proceso por medio de la vía química se resume en los siguientes pasos: 1) 

hidrólisis ácida, 2) purificación del hidrolizado de manera que se deje únicamente la 

xilosa pura, 3) hidrogenación catalítica de la xilosa pura en xilitol (en este punto se 

emplean diversos catalizadores, para el caso de la figura se emplea Ni-Al2), 4) 

purificación de la solución de xilitol obtenida y 5) cristalización del xilitol. El proceso se 

realiza a altas presiones y altas temperaturas, esto implica el uso de equipos 

sofisticados y costosos para su elaboración, con el consecuente caro precio de venta 

en el mercado (Tiago, 2014). 

La hidrolización es una parte del proceso vital e importante que utiliza 

catalizadores con los cuales los materiales hemicelulósicos liberan los azúcares que se 

aprovechan en la reducción química para producir el xilitol, en la tabla 2.1 se muestra 

un resumen de los elementos liberados mediante hidrolización ácida (Mpabanga et al., 

2012), así como las condiciones utilizadas y con diferentes materiales orgánicos 

iniciales (Martínez et al., 2002).  

Tabla 2.1 Resumen de productos obtenidos de la hidrolización de materiales 
orgánicos (modificada de Mpabanga et al., 2012) 

Material 
lignocelulósico 

 

Condiciones 
de hidrólisis 

Inhibidores 
derivados de la 
pared celular 
vegetal (g / l) 

Recuperación 
Azúcares (g / l) 

o (g / g) 
Referencias 

Rastrojo de 
maíz 

2.13% H2SO4 
180 min 
121°C 
S:L=1:10 

Ácido acético, 
1.48; Furanos, 
0.56; Fenólicos 
0.08 

Xilosa, 9.09; 
Glucosa 2.13; 
arabinosa, 1.01 

Cao et al. 
(2009) 

Madera suave 
2% HCl+0.5% 
FeCl2 (v/v), 
170°C, 30 min 

Ácido acético, 5.3; 
furfural, 2.2 

Azúcares 
monoméricos, 
37.5 g/l 

Qian et al. 
(2006) 

Paja de arroz 
1.5% H2SO4, 
130°C, 30 
min, S:L=1:10 

Acetato, 1.43; 
HMF, 0.15; furfural, 
0.25 

Xilosa, 9.09; 
Glucosa 2.13; 
arabinosa, 1.01 

Back y 
Kwon (2007) 

Eucalyptus 
globulus 

H2SO4 
(0.65%), 
157°C, 20 
min, S:L=8.6:1 

Furfural, 0.26; 5-
HMF, 0.07; Ácido 
acético, 3.41 

Xilosa, 12.34; 
Glucosa 0.63; 
arabinosa 

Virrareal et 
al. (2006) 

Saccharum 
spontaneum 

160°C, 15 min 
y 1.5% H2SO4 

S:L=1:10 

Azucares 
reductores totales, 
32.15±0.25 

Furfuraes 
1.54±0.04; 
fenólicos 

Chandel et 
al. (2011b) 
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2.01±0.08 

Álamo 

Tratamiento 
AFEX + 
hidrólisis 
ácida 

2-ácido furóico, 0.3 
microgramos/g; 
3,4-HBA, 2.5; 
Ácido salicílico, 56; 

siringaldehído, 6.0; 
ácido ferúlico, 4.7 

Xilosa, 11.36; 
Glucosa 2.0; 
arabinosa, 0.49 

Balan et al. 
(2009) 

Picea 

Dióxido de 
sulfuro (1Kg), 
40 Kg virutas 
de madera, 
203°C, 5 min 
+hidrólisis 
enzimática 

Fenólicos, 
0.44±0.05; furfural, 
1.0±0.1; HMF, 
3.3±0.2; Ácido 
acético, 5.0±0.4; 
Ácido levulínico, 
0.2±0.1; acido 
fórmico 0.7±0.1 

Xilosa, 9.2±0.1; 
Glucosa 
82.4±2.9; 
Galactosa, 
3.8±0.3; Manosa 
26.4±0.7; 
arabinosa, 
2.9±0.2 

Alriksson et 
al. (2001) 

 

De la hidrolisis del material lignocelulósico por métodos químicos se tiene como 

resultado azúcares como la D-glucosa, D-galactosa, D-arabinosa, D-manosa y D-xilosa. 

Este último azúcar es el más abundante en la fracción hemicelulósica, el principal 

inconveniente en la hidrólisis de hemicelulosas para la producción de xilitol es el alto 

costo así como la necesidad de purificar y separar los azúcares previo al proceso, sobre 

todo para procesos fermentativos, donde algunos subproductos de la fermentación son 

dañinos para los microorganismos productores de xilitol (Mpabanga et al., 2012). 

La xilosa es la mejor fuente de carbono para la producción de xilitol (Tiago, 

2014), y es además el segundo monosacárido más común en la naturaleza que 

aparece en la fracción hemicelulósica de materiales herbáceos principalmente de los 

hidrolizados se obtienen además de los azúcares hemicelulósicos ácidos fenólicos o 

alifáticos, furfuraldehídos, y otros ácidos débiles los cuales actúan como potenciales 

inhibidores de la producción por microorganismos (Gírio et al., 2012), estos hidrolizados 

sirven como materia prima para la producción de xilitol ya sea por medios químicos o 

bioquímicos. En la figura 2.2, se muestra el proceso de producción de xilitol por vía 

química y fermentativa a partir de estos hidrolizados. 
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Figura 2.2 Producción de xilitol de residuos hemicelulósicos a través de 
reducción química o por fermentación con microorganismos (adaptado y 

modificado de Chen et al., 2010) 
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Una vez obtenido el hidrolizado se purifica para eliminar las impurezas, para ello 

se emplean métodos físicos, químicos e incluso biológicos, son cuantiosos los métodos 

empleados para eliminar los inhibidores, esto depende de la naturaleza del inhibidor, 

entre los cuales están procesos enzimáticos, tratamientos físicos, químicos, resinas de 

intercambio iónico, con solventes orgánicos, evaporación y extracción, tratamientos 

químicos con agentes alcalinos (NaOH, CaO, Ca(OH)2 y tratamientos fisicoquímicos 

con carbón activado (Tiago 2014, Mpabanga et al., 2012). 

Hidrogenación catalítica, en esta parte del proceso tiene un metal como 

catalizador con gas hidrógeno a alta presión y temperatura para ello es sumamente 

indispensable partir de sustratos puros para finalmente purificar el xilitol mediante 

cromatografía, aumentándose considerablemente los costos (Mpabanga et al., 2012). 

 

2.1.2. MÉTODO FERMENTATIVO DE PRODUCCIÓN DE XILITOL  

Actualmente los estudios para encontrar nuevas alternativas se enfocan a la 

producción de xilitol mediante fermentación microbiana, principalmente levaduras de 

entre las cuales las que más destacan son del género Candida, pues son las que dan 

mayores rendimientos. Sin embargo, en la actualidad aún se realizan diversos estudios 

dedicados exclusivamente a aislar cepas productoras de xilitol (Vanegas, 2004).  

El proceso fermentativo con microorganismos se resume en la figura 2.3, al igual 

que en el proceso de hidrogenación química se parte de residuos hemicelulósicos, que 

se hidrolizan para descomponerse en azúcares, igualmente se liberan componentes 

secundarios, que en éste caso son de suma importancia ya que en ocasiones resultan 

tóxicos para los microorganismos que se emplean para la fermentación, inhiben su 

crecimiento y por lo tanto la producción de xilitol. Los inhibidores y la forma de purificar 

el sustrato son los mismos que se abordan en el método químico. 

Figura 2.3 Proceso fermentativo de producción de xilitol. (Modificado de Tiago, 
2014) 

Residuos 
linocelulósicos

Hemicelulosa
Hidrolizado 

desintoxicado
Bioproceso 

(xilitol)
Tratamiento 

medio
Concentración 

de xilitol
Cristalización 
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Son diversos los estudios realizados para encontrar un microorganismo que 

proporcione buenos rendimientos con bajos costos de producción, en la tabla 2.2 se 

muestra un resumen de microorganismos empleados para producir xilitol, los cuales van 

desde levaduras, hongos y bacterias, donde claramente el campo de las levaduras es el 

más estudiado. 

Tabla 2.2 Microorganismos empleados en la producción de xilitol (Chen et al., 
2010; Sampaio et al., 2003; Ghindea et al., 2010; Sasaki, et al., 2012) 

Levaduras Hongos Bacterias 

Petromyces albertensis Aspergillus niger Corynebacterium sp. 

Candida boidinii Penicillium 

brevicompactum 

Enterobacter liquifaciens 

C. maltosa P. citrinum Mycobacterium smegmatis 

C. moggi P. expansum  

C. tropicalis HXP2 P. griseoroseum  

Debaromyces hansenii UFV-170 P. roqueforti  

Hansenula polymorpha P. purpurogenum  

Pachysolen tannophilus P. janthinellum  

Pichia caribica P. chrysogenum  

C guilliermondii FTI-20037118 P. italicum  

C. intermedia P. crustosum  

 

Los estudios a diferentes condiciones fermentativas de producción como son: 

concentración de oxígeno, pH, temperatura, concentración de sales, composición del 

medio e inóculo, concluyen que las condiciones más influyentes son la temperatura, la 

agitación y el pH, se concluye a partir de un estudio con 17 cultivos de bacterias que la 

Corynebacterium  es la de mayor producción; incluso se destaca que hay estudios con 

E. coli modificadas genéticamente (Cirino, et al., 2006 e Iverson et al., 2013). A partir de 

estos trabajos experimentales se demuestra que los microorganismos poseen enzimas 

que catalizan la reacción (Goli et al., 2012).  
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2.1.3. MÉTODO DE PRODUCCIÓN DE XILITOL ENZIMÁTICO 

El proceso enzimático es una alternativa biotecnológica reciente la cual alcanza 

un 100% de conversión de los azúcares, esto es de suma importancia ya que durante el 

proceso fermentativo no se aprovecha todo el azúcar pues parte de la xilosa se emplea 

para el crecimiento celular de los microorganismos.  

Este proceso consiste básicamente en la reducción de la xilosa a xilitol por medio 

de una enzima óxido reductora (xilosa reductasa) asistida por la coenzima NAPDH en 

su forma reducida (De Freitas Branco et al., 2012).  En este proceso las enzimas se  

incorporan como un catalizador químico que mejora la producción y aunque el proceso 

de producción enzimática de xilitol ofrece múltiples ventajas por encima del 

fermentativo, también se ha visto que tiene menos rendimientos y requiere de un control 

más preciso.  

En la figura 2.4 se muestra una representación del mecanismo de reacción de 

xilitol en un sistema de regeneración de coenzima NADP, claramente se ve una 

similitud al proceso observado en la figura 1.1 referente a las rutas metabólicas que 

siguen los microorganismos para la producción de xilitol. Es este paso el que 

consideramos de suma relevancia para la propuesta de este trabajo (Goli et al., 2012). 

 

 

 

 

 

Figura 2.4 Representación esquemática de la reacción enzimática para 
producción de xilitol (modificado de De Freitas Branco et al., 2012) 

En la tabla 2.3 se  muestran las ventajas y desventajas antes mencionadas de 

los diferentes métodos utilizados para la producción de xilitol, en ella se observa que el 

proceso enzimático ofrece mayores ventajas que desventajas, siendo el costo la 

principal desventaja a combatir. 

XILITOL XILOSA 
XILOSA REDUCTASA 

GLUCOSA GLUCONATO 

GLUCOSA DESHIDROGENASA 

NADPH NADP+ 
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Tabla 2.3 Ventajas y desventajas de los diferentes modos de producción de xilitol 
(modificado de De Freitas Branco et al., 2012) 

Tipo de proceso Ventajas Desventajas 

Químico 
Optimizado Altos costos de instalación 

Alta productividad Uso de fuentes naturales 

Microbiológico 
Bajo costo Baja productividad 

Sustentable  

Enzimático 

Sustentable Costo 

Máxima eficiencia  

Alta productividad  

 

El proceso de producción de xilitol con enzimas es bastante atractivo pues 

implica una mayor eficiencia y altas productividades como se observa en la tabla 

anterior. Para esto se propone la utilización de una enzima oxidorreductasa de fácil 

acceso con el mismo sitio activo que las generadas durante la fermentación que sea 

capaz de producir xilitol a partir de xilosa. 

El principal reto de este trabajo es demostrar que es posible la producción de 

xilitol mediante reacción enzimática y con esto disminuir los costos de producción, 

aumentar rendimientos y de ser posible la eficiencia del proceso.  

2.2. ENZIMAS OXIDORREDUCTASAS 

 La producción enzimática de xilitol tiene muchas ventajas sobre el proceso 

fermentativo, los recientes estudios muestran que se obtienen menores rendimientos y 

se requiere un mayor control de proceso puesto que emplean enzimas de extracción 

microbiana, principalmente levaduras que asimilan la D-xilosa a través de dos 

reacciones, una con XR (xilosareductasa, EC1.1.1.21) y XDH (xilitol deshidrogenasa, 

EC 1.1.1.9). Así, la xilosa se reduce a xilitol mediante una reacción de conversión 

catalítica con XR, en este proceso las enzimas funcionan como catalizadores para 

mejorar la producción (De Freitas et al., 2011).  

Enzima Xilosa Reductasa (XR) 

La enzima xilosa reductasa (oxidorreductasa) pertenece a la superfamilia de las 

aldo-keto reductasas, siendo oxidorreductasa NADPH dependiente. Esta enzima se 
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encuentra en algunos microorganismos y es importante en el metabolismo microbiano 

que cataliza a la xilosa y la transforma en xilitol con ayuda de la coenzima NADPH 

como donante de electrones. El peso molecular varía de 30-70 kDa dependiendo del 

microorganismo que lo produce (De Freitas et al., 2011). En la figura 2.5 se muestra la 

estructura representativa de las enzimas Aldo-Keto-Reductasas (AKR). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.5 Aldo-Keto-Reductasas (AKR) 

 

Enzimas AKR de importancia 

La enzima AKR1B5, es una aldosa reductasa también llamada “bovine 20a-HSD”  

y cuya especie es Bos taurus, es de origen bovino, se obtiene de los cristalinos de los 

toros. La enzima AKR1B4 es una enzima que proviene de la rata de especie Rattus 

novergicus, que se obtiene del cristalino de las ratas, es la enzima de mayor estudio y 

que sirve de referencia para las demás enzimas, así como la enzima AKR1B1, ésta es 

una enzima AKR de la especie Hommo sapiens, que se obtiene de la placenta de los 

seres humanos, también llamada Aldosa Reductasa EC 1.1.1.21, que es la enzima 

aislada de algunos microorganismos que se han utilizado para la producción de xilitol.  
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CAPÍTULO 3. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

 

La propuesta metodológica consiste en: 

1. Realización de un análisis proteómico para determinar la enzima óxido 

reductora con la que se hará esta investigación. 

2. Realización de las pruebas que ayuden a determinar si la enzima es capaz de 

producir xilitol con los sustratos de xilosa y glucosa, los cuales son azúcares 

que se pueden obtener de residuos orgánicos mediante un hidrolizado ácido. 

3. Obtención de un extracto enzimático enriquecido de una enzima óxido 

reductasa mediante precipitación de la enzima con saturación salina, de 

acuerdo a lo sugerido en Hayman et al., 1964. 

4. Determinación de la actividad enzimática mediante espectrofotometría en una 

longitud de onda de 340 nm, que es la técnica sugerida en la mayoría de los 

trabajos, además de ser la más económica y fácil de emplear. 

5. Implementación del diseño experimental central para los diferentes 

tratamientos experimentales. 

6. Establecimiento de las condiciones básicas de trabajo de la enzima como son 

temperatura, pH, concentración de sustrato,  para la reacción enzimática de 

conversión de xilosa a xilitol mediante un diseño experimental central 

compuesto para determinar las condiciones a las cuales se obtengan mejores 

rendimientos de xilitol. 

7. Establecimiento de las condiciones óptimas del proceso de producción 

enzimática de xilitol.  

  

 La metodología experimental a seguir incluye los pasos del esquema de la figura 

3.1. Desde el análisis proteómico para identificar si la enzima de origen no microbiano 

es similar a la microbiana y por tanto capaz de producir xilitol, la técnica para la 

obtención del extracto enzimático crudo, la estrategia para la determinación de la 

actividad enzimática y finalmente el diseño de experimentos para la obtención de las 

condiciones óptimas de trabajo de la enzima. 
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Figura 3.1 Cuadro representativo de las etapas metodológicas a seguir para el 
desarrollo del proyecto 

 

3.1. REALIZACIÓN DE UN ANÁLISIS PROTEÓMICO 

El análisis proteómico se realizó en la base de datos de la “National Center for 

Biotechnology Information” (NCBI) fuente de información en biología molecular útil para 

comparar dos enzimas de orígenes distintos (enzima del cristalino de bovino, AKR1B5 y 

enzima del cristalino de rata, AKR1B4) con la enzima de origen microbiano (AKR1B1) e 

identificar similitudes entre éstas. 
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Realización de un análisis proteómico 

Obtención de un extracto enzimático 
enriquecido 
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3.2. OBTENCIÓN DEL EXTRACTO ENZIMÁTICO ENRIQUECIDO  

 La obtención y conservación de cristalinos se realizó siguiendo el método 

desarrollado por Hayman y Kinoshita (1965), los cristalinos se extrajeron de ojos de 

bovino donados por la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la U.M.S.N.H. 

una vez extraídos del animal se colocan en disolución de buffer de fosfatos de potasio y  

2-mercaptoetanol. Los cristalinos se conservaron en congelación hasta el momento de 

su uso. 

 El extracto enzimático de cristalino de bovino se obtuvo siguiendo el método 

descrito por Hayman y Kinoshita (1965), consiste en la homogenización de los 

cristalinos en presencia de buffer de fosfatos e inhibidores de proteasas en un 

homogeneizador de Potter, la muestra se centrifugó a 10 000 x g (x g=RFC Relative 

Centrifugal Force)  durante 15 min, el material insoluble se desechó mientras que al 

sobrenadante se le agregó sulfato de amonio (NH4)2(SO4) para llegar a una saturación 

del 40 % (p/v), se agitó por 1 h seguido de una centrifugación a 4 500 x g, a 

temperatura de 4 °C, recuperándose el precipitado; posteriormente el sobrenadante se 

saturó a 50 y 75 % (p/v) siguiendo el procedimiento anteriormente descrito para tener 

en cada uno de los precipitados una enzima con mayor pureza. Finalmente, cada uno 

de los precipitados recuperados se dializó en disolución buffer de fosfatos de potasio, 

durante 72 h. Todo el procedimiento se llevó a cabo en presencia de hielo 

aproximadamente 4°C para evitar la degradación de la enzima.  

 El extracto enzimático de cristalino de rata se obtuvo siguiendo el mismo método 

sin llegar a la precipitación, consistió en la homogenización de los cristalinos en 

presencia de buffer de fosfatos e inhibidores de proteasas en un homogeneizador 

manual, la muestra se centrifugó a 10 000 x g durante 15 min, el material insoluble se 

desechó y el sobrenadante se recuperó como extracto crudo de enzima utilizándose 

éste para los ensayos enzimáticos. 
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3.3. REALIZACIÓN DE ENSAYOS PARA DETERMINAR SI LA 

ENZIMA PRODUCE XILITOL 

 La actividad enzimática se midió mediante dos métodos, el primero se basa en la 

determinación de la cantidad de Nicotinamida Adenina Dinucleótido Fosfato (NADPH) 

consumido en la reacción, es proporcional a la actividad de la enzima presente. La 

medición de la cantidad de proteína presente se llevó a cabo por el método de 

cuantificación de proteínas de Lowry (1951).  

 El segundo es una medida indirecta de la actividad enzimática en función al 

agotamiento de xilosa (el consumo de xilosa es directamente proporcional a la aparición 

de xilitol) durante la reacción, con el método de cuantificación de azúcares reductores 

de Miller (1959). En ambos métodos se utilizó la espectrofotometría para medir la 

cantidad de luz absorbida por las proteínas, azúcares y sustrato. La reacción se detuvo 

al mantener la muestra durante 5 min en agua caliente a 80 °C para desnaturalizar la 

enzima. 

 

3.4. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

 Se realizó un ensayo para verificar que la enzima posee actividad enzimática en 

condiciones ya establecidas. La unidad internacional de actividad enzimática se define 

como el cambio en la absorbencia de 0.001 unidades por minuto, la prueba se realizó 

mediante un sondeo en el espectrofotómetro a 340 nm durante dos min con la enzima y 

un inhibidor específico para la aldosa reductasa denominado naringinina. La actividad 

se calculó a partir de la pendiente de la curva de absorbencia vs tiempo, usando el 

coeficiente de extinción molar aparente del NADPH de 6.22 mmol-1cm-1 y la siguiente 

ecuación: 

𝑈 =
∆(

𝐴𝑏𝑠

𝑚𝑖𝑛
)∗𝑉𝑓

𝑉𝑖∗𝜀∗𝑏
                                                      Ec. 3.1 

Donde:  

∆(
𝐴𝑏𝑠

𝑚𝑖𝑛
)= velocidad inicial de trabajo de la enzima (pendiente de la curva) 
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𝑉𝑓=Volumen final en la celda de reacción (3 mL) 

𝑉𝑖=Volumen inicial de extracto enzimático (30 o 60 L) 

𝜀=Coeficiente de extinción molar del NADPH (6.22 mmol-1cm-1) 

𝑏=Espesor de la celda de medición (1 cm) 

 Una unidad enzimática (U) se definió como la cantidad de enzima que cataliza la 

conversión de 1 µmol de sustrato (NADPH) en un minuto de reacción, bajo condiciones 

previamente determinadas. 

  La actividad enzimática específica se calculó al dividir la actividad enzimática 

entre los miligramos de proteína. 

𝐴𝐸 =
𝑈

𝑚𝑔 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎
                                                 Ec. 3.2 

 Otros parámetros de proceso que se determinan para establecer la actividad 

enzimática  de acuerdo a De Freitas (2011) son: 

 Eficiencia de conversión de xilosa  (ECX, %) en un tiempo de reacción específico 

(t,min): 

𝑋𝑖𝑙𝑖𝑡𝑜𝑙 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑖𝑑𝑜 (𝐷𝑃,
𝑔

𝐿
)

𝑋𝑖𝑙𝑜𝑠𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑎 (−𝐷𝑆,
𝑔

𝐿
)

                                             Ec. 3.3 

 Productividad volumétrica (Qp, g/Lmin) 

𝑋𝑖𝑙𝑖𝑡𝑜𝑙 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑖𝑑𝑜 (𝐷𝑃,
𝑔

𝐿
)

𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 (𝑡,𝑚𝑖𝑛)
                                                Ec. 3.4          

 Número de conversión total (TTN) en un tiempo de reacción específico (t,min); 

𝑋𝑖𝑙𝑖𝑡𝑜𝑙 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑖𝑑𝑜 (𝐷𝑃,   𝑚𝑀)

 𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 (−𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻,   𝑚𝑀)
                                            Ec. 3.5 
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 En el caso de las ecuaciones 3, 4 y 5 es indispensable la determinación de xilitol 

producido, la cual se planteó realizar por medio de cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC). 

 

3.5. IMPLEMENTACIÓN DEL DISEÑO EXPERIMENTAL 

 Se llevó a cabo en dos etapas. En la primera etapa se aplica un diseño factorial 

fraccionado para identificar las variables de mayor influencia durante la producción 

enzimática de xilitol. La segunda etapa implica el desarrollo de una metodología de 

superficie de respuesta para la optimización de las variables de mayor influencia. 

 El diseño factorial permite identificar los factores que tienen efectos significativos 

sobre las respuestas de nuestro sistema y la magnitud de estos efectos. En un diseño 

factorial, el número total de experimentos a realizar vendrá dado por el número de 

factores, los niveles atribuidos a cada factor y el grado de incertidumbre que asociemos 

al modelo. 

  

 Diseños factoriales completos (2k)  

 Un diseño factorial completo permite evaluar el efecto de los factores principales 

y sus interacciones. Los diseños más comunes utilizan dos niveles para cada factor, 

denominados "nivel bajo" y "nivel alto", y el número total de experimentos a realizar es 

2k, siendo k el número de factores. 

 

 Diseños factoriales fraccionados (2k-p) 

 Cuando el número de factores es grande, la cantidad de experimentos a realizar 

en un diseño factorial completo puede resultar inmanejable. Para estos casos, se 

utilizan los diseños factoriales fraccionados, en los cuales el experimentador selecciona 

un subconjunto de ensayos del total de combinaciones posibles, a cambio de una 

incertidumbre en la información que obtenemos del sistema. Los ensayos se escogen 

de forma que se confundan los efectos de los factores principales con algunas de las 

interacciones. Esta estrategia presupone que la probabilidad de que los efectos 

principales influyan en el sistema es superior al de algunas de las interacciones. 
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3.5.1. DISEÑO EXPERIMENTAL FACTORIAL FRACCIONADO 

 Consistió en la evaluación de tres factores (Temperatura, pH y concentración 

inicial de sustrato) en dos niveles con cuatro puntos centrales realizándose por 

separado para dos enzimas oxido reductasas de orígenes distintos, en la primera se 

utilizó el cristalino de bovino tabla 3.1 y la segunda se empleó el cristalino de ratas tipo 

Wistar, tabla 3.2.  

 

Tabla 3.1 Matriz codificada de diseño de experimentos para la enzima de cristalino 
de bovino  

a) Ensayo Temperatura pH [Xilosa] 

     

 E1 + - - 

 E2 - + - 

 E3 0 0 0 

 E4 0 0 0 

 E5 - - + 

 E6 + + + 

 E7 0 0 0 

 E8 0 0 0 

 
 

Tabla 3.2 Matriz codificada de diseño de experimentos para la enzima de cristalino 
de rata   

a) Corrida Temperatura pH [Xilosa] 

     

 E1 + - - 

 E2 - + - 

 E3 0 0 0 

 E4 0 0 0 

 E5 - - + 

 E6 + + + 

 E7 0 0 0 

 E8 0 0 0 
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3.5.2. DISEÑO EXPERIMENTAL CENTRAL COMPUESTO 

 El diseño central compuesto se realizó para optimizar las condiciones de trabajo 

de la enzima en las variables de temperatura y pH que fueron los factores que mayor 

influencia significativa tuvieron sobre ambas enzimas. El tipo de diseño es un diseño 

factorial 22 con 5 puntos centrales y 2 puntos axiales.  

 La matriz experimental que proporciona el programa Matlab 17.0 se representa 

en la tabla 3.3 en su forma codificada y decodificada  sin aleatorizar para los dos 

factores de relevancia, dando como resultado un total de 13 ensayos con 5 puntos 

centrales y  puntos axiales. 

 

Tabla 3.3 Matriz codificada de diseño de experimentos del diseño central 
compuesto con la enzima de cristalino de bovino  

a) Ensayo Temperatura pH 

    

 E1 -1 -1 

 E2 +1 -1 

 E3 -1 +1 

 E4 +1 +1 

 E5 −√2 0 

 E6 +√2 0 

 E7 0 −√2 

 E8 0 +√2 

 E9 0 0 

 E10 0 0 

 E11 0 0 

 E12 0 0 

 E13 0 0 
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3.6. OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES BÁSICAS DE TRABAJO 

DE LA ENZIMA 

 Posterior a la identificación de las variables de mayor influencia y su optimización 

mediante el diseño de superficie de respuesta se lleva a cabo la confirmación de las 

mismas a través de un evento experimental que corrobore lo teórico. 
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CAPÍTULO 4. RESULTADOS 

 

4.1. ANÁLISIS PROTEÓMICO 

 En la tabla siguiente (4.1a) se muestra una comparación de las tres diferentes 

enzimas de la familia de las Aldo-Ceto-Reductasas (AKR), las tres enzimas poseen una 

alineación en sus secuencias de proteínas similares, mayor al 90 % para todos los 

casos, lo cual deja ver que su estructura es similar entre ellas, esto es de suma 

importancia ya que se ha demostrado que la enzima AKR1B1 produce xilitol, y al ser 

similares se puede suponer que la enzima AKR1B5 también lo hará pues al comparar 

sus secuencias nucleotídicas (Tabla 4.1b) tienen una alineación similar al ser idénticas 

en un 83 y 88% lo que hace sospechar que tienen una alineación del sitio activo similar 

en sus cadenas peptídicas a la Xilosa Reductasa (XR) fúngica, esto demuestra que es 

posible utilizar la enzima AKR1B5 para la producción de xilitol. 

Tabla 4.1a. Comparativo de alineación de secuencias proteicas de enzimas Xilosa 
Reductasas (XR) capaces de producir xilitol  con estructuras similares 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 2014 

Enzima Identidad Similaridad 

Alineación de 

secuencias proteicas 
Coincidencias % Coincidencias % 

AKR1B5 vs AKR1B1 273/315 87 297/315 94 

AKR1B5 vs AKR1B4 265/314 84 289/314 92 

AKR1B4 vs AKR1B1 270/315 86 294/315 93 

 

Tabla 4.1b.  Comparativo de alineación de secuencias nucleotídicas de enzimas 
Xilosa Reductasas (XR) capaces de producir xilitol  con estructuras similares 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 2014 

Genes Identidad 

Alineación de secuencias 

nucleotídicas 
Coincidencias % 

AKR1B5 vs AKR1B1 823/938 88 

AKR1B5 vs AKR1B4 802/965 83 
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4.2. OBTENCIÓN DEL EXTRACTO ENZIMÁTICO ENRIQUECIDO 

 La precipitación de la enzima se realizó con las sales de amonio, así, existe una 

mayor certeza de trabajar con la enzima deseada, los valores de la tabla 4.2 muestran 

que la actividad enzimática es mayor en la fracción al 50 % de sulfato de amonio, sin 

embargo, es en ésta donde se tiene el menor rendimiento. Es notable que conforma 

aumenta la saturación de la enzima se disminuye el volumen de ésta, a la saturación de 

40 % se obtuvo un mayor rendimiento, razón por la que se decidió emplear ésta 

saturación para futuros experimentos.  

 

Tabla 4.2 Fraccionamiento salino de proteínas de un extracto libre de células de 
ojo de bobino con sulfato de amonio 

Saturación con Sulfato de 

amonio (%) 

Volumen 

(mL) 

Rendimiento 

(%) 

Proteína 

(mg/mL) 

Actividad enzimática 

(U/mg) 

0 --- 100 14.97 49.68 

40 12.5 32.47 17.77 7.79 

50 1.5 3.89 1.85 103.37 

75 3 7.79 2.98 5.37 

 

 Los resultados de la actividad enzimática después de la precipitación se aprecian 

gráficamente en la figura 4.1 donde se representaron los valores de la actividad 

enzimática en U/mg de proteína, se realizó un comparativo en dos diferentes momentos 

(con un mes de diferencia) para verificar si la enzima se degrada y en qué medida, 

notándose que al 50 % de precipitación la degradación es mayor a pesar de ser la que 

mayor actividad reportaba inicialmente, esto es de gran interés porque da pauta a 

establecer los experimentos posteriores, por fines prácticos se utilizó la enzima 

precipitada con 40 % de sulfato de amonio, siendo ésta la de mayor rendimiento y con 

poca degradación con el tiempo. Para indagar sobre la especificidad de la enzima y 

confirmar que se trata de la aldosa reductasa de interés, los ensayos se realizaron con 

el sustrato que tiene mayor especificidad con la enzima (gliceraldehído) así como con 

un inhibidor concreto para la misma, todos los ensayos se realizaron a 4 °C. 
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Figura 4.1 Actividad enzimática de la AKR en el fraccionamiento salino y la 
estabilidad de la enzima con respecto al tiempo. Los valores son el  promedio de 

dos mediciones con extractos diferentes. EC = extracto libre de células 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2 Efecto del tipo de sustrato en la actividad enzimática de la fracción que 
precipitó al 40 % con sulfato de amonio  con  cristalino de bovino.  Los valores 

son el  promedio de dos mediciones con extractos diferentes 
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 En la figura 4.2 se observa el efecto del tipo de sustrato sobre la actividad 

enzimática en la enzima de bovino con saturación del 40 %, se muestra es capaz de 

trabajar con el sustrato que reporta tener una mayor afinidad denominado 

gliceraldehído y con xilosa, presentó mayor actividad enzimática con el sustrato de 

interés. A partir de estos resultados se confirma lo expresado en el análisis proteómico 

acerca de la similitud de las enzimas y su posibilidad de producir xilitol. 

 

4.3. REALIZACIÓN DE PRUEBAS PARA DETERMINAR SI LA 

ENZIMA PRODUCE XILITOL  

 Para la determinación de la actividad enzimática es necesario la utilización de 

herramientas que nos permitan determinar la cantidad de proteína presente durante la 

reacción enzimática, así como la cantidad de azúcares reductores presentes al final de 

la reacción, empleándose el método de Lowry para la primera y el método de Miller 

(DNS) para la segunda.  

 

4.3.1. CURVAS DE CALIBRACIÓN PARA LA DETERMINACIÓN DE 

PROTEÍNAS POR EL MÉTODO DE LOWRY 

 La curva obtenida durante la verificación de la técnica para determinación de 

proteínas está en la figura 4.3, en ella se puede observar que el coeficiente de 

determinación (R2) es mayor de 0.95, es decir que más del 95% de los datos se 

aproximan a una línea recta, los resultados de la regresión se promediaron para tener la 

relación que permita calcular la cantidad de proteína (enzima) presente en cada 

momento experimental. La relación obtenida es [𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎] = 0.07345 ∗ (𝐴𝑏𝑠) +

0.005028. 
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Figura 4.3 Curva de calibración para la determinación de proteína 

 

4.3.2. CURVAS DE CALIBRACIÓN PARA LA DETERMINACIÓN DE 

AZÚCARES REDUCTORES POR EL MÉTODO DE MILLER 

 La curva de calibración de azúcares reductores (figura 4.4) que permitirá 

determinar la concentración de xilosa presente al final de la reacción enzimática se 

presenta a continuación, en ella se puede observar como los datos se ajustan a la 

tendencia de una línea recta, donde la relación empírica es  [𝐴𝑧ú𝑐𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟] =

0.1030 ∗ (𝐴𝑏𝑠) + 0.0221. 
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Figura 4.4 Curva de calibración para la determinación de azúcares reductores 
(xilosa final) 

 

 

4.4.  DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

 Con la finalidad de determinar si la enzima produce xilitol se realizó un ensayo 

enzimático en presencia de xilosa con los extractos crudos (EC) de las dos aldosas 

reductasas, la de cristalino de bovino y la de rata (figura 4.5) encontrándose que la 

enzima de bovino posee una actividad enzimática específica mayor que la de rata. Es 

notable como la actividad enzimática disminuye en presencia de inhibidor, indica que en 

efecto se trata de la enzima de interés; al existir actividad con este sustrato la enzima 

extraída del cristalino de bovino es capaz de consumir xilosa y por ende producir xilitol.  

 Los resultados muestran que la actividad catalítica de la enzima de bovino es 
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estructuralmente diferentes son similares entre sí pues tienen actividad sobre el mismo 

sustrato, sin embargo, ésta se encuentra en un nivel numérico diferente. 

   

 

Figura 4.5 Actividad enzimática de aldosa reductasa de  dos diferentes orígenes 
en presencia de xilosa y NADPH. La actividad de AKR se confirmó con 

naringinina 0.001 M. Los valores son el  promedio de dos mediciones con 
extractos diferentes. EC = extract 

 

 El efecto del inhibidor sobre la actividad catalítica es importante con este se 

demuestra que se trata de una enzima Aldosa Reductasa, Beltrán (2014) demostró que 

este inhibidor posee inhibición competitiva, aquí el inhibidor se une a la enzima 

reversiblemente en el mismo sitio que el substrato, por tanto inhibidor y substrato 

compiten por el mismo sitio. En ambas enzimas existe el efecto del inhibidor y esa 

competencia, en consecuencia se intuye que el sitio activo se encuentra en un sitio 

similar. 
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4.5.  IMPLEMENTACIÓN DEL DISEÑO EXPERIMENTAL 

4.5.1. DISEÑO EXPERIMENTAL FRACCIONADO 

  

 Del diseño experimental fraccionado se obtuvieron los siguientes resultados 

mostrándose los promedios de dos repeticiones y error estándar de la actividad 

enzimática específica (AE) para la AR de bovino con xilosa como sustrato. 

 Los resultados de actividad enzimática con enzima de bovino y rata para los 

diferentes tratamientos se aprecian gráficamente como se muestra en las figuras 4.6 y 

4.8 respectivamente.  

Figura 4.6 Actividad enzimática de la enzima de bovino para los diferentes 
tratamientos. Los valores son el  promedio de dos mediciones 
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rata presenta comportamiento similar al tener las mayores actividades en estos ensayos 

y la menor actividad con el ensayo 5. 

 La actividad enzimática específica se reporta en U/mg, U se define como la 

cantidad de enzima que cataliza la conversión de 1 µmol de sustrato a 1 mol de 

producto en un minuto de reacción, es decir, que por cada mol de sustrato se 

producen un mol de xilitol, dado que el contenido de proteína se conoce para todas las 

reacciones es posible calcular la cantidad de xilitol producido. Los datos se expresan de 

manera gráfica como se observa en la figura 4.7 correspondiente a los micromoles de 

xilitol producidos por minuto para cada uno de los tratamientos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.7 Producción de xilitol en mol/min con enzima de bovino para los 
diferentes tratamientos. Los valores son el  promedio de dos mediciones 
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Figura 4.8 Actividad enzimática de la enzima de rata para los diferentes 
tratamientos. Los valores son el  promedio de dos mediciones 

  

 La enzima que se extrajo de los cristalinos de rata posee una actividad 

enzimática menor comparada con la enzima de bovino, la principal razón a la que se 

atribuye este comportamiento es al contenido de proteína, la enzima de rata tiene en 

promedio 7.67 mg/mL mientras que la de bovino contiene 17.77 mg/mL, este resultado 

refleja inmediatamente una mayor actividad con el sustrato de interés 

independientemente de la temperatura, pH y concentración inicial de xilosa. Este 

comportamiento se refleja en la cantidad de xilitol producido ya que con la enzima de 

bovino se tienen cerca de 1 000 mol/min mientras que con la enzima de rata 

difícilmente se llega a los tres mol/min. Así se alienta y justifica el uso de la enzima de 

bovino para la obtención de xilitol y para la optimización de las condiciones de trabajo 

de la enzima para éste propósito. 
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 La cantidad de xilitol producido con la enzima de rata se observa en el gráfico 

correspondiente a la figura 4.9, similar al de la actividad enzimática. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.9 Producción de xilitol en mol/min con enzima de rata para los 
diferentes tratamientos. Los valores son el  promedio de dos mediciones 

 En la figura 4.10 se presenta la producción de xilitol con las enzimas que se 

extrajeron del cristalino de bovino y rata en los tratamientos de los diseños 

experimentales factorial fraccionado, es notable como la cantidad de xilitol que se 

produce con la enzima de bovino es superior a la de rata, equiparable a la actividad 

enzimática reportada con ambas enzimas. 

 

Figura 4.10 Producción de xilitol en mol/min con enzima de rata y bovino para 
los diferentes tratamientos. Los valores son el  promedio de dos mediciones 
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 El contenido de xilosa al final de la experimentación nos permitió sospechar la 

cantidad de xilitol producido, entre mayor contenido de xilosa se tiene menor será la 

producción de xilitol. Estos resultados se pueden representar gráficamente como se 

muestra en la figura 4.11 donde se observa que la concentración final de xilosa es 

primordialmente mayor cuando se utiliza enzima de rata, siendo congruente con los 

resultados de actividad enzimática donde se observó una menor actividad enzimática. 

 

Figura 4.11 Contenido final de xilosa con enzima de bovino y rata para los 
diferentes tratamientos. Los valores son el  promedio de dos mediciones 

 Los valores anteriores se utilizaron para realizar el análisis estadístico mediante 

el software Minitab 17. Como se muestra en la figura 4.12 correspondiente a el 

diagrama de pareto para los efectos de las tres variables independientes sobre la 

temperatura y el pH utilizando la enzima de bovino, los tres factores empleados 

presentan influencia sobre la producción de xilitol, siendo la temperatura y el pH los de 

mayor influencia numérica, sin embargo en la concentración final de xilosa, es posible 

apreciar que tanto la temperatura como el pH tienen una mayor influencia sobre esta 

variable de respuesta a pesar de que ésta no parece ser significativa estadísticamente. 
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Figura 4.12 Diagrama de pareto de efectos de la temperatura, pH y concentración 
inicial de xilosa en la producción de xilitol (a)  y en la concentración final de xilosa 

(b) con enzima de bovino 
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 En el análisis de los resultados para la enzima de cristalino de rata (figura 4.13) 

encontramos que al igual que en la enzima de bovino la actividad enzimática se 

influencia por los tres factores modificados con mayor significancia por la temperatura y 

pH, la concentración final de xilosa posee un comportamiento similar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.13 Diagrama de pareto de efectos de la temperatura, pH y concentración 
inicial de xilosa en la producción de xilitol (a)  y en la concentración final de xilosa 

(b) con enzima de rata 
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 Se debe destacar que en la variable de respuesta de concentración final de 

xilosa se tienen dos comportamientos diferentes dependiendo del origen de enzima, 

con la enzima de bovino ninguno de los factores parece tener significancia mientras que 

en la de rata la temperatura y la concentración inicial de sustrato tienen significancia 

sobre la concentración final, esto se le atribuye principalmente a que la concentración 

de proteína en la mezcla de reacción es diferente en cada caso, la enzima de bovino 

empleada tiene un contenido de proteína de 17.77 mg/mL y la de rata solo tiene 7.67 

mg/mL, da la apreciación de que el contenido de sustrato inicial presente se consume 

de manera distinta en cada caso. 

  

 

4.5.2. DISEÑO EXPERIMENTAL CENTRAL COMPUESTO 

 Los resultados de actividad enzimática de la matriz experimental del diseño 

experimental compuesto para ver el efecto de la temperatura y el pH en la actividad 

enzimática se reportan a continuación. 

 La figura 4.14 muestra de manera gráfica los resultados obtenidos en la medición 

de la actividad enzimática de la enzima de bovino a diferentes condiciones de pH y 

temperatura de acuerdo al diseño experimental compuesto propuesto, estos resultados 

indican que la enzima posee una excelente actividad que aumenta o disminuye 

conforme se modifiquen las condiciones antes mencionadas, se utilizó como control a la 

enzima a condiciones de mayor estabilidad que son 4 °C y un pH de 6.8, aquí la enzima 

tiene 65 U/mg sin embargo con el ensayo 9 la actividad aumenta considerablemente, lo 

mismo se observa con el ensayo 11. La actividad con el inhibidor disminuyó, indicativo 

de que se trata de la enzima de interés para el proyecto. Las actividades menores se 

encuentran en los tratamientos 4, 8 y 10 intuyéndose una dependencia fuerte con el pH 

de la muestra. James et al. (1986) demostró que la coenzima se degenera rápidamente 

a pH ácidos y temperaturas altas (el tiempo de vida media del NADPH a 41 °C y pH 6 

es de 55 min, este valor disminuye el disminuir el pH y aumentar la temperatura). 
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Figura 4.14 Actividad enzimática de la enzima de bovino para los diferentes 
tratamientos del diseño central compuesto. Los valores son el  promedio de dos 

mediciones 

 La figura que representa la producción de xilitol de manera gráfica se encuentra 

expresada en la figura 4.15 en la que se muestran los valores de xilitol que se 

produjeron a las diferentes condiciones empleadas durante la experimentación. 

Figura 4.15 Xilitol producido en mol/min en el diseño central compuesto para los 
diferentes tratamientos. Los valores son el  promedio de dos mediciones 
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 La cantidad de xilitol que se produjo por minuto durante los ensayos es relevante 

y superior a la que se obtuvo en el anterior diseño experimental, casi tres veces mayor, 

indica que es posible acercarse a determinar las condiciones óptimas de trabajo de la 

enzima, también se observa la inhibición de la enzima demostrando que se trata de la 

enzima de interés. Los resultados que indican indirectamente actividad de la enzima y 

su producción de xilitol están en función a la xilosa consumida, los resultados de los 

diferentes ensayos del diseño experimental compuesto a pesar de ser similares 

demuestran que la enzima trabaja con este sustrato, el contenido final de xilosa es 

diferente para todos los casos presentando un mayor consumo en los ensayos 6, 9, 11, 

12 y 13.  

 Los resultados de concentración final de xilosa después de la reacción 

enzimática con inhibidor y sin inhibidor muestran que existe consumo de xilosa, 

importante para nuestro proyecto pues significa que la xilosa se consume por la enzima 

dando la pauta a que se genere el xilitol deseado, el control con inhibidor indica que se 

trata de la enzima de interés al haber menos consumo con éste para la mayoría de los 

casos, el comparativo de estos resultados se representan en un gráfico de barras como 

sigue: 

 

Figura 4.16 Contenido final de xilosa con enzima de bovino para los diferentes 
tratamientos del diseño central compuesto. Los valores son el  promedio de 

cuatro mediciones 
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 Para el análisis del Diseño Central Compuesto se utilizó el programa Minitab 17, 

con la variable de respuesta de Actividad Enzimática los resultados se quedan 

inconclusos, como se observa en el gráfico 4.17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

Figura 4.17 Gráfico de contorno (a) y gráfico de superficie (b) de la producción de 
xilitol vs el pH y la temperatura para los tratamientos del diseño central 

compuesto. Los valores son el  promedio de dos mediciones 
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 El análisis de superficie de respuesta para la concentración final de xilosa se 

muestra en los siguientes gráficos donde se observa una región mínima para esta 

variable, indica que al haber menor concentración de azúcar inicial se supone una 

mayor cantidad de xilitol que se produjo durante la reacción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.18 Gráfico de contorno (a) y gráfico de superficie (b) de la concentración 
final de xilosa vs el pH y la temperatura para los tratamientos del diseño central 

compuesto. Los valores son el  promedio de dos mediciones 
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CONCLUSIONES 
 

 Las enzimas extraídas de cristalino de rata y de bovino son capaces de producir 

xilitol.  La segunda tiene una mayor producción que se refleja en su mayor actividad 

enzimática y de consumo de sustrato. 

 La cantidad de xilitol que se produjo en los diferentes ensayos enzimáticos no se 

midió porque la concentración inicial de xilosa es demasiado pequeña y la sensibilidad 

del instrumento de medición (HPLC) no la alcanza a cuantificar.  

 Los resultados obtenidos al momento son valiosos a pesar de no contar con una 

cuantificación de xilitol por métodos instrumentales directos, desafortunadamente son 

necesarios para determinar la eficiencia de producción de xilitol que otros autores 

reportan y poder hacer un comparativo de los procesos, la eficiencia para proceso 

químico se encuentra en un 50-60% (Nidetzky et al., 1996) mientras que la eficiencia 

para proceso microbiológico está en el 70-90% (De Freitas et al., 2009), la mezcla de 

reacción utilizada en los ensayos de este proyecto no contiene elementos que pudieran 

desviar la reacción a otros productos así que se supone una eficiencia superior a la 

obtenida en el microbiológico donde toda la xilosa se transforme a xilitol. 
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